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In prezenta lucrare ne-am propus scopul de a testa actiunea exopolizaharidelor izolate din Spirulina platensis si modi-
ficate prin selenizare (Se-EPS) asupra unor procese din meristemele radiculare la plantele-test. Au fost studiate efectele
diferitor concentratii de Se-EPS (0,5, 1,0, 1,5 si 2,0 mg/ml) asupra capacitatii germinative a semintelor de ceapa si asupra
activitatii mitotice a celulelor meristematice radiculare. S-a constatat ca solutiile de Se-EPS, in concentratiile utilizate,
au un efect bioinhibitor asupra capacitatii germinative a semintelor si diviziunii mitotice a celulelor meristemelor radiculare.
Extrapolarea acestor rezultate poate prezenta oportunitati in preventia §i tratamentele terapeutice ale cancerului.

Cuvinte-cheie: exopolizaharide modificate, selenizare, germinare, activitate mitoticd, efect bioinhibitor.

STUDY OF THE EFFECTS OF EXOPOLYSACCHARIDES SELENIZED ON

RADICULAR MERISTEMS AT ALLIUM CEPA L.

This paper aims to test the action of exopolyisaccharides isolated from Spirulina platensis and modified by selenization
(Se-EPS) on processes from radicular meristems to test-plants. Effects of different concentrations of Se-EPS (0.5, 1.0, 1.5
and 2.0 mg / ml) on the germination capacity of onion seeds and on the mitotic activity of root meristematic cells were
studied. It has been found that Se-EPS solutions in the concentrations used have a bioinhibitory effect on seed germination
capacity and mitotic division of root meristematic cells. Extrapolation of these results may present opportunities in the
prevention and therapeutic treatments of cancer.
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Introducere

Polizaharidele sunt resurse naturale ideale pentru suplimentele si produsele farmaceutice care atrag tot mai
mult atentia pe parcursul ultimilor ani [1-3]. Fiind raportate ca poseda actiune antioxidanta, antiinflamatoare,
antialergica, antivirala si anticoagulantd, polizaharidele naturale s-au dovedit a avea mai putine efecte secundare,
iar datorita proprietatilor fizico-chimice, bioactivitatea lor este dificil de a fi comparata cu cea a medicamentelor
sintetice [4]. De aceea, cercetatorii modifica structurile si proprietatile polizaharidelor naturale, pe baza relatiilor
structura-activitate, pentru a obtine polizaharide imbunatatite functional. Modificarile moleculare prin sulfatare,
acetilare, fosforilare, selenizare determind cresterea activitatii antioxidante a polizaharidelor si cresterea activi-
tatii lor antitumorale [5]. Cu toate ca a fost definit rolul important al exopolizaharidelor cianobacteriene,
potentialul biologic activ al exopolizaharidelor modificate prin selenizare este putin elucidat, acestea aflandu-se
la etapa de testare si evaluare a efectelor asupra sistemelor biologice. Combinatia de seleniu si polizaharida
intr-un compus organic ce imbina bioactivitatile atat ale seleniului, cat si ale polizaharidului, este usor absorbit
si utilizat de organism, iar efectele asupra sistemelor biologice sunt multiple [6].

In acest context, ne-am propus testarea actiunii exopolizaharidelor izolate din Spirulina platensis si modifi-
cate prin selenizare (Se-EPS) asupra meristemelor radiculare la plantele-test.

Material si metode

Ca metoda de lucru a fost aleasd metoda teoretica, prin consultarea unei vaste bibliografii, si metoda practica,
prin care a fost testatd influenta exopolizaharidelor modificate prin selenizare asupra proceselor proliferative
in meristemele radiculare si, implicit, asupra capacitatii germinative si activitatii mitotice, prin aplicarea
metodei Allium-test [7].

In cadrul experimentului au fost testate exopolizaharidele izolate din Spirulina platensis si modificate prin
selenizare, oferite cu amabilitate de Laboratorul de Ficobiotehnologie al Universitatii de Stat din Moldova.
Au fost utilizate urmatoarele concentratii de exopolizaharide selenizate (Se-EPS): 0,5 mg/ml, 1,0 mg/ml, 1,5
mg/ml si 2,0 mg/ml, obtinute prin diluarea solutiei stoc cu apa distilata.

In calitate de material biologic au fost utilizate seminte de ceapa, soiul Holtedon. Germinarea semintelor
de ceapa s-a realizat in cutii Petri, tapetate cu hartie de filtru, umectata cu apa distilata (control) sau cu solutii
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de Se-EPS. Cutiile Petri au fost plasate in termostat, la intuneric, la temperatura de +22°C. Monitorizarea
germinarii s-a realizat pe parcursul a 7 zile.

Pentru evidentierea actiunii Se-EPS asupra germinarii semintelor de ceapd au fost analizati urmatorii indici
fiziologici de dezvoltare: energia germinativa, facultatea germinativa si lungimea radacinitei plantulelor de
ceapa.

Pentru studii citologice, In a 3-a zi de germinare, au fost prelevate radacini cu lungimea de 1-1,5 cm si
fixate in amestec de acid acetic-alcool (3:1) timp de 24 de ore la frigider (+4°C), dupa care au fost transferate
in solutie de alcool 70° si pastrate in vase inchise la frigider.

Hidroliza, colorarea si efectuarea preparatelor microscopice s-au realizat conform metodologiei standard
de colorare si observare a cromozomilor [8]. In vederea stabilirii numarului de celule aflate in interfazi si in
diferite faze ale mitozei, examinarea preparatelor citologice s-a facut cu obiectivul 40%, ocular 10x. Datele
acumulate au servit la calcularea indicelui mitotic si a indicilor fazelor mitozei.

Datele au fost prelucrate statistic [9]. Rezultatele fiecarei serii experimentale (efectuate in 3 repetitii) au
fost exprimate ca valori medii +SD. Semnificatia statisticd a datelor a fost determinata utilizand criteriul t
(Student); valoarea P<0,05 a fost acceptata ca fiind semnificativa din punct de vedere statistic.

Rezultate si discutii

Influenta Se-EPS asupra germinarii semintelor de ceapd

Germinatia este definita ca totalitatea proceselor fiziologice si biochimice care au loc In sdimanta in momentul
trecerii embrionului de la viata latenta la viata activd. Germinatia semintelor este un fenomen de natura fizio-
logica si biochimica de mare complexitate, in care sunt implicati o serie de factori biologici care actioneaza
asupra embrionului [10].

Determinarea germinatiei este importanta, deoarece este consideratd un indicator valoros corelat cu o mai
buna putere de strabatere in cdmp, cu o rasarire mai rapida si mai uniforma, cu o mai buna rezistenta a plantelor
la conditiile nefavorabile din prima perioada a cresterii. in cadrul experimentului nostru au fost determinate
energia si facultatea germinativa a semintelor de ceapa tratate cu Se-EPS (a se vedea Tabelul).

Tabel
Influenta Se-EPS asupra germindrii semintelor de ceapa
Varianta
Control Se-EPS Se-EPS Se-EPS Se-EPS
0,5 mg/ml 1,0 mg/mi 1,5 mg/mi 2,0 mg/ml
Indicii germinatiei
Energia germinativa, % 58,745,7 51,33+3,5 52,67+0,8 46,00+£2,4* | 44,67+2,9*
% fata de martor 100% 87,5% 89,8% 78,4% 76,1%
Facultatea germinativa, % 73,3+4,2 68,67+3,9 70,00+3,4 57,33+£2,9* | 60,67+3,1*
% fata de martor 100% 93,6% 95,4% 78,2% 82,7%
Lungimea radacinitei, mm 12,13+0,9 10,41+0,8 10,69+0,9 9,38+0,8* 9,59+0,7*
% faga de martor 100% 85,8% 88,1% 77,3% 79,1%

*diferente statistic semnificative (p<0,05)

La determinarea energiei germinative au fost stabilite diferente semnificative la semintele tratate cu Se-EPS
in concentratie de 1,5 mg/ml si 2,0 mg/ml, fata de cele netratate. Valorile inregistrate sunt mai mici cu 21,6%
si 23,9%, respectiv, in comparatie cu martorul. De asemenea, facultatea germinativa, apreciata la a 6-a zi de
germinare, scade in cazul prelucrarii semintelor cu Se-EPS in concentratie de 1,5 mg/ml si 2,0 mg/ml, inregistrand
valori mai mici — cu 21,8% si 17,3%, respectiv, fatd de martor. Concentratiile de Se-EPS de 0,5 mg/ml si 1,0
mg/ml nu au influentat semnificativ parametrii analizati, valorile acestora fiind apropiate de martor.

De asemenea, a fost studiata actiunea Se-EPS asupra parametrilor morfometrici ai plantulelor de ceapa,
obtinute prin germinarea semintelor — lungimea radacinitei. In cazul martorului, lungimea medie a radacinitei
dependenti de concentratie. In cazul tratdrii semintelor cu Se-EPS in concentratie de 1,5 mg/ml si 2,0 mg/ml
s-a evidentiat o descrestere statistic semnificativa a lungimii radacinitei, comparativ cu martorul. Au fost
constatate scaderi In comparatie cu martorul de 22,7% si 20,9%, respectiv. La utilizarea concentratiilor de
Se-EPS de 0,5 mg/ml si 1,0 mg/ml valorile lungimii radacinitei au scazut nesemnificativ in raport cu martorul.
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Influenta Se-EPS asupra diviziunii mitotice in meristemele radiculare de ceapd

Reziltatele analizei parametrilor mitotici ai meristemelor varfurilor de radacina de ceapa tratate cu Se-EPS
sunt prezentate in Figura 1. Comparativ cu martorul, s-a constatat o scadere a indicelui mitotic odata cu creste-
rea concentratiei de exopolizaharide utilizate. Daca la martor indicele mitotic constituie 20,68%, atunci la utili-
zarea Se-EPS de 1,5 mg/ml acesta scade pana la 14,15% (cu 31,6%), iar in cazul Se-EPS de 2,0 mg/ml — pana
la 13,47% (cu 34,9%) (Fig.1).
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Fig.1. Influenta Se-EPS asupra parametrilor mitotici ai meristemelor radiculare la A. cepa L.: IM — indice mitotic, InP —
indice profazic, InM — indice metafazic, Im A — indice anafazic, In T — indice telofazic.

Deoarece diviziunea mitotica este un proces complex, alcatuit din mai multe faze succesive, pentru interpre-
tarea rezultatelor obtinute au fost calculati indicii fazici ai mitozei: indicele profazic, indicele metafazic, indicele
anafazic si indicele telofazic. Variatiile acestora in cadrul diferitor tratamente (apa distilata si diferite concentratii
de Se-EPS) servesc ca indicatori ai unor procese si mecanisme ce pot influenta diviziunea celulara, modificand
indicele mitotic. Dupa cum se poate observa din Figura 1, utilizarea Se-EPS determina o crestere nesemnificativa
a indicelui profazic, comparativ cu martorul. Tendinta de crestere a indicelui profazic indica faptul ca celulele
care au intrat in mitoza parcurg mai greu procesul de supraspiralizare a cromozomilor, iar inhibarea cresterii
radacinii si scaderea indicelui mitotic sunt asociate cu inhibarea procesului de pregatire a celulei pentru diviziune.
Valoarea indicelui metafazic, dupa cum se vede in Figura 1, creste semnificativ in toate variantele experimen-
tale cu Se-EPS, comparativ cu varianta de control. Cresterea indicelui metafazei in comparatie cu varianta de
control indica faptul cd Se-EPS perturbeaza citoscheletul celulei si interfereaza cu formarea fusului de diviziune,
ceea ce duce la franarea mitozelor si la perturbarea fazelor acesteia. Descresterea indicelui telofazic cu pana
la 16,8% fata de martor confirma acest lucru. De asemenea, aceasta coreleaza cu datele initiale privind valoarea
indicelui mitotic, care este in descrestere in variantele cu utilizarea Se-EPS, comparativ cu controlul.

Este cunoscut ca majoritatea medicamentelor chimio-terapeutice actioneaza prin intreruperea diviziunii
celulare (mitozelor) in celule care se divid progresiv. Inhibarea mitozelor in meristemele din varful radacinii
de ceapa este consideratd o metoda sensibila si usoara pentru determinarea cito-toxicitatii medicamentelor [11],
iar testul Allium demonstreaza o excelenta corelatie cu sistemele de testare a mamiferelor. Astfel, s-a demonstrat
ca inhibarea mitozei in varful radacinii de ceapa se datoreaza unor perturbari in formarea fusului mitotic; de
asemenea, inhibarea formarii placilor metafazice ar putea fi datorata stoparii diviziunii celulare in faza G:
sau in faza S [12]. Exopolizaharidele izolate din Spirulina sp. si modificate prin selenizare (Se-EPS), fiind
susceptibile sa opreasca progresia mitotica a celulelor la plante, prin inducerea unor tulburari ale ciclului
celular, pot avea potential in prevenirea proliferarii celulelor canceroase, ceea ce este benefic pentru manage-
mentul cancerului [13]. In acest context, sunt necesare studii suplimentare pe modele celulare si moleculare
la animale (ambele in vitro si in vivo) pentru a corela aceste aspecte.

Concluzii

Rezultatele acestui studiu indica ca exopolizaharidele izolate din Spirulina sp. si modificate prin selenizare
(Se-EPS) sunt un compus bioactiv cu activitate antimitotica. Solutiile de Se-EPS, in concentratiile utilizate,
au manifestat un efect bioinhibitor asupra diviziunii mitotice a celulelor meristemelor radiculare la Allium cepa,
dependent de concentratie. Extrapolarea acestor rezultate poate prezenta oportunitati in tratamentele terapeutice
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ale cancerului, astfel incat fractiile de Se-EPS izolate si modificate prin diferite metode pot fi un bun candidat
in terapiile antioxidante si antitumorale, in special ca suplimente in tratamentul cancerului.
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