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ACTIVITATEA ANTIOXIDANTA A SUBSTANTELOR DIN MUGURII ARBORILOR

STEJARULUI PUFOS (QUERCUS PUBESCENS WILLD.) CARE CRESC
iN DIFERITE CONDITII STATIONALE

Gheorghe FLORENTA, Petru CUZA
Universitatea de Stat din Moldova

A fost determinata activitatea sumara a oxidazelor, catalazelor si a substantelor reducétoare a extractelor din mugurii
stejarului pufos prelevati primévara de la arborii care cresc in diferite conditii stationale din sudul Republicii Moldova.
In extracte se manifesta clar tendinta de sporire a capacitatii sumare de utilizare a oxigenului datorita potentialului
reductiv al substantelor fenolice si activitatii oxidazelor la arborii care cresc mai la sud, ceea ce corespunde gradientului
de sporire a temperaturii primavara in directia nord-sud. Aceasta tendinta s-a manifestat si pentru activitatea catalazelor,
dar mai putin pronuntat. Primavara, in celulele mugurilor apicali schimbarile componentelor care determind potentialul
oxidoreductiv se manifesta mai timpuriu, in comparatie cu cele din mugurii laterali. Aceasta accelerare poate fi o cauza
a elimindrii mai timpurii a dormitarii mugurilor apicali in comparatie cu cei laterali.

Cuvinte-cheie: conditii stationale, Quercus pubescens, arbori, muguri, substante antioxidante.

THE ANTIOXIDANT ACTIVITY OF PUBESCENT OAK TREE BUDS (QUERCUS PUBESCENS

WILLD.) WHICH GROW UNDER DIFFERENT STATIONARY CONDITIONS

It was determined the summary activity of oxidases, catalases and reducing substances of extracts from pubescent
oak shoots taken in spring from trees growing in different stationary conditions in the southern part of the Republic of
Moldova. In the extracts, the tendency to increase the overall capacity of oxygen use due to the reductive potential of
the phenolic substances and the activity of the oxidases in trees growing southwards is clearly manifested, which
corresponds to the gradient of increasing the spring temperature in the north-south direction. This trend also manifested
itself in the catalase activity, but less pronounced. In apical buds, in spring, the changes in the components that determine
the oxidoreductive potential are manifested earlier, compared to those in lateral buds. This acceleration may be a reason
of the early removal of dormancy apical buds comparative with the lateral buds.

Keywords: stationary conditions, pubescent oak, trees, buds, antioxidant substances.

Introducere

Supravietuirea populatiilor arborilor in conditiile temperaturilor schimbatoare ale perioadei de trecere de
la un anotimp la altul depinde de procesele oxidoreductive, care se desfasoara in tesuturile plantelor, in special
in cele ale mugurilor. Din cauza ca mugurii sunt rezistenti la temperaturile excesive, plantele intrd in starea
de repaus, ceea ce evita posibilitatea ca acestea sa fie vatamate. Anume mugurii asigura regenerarea arborilor
afectati de ingheturile tarzii de primavara [1]. Supravietuirea arborilor care se gasesc in conditii de stres ter-
mic depinde de doua grupe de factori. In primul rand, supravietuirea arborilor este conditionatd de rezistenta
tesuturilor si organelor care se afla in stare fiziologica activa. Capacitatea plantelor de a rezista la actiunea
temperaturilor excesive asigurd cresterea si dezvoltarea lor in anumite conditii de mediu. In al doilea rand,
supravietuirea arborilor depinde de rezistenta mugurilor fatd de influenta temperaturilor negative. In cazul in
care frunzele si ramurile tinere au fost afectate de temperaturile Tnalte, regenerarea plantelor poate fi realizata
pe seama mugurilor aflati in repaus, care, iesind din starea de dormitare, asigurd continuitatea cresterii
ramurilor si a frunzelor.

Problema abordata este actuala reiesind din faptul ca tendinta de incalzire globala a climei divine tot mai
evidenta [2]. Cele mai multe previziuni sugereaza ideea ca media curenta a concentratiei de CO,, care consti-
tuie 355 pL-L™, se va dubla spre sfarsitul secolului al XXI-lea [3]. Sporirea concentratiilor de CO, si ale altor
gaze cu efect de serd va contribui efectiv la cresterea temperaturii medii si va produce schimbari esentiale in
modelele de previziune a precipitatiilor [3]. Modelele climatice ofera posibilitatea de a prezice pe scara larga
perioadele de seceta In timpul verii in latitudinile de nord si mijlocii, in care disponibilitatea apei constituie
unul dintre cei mai importanti factori care determina categoric diversitatea structurii taxonomice din limitele
regnului vegetal si, respectiv, productivitatea plantelor [4].
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In contextul subiectului abordat este de mentionat ci cercetarile stiintifice asupra speciilor privind deter-
Minarea starii fiziologice si rezistenta fatd de factorii de stres termic, avand ca obiect de studiu speciile
forestiere, sunt foarte limitate. In schimb, au fost realizate multiple cercetari stiintifice avand ca obiect de
studiu plantele horticole. In baza rezultatelor obtinute s-a putut demonstra ci in zona temperata mugurii florali
ai pomilor fructiferi, inclusiv la mar, sunt depusi in anul care precede inflorirea. Toamna tarziu mugurii intra
in perioada de repaus vegetativ, numit endodormitare [5]. In aceastd perioadi s-a constatat ci in fesuturile
mugurilor nu se manifestd o activitate vizibila. Cu toate acestea, mugurii sunt activi din punct de vedere
metabolic [5], continudndu-si dezvoltarea pe parcursul intregii ierni [6]. Ritmul de dezvoltare a mugurilor in
timpul iernii depinde de genotip, fiind controlat de mai multi factori [7]. Pentru a intrerupe hibernarea, este
necesard o anumita perioada de influentd a temperaturilor joase, a carei duratd variaza in functie de genotip.
Dupa expunerea la temperaturi joase si eliminarea starii de endodormitare, mugurii pot ramane inca latenti o
anumita perioada de timp din cauza conditiilor nefavorabile ale factorilor de mediu. Mugurii isi reincep
cresterea doar atunci cand conditiile mediului devin favorabile desfasurarii proceselor de crestere.

Material si metode

In padurile naturale de varstd preexploatabili ale stejarului pufos (Quercus pubescens Willd.) din sudul
Republicii Moldova au fost selectate arborete de productivitate ridicati. In sectoarele reprezentative din inte-
riorul acestor arborete au fost delimitate si amenajate sase suprafete experimentale. Cate o suprafatd experi-
mentald a fost amplasatd in arboretele din teritoriul ocoalelor silvice Nisporeni si Zloti, padurile carora din
punct de vedere geografic se gasesc la periferia de sud a Podisului Moldovenesc. De asemenea, a fost
amenajata cite o suprafatd experimentala in spatiul de activitate al Ocoalelor silvice Carpineni, Talmaza,
Baius si Baimaclia, arboretele carora se afla teritorial in Campia de Sud. La mijlocul lunii aprilie, de la
10 arbori de stejar pufos de pe fiecare suprafata experimentala au fost recoltati mugiri apicali si laterali.
Mugurii din arborii diferitelor suprafete experimentale au fost recoltati in aceeasi zi de pe ramurile care se
gdseau 1n partea sudica a partii inferioare a coroanei.

In laborator a fost efectuatd analiza biochimica a mugurilor apicali si laterali colectati. Dupa farAmitarea
la rece In mortar de portelan a 0,1g de muguri, materialul obtinut a fost extras timp de 30 de minute la tempe-
ratura de 25°C in 2 ml de solutie-tampon, care continea 0,2 MTris, pH-7. Ulterior, extractul a fost centrifugat pe
parcursul a 15 minute la 4000 g. Supernatantul a fost separat si trecut printr-0 Coloana mini de Sephadex G 25,
substantele obtinute fiind separate in doua fractii: cu masa molecularda mica (fractia 1) si cu masa moleculara
mare (fractia 2).

Pentru a determina capacitatea sumara a fractiilor 1 si 2 privind reducerea continutului de oxigen liber,
datorita potentialului de reducere directa de catre substantele antioxidante din fractia 1 si activitatii enzimatice a
oxidazelor din fractia 2, la 1,56 ml de solutie-tampon mentionata mai sus au fost adaugate 40 pcl de solutie
din fractia 1 sau 2 si incubate la 25°C. In toate experimentele, cu ajutorul oximetrului YSI (SUA), a fost deter-
minata dinamica diminudrii continutului de oxigen in solutiile experimentale, Tn comparatie cu cea din solutia
martor (aceasta continea doar 1,6 ml de solutie tampon). La 15-30 minute de la initierea incubdrii la 25°C,
continutul oxigenului 1n solutie atingea faza stationard, atunci cand procentul de oxigen utilizat devine egal
cu cel ce penetreaza in solutie prin procesul de difuzie. Diferenta dintre procentul de oxigen in solutia martor
si in cea experimentala era determinata de capacitatea fractiei 1 sau 2 de a reduce oxigenul, ceea ce constituie
cauza diminudrii procentului de oxigen 1n solutie la faza stationara. Pentru a determina activitatea catalazelor
din fractia 2, dinamica continutului de oxigen a fost determinata dupa adaugarea la 1,5 ml de solutie tampon
mentionatd a 60 pcl de 0,05% H,0, si a 40 pcl de solutie din fractia 2, urmati de incubarea la 25°C.

Dinamica schimbarii continutului de oxigen a fost influentata de activitatea eliminarii oxigenului In urma
degradarii peroxidului de hidrogen de citre catalaze, precum si de activitatea legarii oxigenului de catre
oxidaze. Rezultatul sumar al proceselor mentionate era determinat in baza procentului de oxigen in solutie la
faza stationard. Dupa cum am mentionat anterior, in experimentele noastre faza stationara era atinsa la 15-30
minute de la inceputul incubarii componentelor de reactie in solutia tampon.

Rezultate si discutii
Avand 1n vedere faptul cd rezistenta si starea fiziologica a plantelor este determinata atat de specificul
genetic al speciei, cat si de conditiile de mediu in care acestea vegeteaza, au fost analizate substantele anti-

oxidante ale extractelor din mugurii arborilor stejarului pufos care cresc in diferite conditii stationale.
Rezultatele obtinute sunt reflectate in Figura 1, care demonstreaza ca atat in mugurii apicali, cat si in cei
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laterali, cu deplasarea de la arboretele care vegeteaza in sudul tarii catre nord, rolul relativ al catalazei in
reglajul speciilor reactive de oxigen creste, in comparatie cu cel al oxidazelor si al substantelor antioxidante.
Despre acest fapt denotd influenta semnificativa a catalazelor asupra continutului de oxigen in extractele
mugurilor prelevati de la arborii care cresc in Ocoalele silvice situate mai la nord. Activitatea oxidazelor si
antioxidantilor, dimpotriva, creste in extractele din mugurii prelevati de la arborii care cresc mai la sud. Din
literatura de specialitate se stie ca cresterea activitatii catalazei in celulele plantelor se manifestd in conditii de
stres sau de activitate intensiva a metabolismului [8], fenomene asociate cu cresterea continutului speciilor
reactive de oxigen si a peroxidului de hidrogen 1n celule.

Initial, sporirea continutului speciilor reactive de oxigen ca urmare a intensificarii metabolismului este
asociata cu accelerarea activitatii catalazei, implicata in detoxificarea produsului final al acestora (peroxidului
de hidrogen). Ulterior, creste aportul relativ al oxidazelor si al substantelor antioxidante in detoxificarea spe-
ciilor reactive de oxigen. In final, procesul este asociat de diminuarea scurgerii speciilor reactive de oxigen,
care are loc la etapele de stabilizare a echilibrului biodinamic al proceselor fiziologice. Astfel, are loc stabi-
lizarea activitatii substantelor care utilizeaza oxigenul (oxidazele) si detoxificd speciile reactive de oxigen
(catalazele si substantele antioxidante). Echilibrul biodinamic se stabileste odatd cu atingerea echilibrului
speciilor reactive de oxigen (la un nivel minimal posibil) in celule [9]. Astfel, stabilirea raportului dintre
activitatea diferitelor componente ce determind activitatea utilizarii oxigenului (oxidazelor) si detoxificarii
speciilor reactive de oxigen (catalazelor si substantelor antioxidante) ofera posibilitatea de a determina
dinamica echilibrului biodinamic in perioadele de intensificare a metabolismului atat la diferite etape ale
ontogenezei plantelor, cat si la diferite etape de desfagurare sau de recuperare a deteriorarilor provocate de
factorii de stres.

Datele prezentate in Figura 1, in ansamblu, ofera posibilitatea de a concluziona ca la momentul prelevarii
probelor pentru analiza mugurii arborilor care cresc in Ocoalele silvice situate mai spre sudul tarii deja au trecut
de la etapa de dormitare la cea activa, fenomen ce a determinat o activitate sporita a catalazelor, oxidazelor si
a substantelor antioxidante (Fig.1 a si b). La arborii din ocoalele silvice aflate mai la nord se observa o stare
mai putin avansata de trecere a plantelor de la starea de repaus la cea activa (Fig.1 ¢ si d). In extractele din
mugurii acestor arbori (din ocoalele silvice Zloti si Talmaza) se observa o activitate moderata a oxidazelor si
a substantelor antioxidante si se manifestd o activitate Tnaltd a catalazelor (chiar mai naltd in comparatie cu
cea semnalatd la mugurii arborilor din Baimaclia si Baius). In extractele din mugurii arborilor din ocoalele
silvice Carpineni si Nisporeni (Fig.1 e si f) sporeste semnificativ doar activitatea catalazelor, aceasta fiind
mai Tnaltd in extractele prelevate din mugurii apicali. Rezultatele obtinute consemneaza ca arborii din locali-
tatile mentionate se afla doar la faza initiald de eliminare a dormitarii de iarnd, astfel incat la aceste exemplare
se intrevede o intarziere substantiala a iesirii din faza de repaus in comparatie cu stejarii din ocoalele silvice
Biius si Baimaclia. In general, datele obtinute demonstreaza influenta conditiilor stationale asupra activitatii
proceselor ce determind potentialul oxidoreductiv si activitatea fiziologicd a mugurilor. La mugurii apicali,
de reguld, primavara eliminarea dormitarii si activarea metabolismului are loc mai devreme, in comparatie cu
procesele din mugurii laterali.

Din cauza activarii proceselor de formare a peroxidului de hidrogen in mugurii apicali, in acestia activitatea
catalazelor decurge mai avansat in comparatie cu cea din mugurii laterali. In felul acesta se explici ca dife-
rentele dintre activitatea catalazei in extractele de la mugurii apicali i cei laterali au tendinta de a fi mai mari
la arborii care vegeteaza in Ocoalele silvice situate mai la nord. Deoarece eliminarea dormitarii §i initierea
cresterii se manifestd mai timpuriu la mugurii apicali, n luna aprilie se instaleazd gradientul de eliminare a
dormitarii mugurilor de stejar pufos de la sud la nord. Asadar, arborii care cresc in partea de sud a tarii se
afla la o etapa mai avansata de eliminare a dormitarii In comparatie cu cei amplasati mai spre nord.

Procese metabolice de intensitate diferita ale substantelor antioxidante cauzeaza instalarea unor gradienti
opusi in activitatea catalazei, pe de o parte, si a oxidazelor, pe de altd parte. Anume aceste legitati au fost
evidentiate in cercetarile noastre care sunt prezentate in diagramele din Figura 1.

De mentionat ca rezultatele cercetarilor biochimice obtinute cu mugurii arborilor de stejar pufos, care
cresc in teritoriile diferitelor ocoale silvice, reflecta starea fiziologica a plantelor. Activarea proceselor care
determina degradarea speciilor reactive de oxigen este corelata perfect cu derularea proceselor de eliminare a
dormitarii primavara a mugurilor la arborii stejarului pufos, care cresc in diferite conditii stationale.
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Fig.1. Activitatea oxidazelor, catalazelor si a substantelor antioxidative in extractele din mugurii apicali
si laterali ai stejarului pufos, colectati in Ocoalele silvice Baimaclia (a), Baius (b), Zloti (c), Talmaza (d),
Carpineni (e) si Nisporeni (f) in aprilie 2013.
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In cele ce urmeazi prezentim caracterizarea cantitativa a influentei conditiilor stationale asupra activitatii
antioxidante a diferitelor tipuri de substante extrase din mugurii stejarului pufos. Datele reflectate in Tabel
denota ca eliminarea oxigenului de catre catalaze este mai joasa in extractele din mugurii prelevati de la
arborii care cresc in teritoriile localitatilor situate mai la sud, in comparatie cu exemplarele din Nisporeni. De
remarcat este faptul ca activarea proceselor de reducere directa, sau pe cale enzimatica, a oxigenului de catre
substantele extrase din mugurii arborilor care cresc in diferite conditii stationale se datoreaza variatiei tempe-
raturilor de primavara de-a lungul gradientului latitudine, ceea ce a determinat diferente in activitatea proce-
selor fiziologice. Este evidentd sporirea capacitatii sumare de utilizare a oxigenului datoritd potentialului
reductiv al substantelor fenolice si activitatii oxidazelor in extractele mugurilor, care, de la nord spre sudul
tarii, urmeaza un drum paralel cu gradientul de temperaturi pozitive. In acelasi timp, se manifesta tendinta
opusa de schimbare a activitatii sumare a proceselor ce asigura descompunerea enzimaticd a peroxidului de
hidrogen (asigurate de catalaza).

Tabel

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

Varianta Localitati
Carpineni | Zloti | Talmaza | Biiug | Baimaclia
Surplusul de utilizare a oxigenului in solutia fractiei 1 (metaboliti)

Muguri apicali 0,40 + 0,82 —1,43+094 | —1,63+1,06 | —-837+544 | —500+131
Muguri laterali 1,67+138 | —3,93+2,87 0,17 +0,71 -9,77+3,71 | —6,60+0,99
Surplusul de utilizare a oxigenului in solutia fractiei 2 (oxidaze)

Muguri apicali 0,37 + 1,20 ~157+1,76 | —-0,53+1,06 | —8,00+2,56 | —837+220
Muguri laterali 0,07 + 0,77 —4,67+035 0,67 + 1,69 ~7,70+1,38 | —9,07+3,87
Surplusul de eliminare a oxigenului in supernatant
Muguri apicali 4,40+ 1,13 2,70 + 3,09 4,60 £4,08 787 3,117 6,60 + 1,47
Muguri laterali 1,27 £2,78 0,37 £ 4,96 1,50 £ 3,42 3,60 =4,30 3,33+3.24

Notd: Sunt prezentate valorile medii + suma valorilor devierilor ambelor variante (la mugurii de referinta, din
Nisporeni, si la cei din variantele experimentale), care ar asigura diferenta dintre variante cu confidenta la nivelul de 95%
pentru fiecare valoare medie;

“ — indici deosebirile semnificative sesizate intre valoarea parametrului cercetat al variantei respective si cea carac-

teristica pentru mugurii prelevati de la arborii din Nisporeni;

" — suma diferentelor privind activitatea tuturor componentelor din extract.

Din literatura de specialitate se stie ca supravietuirea plantelor la gerurile de iarnd depinde de mai multe
procese ce necesitd energie, procese care, la randul lor, induc activitatea sistemelor de formare si iesire de
sub control a speciilor reactive de oxigen [10]. Cilirea si aclimatizarea la frig implica procese complexe de
inducere a acumularii in celule a unor enzime si substante, care duc la dezactivarea speciilor reactive de oxigen,
diminuarea leziunilor si la sporirea viabilitatii plantelor in conditii de ger [11, 12]. Primavara, odata cu ridi-
carea temperaturii, are loc adaptarea plantelor la conditiile noi si pregatirea pentru initierea cresterii, datorita
inducerii proceselor de dividere a celulelor din mugurii stejarilor. Aceste procese, la randul lor, implica acti-
varea enzimelor care asigurd descompunerea peroxidului de hidrogen (catalazele si peroxidazele), utilizarea
oxigenului cu implicarea diferitelor reactii enzimatice (asigurate de oxidaze) si substante antioxidante (sub-
stante fenolice, flavonoizi etc.). Metoda de oximetrie, utilizatd de noi, a oferit posibilitatea de a determina se-
parat activitatea sumara a componentelor utilizate in neutralizarea directd, sau pe cale enzimatica, a speciilor
reactive de oxigen. Totodatd, parametrii determinati cu ajutorul acestei metode reprezintd rezultatul integral
al unui numar mare de procese biochimice, de aceea informatia obtinuta oferd posibilitatea de a caracteriza
integral schimbarile proceselor oxidoreductive care au loc la nivel enzimatic si metabolic sub influenta
diferitilor factori.
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Concluzii
1. Primavara, in extractele din mugurii stejarului pufos se manifesta tendinta de sporire a capacitatii su-

mare de utilizare a oxigenului datorita potentialului reductiv al substantelor fenolice si activitatii oxidazelor
in paralel cu gradientul de temperaturi pozitive de la nord spre sud, caracteristic pentru raspandirea arborilor,
ceea ce denota existenta unui gradient paralel de eliminare a dormitarii mugurilor. Tendinta respectiva este
caracteristica si pentru catalaze, dar se manifestd mai putin pronuntat.

2. In celulele mugurilor apicali, primdvara, schimbarile componentelor ce determina potentialul oxido-

reductiv se manifesta mai timpuriu, in comparatie cu cele din mugurii laterali. Aceasta accelerare poate fi o
cauza a elimindrii mai timpurii a dormitarii mugurilor apicali in comparatie cu cei laterali.

10.

11.
12.
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