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NOI CONTRIBUTII ASUPRA FAUNEI
DE STAFILINIDE (COLEOPTERA) DIN ROMANIA

MELANIA STAN

New signallings are reported for most of the species dealt with in the present paper. The
species were mainly quoted in the Romanian fauna in the first half of the 20th century.

Un numar de 20 specii de stafilinide prezentate in aceastd lucrare au fost
colectate in urma catorva deplasari pe terén, efectuate intre anii 1995-1997:
Valea Vilsanului (jud. Arges), Galdoaia Mare si Colibita (jud. Bistrita Nasdud),
Gura Zlata, Valea Barlii, Rausor (Muntii R.etezat), Muntii Apuseni etc., iar alte
23 specii ne-au fost donate*, acestea fiind colectate din localitatea Voineasa
(jud. Valcea), care reprezinti de altfel, o nous semnalare pentru toate aceste specii.

Colectarea s-a realizat prin prelevare directa (pentru cele mai multe
dintre specii), cu fileul entomologic, sau au fost folosite capcanele Barber
(Gura Zlata).

S-au studiat 63 de exemplare de stafilinide, iar prezentarea sistematicd
corespunde celei date de G. A. Lohse (1964). Pentru determinarea la nivel de
specie s-a avut in vedere studiul organului copulator mascul (aedeagus) pentru
cele mai multe specii, in acest mod fiind stabilit si sexul.

REZULTATE $I DISCUTII

Am determinat 43 specii de stafilinide care apartin urmitoarelor subfa-

" milii: Proteininae (1 specie), Omaliinae (4 specii), Oxytelinae (1 specie), Steni-

nae (7 specii), Paederinae (5 specii), Xantholininae (2 specii), Staphylininae
(15 specii), Trichophyinae (1 specie), Tachyporinae (5 specii) si Aleocharinae
(2 specii). :

* Mulfumesc pe aceasti cale d-lui Serban Proches de la Muzeul de Istorie Naturald ,,Grigore
Antipa” pentru materialul de stafilinide donat.

St. cerc. biol., Seria biol. anim., t. 50, ur. 1, p. 3-10, Bucuresti, 1998
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FAMILIA STAPHYLINIDAE
Subfamilia Proteininae

Megarthrus denticollis (Beck.), 1 exemplar mascul, 1.VIII.1996, colectat
de la Voineasa. Citatd in Roménia din urmatoarele localititi: Sibiu, Sighisoara
(1); Brasov, Bistra, Reghin (19); Izvorul Muntelui (20).

Specia este raspanditd in Europa, Siria, Siberia.

Subfamilia Omaliinae

Lathrimaeum unicolor (Marsh.), 4 exemplare, 1.VII.1996, de la Voineasa.
Citatd in Roménia din: Muntii Cibinului (1); Resita (12). Specia este rispanditi
in Europa Centrald, Peninsula Ibericd, Marea Britanie.

Amphichroum canaliculatum (Er.), 3 exemplare, 25.V.1995, de la Gildoaia
Mare, pe Vegétatia ierboasd de la marginea drumului, semnalare noud. Citati in
Romania din mai multe zone: Muntii Cibinului 1); Rau de Mori, Sovata, Bucegi,
Postivarul, Muntii Rodnei (19); Timisoara, Mehadia (12); Muntii Tiblesului (26).
Este o specie caracteristica regiunilor montane fiind r3spanditi in Muntii Alpi si
Muntii Carpati. .

Anthophagus angusticollis (Mannh.), 1 exemplar, 31.VII.1996, Valea
Azuga, colectat de pe vegetatia ierboasd din apropierea raului. Citatd in Roma-
nia, la Brasov (1); Ciucas, Sighisoara, Bistrita, Postavarul, Muntii Fagdras (19);
Biile Herculane (12); Valea Vinului (Maramures) (2).

Este o specie montana raspanditd in Europa Centrald si de Nord, Caucaz

Anthophagus bicornis (Block), 2 exemplare, un mascul si o femels,
1.VIII.1997, Valea Bérlii — amonte, in padure, pe trunchiurile cizute ale copaci-
lor, semnalare noud. Citatd in Romaénia in Brasov, Zirnesti, Muntii Retezat,
Bucegi, Muntii Muresului (1); Santa, Detunata (19).

Specia este raspandit in Europa Central3 si de Sud.

- Subfamilia Oxytelinae

Platystethus capito (Heer), 1 exemplar, 1.VII[.1996, Voineasa. Citatd in
Romania in Muntii Rodnei (2); Alba-Iulia, Sighisoara, Postivarul, Harmani (19);
Tusnad, Sibiu, Dognecea, Mehadia (12).

Specia este raspanditd in Europa si regiunea mediteranean3.

Subfamilia Steninae

Stenus bimaculatus (Gyll.), 2 exemplare, 1.VIII.1996, Voineasa. Citatd in
Roménia in Sibiu, Sighisoara, Reghin (1); Brasov, Cluj (19); Brosteni (16); Insula
Mici a Briilei (24); Valea Vinului (Masivul Rodna) (26).

Este o specie cu rispandire in Europa, Caucaz, Siberia.
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Stenus fossulatus (Er.), 3 exemplare (2 masculi i o femels), 1.VIIL.1996,
Voineasa si 1 exemplar din 1.VIIL1996 de pe Valea Azuga, pe malul unui paru, sub
piatrd, pe substrat foarte umed. Citatd in Romania, la Brasov (1); Zlatna, CAmpeni,
Sighisoara (19); Valea Paraului Rosu, Valea Biilor (2); Pietrosul Mare (12).

Specia este rispandits in Europa Centrald, Italia, Finlanda.

Stenus clavicornis (Scop), 1 exemplar, 1.VIIL.1996, Voineasa si 1 exem-
plar din 31.VIL.1997 de la Gura Zlata, pe vegetatia de la marginea drumului
principal. Citatd in Roménia, din Sighigoara, Rupea, Mzerus, Bragov (1); Muntii
Rodnei, Petrosani, Turnu Rosu, Bazna (19); Ineu (26); Brosteni (16); Predeal

(14); Hangu (20).

Specia are o raspandire paleartic3.

Stenus rogeri (Kr.), 1 exemplar mascul, 29.VIL.1997, de la Rausor (Muntii
Retezat), pe malul unui parau, pe piatri, semnalare noudi. Citati in Romania
pentru Valea Vinului (Masivul Rodnei) (19).

Specia este raspanditd in sudul Europei de Nord, Europa Centrali si de Sud.

Stenus circularis (Grav.), 1 exemplar mascul, 18.VIIL.1995, de pe Valea
Vélsanului (confluenta raului Robaia cu Valsanul), pe vegetatie in apropierea
apei, semnalare noud. Citatd in Romania de la Hateg, Sighisoara (1); Alba-Iulia,
Bilan, Turnu Rosu, Brasov, Sibiu (19); Brosteni si Comana (19).

Specia este rdspandits in Europa, Caucaz, vestul Siberiei.

Stenus similis (Herbst.), 1 exemplar, 13.1X.1997, la Izvorul Rece (Muntii
Apuseni), semnalare nous. Citati in Romania, din Muntii Rodnei (2); Hateg,
Sighisoara, Rupea (1); Santa, Sibiu, Detunata, Postivarul, Bazna, Carta de Jos,
Brasov (19); Predeal, Sinaia (14); Periprava (9); Valea Lipusnicului (7). M. A.
Ienistea o consider3 ca o specie larg rispanditi la noi.

Specia este raspanditd in Europa, regiunea mediteraneani, Siberia, Caucaz.

Stenus tarsalis (Ljungh.), 1 exemplar mascul, 18.IX.1997, Valea Garda
Seaca (Muntu Apuseni), pe vegetatia ierboasd din apropierea apei, semnalare
noud. In Roménia a fost citatd pentru Hateg, Petrosani (19); Brosteni (16).

Specia este raspandita in Europa de Nord, Europa Centrald, nordul Europei
de Sud.

Subfamilia Paederinae

Paederus ruficollis (F.), 10 exemplare, 17.VIII.1995, Valea Britiei (afluent
al Vélsanului), pe malul riului, pe substrat nisipos umed si 7 exemplare,
1.VIIL.1996 de la Voineasa, ambele zone sunt semnaldri noi ale acestei specii.
Citatd in Roménia: Sibiu, Figdras, Brasov, Medias, Sighisoara, Muntii Mure-
sului (12); Masivul Rodnei, Muntii Tiblesului (2); Brosteni (16).

Specia este raspanditd in Europa Central3 si de Sud.

Paederus rubrothoracicus (Goeze), 1 exemplar mascul, 1.VIII.1996, Voineasa.
Citatd in Roménia din urmitoarele zone: Masivul Rodnei, Valea Vinului (2);




6 - Melania Stan 4

Telciu (2, 26); Izvorul Muntelui (23); Sibiu, Fagdras, Brasov, Sighisoara,
Medias, Muntii Muresului (1); Alba-Iulia, Hateg, Petrosani (19); Turnu Rosu,
Talmaciu, Remeti (Bihor), Tulgheg, Gherla (19).

Specia este rispanditd in Europa Centrald si regiunea mediteraneand.

Paederus litoralis (Grav.), 3 exemplare, 19.VII1.1995 de pe Valea Val-
sanului, in finete, semnalare noud. Citatd in Romania, la Comorova (18); Valea
Vinului (2); Stejarul, alt. 400 m si Dealul Bisericii, alt. 600 m (Moldova) (23);
Cocioc, Piscul Hereasca (jud. Ilfov), Stanca (lang3 Stefinesti pe malul Prutului) (5);
Bucuresti si imprejurimile sale (14); Valea Ieselnita, Svinita (10); iar K. Petri
consemna c3 aceasti specie- este intalnitd in zona dealurilor si a muntilor mai
putin inalti din intreaga Transilvanie.

Specia are o rispandire euro-mediteraneand. -

Paederus brevipennis (Boisd.) Lac., 1 exemplar mascul :23-26.V.1997,
Gura Zlata, la capcane Barber amplasate in fanete in apropierea unor molizi (alt.
cca. 790 m), semnalare noud. Citatd in Romania de la Sibiu, Sura-Mare, Lazaret,
Geaca (12); Sighisoara, Turnu Rosu, Sibiu, Muntii Rodnei (19) Predeal (14)

' Specia are o rdspandire central-europeand.

- Lathrobium castaneipenne (Kol.), 1 exemplar femel, 1.VII1.1996, Voi-
neasa. Citatd in Roménia: Brasov'(1); Turnu Rosu, Sighisoara (19), Muntii Rod-
nei, Valea Vinului, Saca (3); Muntii Retezat, Prejmer (12). -

' Specia este xaspandlta in Europa, Caucaz, Siberia.

~Subfamilia Xantholmmae

Baptolinus affinis (Payk) 2 exemplare mascule, 1.VIIL.1996, Voineasa.

Citatd in Roménia, la Mehadia (12); iar K. Petri o consider3 prezentd in toatd
Tlansﬂvama in zona padur1lor de deal si’ munte sub scoarta dlferltelor specii de
arbori. : :
Specia este rdspanditd in Europa, Caucaz, Siberia.
Othius punctulatus (Gze.), 1 exemplar mascul, 23-26.V.1997, Gura Zlata,
prins la capcane Barber; semnalare noud Citatd in Romania: Brasov, Sibiu,
Sighisoara, Sura-Mare, Medias, Reghin, Vama Buzaului si Gherla (19).

Specia este raspanditd in Europa, Siberia.

Subfamilia Staphylininae

Philonthus addendus (Steph.), 1 exemplar mascul, 1.VII1.1996, Voineasa.
Citat3 in Romania de la Brasov, Azuga, Harman, Cluj (19). '

Specia este raspanditd in Europa Centrald si de Nord, Asia.

Philonthiss coerulescens (Boisd. Lac.), 1 exemplar, 1.VIIL.1996, Voineasa.
Citatd in Romania de la Ilva Mic# (Nasdud), Pasul Turnu-Rosu (19); Muntii
Rodnei (2); Biile Herculane (12).

Specia este raspanditd in Europa Centrali si de Sud, Caucaz.
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Philonthus decorus (Grav.), 4 exemplare mascule, 24.V.1997, de pe Valea
Barlii (Muntii Retezat), in apropierea raului, pe pietre. Citatid in Romania din
urmatoarele zone: Valea Prejbei (Muntii Fagaras), Muntii Retezat, Raul Sadului,
Sibiu, Muntii Cibinului, Tarnava, Sighisoara, Muntii Bucegi, Muntii Rodnei,
Aiud (23); Brogteni (16).

Specia este r3spanditd mai ales in Europa de Nord si Centrald. in Europa
de Sud este mai rard. La noi s-a semnalat din toatd tara, in afard de Banat; este
mai abundenta in regiunile muntoase.

Philonthus cyanipennis (F.), 2 exemplare, 1.VIIL.1996, Voineasa, in
padure pe ciuperci. Citatd in Roménia, in Muntii Figgras, Sibiu, Turnu-Rosu,
Sighisoara, Sovata, Raul Galben (Muntii Retezat), Dumbrava Sibiului, Bragov,
Reghin (19); Mehadia, Secul, Romanesti (12); Masivul Rodnei (2).

Specia are rispandire palearticd.

Gabrius femoralis (Hoch.), 1 exemplar mascul, 1.VIII.1996, Vomeasa
Citatd in Romaénia, din Hateg (18); Bdlan (Harghita) (19).

Specia este raspanditi in Europa Centrald si de Sud, Caucaz.

Gabrius expectatus (Smet.), 1 exemplar, 1.VII1.1996, Voineasa. Citati in
Romania, la Bicsad, Dus (Muntii Cibinului), Rau de Mori, Sibiu, M3gura Cisna-
diei, Harman, Rasnov, Racosul de Jos, Hateg, Muntii Bucegi, Pasul Turnu-Rosu,
Suceava, Roman, Filticeni (22). '

Specia a fost semnalati indeosebi din Europa de Est si partea esticd a
Europei Centrale, ulterior si din Europa septentrionald (Norvegia, Suedia).

Ontholestes tesselatus (Geoffr. Fourch.), 1 exemplar mascul, 1.VIIL.1996,
Voineasa. Citatd in Romania din urmdtoarele localititi: Cisnadie, Cincu, Brasov,
Medias, Reghin, Prejmer (1); Sibiu, Serbota, Alba-Iulia, Sighigoara, Réstolita (19).

Specia este raspandita in Europa Centrald si de Nord, Siberia.

Staphylinus erythropterus (L.), 1 exemplar mascul, 24.V.1997, Gura Zlata
(Muntii Retezat), pe drumul spre caband. Citatd in Romaénia, la Hateg, Fagaras,
Brasov, Sighisoara (12); Valea Vinului, Valea Paraului Rosu, Valea Mariilor
(Masivul Rodnei) (2); Dealul Frasinului alt. 650 m (20); Closani (15);
Bucuresti, Calimanesti (14); iar K. Petri considera cd aceastd specie se intdlneste
in toatd Transilvania.

" Esteo specie cu raspandire euro-siberiana.

Ocypus olens (Mull.), 1 exemplar, 1.VII1.1996, Voineasa. Citatd in Roma-
nia, in Valea Jiului, Muntii Cibinului, Sebesul de Sus, Brasov, Reghin (1);
Comorova, Hagieni (18); Valea Paraului Pangdrati (20); Closani (15).

Specia este raspandita in Europa Centrala si de Sud, regiunea medite-
raneanad, insulele Azore si Kanare.

Ocypus fulvipenne (Er.), 1 exemplar mascul, 7.X1.1996, Colibita (Bistrita
Nasaud), pe malul raului Pietroasele, pe stincd, semnalare noud. Citatd in
Romania, la Sibiu, Fagaras (1); Muntii Retezat, Rdu de Mori (19); Comana (17).
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Specia este raspandita in Europa Centrald si de Nord, Caucaz si Siberia.
Astrapaeus ulmi Rossi, 1 exemplar, 11.VIII.1996, Ploiesti, pe asfalt in
apropierea unor zone cu verdeatd, semnalare noud. Citati in Rom4nia, la
Medias, Sibiu, Brasov (19); Resita, Mehadia (12); Mangalia (16, 17); Bicaz (20).
Specia este raspanditd in Europa Centrald si de Sud, Marea Britanie.
Quedius ochripennis (Men.), 2 exemplare mascule, 30.X1.1995, Bucuresti
$125.1X.1996, Comuna Podenii Noi (jud. Prahova), semnaliri noi pentru aceastd
specie. Citatd in Roménia, la Sibiu, Sighisoara, Bazna, Brasov, Muntii Rodnei
(19); Romanesti (Banat) (12); Comana (17).
Specia este raspanditd in Europa si regiunea mediteraneans.
 Quedius plagiatus (Mannh.), 1 exemplar, 1.VIII.1996, Voineasa. Citat3 in
Romania, in Bucegi, Reghin, Pasul Bargdului (1); Muntii Porumbacului, Muntii
Retezat, Bistra, Zlatna, Postivarul (19); Muntii Rodnei (2).
- Specia este raspanditi in Europa Centrali si de Nord, Siberia. °
Quedius cincticollis (Kr.), 2 exemplare, 25.V.1995, Gilioaia Mare, pe
vegetatia ierboasd de la marginea padurii si 31.VIL.1996, Valea Azuga, in padure
de molid, pe muschi. Citatd in Romania in: Muntii Bucegi, Negoiu, Bilan,
Postavarul, Muntii Retezat, Muntii Porumbacului (19); Surul (1).
“Este 0 specie montand cu rispandire in estul Muntilor Alpi si in Muntii
Carpati.
Quedius nitipennis (Steph.), 1 exemplar, 1.VIII.1996, Voineasa. Citati in
Roménia, in Muntii Cibinului, Cartisoara (1); Bilan, Sighisoara, Tumu-Rosu (19)
Specia are o raspandire europeana

Subfamilia Trichophyinae

Trichophya pilicornis (Gyll.), 1 exemplar, 24.V.1997, Gura Zlata (Muntii
Retezat), alt. cca. 790 m, prins& cu fileul entomologic. In Romania a fost sem-
nalatd numai la Sighigoara (19) si Sinaia, alt. 885 m (8). M. A. Ienistea o consi-
derd ca o specie relativ rard in tara noastrd. Aceasta este a 3-a semnalare din
Romaénia.

Subfamilia Tachyporinae

Bolitobius exoletus (Er.), 1 exemplar, 1.VIII.1996, Voineasa. Citati in
Romaénia, de la Hateg (1); Alba-lulia, Sighisoara, Ciucas, Muntii Rodnei, Brasov,
Tusnad (19); Mehadia, Cornereva (Banat) (12).

Specia are o raspandire holarctica.

Bolitobius thoracicus (F.), 2 exemplare, 31.VIL.1996, de pe Valea Azuga
(aflatd pe o ciupercd din apropierea raului) si 1.VIII.1996, Voineasa, semnaliri
noi. Citatd in Romaénia, la Hateg, Sibiu, Reghin (19) si Muntii Rodnei (3, 19).

Specia are o raspindire holarctica.
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Tachyporus chrysomelinus (L.), 3 exemplare mascule, unul din 5.V1.1996,
Bucuresti si doud din 23-26.V si 27-31.VIL.1997 de la Gura Zlata, prinse la
capcane Barber. Citatd in Romania, la Brosteni si Valea Bistritei (16); Dealul
Bisericii alt. 750 m (Moldova) (20); Valea Lipusnicului alt. 1130 m (Muntii
Retezat) (7); Gura Garlutei (Insula Mic3 a Briilei) (24). K Petri considerd ci
aceastd specie se intdlneste in Transilvania in toat zona de deal si munte.

Specia este rdspanditi in regiunea palearctici (cu exceptia nordului Africii)
si In regiunea nearctica.

Tachinus pallipes (Grav.), 1 exemplar femel, 1.VIIL.1996, Voineasa. Citati in

Romania, la Fagaras, Reghin (1); Borsec, Ciucas, Pardng, Muntii Rodnei (19);
Mehadia (12).

Specia are o raspandire holarctic.

Tachinus laticollis (Grav.), 1 exemplar mascul, 25.V.1995, Gilioaia Mare
si 1 exemplar femel 1.VIIL.1996, Voineasa, semnaldri noi. Citats in Romaénia, in
Bragov (1); Santa, Sibiu, Bilan, Sighisoara, Detunata (19); Mehadia (12).

Specia are o raspandire palearctici.

Subfamilia Aleocharinae

Encephalus complicans (Westw.), 1 exemplar, 27-31.VIL.1997, Gura
Zlata, prinsd la capcane Barber, semnalare nous. Citati in Romania, de la Sibiu,
Sighigoara, Muntii Rodnei, Postdvarul, Ineu, Saca (19).

Specia este raspanditd in Europa Central3 i de Nord.

Aleochara bipustulata (L.), 1 exemplar, 31.VIL.1997, Gura Zlata. Citat3
Roménia, la Reghin, Ocna Sibiului (1); Sighisoara, Bistra, Muntii Rodnei, Ineu
Postavarul (19).

Specia are o raspandire palearctici.

CONCLUZII

Putem aprecia cd cea mai mare parte a localititilor, zonelor de unde s-a
colectat materialul de stafilinide, in perioada 1995-1997, sunt citiri noi pentru
Roménia. Astfel, cele 23 de specii de stafilinide colectate de la Voineasa sunt
semnalate pentru prima datd de aici. Pentru celelalte specii, s-a precizat in text
dacd zona respectivi reprezinti o nous semnalare.
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ACTIUNEA IERBICIDELOR ASUPRA .POPULATIILOR
DE ARTROPODE DIN CULTURI

IRINA TEODORESCU

Negative action of herbicide upon ground level arthropod populations in two crops (wheat
and a]falfa) were investigated. Comparative, qualitative and quantitative analysis in unpol-
luted and herbicide polluted crops, emphasized a decrease of arthropod populations effec-
tives, especially phytophagous species, secondary consumers; but predatory species, espe-
cially Aranea and Coleoptera were resistant to the negative impact of herbicides.

Numeroase analize ale tendintelor actuale in probleme de mediu, conduc
la concluzia c3 civilizatia modernd urmeaz3 un curs ce nu are durabilitate din
punct de vedere economic si ecologic. in conformitate cu aceste tendinte, specia
umani nu-si mai poate continua dezvoltarea pe bazele actuale, fira a fi expusd
unor perturbari severe, sociale, economice si ecologice.

Din acest punct de vedere, generatia prezentd poate pune in cumpand
viitorul planetei, al tuturor formelor de viata si implicit al omului.

Se impune adoptarea unei strategii care si asigure o dezvoltare durabil,
deci o continui crestere economic3 si conservarea complexitatii, diversitatii si
functionalitdtii sistemelor ecologice, suport al vietii si al cresterii economice
continue. :

Comisia Internationald asupra mediului si dezvoltdrii a definit dezvoltarea
durabili ca ,,dezvoltarea care intruneste necesititile prezentului fara a compro-
mite capacitatea generatiei viitoare de a intruni propriile sale necesitti”.

Dezvoltind ideea, durabilitatea poate fi definitd ca interrelatia dintre
dinamica sistemului socio-economic uman si dinamica ierarhiei sistemelor eco-
logice, care si permitd ca viata omenirii sd continue indefinit, oamenii ca indi-
vizi si prospere, cultura si se dezvolte, dar In care efectele activitaii umane sa
nu distrugd diversitatea, complexitatea si functionarea sistemelor ecologice,
suport al vietii.

In asigurarea durabilititii este esentiald responsabilitatea fiecarei generatii
de a proceda in asa fel incat s3 se asigure concomitent: echitatea intergener-
atii, echitatea intrageneratie si echitatea ecologica sau interspecifica.

St. cerc. biol., Seria biol. anim., t. 50, nr. 1, p. 11-36, Bucuresti, 1998
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Echitatea intergeneratii presupune mentinerea nealterati de citre om a
capitalului natural, cu dirijarea activititilor socio-economice pentru a satisface
cerintele generatiilor prezente, fard a compromite posibilitatéa generatiilor
viitoare de a-si satisface- propriile necesitati.. :

Echitatea intrageneratii presupune echitate pentru tot1 oamenii care triiesc
pe Pamant, cu satisfacerea nece51tat11e lor materlale si nonmateriale.

Echitatea ecologici sau mterspeclfica se bazeaza pe acceptarea ideii ca,
Pamantul este proprietatea de drept a tuturor speciilor.

»"De 0.deosebitd importantd pentru: realizarea-acestor-deziderate este: redu-
cerea: 1mpactulu1 produs de diferitele: cdi de deteriorare a: medinluize o e
~‘Poluarea, una din' cHile'majore de deteticrare; afecteazd i 1n prezent 1n g ade
diferite, toate ecosfstemele de’pe Terra, de¢i mtreaga ecosfers
Investigarea 1mpactulu1 produs ‘de pesticidele ufilizats in Conibaterea diu-
ndtorilor animali, a buruienilor, a vectorilor pentru boli infectioase si parazitare,
ca si 1nvest1garea actiunii negatlve a diferitelor emisii industriale, rezintd o
deosebxta 1mportanta mcércénd sa demonstreze ca ‘acest” 1m" ’act se es1mte

"“Cercétirile’ s-au desfagurat in-anul 1997, pe-teritoriul comunei Domnesti
din Sectorul Agricol Tifov, probele-fiind colectate in'intervalele 23-27 mai, din

cultura neexpusd: actiunii: pestxc1delor $1:11=15 iunie;- dm cultura tratatd: chlmlc_

pentru controlul buruienilor. :

- Erbicidele: utilizate jau fost 2 4 D (sare de 1zoprop11am1na), LS 2 4 D
(sare de izopropilamind a acidului 2,4-D a.e. 33), pentru cultura de gru si
Asulox 40 SL CS (asulan 400g/1), pentru cultltl_ra,.de,‘.;l;ucerné, erbicide cu spectru
larg in combaterea buruienilor. . .

* Materialul blologlc necesar anallzel a fost colectat din cele 2 culturx
inainte de tratamentul ch1m1c si dupi ce culturile au fost tratate cu erbicid.

S-a reahzat o colectare continua intr-un interval de 10 zile, prin utilizarea
de’ capcane Barber, mgropate la nivelul solului. In fiecare cultur3 s-au instalat
cite 5 capcane la dlstani,:a de 10 metri intre ele (4 in unghlurlle unui patrat si una
in centru) e ~
- Pentru atragerea §i conservarea pe timpul colectdrii a artropodelor,‘ in spe-
cial a insectelor, in capcane s-a pus acid acetic, evitdndu-se alcoolul care se
evapora si-formolul care:are actiune repelenti.. L

Extragerea materialului-colectat in fiecare capcand s-a reahzat zilnic, 5 zile
inainte de aplicarea tratamentului si 5 dupd, reinnoindu-se permanent acidul acetic.

Materialul biologic astfel colectat, conservat in alcool etilic 70°, a fost
supus in laborator unei minutioase analize calitative si cantitative.

3 Actiunea jerbicidelor asupra artropodelor din culturi 13

REZULTATE $I DISCUTII

fn ambele culturi, obiectivele urmirite au fost:
— determinarea structurii calitative a materialului colectat;
— compararea numarului de specii $i de exemplare apartinind diferitelor grupe
de artropode din probele martor si cele poluate si pe aceastd bazi estimarea
reducerii diversititii in biocenozele expuse actiunii pesticidului;
~ Incadrarea speciilor in categorii trofice si analiza actiunii diferentiate a ierbi-
cidelor asupra acestora;
— urmdrirea abundentei numerice si a frecventei in probe a speciilor si pe
aceastd baza stabilirea speciilor dominante si constante.

CULTURA DE GRAU

Structura calitativi a materialului biologic

Analiza calitativi, comparativi a materialului biologic a scos in evidenti
unele caracteristici comune probelor colectate din cultura de grau inainte de
aplicarea ierbicidului (considerati martor) si celor colectate din aceeasi culturi,
dupd folosirea erbicidului: prezenta unor specii din clasele Insecta si Arachnida,
ponderea mare a insectelor ca numar de specii si de exemplare, fati de arahnide
si existenta acelorasi categorii trofice (consumatori primari si secundan necro-
fagi, coprofagi, detritofagi). :

Clasa Arachnida a fost reprezentata prin ordinele Acarina si Aranea.

Clasa Insecta a fost reprezentatd prin specii apartinind la 11 ordine:
Collembola (Sminthuridae etc.), Orthoptera (Gryllidae), Dermaptera (Forfi-
culidae), Heteroptera (Pyrrochoridae, Scutelleridae, Lygaeidae, Nabidae,
Anthocoridae), Homoptera (Cicadellidae, Aphididae), Thysanoptera (Thri-
pidae), Coleoptera (Carabidae, Anthicidae, Staphylinidae, Elateridae,
Dermestidae, Tenebrionidae, Coccinellidae, Chrysomellidae, Scarabacidae,
Curculionidae), Neuroptera (Chrysopidae), Hymenoptera (Braconidae, Cera-
phronidae, Diapriidae, Scelionidae, Myrmicidae, Formicidae), Lepidoptera si
Diptera (Cecidomyiidae etc.). Unele sunt specii caracteristice pentru fauna de la
nivelul solului, altele au ajuns accidental in capcanele Barber sau au fost atrase
de acidul acetic.

Comparatie intre numirul de specii §i de exemplare
din probele martor si cele poluate

Analiza materialului colectat la nivelul solului a reliefat existenta unei
diversitdti mult mai mari in cazul probelor martor, fati de cele colectate dupi
exercitarea actiunii toxice a erbicidului, diversitate ridicatd reflectati printr-un
numar mai mare de specii si de exemplare.
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Numiirul de specii din probele martor a fost mai ridicat, variind intre 15
$1 23, comparativ cu cel din cultura tratats, care a variat intre 4 si 7. Numirul de
specii colectate dupa aplicarea erbicidului, a fost de peste 3 ori mai mic decat
inainte de aplicarea acestuia: Mentionim c# datele referitoare la numirul de
specii sunt aproximative, deoarece nu in toate cazurile determinZrile au mers
pénd la nivel de specie. ‘

Numairul de exemplare din cele 5 probe colectate din cultura martor de
gréu a variat intre 47 si 82, fiind mai mare indeosebi in primele doui zile ale
intervalului de colectare (69-82), corelat cu conditiile meteorologice favorabile.
in probele colectate dupd aplicarea erbicidului, numarul de exemplare colectate
a scdzut semnificativ, mentinindu-se intre 8 si 14 exemplare, cele mai mici va-
lori Inregistrandu-se la mijlocul intervalului de colectare (13-14 iunie).

Numadrul total de exemplare din cele 5 probe colectate din cultura tratat3
cu ierbicid (53) a fost de peste 5 ori mai mic, decat num3rul de exemplare colec-
tate din cultura consideratd martor (290). '

Analiza actiunii diferentiate a erbicidului 2,4-D sare de izopropilamini
LS-2,4 D asupra diferitelor categorii trofice de artropode din cultura de grau

Cercetdrile au evidentiat existenta unei actiuni diferentiate a erbicidului
asupra categoriilor trofice de artropode din cultura de grau.

Consumatorii primari au fost specii polifage sau oligofage, diun3toare
culturii de grau, unor culturi premergitoare sau adiacente.

fn cultura martor, consumatorii primari au fost ortopterele Gryllulus burdi-
galensis, Gryllus desertus, heteropterele Pyrrochoris apterus, Lygaeus sp.,
Eurygaster integriceps, homopterele Macrosteles sexnottatus, Sitobion avenae,
Schizaphis graminum, tizanopterul Limothrips denticornis, coleopterele
Harpalus distinguendus, Amara aenea, Agriotes lineatus, Oulema melanopus,
Tanymecus dilaticollis, Apion sp., dipterele Mayetiola destructor.

In materialul colectat dupd aplicarea tratamentului, consumatorii primari
au fost: heteropterul Eurygaster integriceps, homopterele Sitobion avenae,
Schizaphis graminum, coleopterele Oulema melanopus, Phytodecta fornicata,
Opatrum sabulosum, dipterul Mayetiola destructor.

Consumatorii secundari au fost reprezentati de specii priditoare si
parazitoide. '

in probele colectate din cultura martor, pridatorii au fost specii aparti-
nand claselor Arachnida (Aranea) si Insecta din ordinele Heteroptera (Orius
sp., Nabis sp.), Coleoptera (Poecilus cupreus, Pterostichus sp., Anisodactylus
signatus, Formicomus pedestris, Staphylinidae, Coccinellidae), Neuroptera
(Chrysopa sp.), iar parazitoizii, prezenti accidental in material deoarece nu se
Incadreazd in entomofauna caracteristicd de la nivelul solului, prin specii de
Braconidae, Ceraphronidae, Diapriidae (Loxotropa tritoma), Scelionidae
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(Trissolcus grandis, Telenomus chloropus), ultimele 3 specii avand importanti
mare ca paraziti ai unor ddunitori specifici culturilor de cereale piioase.

Numdrul total de exemplare de priditori si parazitoizi in probele colectate
din cultura martor a fost 104. : :

in probele colectate din cultura tratatd, praditorii si parazitoizii au fost
foarte slab reprezentati, in afari de cele 8 exemplare din Aranea, fiind colectate
doar 4 exemplare de insecte (Trissolcus grandis, Poecilus cupreus, Staphylini-
dae si Formicomus pedestris).

Desi numdrul de specii de consumatori primari este mai mare in probele
martor, raportul dintre acestia §i consumatorii secundari a fost favorabil celor
secundari in probele din cultura martor si celor primari, care sunt diunitori, in
probele din cultura tratatd. Aceasti constatare se poate explica prin rezistenta
mai mare a consumatorilor primari fati de erbicid. Reducerea efectivelor con-
sumatorilor secundari se datoreazi actiunii negative a erbicidului; se remarci o
rezistentd ceva mai mare a speciilor priditoare in comparatie cu parazitii.

Speciile necrofage (Dermestidae) si coprofage (Scarabaeidae) au fost
slab reprezentate in ambele categorii de probe. In cultura martor se remarci
prezenta speciilor de Collembola (detritofage), in 3 probe, numirul lor fiind
mare in probele colectate in 23 si 27 mai.

Abundenta si frecventa speciilor de artropode,
in culturile martor si poluate

In probele martor, ponderea insectelor a fost in general mai mare (valorile
abundentei numerice variind intre 79,71% si 100%), dect in cele expuse actiu-
nii erbicidului, abundenta numeric# intre 62,5% si 100% (tabelele si fig. 1-10).

Dintre insecte, dominante au fost coleopterele (indeosebi prin specii de
Carabidae, Staphylinidae), colembolele si formicidele in unele probe, deci
specil de insecte caracteristice pentru fauna de la nivelul solului.

Trebuie remarcat faptul ¢, in marea majoritate a probelor provenite din
cultura martor, speciile priditoare si parazitoide au avut o abundentd numerici
mai ridicatd decét cele fitofage.

" Frecventii mai ridicats in cultura martor au avut speciile de Collembola,
Homoptera, (Macrosteles, Aphididae), Heteroptera (Anthocoridae), Coleoptera
(Carabidae, Anthicidae, Staphylinidae), Hymenoptera (Scelionidae, Formi-
cidae, Myrmicidae) si Diptera. In cazul coleopterelor si heteropterelor, mai
frecvente in probe au fost speciile priditoare. '

fn cultura de grau aflatd sub actiunea erbicidului, o frecventi ridicati au
avut deasemenea coleopterele, dar indeosebi prin specii fitofage (Opatrum,
Phytodecta), himenopterele Formicidae, homopterele Aphididae i speciile de
Aranea.
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1%
10%

Fig. 1. — Abundenta numeric3, grin martor, 23 mai 1997.
1% 1%

| %
| 5% s
1% 1% 1%
Nr. crt. Specia/Grupul Numar %
1 Acarina 5 6,02
2 Collembola 46 55,42
i‘ : 3 Gryllulus desertus 1 1,20
‘i | 4 Pyrrochoris apterus 1 1,20
[ifh 5 Orius sp. 1 1,20
;‘ 1“ . 6 Macrosteles sexnottatus 4 4,82
“} 7 Sitobion avenae 3 3,61
J i 8 Haplothrips tritici 1 1,20
“ < 9 Pterostichus sp. 8 9,64
] 10 Dermestidae 1 1,20
‘ 11 Staphylinidae 2 2,41
% % 12 Tanymecus dilaticollis 1 1,20
| . | 13 Mymicidae 2 2,41
‘1 | 14 Formicidae 5 6,02
| 15 Telenomus chloropus 1 1,20
16 Méyetiola destructor 1 1,20
Total 83
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Fig. 2. — Abunden{a numeric3, grau martor, 24 mai 1997.
1% 4 1% | 4% 0% 20%
10% ,
4%
4% 3%
% iy
P ~
&% 4% 1% 3% 4% 4%
Nr. crt. Specia/Grupul Numér %
1 Aranea 14 20,00
2 Acarina 3 4,29
. 3 Collembola 2 2,86
4 Sminthurus sp. 2 2,86
5 Orius sp. 1 1,43
6 Sitobion avenae 6 8,57
7 Haplothrips tritici 3 4,29
8 Poecilus cupreus 3 4,29
9 Harpalus distinguendus 2 2,86
10 Amara aenea 1 1,43
11 Formicomus pedestris 3 4,29
12 Staphylinidae 4 5,71
13 Dermestidae (larve) 2 2,86
14 Scarabaeidae 1 1,43
15 Apion sp. 1 1,43
16 Tanymecus dilaticollis 3 4,29
‘ 17 Myrmicidae 3 4,29
18 Formicidae 7 10,00
19 Ceraphron sp. 1 1,43
20 Loxotropa tritoma 1 1,43
21 Trissolcus grandis 3 4,29
22 Diptera Nematocera 1 1,43
23 Diptera Brachycera 3 4,29
Total 70
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| . , :
i Fig. 3. — Abundenta numeric3, grau martor, 25 mai 1997. Fig. 4. — Abundenta numerica, grau martor, 26 mai 1997.
|! 3%
I 3% 4% 6% 0%
I % 8% 0% 3% 8% 2% Thoy
i : : :
I 3% &%
w o b -
i 8% o 17% o T 7 o 5%
| o 8% :
3?} : % 2%
il 5% ‘
’ ’ % 1% 2% 4% 15%
I
1 Nr..crt. Spec1a/ Grupul ) Numér % Nr. crt. Specia/Grupul Numdr %
1 Forficula auricularia 1 2,70 1 Aranea 4 8,33
2 Eurygaster integriceps ‘ 1 2,70 2 Gryllulus burdigalensis 1 2,08
3 Lygaeus sp. 1 2,70 3 Gryllus desertus 1 2,08
' 4 Orius sp. : 1 2,08
4 Macrosteles sexnottatus 6 16,22 e
. 5 Nabis sp. 1 2,08
5 Sitobion avenae 3 8,11
6 Macrosteles sexnottatus 3 6,25
6 Poecilus cupreus 4 10,81
‘ 7 Poecilus cupreus 3 6,25
7 Staphyllmdae 4 10,8] 8 Amara aenea 4 8’33
8 Agriotes lineatus 1 2,70 9 Formicomus pedestris 7 14,58
9 Coccinellidae (larve) 2 541 10 Oulema melanopus 2 4,17
10 Tanymecus dilaticollis ) 3 8,11 11 Carpophilus sexpunctatulus 1 2,08
. ini 5
11 Chrysopa sp. (larva) 3 8,11 12 Staphylinidac ’ 62
: ) 13 Lepidoptera (larva) 1 2,08
12 Ichneumonidae 1 2,70
14 Myrmicidae 8 16,67
13 . Trissolcus grandis 3 8,11
- : 15 Formicidae 3 6,25
14 Mymmicidae
yim ! 2,70 16 Trissolcus grandis 2 4,17
15 Diptera Brachycera 3 8,11 17 Diptera Brachycera 3 6,25
Total 37 Total 48 :
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Fig. 5. — Abundenta numeric3, gru martor, 27 mai 1997.

4% 2% 2% 2% 0%

4% 2%

10%

4%

20%

Fig. 6. — Abundenta numerica, grau tratat, 13 iunie 1997.
20% 20%

Nr. crt. Specia/Grupul Numar %
1 Aranea 1 20,00
2 Eurygaster integriceps 1 20,00
3 Dermestidae 1 20,00
4 Valgus hemipterus 1 20,00
S Myrmicidae 1 20,00

Total 5

Fig. 7. — Abundenta numeric, grau tratat, 14 iunie 1997.

20% 20%

f . 0%
Nr. crt. Specia/Grupul Numir %
1 Aranea 5 9,80
2 Acarina 2 3,92
3 Collembola 1 0 19,61
4 Gryllus desertus 5 9,80
5 Gryllulus burdigalensis 6 11,76
6 Macrosteles sexnottatus 2 3,92
7 Sitobion avenae 8 15,69
8 Eurygaster integriceps 1 1,96
9 Haplothrips tritici 1 1,96
10 Poecilus cupreus 1 1,96
11 Anisodactylus signatus 1 1,96
12 Formicomus pedestris 1 1,96
13 Staphylinidae 2 3,92
14 Formicidae o1 1,96
15 Myrmicidae 2 3,92
16 Contarinia medicaginis 1 1,96
17 Mayetiola destructor 1 ‘ 1,96
18 » Drosophilidae 1 1,96
Total 51

S >
- .
S i ,. ’?%.4’."’%’
20% ,g%g, e
40%
Nr. crt. Specia/Grupul Numir %
1 Aranea ' 1 20,00
2 Sitobion avenae "2 40,00
3 Ophonus rufipes ' 1 20,00
4 Myrmicidae 1 20,00
Total 5
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Fig. 8. — Abundenta numericd, griu tratat, 15 iunie 1997.
17%

18%

Nr. crt. Specia/Grupul Numar %
1 Aranea 1 16,67
2 Eurygaster integriceps 1 16,67
3 Macrosteles sexnottatus 1 16,67
4 Pterostichus sp. 1 16,67
5 Phytodecta fornicata 1 16,67
6 Contarinia tritici 1 16,67
Total 6

14%

Fig. 9. — Abundenta numerica, griu tratat, 11 iunie 1997.

14%

15%

Nr. crt. Specia/Grupul Numar %
1 Staphylinidae 1 14,29
2 Dermestidae 1 14,29
3 Geotrupes stercorosus 1 14,29
4 Ichneumonidae 1 14,29
5 Trissolcus grandis 1 14,29
6 Formicidae 1 14,29
7 Diptera Brachycera 1 14,29
Total 7

13 Actiunea ierbicidelor asupra artropodelor din culturi 23

Fig. 10. - Abundenta numeric, grau tratat, 12 iunie 1997.

12%

Nr. crt. Specia/Grupul - Numar %
1 Sitobion avenae 1 12,50
2 Formicomus pedestris 1 12,50
3 Oulema melanopus 1 12,50
4 Curculionidae 1 12,50
5 Formicidae 1 12,50
6 Myrmicidae 3 37,50
Total 8

CULTURA DE LUCERNA

Structura calitativd a materialului biologic

Si in cazul lucernei, analiza calitativd, comparativi a materialului biologic
colectat a scos in evidentd ponderea mare a insectelor ca numar de specii si de
exemplare fatd de celelalte grupe de artropode (Arachnida si Crustaceea) si
existenta acelorasi categorii trofice: consumatori primari, consumatori secundari
(pradatori si parazitoizi), necrofagi, coprofagi. ‘ '

Clasa Arachnida a fost reprezentati prin ordinul Aranea, crustaceele prin
Armadillidium vulgare, din familia Armadillidiidae iar clasa Insecta a fost
reprezentatd prin specii apartinind la 8 ordine: Orthoptera (Gryllidae),
Dermaptera (Forficulidae), Heteroptera (Anthocoridae), Homoptera (Cicadel-
lidae, Aphididae), Coleoptera (Carabidae, Anthicidae, Elateridae, Staphy-
linidae, Dermestidae), Hymenoptera, (Ichneumonidae, Myrmicidae), Lepidop-
tera si Diptera (Cecidomyiidae).
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Comparatie intre numirul de specii si de exemplare

Analiza materialului biologic a evidentiat si In acest caz existenta unei
diversitdti mai ridicate, reflectatd printr-un num3r mai mare de specii si de
exemplare, in cazul probelor colectate din cultura neafectatd de actiunea ierbi-
cidului, fatd de cele provenite din aceeasi culturd, dupd aplicarea tratamentului
chimic.

Numirul de exemplare din cele 5 probe colectate din cultura neexpusi
actiunii erbicidului a fost ridicat (30-199), fiind mai mare indeosebi in ultimele
doui zile ale intervalului de colectare, corelat cu conditiile meteorologice mai
favorabile. ,

fn probele colectate dupi aplicarea tratamentului, num#rul a scizut foarte
mult, mentindndu-se la valori cuprinse intre 5 si 14 exemplare, cele mai mici
valori inregistrandu-se in primele trei zile ale intervalului de colectare.

In privinta num3rului total de exemplare, in probele colectate din cultura
martor, acesta a fost de peste 12 ori mai mare (514), fatd de cel din probele
obtinute dupd aplicarea tratamentului chimic (42), ceea ce, chiar dacd se ia in
calcul si actiunea limitativa a unor factori abiotici defavorabili, indic3 existenta
unui impact major al ierbicidului, asupra populatiilor de artropode din cultura.

Numaérul de specii din probele martor a fost mai ridicat, variind intre 11
si 25 comparativ cu cel din cultura expus3 actiunii ierbicidului (3—7). Numarul
aproximativ de specii colectate dupd aplicarea erbicidului a fost de peste 3 ori
mai mic decét inainte de aplicarea acestuia.

Analiza actiunii diferentiate a erbicidului Asulox 40 SL CS
asupra diferitelor categorii trofice de artropode din cultura de lucerni

Se remarcd o actiune diferentiatd a erbicidului asupra speciilor din diferite
categorii trofice de artropode din cultura de lucerna.

Consumatorii primari au fost specii fitofage de Orthoptera, Homoptera,
Coleoptera, Lepidoptera, Diptera.

in materialul colectat inainte de aplicarea tratamentului consumatorii
primari au fost ortopterele Gryllulus burdigalensis, Gryllus desertus, homo-
pterele Cicadellidae, Aphis fabae, coleopterele Ophonus rufipes, Agriotes linea-
tus, Phytodecta fornicata, Sitona lineatus, Sitona hispidulus, Phytonomus varia-
bilis, Apion sp., dipterele Contarinia medicaginis si Chlorops pumilionis.

in materialul colectat dup# aplicarea tratamentului, consumatorii pri-
mari au fost reprezentati numai de coleoptere: Ophonus rufipes, Anisodactylus
signatus, Harpalus distinguedus, Harpalus aeneus, Opatrum sabulosum, Phyto-
decta fornicata. ‘

Consumatorii secundari au fost specii pradatoare si parazitoide.

Priaditorii mai numerosi in probele martor, apartin ordinelor: Arachnida
(Aranea), Heteroptera (Orius sp., Nabis sp.), Coleoptera (Carabus scabriuscu-
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lus, Carabus coriaceus, Poecilus cupreus, Pterostichus lepidus, Pterosichus sp.,
Brachinus psophia, Brachinus explodens, Idiochroma dorsalis, Formicomus
pedestris, Staphylinidae, Coccinela quatuordecimpustulata).

Parazitoizii prezenti accidental in probe deoarece nu isi duc viata la
nivelul solului, au fost reprezentati in probele martor prin specii de Ichneumo-
nidae si Diapriidae (Trichopria sp.), fara si putem face o legiturd intre acestea
si ddundtorii culturii de lucerna.

In probele colectate din cultura tratats ca pradatori au fost specii de Aranea.

Desi numarul de specii apartinand consumatorilor primari este mai mare
in probele obtinute din cultura martor, raportul dintre acestia si consumatorii
secundari este favorabil celor secundari, in probele din cultura martor si celor
primari in probele din cultura ierbicidatd. Explicatia depresiei efectivelor con-
sumatorilor secundari rezida si in cazul culturii de lucerni din actiunea negativi
a erbicidului. Se remarcd o rezistenti ceva mai mare a speciilor priditoare in
comparatie cu parazitii.

Speciile necrofage (Dermestidae) si coprofage (Caccobius sp.) au fost
slab reprezentate in ambele categorii de probe.

Abundenta numericd si frecventa speciilor de artropode

Abundenta numerica in probele colectate din cuitura martor de
lucernd §i afectatd de ierbicid a avut valori mai mari in cazul insectelor
(tabelele si fig. 11-20).

In probele colectate din cultura martor ponderea insectelor a fost mai
mare (intre 90,45% si 100%) decit in cele poluate, in care cu exceptia primelor
zile de colectare, cind s-au ntilnit numai insecte, valorile abundentei numerice
a insectelor au fost mai scdzute (intre 71,43% si 83,33%). Dintre insecte, domi-
nante numeric au fost coleopterele (indeosebi prin specii de Carabide si
Staphylinidae).

O remarcd speciala trebuie ficutd pentru coleopterul praditor Brachynus
explodens, a carui abundentd relativd in unele probe a avut valori foarte mari
(49,25% pe 27 mai si 56,14% pe 26 mai), pentru speciile de Homoptera si
himenoptere Formicidae, Myrmicidae, abundente in unele probe.

in probele colectate din cultura poluati, Brachynus n-a mai fost capturat
si in general praditorii au avut o abundent3 numericd mult mai mic3 decét fitofagii.

Frecventa artropodelor in probe colectate din cultura martor §i po-
luati a fost diferita. : :

in probele colectate din cultura martor, mai frecvente au fost speciile
de Gryllidae, Carabidae si Diptera (ultimele atrase si de otetul folosit in cap-
cane). Dintre carabide, mai frecvente au fost speciile priditoare de Poecilus,
Pterostichus, Brachinus, Carabus.

fn probele colectate din cultura tratati cu ierbicid, valori mai ridicate
ale frecventei au avut speciile de Aranea si unele coleoptere fitofage.
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Fig. 11. — Abundenta numerica, lucernd martor, 23 mai 1997.
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Fig. 12. - Abundenta numerici, lucernd martor, 24 mai 1997.
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Nr. crt. Specia/Grupul Numir %
1 Aranea 2 6,67
2 Gryllus desertus 1 3,33
3 Cicadellidae 2 6,67
4 Aphis fabae 3 10,00
5 Poecilus cupreus 3 10,00
6 Pterostichus sp. 8 26,67
7 Ophonus rufipes 3 10,00
8 Brachinus explodens 4 13,33
9 Aériotes lineatus 1 3,33
10 Contarinia medicaginis 1 3,33
11 Diptera Brachycera 2 6,67
Total - 30

22% 7%

Nr. crt. Specia/Grupul Numér %
1 Aranea 1 2,17
2 Gryllulus burdigalensis 1 2,17
3 Orius sp. 1 2,17
4 Carabus scabriusculus 1 2,17
5 Pterostichus lepidus 2 4,35
6 Pterostichus sp. 11 23,91
7 Poecilus cupreus 3 6,52
8 Brachinus explod.ens 10 21,74
9 Ophonus rufipes .3 6,52

10 Ichneumonidae 2 4,35

11 Myrmicidae 6 13,04

12 Formicidae 3 6,52

13 Drosophilidae 2 4,35
Total 46
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Fig. 13. — Abunden{a numericd, lucerna martor, 25 mai 1997.
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Nr. crt. Specia/Grupul Numér %
1 Gryllus desertus 1 1,47
2 Gryllulus burdigalensis 2 2,94
3 Forficula auricularia 1 1,47
4 Brachinus psophia 3 4,41
5 Brachinus explodens 14 20,59
6 Idiochroma dorsalis 4 5,88
7 Pterostichus sp. 23 33,82
8 Poecilus cupreus 3 4,41
9 Ophonus rufipes 4 5,88

10 Formicomus pedestris 3 4,41

i1 Staphylinidae 2 2,94

12 Dermestidae (larve) 3 4,41

13 Myrmicidae 3 4,41

14 Diptera Brachycera 2 2,94
Total 68
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Fig. 14. — Abundenta numerica, lucernd martor, 26 mai 1997.

Nr. crt. Specia/Grupul Numar %
1 Armadillidium vulgare 1 0,58
2 Gryllulus burdigalensis 1 0,58
3 Nabis sp. 1 0,58
4 Orius niger 1 0,58
5 Aphis fabae 10- 5,85
6 Forficula auricularia 1 0,58
7 - Ophonus rufipes 2 1,17
8 Brachinus explodens 96 56,14
9 Idiochroma dorsalis 10 5,85

10 Poecilus cupreus 9 . 5,26
11 Carabus coriaceus 1 0,58
12 Formicomus pedestris 3 1,75
1 3 Dermestidae (larve) 8 4,68
14 Coccinula quatuordecimpustulata: 1 0,58
15 Phytodecta fornicata ’ 1 0,58
16 Sitona lineatus 1 0,58
17 Phytonomus variabilis 1 0,58
18 Apion sp. 1 0,58
19 Myrmicidae 10 - 5,85
20 Formicidae 4 2,34
21 Lepidoptera (larve) 1 0,58
22 Drosophilidae 2 1,17
23 Diptera Brachycera 5 2,92
Total 17




Irina Teodorescu 20 n Actiunea ierbicidelor asupra artropodelor din culturi 31
Fig. 15. — Abundenta numerica, lucerna martor, 27 mai 1997. Fig. 16. — Abundenta numericd, lucerni tratati, 11 iunie 1997.

1 %%%% ) 20%

l:
’1 } Nr. crt. Specia/Grupul ’ Numar %
w 1 Ophonus rufipes 3 60
i Nr. crt. Specia/Grupul Numar % ) Drosophilidae 1 20
i 1 Armadillidium vulgare 1 0,50 ' :
I 2 Aranca ) 18 9,05 3 Diptera Brachycera 1 20
! 3 Forficila auricularia 2 1,01
i 4 Aphis fabae 7 3,52 | Total 5
1’ i Z I?I::lss ss}; ? (1):(5)(1) Fig. 17. - Abundepta numerica, lucernd tratatd, 12 iunie 1997.
I | . 7 Carabus coriaceus 4 2,01 17%
’ L . 8 Pterostichus sp. 1 0,50 ‘
’w R 9 Idiochroma. dorsalis 7 3,52
‘ 0 10 Brachinus explodens 98 49,25
l‘ [ 11 Formicomus pedestris 4 2,01
i 12 Staphylinidae 1 0,50
Hi 13 Dermestidae 15 7,54
l ‘i , 14 Phytodecta fornicata 1 - 0,50
; het 15 Phytonomus variabilis 1 0,50
16 Sitona hispidulus 2 1,01
17 Sitona lineatus = 1 0,50 :
| 18 Caccobius sp. 1 0,50 . = [ Nr.ecrt. Specia/Grupul Numar %
Mi‘ | 19 Trichopria sp. 1 0,50 | Aranea ' = 16.67
hi 20 Formicidae 3 1,51 — : .
il 21 Myrmicidae 20 10,05 2 Ophonus rufipes 2 33,33
f 22 Apodea 1 0,50
1, 23 Contarinia medicaginis 1. 0,50 3 Dermestidae 1 16,67
i 24 Chlorops pumilionis 1 0,50 e Diptera Bracﬁyc era S 33,33
f ‘ 25 Diptera Brachycera 5 2,51
Total , 199 _ Total 6
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Fig. 18. — Abundenta numericd, lucernd tratatd, 13 iunie 1997.

14%

Nr. crt. Specia/Grupul Numir %
1 Aranea 2 28,57
2 Ophonus rufipes 2 28,57
3 Dermestidae 2 28,57
4 Diptera Brachycera 1 14,29
Total 7

20%

10%

Fig. 19. — Abundenta numeric, lucerni tratata, 14 junie 1997.

Nr. crt. Specia/Grupul Numér %

1 Aranea 2 20

2 Ophonus rufipes 3 30

3 Opairum sabulosum 2 20

4 Phytodecta fornicata 2 20

5 Diptera Brachycera 1 10
Total 10
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Fig. 20. - Abundenta numerici, lucerni tratatd, 15 iunie 1997.
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Nr. crt. Specia/Grupul Numar %
1 Aranea 3 21,43
2 Anisodactylus signatus 1 7,14
3 Ophonus rufipes 3 21,43
4 Harpalus distinguendus 2 14,29
5 Harpalus aeneus 2 14,29
6 Opatrum sabulosum 1 7,14
7 Diptera Brachycera 2 14,29
Total . 14
CONCLUZII

Scopul cercetirilor a fost sesizarea si evidentierea efectelor negative ale
erbicidelor utilizate in combaterea unor buruieni: 2,4-D (sare de izopropil
aming), LS-2,4D (sare de izopropilamini a acidului 2,4-D a.e 33) pentru cultura
de griu si Asulox-40 SL CS (asulan 400 g/I) pentru cultura de lucern, asupra
faunei de artropode de la nivelul solului si extrapolarea efectelor negative la
nivel biocenotic. |

- In cultura de gréau, materialul biologic colectat din culturd inainte si dupi
tratamentul chimic a fost alcdtuit din artropode apartinind claselor Arachnida si
Insecta, dominante ca numar de specii §i de exemplare fiind insectele reprezen-
tate indeosebi prin specii caracteristice pentru fauna de la nivelul solului. Clasa
Arachnida a fost reprezentati prin specii ale ordinelor Acarina si Aranea (nede-
terminate pana la nivel de specie).

l Din clasa Insecta materialul a cuprins specii apartinand la 10 ordine:
Collembola, Orthoptera, Heteroptera, Homoptera, Thysanoptera, Coleoptera,
Hymenoptera, Neuroptera, Lepidoptera si Diptera, cele mai bine reprezentate in
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probe fiind coleopterele, indeosebi prin specii apartindnd familiilor Carabidae i
Staphylinidae, himenopterele, prin familiile Formicidae, Myrmicidae $1 colem-
bolele, toate, indeosebi prin specii caracteristice, care trdiesc la nivelul solului.
Numdrul speciilor de artropode colectate si numarul de exemplare au fost
in toate cazurile muit mai mare in probele colectate inainte de aplicarea trata-
mentului chimic, comparativ cu cele colectate dupd ce erbicidul si-a exercitat
actiunea toxica. '

Dinamica num3rului de specii si de exemplare, constatatd inainte de

folosirea erbicidului a fost dati de actiunea factorilor abiotici (temperatur3,
umiditate). Dupd aplicarea tratamentului s-a Inregistrat o scddere brusca la peste
50% din numarul de specii si o scidere de aproximativ 6 ori a numarului mediu
de exemplare, datoritd actiunii toxice a erbicidului. Abia la 6 zile de la aplicarea
tratamentului s-a constatat o tendintd de reinstalare a faunei de artropode de la
nivelul solului.

Referitor la categoriile trofice in care se incadreaza specule de artropode
capturate, mentiondm cd acestea au fost: consumatori primari (fitofagi), con-
sumatori secundari (pradatori si parazitoizi), necrofagi, coprofagi, detritofagi.

Consumatorii primari au fost ddunitori specifici graului: Heteroptera
(Eurygaster integriceps), Homoptera (Sitobion avenae, Schizaphis graminum,
Macrosteles sexnottatus), Tysanoptera (Limothrips denticornis), Coleoptera
(Oulema melanopus) si Diptera (Mayetiola destructor) si daundtori polifagi
(Gryllidae, Lygaeidae, Carabidae, Elateridae, Tenebrionidae, Curculionidae).

Consumatorii secundari au fost specii pridatoare si parazitoide. Pradatorii
mai numerosi decit parazitoizii au fost specii polifage de Aranea, Heteroptera,
Coleoptera, Neuroptera, iar paraziteizii, ajunsi accidental in probe au fost specii
de himenoptere Ceraphronidae, Diapriidae, Scelionidae, dintre care importanta
prezinti indeosebi Trissolcus grandis, Telenomus chiloropus, paraziti in ouile de
Eurygaster.

Coprofagii, necrofagii si detritofagii au fost mult mai bine reprezentati in
probele martor, indeosebi prin specii de Collembola. In probele colectate din
cultura aflati sub impactul erbicidului, colembolele au disparut, mentindndu-se
doar citeva exemplare de Dermestidae (necrofage) si Scarabaeidae (coprofage).

Raportul dintre consumatorii primari si cei secundari a fost favorabil celor
secundari, in probele din cultura inainte de tratament si celor primari in probele
din cultura poluatd. Acest raport este un indicator al gradului de afectare a
retelei trofice din biocenozd, consumatorii secundari fiind intotdeauna in mai
mare m3suri afectati de pesticide. In cultura martor, consumatorii secundari
fiind preponderenti au capacitatea, ca factori biotici limitativi, sd tind sub con-
trol efectivele consumatorilor primari.

Mai rezistente fatd de actiunea toxic3 a erbicidului par a fi fost unele
specii de Coleoptera (indeosebi fitofage) si Aranea.
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fn probele colectate din cultura erbicidati, cei mai afectati de toxicitatea
pesticidului au fost consumatorii secundari si dintre acestia parazitoizii, al ciror
numdr s-a redus substantial.

fn cultura de lucerni, materialul biologic colectat de la nivelul solului a
cuprins artropode apartinind claselor Crustacea, Arachnida, Insecta, dominante
in probe fiind insectele. Dintre crustacee a fost prezent Armadillidium vulgare,
iar din clasa Arachnida, specii ale ordinului Aranea.

Clasa Insecta a fost reprezentatd de specii apartinind la 8 ordine:
Orthoptera, Dermaptem Heteroptera, Homoptera, Coleoptera, Hymenoptera,
Lepidoptera si Diptera, dominante numeric fiind coleopterele, indeosebi prin
Carabidae si Staphylinidae si himenopterele, prin Formicidae, Myrmicidae,
toate prin specii caracteristice, care triiesc la nivelul solului.

Numarul de specii si de exemplare a fost in toate cazurile mult mai mare -
in probele martor, comparativ cu cele expuse actiunii toxice a erbicidului. -

- Dinamica numarului de specii si de exemplare, indus3 in cultura martor de
variatia factorilor abiotici, a prezentat o modificare majord dupi aplicarea erbi-
cidului: dacd numarul de specii a scdzut de circa 4 ori, numirul de exemplare a
scdzut in ziua aplicdrii tratamentului de peste 39 de ori, fati de ziua precedents,
iar ca valoare medie pe cele 5 zile, a scazut de peste 15 ori.

Categoriile trofice in care se incadreazi speciile colectate din cultura de
lucernd au fost: consumatori primari, consumatori secundari (pridtori si parazi-
toizi), necrofagi, coprofagi. Consumatorii primari au fost reprezentati de diuni-
tori specifici lucernei (Phytodecta fornicata, Sitona lineatus, Sitona hispidulus,
Phytonomus- variabilis, Contarinia medicaginis) si polifagi (Gryllidae, Aphidi-
dae, Carabidae, Tenebrionidae, Elatendae)

Consumatorii secundari au cuprins specii pradatoare si parazxtmde

Praditorii au fost specii polifage de Aranea, Heteroptera, Coleoptera
(Carabidae, Coccinellidae, Staphylinidae).

Parazitoizii au fost slab reprezentati, prin specii de Ichneumonzdae Dia-

- priidae, care nu au important3 pentru cultura de lucern, avand alte gazde decat

ddunatorii specifici acestei culturi.

Necrofagii si coprofagii au fost mai bine reprezentati in cultura martor
indeosebi prin Dermestzdae indeplinind rolul lor benefic de ,,sanitari ai naturii’.
In cultura expus actiunii ierbicidului s-au intalnit doar cateva Dermestidae.

Raportul dintre consumatorii primari si cei secundari a fost si in cul-
tura de lucernd favorabil celor secundari in probele martor si celor primari in
probele colectate dupd aplicarea tratamentului chimic.

Siin acest caz, speciile de Coleoptera (indeosebi cele fitofage) si Aranea,
par a fi manifestat o oarecare rezistent3 fatd de actiunea erbicidului.

Cei mai afectati de toxicitatea pesticidului au fost consumatorii secundari
(redusi la Aranea) si indeosebi parazitoizii, care au lipsit cu desdvarsire in pro-
bele colectate din cultura de lucernd expusd actiunii toxice a erbicidului folosit
in combaterea buruienilor.
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DETECTAREA ELECTROFORETICA A PROTEINELOR
VITELINE IN CURSUL OVOGENEZEI LA Rana ridibunda

OTILIA ZARNESCU!, RADU MESTER!, WANDA BUZGARIU?

The yolk proteins in.frog, Rana ridibunda during oocyte development were compared
using SDS-gel electrophoresis. Changes during oocyte development were observed in the
abundance of yolk proteins.

The majority of yolk proteins in follicles measuring less than 0.450 mm in diameter
appeared to be derived from sources other than vitellogenic. In contrast, in larger follicles
all the major yolk proteins detected were derived from vitellogenin. Thus, in early vitel-
logenic stage yolk proteins migrated with molecular masses of: 200 116, 53 and 40 kDa,
whereas in middle and late vitellogenic follicles the major bands are represented by: 200
and 116 kDa.

Vitelogeneza este principalul eveniment responsabil de cresterea ovocitu-
lui (9) si vitelogenina a fost identificati ca precursor vitelin la majoritatea verte-
bratelor inferioare (1, 2, 7, 8). Ea este preluatd de ovocit prin endocitozd mediatd
de receptor si clivata ulterior in proteine viteline (6).

In cursul vitelogeriezei la diferite specii de vertebrate inferioare au fost
identificate electroforetic, cromatografic, prin fiitrare in gel sau ultrafiltrare, o
serie de lipoproteine serice si proteine viteline (7, 9).

Pand in prezent, proteinele viteline la amfibieni au fost caracterizate la
urmdtoarele specii: Xenopus laevis (4), Rana catesbeiana (10), Rana temporaria
si Rana esculenta (5). Aceste studii au caracterizat electroforetic vitelogenina
sericd, sau proteinele viteline din omogenatele obtinute din ovare intregi sau
ovule.

Scopul acestui studiu a fost identificarea proteinelelor viteline din diferite
categorii de foliculi ovarieni de Rana ridibunda.

MATERIAL SI METODA

Studiile electroforetice au fost realizate pe femele de Rana ridibunda,
provenite de la Statiunea de Cercetdri Piscicole Nucet, de la care s-au recoltat
ovare pe tot parcursul sezonului de reproducere.

St. cerc. biol., Seria biol. anim., t. 50, nr. 1, p. 37-41, Bucuresti, 1998
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Lobii ovarieni au fost disecati din ovar si plasati intr-o solutie de 0,155 M
NaCl, in care s-a realizat disocierea foliculilor ovarieni si indepartarea tesutului

~ conjunctiv stromal. S-au selectat in functie de diametrul exterior si aspectul

morfologic diferite categorii de foliculi ovarieni. In cazul foliculilor cu diametru
mai mic de 0,470 mm s-a omogenizat intreaga lamela ovariana.

Dupa disociere, cite 50 de foliculi ovarieni din fiecare categorie, sau
lamele ovariene au fost omogenizate intr-un mililitru de tampon de omogenizare
(15 mM Tris-HCI, pH-6,8, 2 mM PMSF-Phenylmethyl-sulfonilfluoride — ca
inhibitor serin proteazic), realizat in trei variante: A (cu 0,155 M NaCl), B (cu
0,5 M NaCl) si C (cu 1 M NaCl). Dupd omogenizare, probele au fost centrifu-
gate la 15.000 rot./min., 30 de minute, la 4°C.

Dupi centrifugare, omogenatul a prezentat trei faze: (1) strat superficial
reprezentat de lipide; (2) strat median opac, care contine extractul vitelin; (3) un
sediment in care se gisesc proteine viteline rimase nesolubilizate, resturi celu-
lare si pigment.

Omogenatul ovarian total a fost obtinut din fragmente de ovar previteloge-
netic si vitelogenetic, care au fost omogenizate in acelasi tampon de omoge-
nizare. Omogenatul total a fost filtrat prin doud straturi de tifon (pentru inde-
pirtarea resturilor de tesut conjunctiv) si centrifugat la 15.000 rot./min., 30 de
minute la 4°C.

Extractele viteline au fost pastrate la —20°C, pan3 in momentul utilizarii.

Analiza electroforeticd unidimensionald a proteinelor s-a realizat pe un
sistem conventional Tris-glicind (7,5% acrilamida) (Laemmli, 1970).

Probele supuse electroforezei au fost diluate cu tampon de probd (2%
SDS, 1% B mercaptoetanol, 10% glicind, Tris-HC1 0,063 M, pH-6,8) si incalzite
la 100°C, cinci minute pentru denaturare. in fiecare godeu al gelului s-au turnat
cate 20 pl (10 pg) de proba. Electroforeza s-a realizat trei ore la un curent con-
stant de 15 mA. Dup3 terminarea electroforezei gelurile au fost colorate cu o
solutie de 0,25% Coomasie Brilliant Blue §i decolorate cu un amestec de acid
acetic:metanol:apd distilata (1:1:8).

Pentru determinarea masei moleculare aparente a proteinelor viteline s-au
folosit urmitorii markeri de masi moleculard (Sigma): miozind (205 kDa);
B-galactozidazi (116 kDa); fosforilazd b (97,4 kDa); fructozo-6 fosfat kinaza
(84 kDa); albumina (66 KDa); glutamic dehidrogenazi (55 kDa); ovalbumind
(45 kDa); gliceraldehid 3- fosfat dehidrogenaza (36 kDa).

REZULTATE SI DISCUTII

Experimentele initiale au fost realizate pentru a stabili clasele de ovocite si

sstadiul de dezvoltare al acestora. In acest scop, foliculii ovarieni au fost grupati

in categorii, pe baza diametrului si aspectului morfologic. fn functie de aceste
criterii s-au izolat patru categorii de foliculi ovarieni (tabelul nr. 1).
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Nu se constatd diferente intre profilele electroforetice ale polipeptidelor
viteline din foliculii ovarieni aflati in acelasi stadiu de dezvoltare, prelevati de la
aceeasi femeld sau de la femele diferite.

Tabelul nr. 1

Corelatia dintre dimensiunea foliculilor ovarieni si gradul de diferentiere
al ovocitului :

Dimensiune foliculi Stadiul de dezvoltare
(mm) al ovocitelor
0,268-0,450 Previtelogeneza timpurie $i medie
0,500-0,600 Previtelogeneza tarzie-
inceput de vitelogenezi
0,882 Mijlocul vitelogenezei
1,000-1,200 Vitelogeneza tarzie

Diferente electroforetice au fost observate intre stadiile previtelogenetice
si cele vitelogenetice.

in cazul lamelelor ovariene cu foliculi previtelogenetici (0,268-0,450 mm
diametru) existd numeroase polipeptide cu greutdti moleculare aparente cuprinse
intre 205-10 kDa, care probabil nu au legiturd cu proteinele viteline (fig. 1,
coloana A). '

Foliculii ovarieni cu dimensiuni cuprinse intre 0,5-0,6 mm diametru sunt
la inceputul vitelogenezei si se caracterizeaz3 electroforetic prin prezenta a patru
polipeptide mai evidente, cu greutdti moleculare aparente de 200, 116, 53 si 40
kDa (fig.1, coloana B) si o serie de benzi slab reprezentate cantitativ.

fn foliculii ovarieni aflati la mijlocul si sfarsitul vitelogenezei se remarci
doui polipeptide majore cu greutiti moleculare de 200 si 116 kDa si o serie de
benzi mai slab reprezentate (fig. 2, coloana B).

Folosirea de tampoane de extractie cu concentratii crescitoare de NaCl a
indicat c3 solubilizarea proteinelor viteline este cu atit mai intensd cu cét con-
centratia de clorurd de sodiu este mai mare (fig. 2, coloanele A-B; fig. 3,
coloanele A-B). In plus, extragerea sedimentului obtinut dupd prima centrifu-
gare cu 0,5 M NaCl, indic3 prezenta a doud polipeptide viteline identice cu cele
obtinute prin extractia cu NaCl 0,155 M, dar intr-o concentratie mult mai mare
(fig. 3, coloanele C-D).

Se constati, de asemenea, ci nu existd diferente intre profilul electrofore-
tic al extractului ovarian total si cel al foliculilor ovarieni vitelogenetici, aspect
care demonstreazi cd tamponul folosit pentru extractie solubilizeazd numai pro-
teinele viteline (fig. 2, coloanele A-B; fig. 3 coloanele A-D).

————
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Fig. 1. - Profilul electroforetic al pro-

teinelor din lamelele ovariene pre-

vite_logenetice (A) si foliculii viteloge-

netici timpurii (B). M—-markeri de
greutate moleculari.

Fig. 2. - Profilurile electroforetice

ale proteinelor viteline (extrase

in 1 M NaCl), din ovocitele aflate

la mijlocul vitelogenezei (A) si

din omogenatul obtinut din ovar

vitelogenetic (B). M-markeri
de greutate moleculari.

Fig. 3. - Profilurile electroforetice ale proteinelor
viteline din omogenatul ovarian (A) si foliculii
vitelogenetici tarzii (B), extrase in 0,155 M NaCl.
Se'diment obtinut dupa centrifugarea omogenatu-
lui ovarian (C) si a celui din foliculii vitelogenetici
tarzii (D) extras in tampon cu 0,5 M NaCl.

- In tlmpul'vit.el(.)genezei, cresterea ovocitului se datoreaza in principal pre-
ludrii vitelogeninei i procesirii ei in proteine viteline.

1 Rezu‘ltatele electroforetice obtinute de noi sunt aseminitoare cu cele ale
altor autorl. care au realizat experimente similare pe Xenopus laevis (4), Rana
escule:nta si Rana temporaria (5). ,

i In cazu'l l?melelor ovariene cu foliculi previtelogenetici (0,268-0,450 mm
¢ 1:1Tne;r(;1) exista numeroase po}xpeptide cu greutdti moleculare aparente cupiinse
intre 205-10 kDa. Aceastd situatie este similari cu cea observati de noi la

Carassius auratus gibelio (14) si i ipepti
4 si probabil polipeptidele r i a-
tura cu proteinele viteline. Pompep Fepestive mm s
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Odat cu inceputul vitelogenezei in ovocitele de Rana ridibunda incep sa
se acumuleze proteine viteline derivate din vitelogenind.

S-a demonstrat ¢ dupi internalizarea vitelogeninei, aceasta este clivata n
proteine viteline reprezentate in special de lipovitelin, fosvitin si fosvet. Cele
doud benzi majore din extractul vitelin de Rana ridibunda cu greutati molecu-
Jare de 200 si respectiv 116 kDa reprezintd probabil lipovitelin 1. Aceste valori
sunt putin mai mari decét cele raportate la Rana esculenta (120-103 kDa), Rana
temporaria (123-105 kDa) (5) si Xenopus laevis (111-121 kDa) (11, 12).

Extractia proteinelor viteline intr-un tampon cu 1 M NaCl sau solubiliza-

rea suplimentard a sedimentului obtinut dupa prima centrifugare a extractului
vitelin cu 0,5 M NaCl, indic3 o extractie suplimentard de lipovitelinl. In cazul
amfibienilor, spre deosebire de pesti, proteinele viteline sunt mai strdns impa-
chetate si cristalizate in interiorul plachetelor viteline, astfel incat, sunt necesare
concentratii crescute de sare pentru a le solubiliza. Desi acest aspect a fost
observat inci din 1954 de Essner la Rana pipiens (3), recent s-a ardtat ca
lipovitelinul din plachetele viteline descreste odatd cu cresterea molaritatii
solutiei saline, iar la 0,5 M NaCl el este degradat rapid (13). Aceste rezultate
sunt corelate cu presupunerea ci limitarea proteolizei vitelogeninei de catre
catepsina D este datoratd insolubilitdtii plachetelor viteline la concentratii fizio-
logice de sare. Acest comportament ar putea explica de ce vitelusul poate fi
stocat stabil in prezenta hidrolazelor acide o lung3 perioada de timp.
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MODIFICARI HISTOLOGICE INDUSE
DE CARBOPLATIN SI FARMORUBICINA
LA NIVELUL FICATULUI DE SOBOLAN

CRISTINA PASCA, ERIKA XISS, VICTORIA-DOINA SANDU

Carboplatin (Paraplatin) and Epirubicin (Farmorubicina), cytostatic drugs widely used in
the chemotherapy of cancer, administrated i.v. to adult male Wistar rats, a single dose of
1.18 mg Carboplatin/100 g body weight and 1.8 mg Epirubicin/100 g body weight, caused
obvious histopathological changes of the liver 3 days afer the administration. These
changes are more obvious in the case of Carboplatin treatment.

These cytostatics established swollen degeneration of the hepatocytes, distensions, conges-
tions and haemorrhages of the blood vessels. ‘

After 10 days from the administration of these drugs, the effect of Carboplatin decreased
while the effect of Epirubicin increased.

Both of these cytostatics have an obvious hepatotoxic effect.

Carboplatinul si Farmorubicina sunt citostatice larg utilizate in terapia
antineoplazici. Carboplatinul sau Paraplatinul (cis diamino 1,1 ciclobutan dicar-
boxilat de Pt) face parte din grupul agentilor alchilanti care contin platind iar
Farmorubicina (Epirubicin) — clorhidrat de epirubicind — este un antibiotic anti-
tumoral (1, 3, 7, 16). .

Mecanismul lor de actiune are la baz3 inhibarea biosintezei ADN si ARN,
precum si interactiunea cu proteinele nucleare si plasmatice (1, 2, 4, 6, 10, 11,
12,13, 15, 18, 19, 24).

Citostaticele au o actiune selectivi redus3 si de aceea actioneaza nu numai
asupra tesuturilor tumorale ci si asupra celor normale, ceea ce impune cu necesi-
tate cunoagterea efectelor secundare ale acestora.

fn acest context, noi am investigat efectele histologice ale Carboplatinului
si Farmorubicinei la nivelu! ficatului sinitos — organ ,.tintd” al actiunii xenobio-
ticelor, aspect putin investigat.

MATERIAL $I METODA

Cercetirile s-au efectuat in 2 serii experimentate pe sobolani adulti Wistar,
masculi (180-200 g) intretinuti in conditii standard de laborator. Astfel, pentru
fiecare citostatic s-au organizat 3 loturi de animale a cite 10 sobolani:

1) lotul M — martor;

St. cerc. biol., Seria biol. anim., t. 50, nr. 1, p. 43-47, Bucuresti, 1998
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2) lotul T1 - tratat i.v. in vena codald cu céte o dozi unicd de 1,18 mg
Carboplatin, respectiv 1,8 mg Farmorubicini/100 g greutate corporalid. Anima-
lele au fost sacrificate dupi 4 zile de la administrarea citostaticelor;

3) lotul T2 - tratat similar lotului T1, in ambele cazuri da

r sacrificat dupi
10 zile de la aplicarea tratamentului.

Sacrificarea sobolanilor s-a ficut dup# o anestezie prealabild cu eter, prin
exsangvinizare, dimineata dupi 16 ore de infometare.

Inainte de sacrificare animalele au fost cantirite si examinate macroscopic.
La sacrificare s-a prelevat: sangele si fragmente din mai multe organe care

au fost prelucrate corespunzitor studiului histologic, histochimic si histoenzi-

mologic, dupa tehnicile uzuale descrise de Muresan si colab. (13).
In prezenta lucrare ne referim doar la ficat. Mentiondm c3 fragmentele de
ficat au fost recoltate la toate animalele din lobul drept si fixate in lichidul Bouin,

Pe sectiuni de 5 microni realizate din piese incluse in parafind si colorate
cu hematoxilind-eozini am efectuat studiul histologic.

REZULTATE $§I DISCUTII

S-a constatat ci sobolanii tratati cu Farmorubicind erau apatici fatd de

martori, aveau parul zburlit, iar sub aspect ponderal au scizut in greutate dar nu

semnificativ. La loturile tratate cu Carboplatin nu s-au abservat modificiri nota-
bile fatd de martori. '

* Aspectul macroscopic al ficatului la loturile tratate cu citostatice si'in spe-
cial cu Farmorubicini este modificat fatd de al martorilor, prin aparitia unor zone
albicioase si printr-o consistent mai rigidd; aspecte mai evidente la loturile T1.

Studiul histologic al sectiunilor de ficat la loturile tratate cu citostatice,
fatd de ficatul animalelor de control (fig. 1, 2) releva o serie de modificri.

In cazul tratamentului cu Carboplatin:

— la lotul T1 (fig. 3, 4) am semnalat aparitia unui numir mare de hepa-
tocite balonizate pe toati suprafata de sectiune a lobului hepatic, fenomene de
necrozd celulard dispuse in arii mici, spre periferia lobulilor, dilatiri ale sinu-
soidelor pe toati suprafata, cu aspecte de disecare a parenchimului hepatic, con-
gestie vascular3 in vena centro-lobulari. Vena portd este puternic dilatat, iar in
jurul ei apar eventuale hemoragii si infiltrate inflamatorii.

— la lotul T2 (fig. 5, 6), dupi 10 zile de la administrarea citostaticului se
vizualizeazd modificiri histopatologice asem#n3toare celor inregistrate la lotul
T1, dar mult mai atenuate. In jurul venei centrolobulare s-a observat o zoni de
parenchim normal; degenerarea balonizati si dilatdrile sinusoidale se mentin
doar in jurul spatiului port, deci spre periferia lobului. Diamentrul venei porte si
centrolobulare s-a redus fatd de T2, apropiindu-se de cel al martorilor.,

e

Fig. 1, 2. - Aspectul histologic al ficatului Ia lotul de control (lotul M).
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Fig. 3, 4. — Aspectul histologic al ficatuiui la lotul T1 tratat cu Carboplatin.

Fig. 5, 6. — Aspectul histologic al ficatului la lotul T2 tratat cu Carboplatin.

c
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H ; ‘ ' . . ' A Consecutw tratamentului cu Farmorubicina:
\l ' _ ‘ ' , —la lotul T1 (fig. 7, 8), comparativ cu animalele de control s-a Inregistrat
| ' . ‘ _ : o S . » o hipertrofie hepatocitard si nucleard; aparitia unor celule rotunde in special in
|
|

‘ ‘ , , zona pericentrolobular3, degenerarea balonizatd a hepatocitelor din zona lobu-
‘{ : ‘ , o - : o ' o : lard perifericd, deci concentricd spatiului port, precum §i o usoara dilatare a
| \“ \ S , ‘ o . : - S sinusoidelor.
bl , . S — I lotul T2 (fig. 9, 10), apar modificari histopatologice similare celor
| /I : ' T T semnalate la lotul T1, dar mai accentuate si mai extinse. Astfel, numarul hepa-
H‘ | _ o o L L tocitelor balonizate este mai mare, aria lor extinzandu-se spre vena centrolobu-
' o o - ' " larg, in jurul cdreia se mentine doar o zon3 ingustd de parenchim hepatic nemo-
- o S o Lo ' dificat; sinusoidele sunt mai dilatate.
o ' ‘ ‘ O modificare marcatd suferd si spatiul port la nivelul c3ruia are loc o
puternica dilatare a ramurii respective a venei porte si chiar aparitia de leziuni in
| _ , _ o ' o peretele vascular, insotite de hemoragii evidente in zona vasorum, cét si in tesu-
| . . S o S TR tul concentric vasului. '
[} B T o : AT Rezultatele histologice prezentate anterior, coroborate cu cele histochi-
3 ‘i L ' ' _ ' ’ ' . . mice si histoenzimologice (date nepublicate) relevd marea sensibilitate a ficatu-
I ' ‘ _ ; o o _ - : lui de sobolan la actiunea citostaticelor studiate administrate in doza unici si in
’f : | . o : o : special la Farmorubicing, in conditiile experimentului nostru, care in conceptia
it ’ E _ o ‘ S toxicologilor ar reprezenta o intoxicatie acuta (20).
i : ' : ‘ - = . Leziunile hepatice induse de ambele citostatice, dar in special de Carbo-
' ‘ ) ‘ platin, dupd 4 zile de la aplicarea tratamentului (efectul imediat), reflectd o
afectare pronuntata a ficatului Ja nivelul tuturor structurilor. '
Astfel, ca efect imediat, comun al ambelor citostatice apare degenerarea
1l _ balonizat3 de naturd hidropicd sau gras3. Conform datelor din literatura de spe-
it _ : : . : cialitate (20), balonizarea hepatocitelor este determinati de balonizarea mito-
il ' ‘ - : ‘ - condriilor si de cresterea permeabilititii membranelor celulare i subcelulare.
! : - - ’ ' . Un alt fenomen comun semnalat consecutiv actiunii celor doud citostatice
[’ gl o ‘ ’ _ » ' : ¢ este afectarea vaselor sanguine, manifestatd prin: dilatari, congestii si hemoragii
WL ‘ ' A » o perivasculare la nivelul ramurilor venei porte, capilarelor sunusoidale i venelor
[ : L ' ’ - : centrolobulare, efecte caracteristice actiunii majorititii hepatotoxicelor (8, 14).
“ I » . ‘ . : : In cazul Carboplatinului am semnalat dupd 4 zile si aparitia unor zone de
i ' o i » _ necrozi celulars, diseminate sub forma unor insule in parenchimul hepatic;
‘3‘ ‘ ‘ » - o s aspect inregistrat si in cazul intoxicatiei cu fosfor (9). Aceste necroze se vizua-
’31 o o _ ' " ) lizeazi prin vacuoliziri hidropice ale citoplasmei, vacuolele contindnd adesea
| _ : . ' material hialin omogen.
G ‘ | . : ' : ‘ Efectul intarziat — dupd 10 zile — al citostaticelor testate, dlfera
[ ' ) . ; - . Asifel, in timp ce sub influenta Carboplatinului, modificarile histopatolo- '
I ‘ : , s gice inregistrate dupi 4 zile, se atenueazd vizibil, regenerarea ficatului afectat
' fiind evident3, in cazul Farmorubicinei, se accentueaza. -




46 Cristina Pagca §i colab. . ; 4

Credem c3 aceste diferente de actiune intirziati se datoreazi timpului lor
diferit de injumitdtire, formei si modului de eliminare din organism.

Farmorubicina are probabil un efect mai drastic datorits timpului siu de
injumititire de 3040 ore, largii distributii in organism si elimindrii sale lente
sub forma nemodificats, pe cale hepatici (1, 21, 22). )

Atenuarea in timp a efectelor Carboplatinului poate fi consecinta timpului
redus de injumititire (3 ore) si eliminirii sale din organism in primele 24 ore in
proportie de 60-70%, din care jumitate nemodificats si pe cale renals, o mici
parte a carboplatinului fiind excretaty prin bili (5, 17, 23).

* Avénd in vedere actitinea imediati si Intarziati exercitati asupra ficatului,
de Carboplatin si Farmorubicing, considerSm ci aceste citostatice prezint3 un
anumit grad de toxicitate, ceea ce impune prudentd in utilizarea lor in chimiote-
rapia anticanceroasy.
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ASPECTE HISTOLOGICE ALE ACTIUNII
CARBOPLATINULUI SI CICLOFOSFAMIDEI
LA NIVELUL INTESTINULUI SUBTIRE DE SOBOLAN

ERIKA KIS, VICTORIA-DOINA SANDU, CRISTINA PASCA

Carboplatin and Cyclophosphamide cytostatic drugs widely used in the chemoteraphy of
cancer, administred to adult Wistar rats, a single dose of 1.18 mg Carboplatin /100 g and
4 mg Cyclophosphamide/100 g body weight caused histological changes of the jejunum.
These were espressed by desquamative processes of vilosity epithelium, lymphocyte infil-
trations, hyperemia in the stroma of villi and decrease of goblet cell number.

The amplitudes of histological changes, determined by Carboplatin were more striking
than in the case of Cyclophosphamide.

Extinderea chimioterapiei antineoplazice din ultimii ani, impune cu necesi-
tate studierea si cunoasterea actiunii citostaticelor nu numai asupra tesuturilor
tumorale cdrora le sunt destinate, ci si asupra tesuturilor si organelor sindtoase la
nivelul cirora exista efecte secundare datorate actiunii selective reduse pe care o au.

fn acest context, noi am investigat la nivelul organelor sinitoase de impor-
tantd metabolicd major3, efectele histologice, histochimice si histoenzimatice
ale unor tratamente acute cu doud citostatice alchilante, frecvent utilizate in tera-
pia anticanceroasa: Carboplatinul si Ciclofosfamida.

Carboplatinul (Paraplatinul) face parte din grupul agentilor alchilanti care
contin plating, iar Ciclofosfamida apartine grupului azotiperitei (6, 11).

Prezenta lucrare se referd la efectele histologice imediate si intirziate,
induse de o doza unic3 din fiecare citostatic la nivelul intestinului subtire, aspect
care dupa cunostintele noastre nu a fost studiat pana in prezent.

MATERIAL SI METODA

Experientele s-au efectuat in doud serii experimentale pe sobolani adulti
Wistar, masculi (180-100 g), intretinuti in conditii standard de laborator. Astfel,
pentru fiecare citostatic au fost organizate cate 3 loturi a 8 animale similare:

- fotul martor (M);
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- lotul T1 (T1C si T1CFA), tratat i.v. in vena codald, cu doza unic3 de
1,18 mg Carboplatin/100 g greutate corporala (lot T1C) si respectiv 4 mg Ciclo-~
fosfamid3/100 g greutate corporalad (lot T1CFA).

Animalele din aceste loturi au fost sacrificate dupd 3—4 zile de la adminis-
trarea citostaticelor.

— lotul T2 (T2C respectiv T2CFA), tratat similar lotului T1, dar sacrificat
dupd 10 zile de la aplicarea tratamentului.

Sacrificdrile s-au facut prin exsanguinizare, dupa o anestezie prealabild cu
eter. Printre alte organe s-au prelevat si fragmente de intestin subtire, din seg-
mentul proximal al jejunului. Acestea au fost fixate in lichidul Bouin, incluse la
parafind si sectionate la microtom. Pe astfel de sectiuni groase de 5p, colorate
prin tehnicile uzuale cu hematoxilind-eozina (10), am efectuat studiul histologic
la un microscop MC1, la care am realizat si microfotografiile.

REZULTATE $I DISCUTII

Examenul histologic al sectiunilor de jejun evidentiaza la loturile tratate
cu citostatice, modificari fatd de animalele de control. Astfel, consecutiv trata-
mentului cu Carboplatin s-au inregistrat urmatoarele modificari structurale com-
parativ cu martorii (fig. 1):

~ la lotul T1C (fig. 2), descuamiri celulare in epiteliul din varful vilo-
zitdtilor lungi; reducerea numarului de celule caliciforme in’ epiteliul luminal,
precum si aparitia de hiperemii in stroma vilozitard subepiteliald si mici edeme
in varful acestora.- '

— la lotul T2C (fig. 3), modificdrile semnalate sunt similare ca tip celor de
la lotul T1C, dar mai accentuate: descuamdrile celulare epiteliale sunt mai
extinse, ducand la denudarea varfului vilozitdtilor lungi; celulele caliciforme
sunt extrem de rare in epiteliul absorbant, iar edemele sunt mult mai mari, inde-
partand vizibil epiteliul din varful vilozitdtilor lungi de stroma subiacentd. De
asemenea, are loc §i 0 accentuatd depletie celulard in stroma.

In cazul tratamentului cu Ciclofosfamida, modificarile structurale fati de
martori (fig. 4) sunt mai putin evidente, manifestdndu-se prin urmdtoarele
aspecte:

— la lotul TICFA (fig. 5), descuamiri celulare punctiforme in epiteliul din
varful vilozititilor lungi si sciderea numdrului de celule caliciforme in tot epite-
liul luminal: usoare hiperemii si infiltratie limfocitara in stroma unor vilozitati.

— la lotul T2CFA (fig. 6), modificdrile sus mentionate la lotul T1CFA sunt
atenuate vizibil, aspectul structural al mucoasei jejunului fiind apropiat de cel de
la animalele d_e control.

Actiunea unor citostatice in intestin
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Fig. 1. — Aspectul histologic al vilozi- Fig. 2. — Aspectul histologic al vilozi-
tagilor din jejunul animalelor de control tatilor din jejunul animalelor din lotul
(lotul' M). T1C.

Fig. 3. — Aspectul histologic al vilozita- Fig. 4. — Aspectul histologic al vilozitd-
tilor din jejunul animalelor din lotul T2C. tilor din jejunul animalelor din lotul M.
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Fig. 5. — Aspectul histologic al vilozititilor Fig. 6. — Aspectul histologic al vilozitdtilor
din jejunul animalelor din lotul T1CFA. din jejunul animalelor din lotul T2CF.

Rezultatele histologice prezentate, coroborate cu cele histochimice si his-
toenzimologice obtinute (date nepublicate) in cadrul acelorasi experimente,
relevd sensibilitatea mucoasei intestinului subtire la actiunea celor doui citosta-
tice, desi intestinul nu este un organ tinti pentru xenobiotice.

Se stie dealtfel cd, mucoasa jejunului, organ de electie al digestiei si
absorbtiei, este vulnerabild fatd de numeroase xenobiotice fizice, chimice sau
biologice, cu care vine in contact direct (1, 14, 15, 16, 17, 18, 20, 23).

Aceastd vulnerabilitate se datoreazi desigur polimorfismului celular
accentuat si intensei activitati metabolice si mitotice ce caracterizeazd aceastd
mucoasa.

Efectele imediate (la loturile T1) si intarziate (la loturile T2) ale celor
doud citostatice administrate in dozd unici, se manifestd prin modificdri histopa-
tologice diferite ca tip, intensitate si duratd.

Astfel, efectele imediate ale Carboplatinului sunt mai drastice decit ale
Ciclofosfamidei si se accentueazi in timp (lot T2C).

Modificérile provocate de Ciclofosfamida la lotul TICFA se atenueazd

‘considerabil dupd 10 zile de la administrarea acesteia (la lotul T2CFA), ceea ce
sugereazd un proces de regenerare naturald si in timp a mucoasei intestinale

afectate, regenerarea fiind una din calititile intrinseci ale materiei vii, care se
manifesta mai pregnant la nivelul ficatului.
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Desi Ciclofosfamida este considerati mai putin toxicd decét alte citosta-
tice, se stie cd ea executd actiuni secundare: hepatotoxie moderatd, modulatorie
(22), imunosupresoare (13, 23) si mutagene (9).

Procese de regenerare a mucoasei intestinale lezate am semnalat si in
cazul unor-intoxicatii acute cu substante hepatotoxice (CCl,, alcool etilic, metil-
cloroform), administrate ,,per os”, dar dupa o perioad3 de timp mai lunga (19).

Desigur, durata acestei regenerdri de restauratie depinde de sensibilitatea
organului studiat, de toxicitatea substantei administrate i in consecintd, de gra-
vitatea leziunilor produse de aceasta.

fn conditiile experimentului nostru, modificarile histopatologice provocate
de Carboplatin in mucoasa jejunului fiind mai accentuate si mai persistente
decat cele induse de Ciclofosfamida, necesitd un timp mai indelungat pentru
atenuare sau refacere si ne permit s3 atribuim Carboplatinului un grad de toxici-
tate mai mare.

Sensibilitatea maxim3 fati de cele doud citostatice o prezintd epiteliul
vilozitar si unele componente ale stromei vilozitare (sistemul capilar $i chiliferul
central), in timp ce glandele Lieberkuhn, tesutul muscular §i nervos din peretele
intestinului sunt mai rezistente.

Aparitia modificarilor histopatologice la loturile tratate, doar in anumite
vilozitdti ne face si ne gAndim la o eventuald afectare a vilozitatilor aflate in
plind activitate, stiut fiind c3 vilozititile intestinale prezintd o alternantd func-
tionala.

Reducerea marcanti a numdrului de celule caliciforme din epiteliul lumi-
nal la loturile tratate cu citostatice (T1 si T2) o considerfim doar aparentd, in
sensul ci ele nu au fost lizate, ci existd in epiteliu, dar fiind golite de produsul
lor de secretie pe care nu-1 mai pot sintetiza in ritm normal, dupd administrarea
citostaticelor, sunt mascate de enterocite si astfel nu pot fi vizualizate.

Ipoteza noastrd se bazeazi pe mecanismul de actiune al citostaticelor tes-
tate, care are la baz3 inhibarea biosintezei de ADN si ARN, precum si interacti-
unea lor cu proteinele nucleare si plasmatice (2, 4, 5, 7, 8, 21).

Referitor la modul de actiune al citostaticelor studiate, nu ne putem pro-
nunta sigur daci ele exercit3 o actiune directd asupra mucoasei intestinale, sau/si
o actiune indirects prin intermediul unor produsi de metabolizare.

fn cazul Ciclofosfamidei, la tratamente indelungate cu doze mari au fost
semnalate efecte hepatotoxice manifestate prin necroze si leziuni hepato-celu-
lare, care au fost atribuite metabolitilor ei (3, 12, 22). _

fn concluzie, consideram c#, in conditiile experimentului nostru, Ciclo-
fosfamida, dar mai ales Carboplatinul, exercitd asupra intestinului subtire efecte
histologice secundare, cu repercusiuni negative asupra functiilor specifice aces-
tui organ: digestie, secretie, absorbtie.
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Avand in vedere efectele toxice ale Carboplatinului si Ciclofosfamidei la
nivelul jejunului si altor organe de importanti metabolici deosebits, studiate,
sugerdm asocierea administrarii lor cu medicamente antistresante (ca Trofopar,
glutamo-gluconat de Mg, etc.), care ar putea si contracareze, sau s3 atenueze
efectele secundare negative provocate de aceste citostatice.
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EVENIMENTE CELULARE SI MOLECULARE IMPLICATE
N CARCINOGENEZA, INVAZIVITATE SI METASTAZARE

ALTERAREA DISTRIBUTIEI MOLECULELOR DE ADEZIUNE
CELULARA INFLUENTEAZA CAPACITATEA DE INVAZIVITATE
SI METASTAZARE A CELULELOR MALIGNE
DIN TUMORILE P RIMARE

DORINA MIRANCEA, NICOLAE MIRANCEA

1. Invagivitatea §i metastazarea, rezultat al unei succesiuni de eveni-
mente celulare si moleculare complexe in care interactiunile dintre celulele
maligne si tesuturile gazda sunt determinante.

Carcinogeneza este un proces multistadial determinat de carcinogeni capa-
bili sa induca alterdri genetice si epigenetice in celule susceptibile care selectiv
vor castiga avantaje de crestere si expansiune clonald, ca rezultat al activarii
proto-oncogenelor si/sau inactivarea genelor supresoare de tumori (Harris C.C.,
1991). Celulele maligne exprima schimbari fenotipice progresive in timpul dez-
voltdrii tumorii §i manifest3 instabilitate genomic3 intrinseci.

Celula malignd este un fenotip special, rezultat ca o consecinti a alterdrii
severe a genotipului celulei normale, care apare ca un raspuns alternativ de
supravietuire, fatd de actiunea stresant-agresiva a unor factori extra- si/sau intra-
celulari. Constituirea statutului de malignitate a unei celule presupune ca, celula

respectiva sd se dividid pentru ci alterdrile genetice achizitionate s3 se multiplice

in numerosi descendenti clonali, care vor manifesta comportamente speciale,
caracteristice. Celula malignd are un comportament nefast, intrucat manifesta o
independentd sporitd fatd de factorii de reglare locald si sistemicd, achizitio-
neaza proprietiti de celuld imortalizata si prolifereazd anarhic, introducind in
acest fel dezordine in subsistemele organismului.

Cu toate ca in ultimii ani, modalititile sofisticate de investigatie permit
diagnosticarea precis3 si relativ precoce, iar tehnicile chirurgicale au fost imbu-
nititite si agentii terapeutici aditionali utilizati sunt din ce in ce mai agresivi
fatd de neoplasmul primar, majoritatea deceselor in cazul pacientilor cu cancer
se datoreazd metastazelor intrucat, atunci cAnd tumora primard este descoperiti,
metastazele pot s3 apar3 in organismul gazda.
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Metastaza este o leziune neoplazicd secundari, constituiti in urma unor
procese stadiale, care necesitd migrarea unor celule din tumora primar3 si care
au abilitatea de a se localiza in locuri ectopice in organism, unde prolifereazi
generand focare tumorale noi.

fnainte de constituirea tumorii secundare (metastaza), se produce o cas-
cada de evenimente celulare si moleculare legate intre ele si care in esents,
implicd multiple interactiuni celule tumorale-tesuturi gazdi. O celuld izolat,
sau un grup de celule maligne (mic embol) invadeaz3 tesutul vecin, intrd in cir-
culatie, se opreste in patul vascular la distantd, extravazeazi in interstitiul si
parenchimul organului tintd si prolifereazd ca o colonie tumorald secundard
(Liotta L. A, si Stetler-Stevenson W. G., (1991)).

Procesul metastazirii debuteazi cu invazia locald a tesutului gazdi. Capa-
citatea de invazivitate si metastazare nu este o caracteristici a tuturor celulelor
care compun tumora primara (Hayle A.J., si colab., 1993). In interiorul unei
mase tumorale coexistd mai multe subclone cu diferite capacitdti metastatice
(Fidler si Kripke, 1977, citati de Hayle A.J., si colab., 1993). Numai unele sub-
populatii celulare specializate care se dezvoltd In tumora primard vor manifesta
abilitatea de a se deplasa activ/pasiv din tumor3 si de a prolifera intr-un mediu
tisular indepirtat de tumora de origine.

Kerbel (1990, citat de Liotta L.A., si Stetler-Stevenson W.G., 1991),

observi cd, subpopulatia metastatici domind masa tumorald primar3 timpurie in -

cresterea sa. Se pare cd, dominanta se poate datora cresterii selective a subpopu-
latiei metastatice ca raspuns la citokinele locale.

Care sunt modalititile prin care celulele tumorale angajate in procesul de
metastazare acced la teritoriile tisulare in care vor prolifera ca focar tumoral
secundar? ’

Din analiza facutd de Poste si Fidler (1990), rezultd c3 existd trei modali-
tati majore: (1) in unele neoplasme, focarul tumoral secundar se realizeaz3 prin
imprastierea directa a celulelor din leziunea tumorald de-a lungul unor cidi
mecanice preformate cum sunt: ,fascia planes” si tecile nervoase; (2) prin dise-
minarea unor celule maligne din leziunile tumorale primare dezvoltate in cavi-
tatile majore ale organismului pe suprafetele mucoase si/sau nervoase ale altor
organe se constituie tumorile secundare; (3) cea mai comun3 si importantd ruta
pentru diseminarea celulelor tumorale implicd invazia si penetrarea celulelor
tumorale in vasele de singe si/sau limfatice, de unde vor ajunge in diferite
organe.

Se apreciazi ca vasele limfatice si venulele cu pereti subtiri oferd o rezis-
tentd mecanica scdzuti la penetrarea lor de citre celulele tumorale. Din contrd,
arterele si arteriolele sunt mai rar invadate (Regato J., 1978, citat de Poste si
Fidler, 1980).
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Exprimarea oncogenelor virale si celulare, precum si inactivarea supreso-
rilor tumorali sunt implicate in controlul proliferdrii celulelor tumorale. Pentru
ca o subpopulatie de celule tumorale s3-si manifeste capacitatea de invazivitate
si apoi de metastazare este de presupus ci schimbiri aditionale si o interactiune
speciald cu matricea extracelulard trebuie si aibd loc (Grant si colab., 1991).
Expresia cea mai elocventd a acestor alterari este legati de modificirile cantita-
tive si calitative Inregistrate pentru unele molecule de adeziune celule-celule si
celule-matrice extracelulara (Ingber si colab., 1981; Sommers si colab., 1991;
Castronovo si colab., 1991; Liotta si Stetler-Stevenson, 1991; Mareel si colab.,
1992). In plus, trebuie mentionatd capacitatea unor celule de a elibera enzime
(hidrolaze lizozomale, enzime colagenolitice etc.), care degradeazi tesuturile
adiacente (Poste si Fidler, 1980).

De reguld, metastazarea se produce relativ tirziu, dupa constituirea unei
mase tumorale relativ mari. Exceptie face carcinomul intestinal, care este inalt
metastatic, adesea neprecedat de o leziune preneoplazicd detectabild (Grant S.G.,
si colab., 1991).

fntr-o mas3 tumorald mare, care s-a constituit relativ repede, vascularizatia
este defectuos realizati si, in consecintd oxigenarea este precard, iar necrozele
care apar (Mirancea N., 1985) implicd degrad3ri proteolitice adiacente ceea ce
faciliteazd mobilitatea unor celule tumorale §i asa inzestrate cu un grad sporit de
libertate. In acest fel, celule maligne izolate sau mici emboli penetreaza unele
vase de singe si/sau limfatice invecinate de unde vor intra in circulatie.

Penetrarea celulelor maligne in sistemul circulator este exacerbati de
schimbadrile intermitente ale presiunii venoase, de alterarile de curgere ale flui-
dului sanguin si datoritd unor manipuliri efectuate la nivelul tumorii in vederea
diagnosticarii, sau in scop chirurgical.

Celulele epiteliale polarizate au un rol fundamental in ontogenezi si in
functionarea unor varietdti de tesuturi si organe, in procesul regeneririi tisulare,
sau repardrii postlezionale, ca si in timpul reconstructiei unor structuri organoide
in vitro sau postgrafting.

Celulele epiteliale in ontogenezd, in procesul de reparare postlezionali si
in sistemele de culturi celulare intra in relatii de contact celule-celule si celule-
substrat. Originea vecinititii de contact si intinderea zonei de contact determin3
o reactivitate celulard adecvatd, care se exprimd mai intdi prin elaborarea unui
semnal la nivelul de contact plasmalemal, semnal care va traduce un rispuns
celular complex si care la nivel molecular se exprim3 sub forma distributiei

‘mozaicate a unor proteine, sau complementi glicolipoproteici, constituind

domenii plasmalemale distincte in timpul dezvoltirii polarititii epiteliale.
Urmare a declangarii unor programe de biosinteze specifice si a procesarii

Vectoriale a unor epitopi moleculari, la nivelul siturilor de contact celuli-celuld

$i celul3-substrat se vor constitui structuri specializate (jonctiuni inguste, des-
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mosomi, hemidesmosomi etc.) detectabile prin reactii imunologice (in imuno-
fluorescents, imunoelectronomicroscopie), sau evidentiate electronomicroscopic.

Polarizarea celulard conduce la constituirea unor bariere selective perme-
abile intre compartimentele biologice, regleazd micromediul hidroelectrolitic al
acestor compartimente si controleaza activitatea de transport in procesul de
absorbtie, secretie si transcitoza.

Diversitatea functiilor realizate de anumite tipuri de celule epiteliale
reclami o distributie distinctd de domenii plasmalemale structural-functionale in
anumite pozitii: apical, bazal, apical-lateral sau bazo-lateral.

Miscarea celulelor este o caracteristicd generald a majoritétii celulelor.
in timpul dezvoltirii embrionare, celule individuale, sau mase de celule se
deplaseazi ocupand diferite pozitii. De asemenea, initierea si intretinerea unui
raspuns (celular imun) ca si realizarea unui proces de regenerare si/sau reparare
tisular3 postlezionald implica cu necesitate manifestarea capacitatii de locomotie
- celulard. In toate situatiile mai sus enumerate, locomotia celular3 este controlati
de mecanisme generale limitdnd migcarea acestora strict la necesitatile fiziolo-
gice pe care le reclamd rezolvarea unei situatii de moment.

Din nefericire, celulele maligne manifestd abilitatea (cel putin unele sub-
populatii celulare din masa tumorald) de a se deplasa din locul de origine in
zone ectopice unde se vor divide necontrolat si vor ocupa nise ecologice noi,
formand mase tumorale secundare, care vor afecta structura i fiziologia orga-
nelor in care se dezvoltd metastaza. )

Studii recente demonstreazi cd, interactiunile celuld-membrana bazald au
un rol esential in optimizarea programului de exprimare temporal-vectoriala a
unor markeri celulari, a polarizirii celulare §i a organogenezei (Remy si colab.,
1993; Mirancea si colab., 1993). Reciproc, deficientele care apar in biosinteza si
asamblarea unor componenti ai membranei bazale, care afecteazi relatiile
celule-membrana bazali sunt parte integrant3 a tabloului sindromului de invazi-
vitate a celulelor maligne, moment crucial in declangarea procesului de meta-
stazare.

Reducerea densititii receptorilor celulari §i eventuala reexprimare a unor
antigeni embrionari in anumite proliferri neoplazice (de ex. in carcinomul
mamar) este corelati cu gradul de diferentiere celulara.

S-a demonstrat ci integrina a.5B1, care este necesard pentru constituirea
depozitelor de matrice extracelulars (MEC) si asa-numitul receptor de asamblare
a matricei, care este necesar pentru depozitarea fibronectinei sunt expresate la
un nivel foarte scizut, sau sunt absente in cazul celulelor tumorale (Rouslahti,

1991). Consecinta directd a scdderii continutului, sau chiar a absentei unor com-
ponenti ai MEC este ci celulele tumorale castigd un grad sporit de libertate. Pe
de alti parte, s-a demonstrat ci o linie de celule CHO supusid unei transfectii
_genice pentru supraexprimarea integrinelor a5B1, nu numai ci depoziteaza mai

5 Invazivitate $i metastazare - 59

multd fibronectind in MEC dar, comparativ cu controlul, devine mai putin
migratorie, creste greu in ,soft agar” i in plus, nu reuseste sd formeze tumori
dupa transplantarea pe soarecele atimic (Rouslahti, 1991).

Tumorile maligne de origine epiteliald sunt compuse din populatii celulare
heterogene In ceea ce priveste capacitatea lor de a invada tesuturile peritumorale
si eventual, de a realiza metastaze in zone ectopice. Astfel, recent Remy si
colab., (1993), pornind de la o linie de celule LoVo (un adenocarcinom de colon
uman moderat diferentiat) au izolat experimental doua clone de celule maligne
E2 si CS, care dupa transplantare pe sobolani imunosupresati s-au manifestat
fenotipic diferit, in ceea ce priveste diferentierea lor, capacitatea de invazivitate
si metastazare. Aceste diferente comportamentale se coreleazd bine cu expri-
marea calitativa si cantitativa diferitd a unor molecule de adeziune celule-celule
si celule-MEC. De asemenea, s-au remarcat diferente si in ceea ce priveste
localizarea unor epitopi antigenici. Astfel, clona E2 postgrafting dezvoltd un
carcinom diferentiat, pe cand clona C5 prolifereaza sub forma unor insule de
celule maligne nediferentiate si separate intre ele prin tesut conjunctiv. Celulele
E2 in pozifie bazala sintetizeazid componenti ai membranei bazale, care se vor
asambla §i vor constitui o membrand bazald veritabild cu lamina lucida si lamina
densa continua. v

Celulele C5 desi sintetizeaza specii moleculare caracteristice membranei
bazale, totusi nici dupd 21 de zile, xenogrefa nu exprimi o membrand bazald
veritabild la examinarea electronomicroscopici. In tumorile generate de clona
E2, integrina a6 este detectabila nu numai la polul bazal al celulelor E2, ci si in
spatiile intercelulare (in pozitie laterald), considerandu-se ca aceasta este legata
de interactiunile celule-celule sau reprezinti un ,,pool” de molecule in tranzitul
acestora citre o localizare mai bazali. In tumorile generate de clona C5, dis-
tributia lamininei este punctatd (intreruptd). Xenogrefa tumorald E2 este meta-
staticd in 14% din cazuri, pe cind tumora C5 produce metastaza in 66% din
cazuri dupa transplantare.

Cresterea gradului de libertate a celulelor maligne exprimat prin usurinta
dispersdrii acestora se datoreaza pierderii receptorilor de adeziune celuld-celuld
(caderine) si achizitiondrii de receptori celulari, celule-MEC (integrine si alte
molecule), care apoi vor media migrarea celulard, ca raspuns la variatele com-
ponente ale MEC (Rougon si colab., 1992). :

Este de presupus ca, reasocierea celulelor si dezvoltarea acestora in noua
localizare pot s3 fie mediate prin reexprimarea moleculelor de adeziune celule-
celule si achizitionarea de noi specificitdti de adeziune (Rougon si colab., 1992).

In cazul keratinocitelor normale, integrinele a1 sunt in primul rand impli-
cate in interactiunile celule-celule, pe cind integrinele B4 au un rol primar in
aderarea celulid-substrat. In vivo, in Keratinocitele epidermale bazale, epitopii
integrinelor B4 au o distributie polarizati si anume, la polul bazal, citre mem-
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brana bazald. Capacitatea redusd a celulelor transformate de a adera la mem-
brana bazald prin intermediul integrinei 4 poate reflecta slabirea interactiunilor
celule-MEC si poate fi pus in relatie cu comportamentul de malignitate al
diferitelor carcinoame de origine epidermica (Ryyanen si colab., 1991).
Invazivitatea si metastazarea sunt rezultatul unui grup de evenimente celu-

lare si moleculare corelate intre ele. Nu se poate afirma cd numai produsul unei

gene este responsabil de realizarea unuia dintre cele doud procese. Schimbdrile
genetice care determind o proliferare celulard anormald, necontrolatd intr-un
teritoriu tisular nu este per se cauza invaziei $i metastazdrii (Liotta si Stetler-
Stevenson, 1991). Forma mutants (val-21) a proteinei Ha-ras p 21este necesar
sa fie sintetizatd intr-o cantitate relativ mare pentru a furniza celulelor HaCaT
ras-transfectate un avantaj de crestere in vivo (postgrafting). Totusi, exprimarea
mutantei p 21 per se nu este exclusiv responsabild de conversia malignd a
celulelor HaCaT ras (Fusenig si colab., 1990).

Activarea reciprocd a proteazelor, atractia chemotactica a celulelor tumorale
si stromale si degradarea tesutului inconjurator pot fi considerate aspecte esen-
tiale in procesul de malignitate si invazie celulard (Hornung si colab., 1987).

Experimente efectuate recent demonstreazd ci, mezenchimul reactioneaza
normal la prezenta celulelor epiteliale maligne transplantate pe soareci atimici
(cultivate in prealabil pe un gel de colagen care, cel putin pentru 1-2 siptimani
se interpun intre epiteliu §i mezenchim). Este probabil ca factorii difuzibili pro-
dusi de celulele epiteliale maligne trec prin gelul de colagen si induc o prolife-
rare anormald a celulelor mezenchimale care, impreun3 cu capilarele de neofor-
matie migreazi rapid prin gelul de colagen, pentru ca apoi s se intrice cu
celulele maligne (Fusenig si colab., 1991; Mirancea si colab., 1995). La réndul
sdu, mezenchimul (probabil prin modificarea componentelor MEC) induce
schimbiri remarcabile in comportamentul celulelor maligne: relatiile intercelu-
lare si relatiile celulelor epiteliale bazale cu membrana bazala sunt profund
modificate ca urmare a alteririlor dramatice ale patternului de exprimare canti-
tativii si calitativi a unor epitopi antigenici de felul moleculelor receptori de
adeziune de tip caderine gi/sau integrine si a unor specii moleculare localizate la
nivelul jonctiunilor specializate de tip desmosomal $i hemidesmosomal, precum
si al unor elemente citoscheletice asociate prin intermediul unor molecule (de
ex. catenine) cu receptori transmembranari. Evenimentul cel mai spectaculos al
modificirilor care se produc este degradarea membranei bazale cu toate c&, in
cazul unui epiteliu malign cu arhitectura himeric3 (carcinom squamocelular
indus experimental), in prima siptimand postgrafting este decelabild o mem-
brani bazald precar3, foarte curind, (in sdptiména a doua si a treia dupa trans-
plantare) aceasta va fi degradatd (Mirancea si colab., 1995) prin actiunea meca-
nicd a extensiilor celulare ale polului bazal si prin actiunea proteoliticd, intreti-

7 Invazivitate gi metastazare 61

autd atat de celulele maligne, cat si de celulele mezenchimale aflate in imediata
vecinitate a acestora. fn acest fel, comportamentul agresiv al celulelor maligne
vis-a-vis de tesutul gazdi se va manifesta plenar prin migrarea celulelor din
micromediul lor initial, prin intermediul fluidelor sanguine si/sau limfatice, pen-
tru a popula zone tisulare ectopice si unde se vor selecta clone de celule ma-
ligne, care vor prolifera anormal in detrimentul celulelor normale.

Proteoliza realizatd de celulele maligne favorizeaza invazia acestora in
tesuturile adiacente tumorii neoplazice. Totusi, degradarea enzimaticd a tesutu-
rilor vecine nu este o proprietate unicd a celulelor tumorale. Degradarea proteo-

liticd se manifest3 si in alte situatii, cum ar fi: implantarea trofoblastului, morfo-

geneza, remodelarea tisulard, invazia parazitard si bacteriand, angiogeneza. S-a
demonstrat clar cd, n conditii normale, atdt mecanic, cat si proteolitic, celulele
trofoblastice degradeazi membrana bazald si patrund in stroma uterind pentru a
permite implantarea embrionului (Blankenship si colab., 1992).

Degradarea litica a barierelor tisulare realizatid de celulele tumoral-inva-
zive nu diferd de modul de operare realizat de celulele normale. Liotta si Stetler-
Stevenson (1991) considerd cd diferenta constd in faptul cd celulele invazive
cupleaza activitatea proteoliticd cu motilitatea, pentru a realiza invazia la timpi
si locuri care sunt inadecvate pentru celulele normale. Se consideri ci celulele
tumorale secretd direct enzime degradative, sau determind gazda s3 elaboreze
proteinaze, pentru a degrada matricea si moleculele de adeziune componente ale
acesteia. In aceste zone de eliberare a enzimelor litice, cantitatea acestora con-
trabalanseaza inhibitorii naturali ai proteinazelor prezenti in ser, in matrice sau
secretati de celulele normale din vecindtate. S-a demonstrat ca, de reguld, mai
multe enzime intervin in realizarea procesului de invazivitate, dintre care cele
mai studiate apartin familiilor de enzime heparanaze, serin-tiol $i metal-depen-
dente. “Urokinase-type plasminogen activator” (uPA) este strns asociat cu
fenotipul metastatic. Supraexprimarea uPA in celulele 3T3 Ha ras-transfectate
sporeste invazia in pulmon si formarea experimentald a metastazelor. Expe-
rimental, anticorpii anti-uPA blocheazi invazia celulelor umane HEP-3 in mem-
brana chorioalantoidiand de pui de gdin3 si metastazarea celulelor de melanom
murin B16 F10 injectate intravenos.

2. Alterarile patternului moleculelor de adeziune a celulelor maligne
sunt corelate cu modificdri citoscheletice.

Proteinele care constituie filamente intermediare sunt expresia unei familii
multi-genice si se acumuleazi sub forma citoscheletului. citoplasmic (citokera-

tine, vimentine si neurofilamente) si ca proteine karioskeletice (de ex. lamina in
nucleu).
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Constituirea tesuturilor si organelor presupune o coordonare spatio
rald la care o contributie esentiald o au jonctiunile realizate intre celul
cente una alteia, sau cu un substrat anhist, de felul membranei bazale.

Investigatiile structurii, compozitiei moleculare si a mecanismelor care
controleazd asamblarea si dezasamblarea structurilor supracelulare au o impor-
tantd deosebits, intruct contribuie la cunoagsterea morfogenezei normale sia
proceselor implicate in constituirea unei tumori primare, ca de altfel si a for-
mdrii tumorilor ectopice (metastatice).

Pierderea adeziunii celule-celule in cazul celulelor carcinomatoase repre-
zintd un pas important in achizitionarea comportamentului de invazivitate si
metastazare. Intr-un studiu efectuat pe tumori de cancer de sin, Somers si
colab., (1991) observi c3 la investigarea mai multor linii de celule epiteliale de
cancer uman de san, acestea manifesti grade variate de invazivitate in cazul cul-
tivérii lor pe o membrand bazali reconstituits (Matrigel), care se coreleazi cu
morfologia celulelor si cu raportul uvomorulina/vimentina. Celulele uvomoru-
lin-negative, vimentin-pozitive au forma stelat (fibroblastoid-like), atat de
indepirtatd de forma normali a celulelor epiteliale care au aspectul pietrei de

pavaj. Este evident ci moleculele de adeziune de tip uvomorulinic (CAM) au un
rol esential in detasarea celulelor maligne din tumora primar3 i reimplantarea la
distanti. Este de asemenea remarcabil faptul c3, in timp ce liniile de celule
epitelioide uvomorulin-pozitive care exprimd si filamente de citokeratina intra-
celular sunt si cele mai putin invazive, in timp ce liniile celulare de forms stelatd
(fibroblastoid-like) au pierdut capacitatea de a sintetiza uvomorulina $i exprima
vimentina, fiind cele mai invazive in determindrile in vitro,
zand tumorilor cu evolutie agresivi.

Datele noastre experimentale arati ci linia de celule HaCaT ras- transfec-
tata se dovedeste a fi un construct genetic defectiv pentru placa interni
hemidesmosomali, ceea ce implica alterarea patternului unor epitopi moleculari

si, In consecintd, fac defectivi conexiunea hemidesmosomilor cu filamentele de
citokeratind (Mirancea si colab., 1995).

~tempo-
ele adia-

acestea corespun-

3. Angiogeneza in cancer.

Neovascularizarea unei tumori solide reprezintd un element important de
control pentru expansiunea unui neoplasm (Knierim si colab., 1986). In fond,
celulele normale sunt induse s ajute tumorile s3 se consolideze prin furnizarea
nutrientilor. Procesele detaliate legate de formarea noilor capilare nu sunt inci
foarte bine cunoscute.

Statistic, la pacientii cu afectiuni neoplazice, metastazarea unui cancer poate
sd apard intr-una din situatiile clinice (Folkman, 1995):

1. tumora primar3 este detectabil’, dar la citeva luni de la extirpare apar
metastaze (carcinom de colon);
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2. metastazele sunt deja manifeste cand tumora primard este di:tectata; .
3- metastazele sunt aparente inaintea tumorii primare care riméne »ocultd”;
4. tumora primar3 este indepartatd (sau tratata prin alte terapii), dar metas-

tazele nu apar pentru incd 5-10 ani; v

5. o.categorie rard de pacienti este de asemenea gunos‘cuté:' metaztazdei:
regreseaza dupd extirparea tumorii primare (sum? f:ltate unel.e‘ cazuri rare de
aritie a metastazelor dupd inldturarea unor tumo%‘l renale annare). '
P Bazele celulare si moleculare ale procesului metastatic nu suﬂnt blnlreh cunosl-l
éute. De exemplu, se pune problema de ce unele .r.net.a}staze apar in pulmon sa
i 4 mai multi ani de la extirparea tumorii primare? Acestea sunt denu-
e oot motistases” 3 t3 latentd lungd poate fi
mite ,,dormant metastases”, dar nu _este;clavr ,'(%aca aceastd latenta lur A postn 2
atribuitd ritmului lent sau absentei proliferarii .ce_}ulelor ,meta§tat1ce. Se }l)f &e
alituri de alti factori, intensitatea angiggeneze.l din patul vascular are rol foa
important, care actioneaza ﬁe po.zmv, fie negativ. o o
De obicei, la debut tumorile umane sau animale spontane nu sun .anAg.
genice. Este posibil ca in situ, un carcinom s réfnéné la volum de numai cétiva
milimetri cubici atit timp cat nu se formeaza capilare de neoYascularlza.re.
Actiunea unor factori stimulatori paracrini reprezentati de factori de crf:,s-
tere $i ur;ele proteine prezente iIn MEC, conjuga?té cu vascularlzareai zzbu:;lentt::
fumorii primare conduce la expansiunea masei tumorale. Pe de a te'lfp e, -
buie subliniat cd neovascularizarea din teritorn'le oc.upate. d.e o prol.l clrare1 nle1
plazicd este dependents de actiunea unor factori angiogenici produsi de cevu ; e
tumorale mobilizati din MEC sau eliberati de macr?fagele atrase de _tuniora. -a
constatat c& actiunea factorilor angiogenici pozitivi nu este .suﬁcxepta per;tru
constituirea unui fenotip angiogenic. Este necesa.ré scéderea nivelului ur:it?r ac-
tori regulatori negativi (trombospondina si angiostatina). Trombospon_ u:a cA:a
factor inhibitor este produs de c3tre celulele normalei (}ar este redu's. cantltz.i v 11:
timpul tumorigenezei. Este interesant de mentionat ca in fibroblastii umani acest
factor inhibitor al angiogenezei in conditii normale? este supus controhflu(; genei
supresoare de tumori p 53. Fibroblastii pacientilor fie Qsavpcer cu sin rotr:tl.l
Li-Fraumeni au numai o copie pentru p 53 cand aceasta. a?ela a sufe.rlt o m},l tie
san deletie, trombospondina este redusd cantitativ si act1v1taf:ea anglol;gemca es;tve
declansaty. Este remarcabil faptul ¢, o masd tumorald ('ie circa 1 cm ?stca. bsu i-
cient d,e mare pentru a genera cantitdti semnificative din acest fel de: 1:1h1 .1tor.
Un alt inhibitor al angiogenezei este angiostatina, care se 'acumulveaza in cucu;
latie in prezenta unei tumori primare si dispare la cinci zile fiupa c: tuhmora;O-
fost indepartati. Angiostatina este o proteind de 38 k]?a, cu circa 9E.M) (l)mo >
gie, cu un fragment intern de plasminogen si este un mhlblltor specific a prf)l
ferarii celulelor endoteliale. In absenta activitatii anglogenlce,.celulele tumo'l'a e
metastatice se distribuie ca o manseti perivascular3, in jurul microvasculaturii.
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CELULELE GLIALE — COMPONENTE ESENTIALE
- ALE SISTEMULUI NERVOS

GABRIELA ZAMFIRESCU, RADU MESTER

INTRODUCERE

Glia, denumire derivatd din cuvantul grecesc pentru ,.clei”’, a fost mult
timp desconsideratd. In ciuda faptului ¢3 raportul cu neuronii este de circa 10:1,
reprezentind mai mult de jumatate din volumul creierului, glia a fost conside-
rati ceva mai mult decét un ,.clei”, caie tine creierul laolalts, in timp ce neuronii
realizeazi munca reald de transmitere si procesare a informatiei. Totusi, glia nu
este un privitor pasiv, ¢i un participant activ in fiziologia creierului. Neurogliile

au fost recunoscute ca elemente celulare distincte ale S.N.C., la sfarsitul secolu-

lui XIX, de catre Rudolf Virchow.

~In timpul embriogenezei, proliferarea glioblastilor si diferentierea lor in
citeva tipuri de celule gliale, pare a fi strins coordonati cu dezvoltarea neu-
ronilor. Glia directioneazi migrarea neuronilor spre tinte si determin ce tip de
neuron va deveni celuld cerebrald neangajati. In timpul dezvoltirii postnatale
timpurii a creierului de rozitor, proliferarea gliald continué la un nivel semni-
ficativ, dupd ce proliferarea neuronali a fost stopati. In general, proliferarea
gliald din creier riméne puternic inhibat3, cu exceptia tumorigenezei si dupa
lezarea sistemului nervos (26).

Dupa lezarea fizicd a sistemului nervos central astrocitele rdspund prin
schimbarea morfologiei.celulare, cresterea exprimarii GFAP (proteind acidi
fibrilard gliald), hipertrofie si proliferare rapidi. Astrocitele reactive formeazi
cicatrici gliale in procesul de gliozi, care par s interfereze cu regenerarea neu-
ronald in sistemul nervos central adult (10, 15).

B organismele mature, dous tipuri de glie, celulele Schwann din sistemul
nervos periferic si oligodendrocitele din creier si miduva spindrii produc tecile
de mielind, care inconjurd neuronii §i permit propagarea rapidi a impulsului
electric. Alt tip de glie, microglia seiveste ca celuli imuni a creierului.

Aceste celule sunt parteneri intimi ai neuronilor din vecinitate, asigurind
nutrientii cruciali pentru sinitatea neuronilor si ajuti la transmisia semnalelor
neuronale prin indep3rtarea ionilor §i neurotransmititorilor din spatiul sinaptic.

St. cerc. biol., Seria biol. anim., t. 50, nr. 1, p. 65-74, Bucuresti, 1998
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conductantei membranei si generdrii impulsurilor conducatoare, ele nepar-
ticipand la functia de transmitere rapidi a influxului nervos (5).

Astrocitele sunt celule purtitoare de procese, de formd stelatd, rispandite
in creier $i in mdduva spindrii. Pe baza morfologiei lor si a raspandirii in siste-
mul nervos central, astrocitele sunt impartite in dous subtipuri: protoplasmatic si
fibros. Astrocitele protoplasmatice predomind in substanta cenusie, iar cele
fibroase in substanta alb3 (7, 19). Astrocitele protoplasmatice au prelungiri
scurte, groase si puternic famificate, care Inconjura vasele de singe, neuronii si
sinapsele de la nivelul SNC. Astrocitele fibroase au prelungiri lungi, drepte,
putin ramificate, iar citoplasma este bogats in material fibrilar reprezentat de
filamentele intermediare (gliofilamente). La microscopul optic se observi un
nucleu oval (la cele protoplasmatice), sau lobat (la cele fibroase), nucleolul este
neevident, citoplasma putind, siraca in organite si electrono-transparents. Reti-
culul endoplasmatic rugos este redus, iar matricea electrono-densa. Aparatul
Golgi este putin dezvoltat, iar lizozomii sunt numerosi a7,27n.

Caracteristica ultrastructurald a astrocitelor este prezenta filamentelor
intermediare (gliofilamente) aflate in numir mare in astrocitul fibros. Principala
componentd a gliofilamentelor este proteina acidi fibrilari gliald (GFAP) (16,
17). GFAP se giseste doar in astrocite si este un marker pentru identificarea lor
(tab. 1). ‘

Astrocitele posedd doud specializiri membranare, jonctiunile gap si
ansamblurile ortogonale (2, 17, 21). La nivelul jonctiunilor gap se gasesc canale
intercelulare formate din conexine; aceste canale mediazi cuplarea electrica.
Jonctiunile gap sunt implicate in sincronizarea glial¥, cooperarea metabolici si
semnalizarea la distantd mare. Jonctiunile gap se gisesc intre celulele gliale si
nu la nivelul neuronilor din SNC, desi cantitti mici de RNAm (acid ribonucleic
mesager) ale conexinei 32 din jonctiunile gap s-au descoperit in neuronii si glia
din SNC (2).

Astrocitele exprima in principal conexina 43, iar oligodendrocitele cone-
xina 32. Réspandirea jonctiunilor gap si exprimarea conexinelor este uniform3
In masa creierului (17). Degenerarea si pierderea neuronald este urmati de o
pierdere aproape totald a imunoreactivititii conexinei 43. S-au mai identificat
conexinele 26, 30, 37, 40, 45 (35).

Ansamblurile ortogonale sunt structuri paracristaline compuse din parti-
cule de 7 nm care pot fi vizute numai in preparatele criofractionate. Aceste
structuri sunt in num3r foarte mare pe pediculii astrocitici de la nivelul vaselor
de sdnge si pe procesele astrocitare de la nivelul pia mater. Ansamblurile orto-
gonale pot functiona in adeziunea celulard sau in transportul substantelor intre
astrocite si singe sau lichidul cerebro-spinal (17). Oligodendrocitele sunt lipsite
de ansambluri ortogonale. Cea mai vizibil3 proprietate a acestor ansambluri

ortogonale de la astrocitele in situ este distributia lor inegald. Polaritatea legats
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Tabelul nr, |

Markeri celulari pentru identificarea celulelor

Tip de celule

1. Oligodendrocite

2. Astrocite

3. Celulele Schwann -

4. Microglia

Markeri celulari

Anhidraza carbonic [
Colesterol ester hydrolaza (CEH)

Cyclic nucleotid phosphohydrolaza (CNP)
Gangliozida GD3

Galactocerebrozidul 01 (GC) T
Glutation-S-transferaza (GST) clasa Pi
Glycerolphosphat-dehydrogenaza (GPDH)
Glicoproteina asociaty mielinei (MAG)

Proteina bazica mielinicy (MBP)
0]

4
010

POA
Proteina proteolipid
Sulfatidul
Transferina
Anhidraza carbonics IT
Proteina acidi fibrilarg gliald (GFAP)
Glutation-S-transferaza (GST, M, clasi)
Ran-2
Proteina S-100
Galactocerebrozid :
Proteina acida fibrilary gliald (GFAP)
Laminina
Proteina bazics mielinics
NGEFR (p75, 217c)
0,
Sulfatid
$-100
ED,
MAC-1
MAC-3

Esteraza nonspecifica

In stadiul embrionar toate celulele au vimenting,
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deeansambluri este pierdutd in culturd, si astfel pare a fi necesar micromediul
intact al creierului pentru evidentierea lor. Rolul posibil al astrocitelor polarizate
pentru mentinerea barierei sdnge-creier este discutabil (29)

In nucleul astrocitelor GFAP+ din creier a fost identificat3 o proteind Ref-1,
cu activitate reparatorie a DNA si rol in activarea factorilor de transcriptie Fos si
Jun. Nivelele ridicate de Ref-1 din astrocite sugereazi ci actiunea factorilor de
transcriptie din aceste celule poate fi modulati, in special dup¥ lezarea creieru-
lui. Existd posibilitatea ca Ref-1 si functioneze in primul rind ca enzimi repara-
torie a DNA in celulele creierului (8).

Celulele gliale au toate tipurile de receptori pentru neurotransmititori,
neuromodulatori si factori de crestere (12, 18, 31). Existd receptori pentru EGF
(factor de crestere epidermal), PDGF (factor de crestere derivat din plachete)
FGF (factor de crestere al fibroblastilor), NGF (factor decrestere al nervului),
msuhna (36).

- Dintre receptorii pentru neurotransmititori ident'ificagi pe Sﬁprafata celule-
lor gliale trebuie amintiti: adrenoceptorii pentru subtipurile o si B, receptorii
pentru histaming, dopamind, serotonini, acetil-colini (receptor muscarinic),
adenozini (receptorii A, si A)), penttu acid gamaaminobutiric (GABA-A si
GABA-B), glutamat/aspartat/camat, peptida intestinald vasoactivd (VIP),
angiotensin-II, endotelin, bradichinina, substanta P, somatostatin, secretin (31).
Cei mai multi neurotransmitatori/neuromodulatori isi exercitd efectele prin
intermediul unor mesageri secundari (AMP , inozitoltrifosfat, protein-kinaza C).
De asemenea, astrocitele posed3 situsuri de legare pentru mesagerii secundari.

Pe langa receptori, celulele gliale expun o mare varietate de canale ionice
si pompe. Predomind canalele pentru K*, din care unele sunt activate de voltaj.
Existd, de asemenea, canale pentru Na* (activate de voltaj), CI-, ca §i pompe
ionice pentru Na*, transportori proteici pentru bicarbonat, glutamat (11, 12).

Spre deosebire de astrocite, oligodendrocitele sunt celule relativ mici, cu
procese celulare foarte fine, putin numeroase si rar ramificate, incapabile s3 mai
prolifereze la contactul cu alte celule (inhibitie de contact). Citoplasma dens3 la
fluxul de electroni cuprinde un nucleu excentric cu cromatina fin condensat3,
reticul endoplasmic perinuclear dezvoltat si aparat Golgi bine dezvoltat. Celu-
lele contin numai cativa lizozomi, comparativ cu astrocitele. Nu se observd m3-
nunchiurile de gliofibrile existente la astrocite (18, 7, 24).

Aceste celule se gasesc in apropierea pericarionilor neuronilor (in sub-
stanta cenusie) si printre fibrele mielinizate (in substanta alba).

fntr-o culturd primar3, oligodendrocitele cresc peste stratul de astrocite,
fara a necesita contactul cu acestea. Raportul intre oligodendrocite si astrocite
este de 8:1, dar astrocitele prolifereazd mai rapid decét oligodendrocitele si acest

raport descreste (33).
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. Oligodendrocitele sunt celulele responsabile de sinteza tecii de mieling i
S{stemul nervos central. Celulele gliale in vitro sintetizeazi trei proteine nrllalm
nice: Proteme .mielinice bazice, glicoproteine mielinice asociate sau P. sj 1::
:;1:; tl;llaoprote_lcev, la 0 séptém.éné dupd aparitia galactocerebrozidelor. O(iiéoc};en-

‘ ¢ asociazi activ proteinele mielinice in structuri asem3nitoare mielinei
Acestf proteine nu necesita influenta neuronilor pentru a fi sintetizate (2) '
' En pr'acticé, oligodendrocitele sunt definite operational nu numai »dz;cé
lfzeaza teci de mielind, dar si dac3 au un subset selectat de proprietiti caract i
txc_e acestei celule in mediul s3u normal. O definitie mai larg3 a oligodend e'rtls-
11{1 este cea de celuld care exprim3 unele proprie,tz‘igi functionale si/sau m;:f"zlo:
gice, unice pe.ntru ea si diferite de ale altor tipuri de célule neurale. Aceastd
fieﬁm;le permite includerea in categoria oligodendrocitelor a celulelor.care sunt
in pro‘cesul 'de diferentiere, dar nu mielinizeazi inci axonii si oligodendro 'tu?
care si-au plf:rdut legdtura cu axonii prin lezare (25). , e

_ Gangho'zidul GD, este un glicolipid specific de suprafatd, marker pentru
oligodendrocite. Un alt marker este 2’3 -cyclicnucleotid 37-phosphohidfo;;za

(EC3.1.4.37)-CNPaza. Cu toate ci aceast3 enzim3 este considerat3 in mod uzual
ca un marker_pentm mielind, s-a evidentiat faptul c3 celulele contin CNPaz3 s
in a.bsenga mielinei vizibile. Alti markeri oligodendrogliali sunt ,glicerolfosf%
del]ldgogenaza (EC 1.1.1.8), GPDH, sulfatida, anhidraza carbonic} (tab. 1) :
5 In c1.11turile obtinute din nerv optic se observa, pe langi oligode-ndl:ocite
doqa su.btq?uri de astrocite, care pot fi diferentiate prin morfologia fenotipul i
antxgefuc $i raspunsul la factori de crestere. Cele dous subtipuri sunt denlfm':u
astroc1te' tip-1 si astrocite tip-2. De curdnd a fost acceptata teoria c3, toate oli o
dendro?ltele s1 astrocitele tip-2 provin dintr-o celuli progenitor cor;luné (0_2i°'
neangajatd in dezvoltarea postnatali (9, 20). 4

.Stlidiile in situ sugereazi cd celulele 0-2A sunt sursa majord, directd pen-
tru glie in dezvoltarea postnatali. Aceste celule bipotentiale, se ;rede ca };unt
nedeterminate pand spre sfarsitul diviziunii celulare cind de\;in determinate s3
formeze oligodendrocite, sau astrocite de tip-2 (25). Se crede c3 factorii d:
crestere, in special PDGF si factorul neurotrofic ciliar (CNF) joacs un rol im-
portantv in determinarea progenitorilor 0-2A spre o linie celulars. in nervul optic
de' rozator evidentele imunocitochimice sugereazi ci celulele 0-2A conduf in
primul r:c‘md la oligodendrocite si apoi la astrocite tip-2 (13).

C.lanfl sunt cultivate in mediu chimic definit cu 0.5% ser pentru
f:upre.lvwgunﬂe, celulele O-2A se diferentiazi rapid intr-o manier% relativ sincroni
in oligodendrocite mature dupi o perioads de 35 zile. ’

5 O alt‘é populatie de astrocite denumite tip-1 se formeaz3 dintr-o linie sepa-

ratd, anFerlor generatiei de oligodendrocite si astrocite tip-2. Astrocitele tip;l
apar I?'rlr.nele, la embrionii de 16 zile, oligodendrocitele apar in momen}zul
nagteril, iar astrocitele tip-2 la inceputul celei de a doua sdptimdni postnatale

—
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Ambele categorii de celule precursor prolifereazi inainte de diferentierea lor.
Astrocitele tip-1 continud s3 se dividd cel putin o sdptdmand, in timp ce oligo-
dendrocitele si probabil astrocitele tip-2 se divid neregulat dupa ce se formeaza.
Experientele in vitro sugereazi ci astrocitele tip-1, primele celule gliale care se
diferentiazi in dezvoltarea nervului optic, au un rol major in proliferarea $i
diferentierea celulelor progenitor 0-2A (2). Astrocitele tip-1 in culturi secreta
factori de crestere care tin celulele progenitor 0-2A fin stare proliferativa si
previn diferentierea lor prematura.

Daci celulele 0-2A sunt cultivate cu 10% ser fetal de vitel, ele devin
astrocite tip-2, in timp ce in absenta serului fetal de vitel ele devin oligoden-
drocite (22). '

Se propune ca termenii de ,astrocit de tip-1” si Ltip-2” s fie analogi cu
cei de ,astrocite tip protoplasmatic” si ,.tip fibros” dar deocamdatd cele dou3
categorii nu se exclud reciproc, dar nici nu se includ reciproc 17).

La Drosophila, s-a identificat o noud proteind transmembranard, gliotac-
tinul, care este exprimat3 tranzient de glia perifericd, si care este necesara pentru
formarea barierei periferice singe-nerv. La Drosophila, glia nu formeazd mie-
lind; ea se dezvoltd si functioneaza intr-o manier3 analogd gliei din organismele
superioare. Glia perifericd este similard cu celulele Schwann nemielizate de la
vertebrate, in ce priveste morfologia, dezvoltarea si compozitia (4).

Microglia ocupi 5-12% din populatia de celule din sistemul nervos cen-
tral, in functie de regiune, iar cand este luati in consideratie si citoplasma proce-
selor sale ramificate, microglia constitue o componentd importantd a parenchi-
mului din sistemul nervos central. In stare de repaus microglia are forme vari-
ate; cea mai comuna este forma ramificaty, procesele sale celulare foarte ramifi-
cate pornind dintr-un pericarion destul de mic. Existd si o microglie reactiv, iar
interrelatia precisd dintre aceste tipuri de microglie nu este clard. Mai mult,
markerii antigenici care disting sigur macrofagele de microglie, sau cei care

identificd subtipurile de microglie nu sunt inca disponibili (30).

Celulele microgliale au capacitate de migrare si fagocitozd. Microglia
aderd de celulele tint3, utilizAnd unul sau mai multe seturi de receptori exprimati
pe suprafata sa. Unii dintre acesti receptori sunt exprimati constitutiv, pe cind

activarea si exprimarea altora necesitd activarea unei varietati de citokine. Este

necesar ca, celula tinti si exprime ligandul corespunzitor, endogen sau ca rezul-
tat al lezarii (30).

Microglia din neopalium exprimi antigene specifice microgliei (Mac-1,
Mac-3, F4/80) receptori pentru fragmentul F, al imunoglobulinelor i receptori
pentru complement (34) (tab. 1). in functie de conditiile de cultura, majoritatea
microgliei, dar nu toate subtipurile morfologice, exprim3 moleculele MHC
(complex major de histocompatibilitate) clasa a II-a. Acest raspuns a fost privit
ca un indiciu ci celulele microgliale au fost activate (28). Un rol important il are
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unicul -canal de K al microgliei. Au o puternica activitate respiratorie, ceea ce
inseamnd c3 produc radicali de oxigen. Ele posed3 de asemenea cathepsin § si L
si astfel sunt celule potential citotoxice (32). Sunt negative pentru GF;AP,
markerul specific astrocitelor, dar contin filamente intermediare de vimentin.
Exprima antigene I, se coloreazi cu DIL-y-LDL si sunt pozitive pentru esteraza
non-specificd utilizindu-se o-naftil-butiratul ca substrat. Formeazi lizozomi si
au fagocitoza mediat3 de receptor.

Celulele ependimare reprezinti o formd de macroglie adaptati pentru
functia de captusire si pentru cea de secretie si resorbtie. Celulele ependimare au
aspect epitelial, sunt cilindrice, inalte, in viata fetal3 si la copiii mici sunt ciliate.
Ele tapeteaza cavitatile ventriculare, canalul medular, plexurile si panzele coroide.
Capacitatea regenerativa si proliferativa este mare; glia ependimar3 di nastere la
tumori de tip particular, mai ales la copii, numite ependinoame (19).

Liniile celulare cu origine tumorald au fost folosite cu succes in neuro-

chimie. Ele se dovedesc a fi o populatie omogen3, in cantititi mari si foarte
reproductibild. Liniile celulare de succes sunt cele care continud si exprime in
culturd proprietatile diferentiate ale celulelor normale (6, 14). Cele mai utilizate
linii celulare sunt C, PC12 si CEINGE CL3 (2, 3, 23).
- Prima linie celulard clonald a fost linia celulard de gliom C obtinuti prin
inducerea pe cale chimic3 a unei tumori la sobolanul adult. Celulele Cg poseda
proprietdti diferentiate de la astrocite si oligodendrocite. Aseminitor oligoden-
drocitelor in vivo sau in culturd primar3, celulele C exprima glycerolphosphate-
dehydrogenazi indusd de glycocorticoid si componenta mielinica 2°,3"-cyclic
nucleotid phosphohydrolaza. Posedd de asemenea, glutamin-synthetaza indus3
de glucocorticoid si GFAP. S-a aritat ci celulele C4 posedd multe alte meca-
nisme reglatorii de control si proprietiti diferentiate ale celulelelor gliale.

Linia celulard clonald PC,, a fost obtinuti din pheochromocytoma de
sobolan, o tumord medulard adrenald. Celulele PC,, au multe proprietiti in
comun cu nervii simpatici primari si cu cultura celulelor cromafine. Ca rispuns
la NGF, ele 1si intind neuritele si-gi m3resc activitatea tyrosin-hydroxylazei.

Numeroase linii celulare clonale au fost obtinute din neuroblastoma de
soarece si umand. Aceste linii celulare exprim3 citeva enzime sintetizatoare de
neurotransmitatori (3).

Linia CEINGE CL3 a fost obtinutd prin utilizarea oncogenei Tr, poliomei
mijlocii. Aceste celule se coloreazi cu anticorpi anti-vimentini si anti-S100, nu
se coloreazd cu anticorpi anti-neurofilamente, sau anti-GFAP. Numai un subset
de celule CEINGE CL3 (20-30%) se coloreazd cu anticorpi anti-cerebrozid.
Celulele exprima nivele scizute ale RNAm al proteinei proteolipid, in timp ce
RNAm mesager pentru GFAP si neurofilamente este prezent (23).

9 , Celulele gliale ‘13

CONCLUZIX

Prin complexa lor organizare i prin functiile speciale, diferite de ale neu-
ronilor, célulele gliale sunt indispensabile desfasurarii activitatii neuronale. In
biologia celulari si in medicind, cunostintele acumulate din studierea unei specii
pot si nu se aplice la alte specii sau la om. Similar, informa;iilé din studiile in
vitro pot si nu fie reprezentative pentru glia in situ. intr-un organ atit de com-
plex din punct de vedere biochimic i functional cum este creierul, cunostintele
dobandite din studierea celulelor gliale dintr-o anumit zona pot s nu fie aplica-
bile la alte zone ale sistemului nervos. '

Lucrarea are ca scop reconsiderarea rolului celulelor gliale din sistemul
nervos central.
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Revista ,,Studii si cercetari de biologie, Seria biologie .a.mim'fﬂa , P\}bhcg arltl-.
cole originale de nivel stiintific superior, din toate 'domemlle biologiei anima ei
taxonomie, morfologie, fiziologie, genetica, ecologie et'c. Sumar‘ele fe}’lst.f?l 'Sfl"lile
completate cu alte rubrici ca: 1. Viata stiintifica, ce f:l'lprmde mamfe§tar1 $t1.1n11 i '
din domeniul biologiei (lucrarile unor consfatuiri, congrese, svlmpoAzmanve):
2. Recenzii, care cuprind prezentiri ale unor carti de specialitate aparute in tara s1
peste thlalizfii sunt rugati sa prezinte articolele, notele si recenziile i_n_turmqg_ggg _ge%ggﬁl-
culator la dous randuri, in dou exemplare. Listarea se va face de preferinta geo 0
Enpnmanté laser. Textul va fi copiat pe dischete, ca document «MS Word vers. 6. .»:
Miirimea caracterelor va fi conform uzantelor revistei: 11/ 13vpen:u'u t'extul PT_?PUU-ZtIS,
12/14 pentru titlu; 9/11 pentru anexe (tabele, bibliogra?ﬁe, tlaxphcan.a figari or, ng 2
si pentru rezumatul in limba engleza, care va fi plaslat' nnedla} sub titlul ﬁfra:tu 11 1
obligatoriu ca pe dischetd s& fie specificat numele f1$1erelof in care se a ;1 a 1co1 m
Materialul grafic va fi adus pe dischetd, scanat, cu aceeagl specificatie. In cazu

" care articolele nu pot fi culese pe calculator, textul poate fi dactilografiat, iar in

absena unui scaner, materialul grafic va fi executat in tug pe ha‘}rtle alba}. R

Tabelele si ilustratiile vor fi numerotate cu CIfIf.‘, arabe, iar ﬁgunle. in 1]31 ang ‘
vor fi numerotate in continuarea celor din text. Bibh.ogxaﬁa, tabelele si exp ca;}a :
figurilor vor fi imprimate pe pagini separate. Se va evita repetgea acelorasiln d}z}tglgm ‘
text, tabele si grafice). Citarea bibliografiei in text seva face prin numere. In bi 110-‘
grafie se vor cita alfabetic §i cronologic, numele i initiala aut'onlor (t.:u ma_)u.lscg T)i
tiflurile cartilor (italic), locul aparitiei, Editura (pres.curtat, E.d1t.), pagina, anul, tl.t 0l
revistelor (prescurtate conform uzanelor internap?nafle, F1t1ul elrtlcolulutli curs1'v)v,
volumul (bold), urmat de numr (in paranteza), despartit prin doud puncte de pagina
si anul aparitiei.

Exemplu:

1. BELDIE AL., Flora si vegetafia munilor Bucegi, Bucuresti, Edit.
Academiei, 638, 1967. . .

2. POPESCU VIRGINIA, Rev. roum. biol.,, Biol. anim., Starea
fitosanitard a pddurilor, 31 (1): 73-80, 1986.

Lucrarile vor fi insotite de o prezentare in limba engleza de max.imum
10 randuri. Textul lucrarilor, inclusiv bibliografia, tabelele si explicatia figurilor nu
ie sa depa a tere
trebuie si depageascd 15 000 de caractere. o . -
Responsabilitatea asupra continutului articolelor revine in exclusivitate

autorilor.




