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Choosing this species as the investigation material is motivated by a
small number of existed studies, and the dates that will be obtained can be
used to improve plants. The investigation of cell division is a permanently
preoccupation, this process having a major importance in development of the
individual biological systems. In this approach we propose to analyse by
citogenetic and biochemic way, Thuja orientalis L. from Cupressaceae
family. Thus, we treated Thuja orientalis L. seeds with solutions of ascorbic
acid (E300) and citric acid (E330) in three different concentrations: 0.1 %,
0.25 % and 0.5 %. The results we obtained were colligated with the etalon.
We observed the stimulator or inhibitor effect of ascorbic acid and citric acid
to the mitotic division and estimated the aberrations appearance. After
calculation, we observed that citric acid has a strong effect to the roots of
Thuja orientalis L. establishing the increase of aberrations in cells. Between
aberrations, the simples and multiples bridges are predominant. This
explained that the used substances blocked the migrations of chromosomes to
the poles of the division axle. The small number of aberrant ana-telophases
after the treatment with ascorbic acid can be determinated by a strong
antioxidant effect of this substances. The mitotic index increases at seeds
treated with citric acid, which indicates that this substance stimulates the
cells division. The biochemicals investigations was based on the estimation of
respiration enzymes activity (superoxid dismutase, peroxidase and catalase).
The enzymes activity is inhibited by high concentrations, comparative the
etalon. Behind the biochemicals analyses, we observed that superoxid
dismutase(SOD) and catalase are inhibited of high concentrations. By other
way, the peroxidase activity is stimulate at both treatments. In conclusion,
this two substances has influence to the reactive species of oxygen and this
reflect the cell stress state.

Keywords: seminte de Thuja orientalis L., mitoza, aberatii, enzime
antioxidante.

Céand am ales acidul ascorbic (vitamina C) si acidul citric pentru realizarea
experimentelor, ne-am gandit si la faptul ca sunt aditivi alimentari. Aditivii
alimentari sunt substante adaugate alimentelor pentru a le imbunatati sau pastra
unele functii tehnologice cum ar fi culoarea sau gustul. Acesti aditivi sunt adaugati
in cantitititi considerate sigure pentru sanatate. O mare parte sunt insad toxici.
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Hiperaciditatea la copii, alergiile, astmul, migrenele sunt adesea asociate cu reactii
adverse la aceste substante. Din acest motiv consideram oportune studiile noastre
in acest sens.

In aceasti lucrare ne-am propus si urmarim din punct de vedere citogenetic
si biochimic efectele acidului ascorbic si acidului citric in germinatia semintelor de
Thuja orientalis L. Studii citogenetice asemanatoare, am gasit in literaturd la
Secale cereale care a fost tratatd cu tartrazind (E102), azorubina E(122), albastru
alimentar E(131), verde briliant E (142).

MATERIAL S| METODA

Materialul biologic utilizat in acest experiment este reprezentat de seminte de
Thuja orientalis L. culese din Gradina Botanica din lasi (2006).

Semintele au fost puse la geminat Tn conditii de laborator, n cutii Petri la
termostat, la temperatura de 24-25 °C. Germinarea s-a realizat inh prezentad de acid
ascorbic sau acid citric pAna ce radacinitele au ajuns la 10-15 mm lungime.

Substante utilizate: acid ascorbic (E 300) si acid citric (E 330) cu concentratii
de 0.1%, 0.25% si 0.5%. De asemenea am folosit si o varianta martor in care semintele
au fost germinate in apa distilata.

Protocol pentru analizele citogenetice

Dupa germinare radacinitele au fost imersate in fixator (solutie de 3 parti alcool
etilic absolut : 1 parte acid acid acetic glacial) pentru 24 de ore, apoi trecute in alcool
etilic 70% pentru pastrare. Pentru investigatiile citogenetice s-a realizat o hidroliza cu
HCI 1N (5 minute), apoi cu HCI 50 % pentru 6 minute. Colorarea s-a facut cu reactiv
Carr pentru 24 de ore. Meristemele radiculare au fost dispersate prin metoda squash
[Cimpeanu et al., 2002 ].

Observatiile microscopice s-au realizat la microscopul Novex K-Range, iar
microfotografiile au fost executate cu camera digiald Canon.

Protocol pentru analizele biochimice

Pentru evidentierea activitati enzimelor antioxidante, superoxid dismutaza,
peroxidaza si catalaza am realizat o serie de analize biochimice. Am urmarit actiunea
stimulativa sau inhibitorie pe care o exercita acidul ascorbic si acidul citric asupra acestor
enzime si impactul la nivel celular. Pentru exactitate, la fiecare din concentratiile utilizate
am realizat trei probe (variante). Am obtinut un extract enzimatic prin mojararea
materialului vegetal si extragerea cu solutie 0,1 M de fosfat disodic. Probele astfel
realizate au fost supuse centrifugarii la 3000 de rotatii pe minut timp de 15 minute. Tn
supernatantul obtinut am dozat cele 3 enzime conform protocolului de lucru.

Activitatea catalazei s-a determinat prin metoda titrimetrica cu tiosulfat de sodiu
[Artenie, Tanase, 1981]. Ca unitate catalazica s-a considerat acea cantitate de enzima
care descompune un micromol de apa oxigenata per minut.

Activitatea superoxid dismutazei a fost determinata utilizdnd metoda
Winterbourn, Hawkins, Brian si Carrell [lordachescu, Dumitru, 1988], care se bazeaza
pe inhibarea reducerii NBT de catre anionul superoxid produs prin fotoreducerea
riboflavinei. O unitate de SOD s-a definit ca fiind acea cantitate de enzima care
produce o inhibitie de 50%.

Activitatea peroxidazei s-a estimat prin metoda spectrofotometrica cu o-
dianisidina [Gudkova, Degteari, 1968]. Activitatea peroxidazei se exprima in unitati
enzimatice, adica in micromoli de apa oxigenata descopusa intr-un minut.

Datele experimentale obtinute au fost prelucrate statistic dupa testul Student
[Valeanu, Hancu, 1990].
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REZULTATE SI DISCUTII

In urma examinarii preparatelor microscopice si a efectudrii analizelor
biochimice am obtinut o serie de date pe care le-am comparat cu proba martor.
Intre datele de citogenetica si cele biochimice vom incerca sa gisim corelatii intre
actiunea acidului ascorbic si acidului citric asupra IM ( indice mitotic), frecventei
de aparitie a mutatiilor si asupra enzimelor antioxidante: catalaza, superoxid
dismutaza (SOD) si peroxidaza.

Interpretarea statistica a datelor biochimice ne-a permis o precizie mai mare
la corelarea rezultatelor.
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Figura 1. Dinamica comparativa a IM la Thuja orientalisL.
sub influenta tratamentului cu acid ascorbic si acid citric

In ce priveste indicele mitotic, se observd o crestere a acestuia la
concentratia de 0.1% la ambele tipuri de tratament. Numdrul de celule In diviziune
a fost stimulat vizibil la tratamentul cu acid citric comparativ cu martorul si
tratamentul cu acid ascorbic (fig. 1)[Bara, 2003].
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Figura 2. Frecventa aberatiilor de diviziune la Thuja orientalis L.
sub influenta tratamentului cu acid ascorbic si acid citric

Ca si indicele mitotic, concentratia de 0.1% acid citric a stimulat rata de
aparitie a mutatiilor. De asemenea, observim cad frecventa aberatiilor scade cu
cresterea concentratiei agentului mutagen [Bara, 1996]. Aceasta ar putea fi explicat
prin efectul antioxidant al acestor substante (fig. 2). Dintre aberatii predomina
puntile simple si multiple, iar intr-un procent mai scazut de ana-telofaze (A-T) cu
cromosomi expulzati (fig. 3, fig. 4).
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Figura 3. Thuja orientalis L., 0.25% acid Figura 4. Thuja orientalis L., 0.1%
ascorbic A-T cu punti acid citric A-T punte dubla
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Figura 5. Activitatea catalazei in semintele de Thuja orientalis L.
germinate in acid ascorbic (coloane albe)si respectiv acid acid citric (coloane gri)

Activitatea catalazei este inhibatd la ambele tipuri de tratament, dar
semnificativ la concentratia de 0.5 % a acidului citric. La acidul ascorbic variatiile
sunt destul de mici (fig. 5).
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Figura 6. Activitatea SOD in semintele de Thuja orientalis L.
germinate in acid ascorbic (coloane albe) si respectiv acid citric (coloane gri)

Activitatea SOD prezintd de asemenea o inhibare la ambele tipuri de
tratament §i In special la concentratia de 0.25 % a acidului ascorbic si 0.1 % a
acidului citric (fig. 6).
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Figura 7. Activitatea peroxidazei in semintele de Thuja orientalis L.
germinate in acid ascorbic (coloane albe)si respectiv acid citric (coloane gri)

Activitatea peroxidazei este stimulatd semnificativ de ambele tipuri de
tratament aplicate dupa cum se observa si in figura 7. Acest fapt poate dovedi cad in
celula are loc un usor stres oxidativ cu formare de specii reactive de oxigen, in
special apa oxigenata (H,0,), care constituie unul din substratele peroxidazei.

CONCLUZII

Indicele mitotic creste la ambele tipuri de tratament comparativ cu martorul,
exceptie facand doar acidul ascorbic la concentratia de 0.5 %.

Frecventa aberatiilor de diviziune este stimulatd de concentratia de 0.1 %,
comparativ cu martorul si celelalte 2 concentratii utilizate. Dintre aberatii, cea mai
mare pondere o au puntile simple si multiple, aceste substante determinind blocarea
migrarii cromosomilor spre polii fusului de diviziune.

Activitatea catalazei este inhibata la ambele tipuri de tratament, in special de
actiunea acidului citric.

Activitatea superoxid dismutazei in semintele de Thuja orientalis L. este de
asemenea inhibatd de catre ambele substante utilizate (acid ascorbic si acid citric).

Atat acidul citric cat si acidul ascorbic stimuleazd activitatea peroxidazei,
cele mai mari valori Inregistrindu-se la concentratia de 0.5 %.

Concentratia de 0.1 % a acidului citric determind cresterea valorilor indicelui
mitotic, a procentului de ana-telofaze aberante si activitétii peroxidazei. Catalaza si
superoxid dismutaza sunt usor inhibate de aceastd substanti, la aceasta
concentratie.
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