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CUVINTE CHEIE: Picofitoplancton, Lacuri saline, Transylvania, Synechococcus,

Picochlorum

ASPECTE TEORETICE

Clasificarea fitoplanctonului

Planctonul poate fi divizat pe baza unor criterii taxonomice sau dimensionale. Dupa
Dussart (1965) si Sieburth et al. (1978) fitoplanctonul poate fi impartit in grupe de marime dupa
cum urmeaza:

Macroplancton: 2000-200 pm

Microplancton: 200-20 um

Nanoplancton: 20-2 pm

Picoplancton: 2-0,2 pym

Picoplanctonul autotrof sau fotosintetizant (PPP) are o raspandire globala in mediile acvatice,
fiind alcituit din cianobacterii si alge unicelulare cu dimensiuni cuprinse intre 0,2-2 pm. In

general celulele eucariote sunt mai mari decdt celulele de picocianobacterii din cauza ca

eucariotele sunt caracterizate printr-o structura celulard mai complexa (Fig. 1.)

A B

Figura 1. Imagine a cianobacteriei Synechococcus sp. (A), (Terry Beveridge, 2012) si a algei

unicelulare Chloroparva pannonica (B), (Somogyi et al., 2011) la microscopul electronic cu
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transmisie. C = cloroplast; W = perete celular; T = membrana tilacoidald, M = mitocondrie; N =

nucleu; G = plastoglobul; P = membrana celulard; V = vacuola. Bara = 0,5 um.

Existenta picoplanctonului a fost descoperita doar dupa 1980, datorita unei noi tehnici de
microscopie prin epifluorescenta si a citometriei de flux (Callieri si Stockner 2002). Distinctia
intre PPP si microorganismele heterotrofe este posibild datoritd autofluorescentei pigmentilor
fotosintetici. Pe baza autofluorescentei putem distinge trei grupe majore de organisme care
compun picoplanctonul: cianobacterii bogate in ficoeritrind (PE), cianobacterii in care predomina

ficocianina (PC) si alge fara ficobiliproteine (EuPPP).

La microscopul de epifluorescentd, sub excitatie cu lumina albastra-violet algele verzi
apar rosii-purpurii datoritd fluorescentei clorofilei a, picocianobacteriile bogate in ficoeritrina
(PE) apar galbene si cianobacteriile in care predomina ficocianina (FC) emit fluorescenta rosie
deschisa. Sub excitatie verde toate componentele PPP apar in culoare rosie, dar intensitatea
fluorescentei creste semnificativ la picocianobacterii, in timp ce fluorescenta picoalgelor scade in

intensitate.
Picofitoplanctonul in ape continentale

In ape continentale PPP a fost studiat in lacuri ultra-oligotrofe cum ar fi Lacul Baikal, in
lacuri arctice, in iazuri §i lacuri superficiale eutorfe. Exista o diferentd semnificativd in
compozitia, abundenta si diversitatea picoplanctonului corpurilor de apa, in functie de gradientii
trofici si de sezon. Picocianobacteriile unicelulare sunt foarte abundente in lacuri oligo- si
oligomezotrofe, in timp ce formele coloniale apar mai ales in ape mezotrofe si eutrofe. In general
abundenta picoalgelor (PPP eucariot) este mai micd cu un ordin de marime fatd de
picocianobacterii, iar in regiunile temperate au tendinta de a arata abundenfa maxima iarna sau
primavara. Picocianobacteriile au de obicei abundenta maxima in timpul verii.

Contributia PPP la productie primara a planctonului poate sa fie foarte mare, de exemplu
in lacul oligotrof Baikal aceastd contributie a fost de 80% (Nagata et al. 1994), iar in lacul
Balaton (lac oligo-mezotrof) a variat in jurul a 50% 1n timpul verii, cand prezenta

cianobacteriilor cu capacitate de a fixa azotul atmosferic a fost neglijabila (V 6r6s et al. 1991).



Comunitatea de picoalge si picocianobacterii poate juca un rol important in procesele
biogeochimice din lacuri, iar schimbarile in productia de substante organice realizata de
picoplanctonul autotrof poate afecta profund troficitatea apei, precum si fauna si comunitatile
bacteriene din mediile acvatice. Prin urmare, PPP reprezintd o importantd sursd de carbon
asimilabil, ca baza a lanturilor trofice acvatice. Consumatorii primari ai picoplanctonului sunt in
special protozoarele (Callieri si Stockner 2002).

De la descoperirea picoplanctonului autotrof de dupa 1980, cunostintele despre fiziologia
si ecologia acestuia s-au acumulat rapid. S-a demonstrat cd PPP contine cei mai vechi
supravietuitori al marilor primordiale si sunt cei mai vechi producdtori primari de substante

organice din ecosistemele acvatice, cu o remarcabila capacitate de adaptare la medii extreme.
Diversitate si taxonomie

In ciuda importantei lor deosebite, cunostintele noastre referitoare la taxonomia, filogenia
si diversitatea organismelor care alcdtuiesc picoplanctonul autotrof sunt foarte limitate.
Identificarea acestor microorganisme prin metode algologice clasice este dificild din cauza
dimensiunilor mici si a lipsei caracterelor morfologice distinctive, precum si datorita plasticitatii
lor in functie de conditiile de mediu. Studiile ecologice, biochimice (indeosebi ale pigmentilor
fotosintetici si ale metabolitilor specifici), ultrastructurale (de microscopie electronica cu baleiaj
si de transmisie) si in mod special metodele moleculare (DGGE, FISH, clonare, secventiere) au
imbunatatit Tn ultimii ani caracterizarea acestor microorganisme autotrofe.

De obicei, investigarea picoplanctonului incepe cu observarea celulelor folosind
microscopia cu epifluorescenta, realizandu-se astfel o prima distinctie bazata pe autofluorescenta
pigmentilor fotosintetici. O tehnica rapida pentru numararea celulelor de diferite dimensiuni este
reprezentatd de citometria de flux. Cu aceste tehnici a fost posibila Tn ultimii ani descrierea
dinamicii PPP in timp si spatiu in tot mai multe ecosisteme acvatice.

Folosirea metodelor moleculare oferd o alternativd promitatoare la identificarea speciilor
si In examinarea filogenetica a picoplanctonului procariot i eucariot. Introducerea metodelor
moleculare in ecologia microalgelor face posibild identificarea celor mai mici producatori
primari ai mediilor acvatice. Izolarea, identificarea si caracterizarea moleculara a tulpinilor de
alge este o tehnicd utilizatda pentru a obtine informatii despre filogenia picoalgelor (la

picocianobacterii pe baza ARNr 168S, la picoalge pe baza ARNr 18S ) (Nubel ef al. 1997, Diez et
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al. 2001a). Cu toate acestea, nu exista nici o garantie ca organismele introduse 1n culturi celulare
sunt cele dominante n cadrul comunitagilor naturale (Guillou 1999, Lim 1999). Fata de izolarea
unor tulpini de picoalge din probe de apa, metodele moleculare independente de cultivare ofera
informatii noi despre diversitatea PPP, in special despre speciile necultivabile in mediile
artificiale cunoscute. In ultimii ani clonarea genei ARNr a ficut posibild evaluarea diversitatii
PPP marin (Giovannoni et al. 1990). Tehnicile de amprentare, cum ar fi DGGE (electroforeza in
gradient de gel denaturant) si T-RFLP (polimorfismul lungimii fragmentelor terminale de
restrictie) oferd cel mai bun compromis intre numarul de probe prelucrate si informatiile
obtinute. DGGE, in special, ofera atat o comparatie rapida a datelor despre numeroase comunitati
de picoalge, cat si informatii filogenetice specifice derivate din benzile excizate (Muyzer si
Smalla 1998, Diez et al. 2001b, Marie et al. 2006, Felfoldi et al. 2009). Pentru a explora
compozifia naturald a picoplanctonului, in general sunt folosite amorse universale (pt. ARNr 16S
sau 18S) sau specifice (cpcBA-IGS sau rbcL, gena unei subunitati a enzimei Rubisco) (Nubel et

al. 1997, Robertson et al. 2001, Diez et al. 2001a).



OBIECTIVELE LUCRARII

Desi cercetarea fitoplanctonului are o mare traditie in Romania, atat in ape dulci cat si in
mediile saline, comunitatile de picofitoplancton incd nu au fost studiate. Prin urmare, distributia
si diversitatea picofitoplanctonului in lacurile sarate din Romania a ramas necunoscuta panad in

prezent. Din aceste motive obiectivele studiului au fost:

Determinare proprietatilor fizico-chimice ale lacurilor saline din Bazinul Transilvaniei si

investigarea conditiilor de stratificare ale acestor lacuri pe timp de vara si de iarna

e Determinarea starii trofice a unor lacuri saline din Bazinul Transilvaniei

e (aracterizarea distributiei, abundentei, dinamicii §i importantei picofitoplanctonului din
aceste lacuri saline

e Evaluarea diversitafii genetice a fitoplanctonului, cu accent pe picofitoplanctonul

lacurilor saline.



MATERIALE SI METODE

Zece lacuri saline, cu diferite suprafete, adancimi, nivele de salinitate si stari ecologice au
fost alese pentru studiu. Aceste lacuri sunt localizate in Bazinul Transilvaniei (Romania), toate la

mai putin de 150 km distantd de Cluj-Napoca (Fig. 2)

UKRAINE
w + E

HUNGARY

DejO MOLDOVA
® Ocna Dej (Lake 1)
® Sic (Lake 2, 3)

Cluj-NapocaO e Cojocna (Lake 4, 5)

® Turda (Lake 7, 8, 9)

® Ocna Sibiului (Lake 6, Lake 10)
Sibiug

ROMANIA

o

SERBIA Bucharest

BULGARIA

Figura 2. Localizarea lacurilor incadrate in studiu: Ocna Dej: Lacul Cabdic (1), Sic: Lacul
Bailor (2) si Lacul Sapat (3), Cojocna: Lacul Bailor (4) si Lacul Durgau (5), Turda: Lacul Tarzan
(7), Lacul Ocnei (8) si Lacul Rotund (9), Ocna Sibiului: Lacul Ocnita-Avram lancu (6) si Lacul
Fara Fund (10).

Principalele caracteristici fizico-chimice ale apei, cum ar fi: temperatura, conductivitatea

electrica, pH-ul, concentratia de oxigen dizolvat, transparenta Secchi si grosimea de gheatd (in
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timpul ierni) au fost determinate pe teren. Probele de apd nefixate au fost transportate in
laborator in cutii termoizolante, in conditii de intuneric, pentru analize ulterioare. in laborator a
fost determinatd concentratia clorofilei a, iar studierea picofitoplanctonului a fost efectuatd prin
microscopie de epifluorescentd. Abundenta si compozitia nanoplanctonului a fost determinatd cu
ajutorul unui microscop inversat. Tehnicile de biologie moleculara (DGGE, clonare,

secventializare) au fost aplicate pentru identificarea speciilor din fitoplancton.

DISCUTII

Caracteristicile fizico-chimice ale lacurilor

In lacurile investigate concentratiei de sare depaseSte salinitatea oceanelor (Puyate & Rim-
Rukeh, 2008), si pe baza sintezei mai multor sisteme de clasificare aceste lacuri se incadreaza la
mediile acvatice hipersaline (Covardin et al., 1979, Hammer, 1986). Analizand profilul de
temperaturd al lacului Fara Fund din Ocna Sibiului, s-a evidentiat o heliotermie tipica. Aparitia
heliotermiei coincide cu disparitia perturbarilor umane. S-a putut concluziona ca scaldatul
intensiv din timpul verii influenteazd In mod semnificativ stratificarea naturald a apei acestor

lacuri sarate.

Fitoplanctonul din lacurile saline din Bazinul Transilvaniei

Starea trofica a lacurilor

In majoritatea lacurilor investigate concentratia fosforului indica conditii hipertrofice ca rezultat
al perturbarii umane pronuntate. Cea mai mare concentratie de fosfor total a fost gasitd in lacul
Bailor Cojocna, unde Tn momentul colectarii densitatea turistilor in lac era de 1164 persoane/ha.
Conform rezultatelor noastre, scaldatul intensiv modifica semnificativ structura fizica a coloanei
de apa si contribuie la cresterea concentratiei nutriengilor pentru alge, ducand la inmultirea
masiva a acestora, cand concentratia clorofilei a devine extrem de mare. De exemplu, in Lacul
Sapat din Sic concentratia clorofilei a a fost in medie de 1713 pg L™ in timpul verii anului 2010.
Valorile de biomasa extrem de mari observate in aceste lacuri sunt foarte rare in habitate

naturale.
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Picofitoplanctonul

Cu exceptia Lacului Sapat, in fiecare lac studiat a fost confirmatd prezenta
picofitoplanctonului. In pofida concentratiei mari de sare, picofitoplanktonul a fost prezent cu o

abundenta si biomasa extrem de mare in comparatie cu datele gasite in literatura (Tab. 1).

Tabel 1. Abundenta maxima a PPP gasita in literaturd, in comparatie cu rezultatele noastre

Abundenta PPP Origine Referinta

(10° celule mL™)

0,03 (picoeucariote) Lac hipersalin, Tibet Wu et al., 2009

0,09 (picoeucariote) Lac de mina salin Zippel & Schimmele, 1998

0,48 (picocianobacterii) Lac adanc hiposalin Okada et al., 2007

1,40 (picocianobacterii si Laguna Schapira et al., 2010

picoeucariote)

1,60 (picocianobacterii si Lac salin tropical Macek et al., 2009

picoeucariote)

7,06 (picoeucariote) Lacuri hipersaline din Studiul actual
Romania

7,30 (picocianobacterii) Lacuri hipersaline din Studiul actual
Romania

8,0 (picocianobacterii) Lac salin, Antarctica Powel et al., 2005

Am constatat ca in majoritatea lacurilor PPP a dominat fitoplanctonul cel putin intr-un
caz pe durata studiului, cu o contributie semnificativa, variind intre 63-100% din biomasa totala

a fitoplanctonului.

Rezultatele noastre arata ca PPP in lacurile sdrate din Bazinul Transilvaniei nu urmeaza
tendinta descrisd in mai multe publicatii pentru alte medii acvatice (Szelag-Wasielewska, 1997,
Bell & Kalff, 2001), conform carora abundenta relativd a PPP scade cu cresterea troficitatii. In
lacurile sarate incadrate in acest studiu importanta relativd a PPP nu aratd modificari cu
schimbarea toficitatii (Fig. 3). In aceste lacuri sirate PPP a dominat (pand la 100%)

fitoplanctonul chiar si la o stare trofica foarte ridicatd (99% la 431 pg Chl-a L™).

12
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Figura 3. Raportul intre biomasa picofitoplanctonului (log%) si biomasa totalda a
fitoplanctonului (ug Chl a L) in lacurile sirate din Bazinul Transilvaniei (puncte). Linia

reprezinta contributia PPP 1n ape dulci, linia punctata reprezinta contribugia PPP in mediul marin.

Diversitatea genetica a fitoplanctonului in lacurile siarate studiate

Conform analizei secventelor ARNr 16S picofitoplanctonul procariot a fost alcatuit din
specii de Synechococcus de origine marini, conform celor publicate de Fuller ez al. (2003). in
lacul Ocnita-Avram Iancu din Ocna Sibiului a fost identificata specia Picochlorum oklahomense
UTEX 279. Membrii genului Picochlorum sunt picoalge si pot fi gasite atat in mediul marin, cat
si in lacuri saline. In acest studiu pe langa specii ale picofitoplanctonului marin am identificat

mai multe specii marine de criptofite si de haptofite.
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CoNcLUZII

Lacurile sarate studiate din Bazinul Transilvaniei sunt supuse unei impact uman foarte
pronuntat. Scaldatul intensiv si necontrolat distruge stratificarea naturald a lacurilor, astfel
stratificarea termica si chimici se poate dezvolta numai dupa sezonul estival. In cazul unui lac in
care scildatul a fost restrictionat, se poate observa fenomenul heliotermiei. In timpul iernii o

stratificare inversa puternica a fost detectabila n aceste lacuri meromictice.

In toate lacurile investigate concentratia fosforului indica conditii hipertrofice, ceea ce
este rezultatul impactului uman. Potrivit concentratiei ridicate de fosfor, aceste lacuri au o mare
productivitate primarda si sunt bogate in alge planctonice. Nanoplanctonul acestor lacuri
hipersaline este alcatuit din specii halotolerante comune, in cele mai multe cazuri fiind dominat

de genul Dunaliella.

Picofitoplanctonul a fost prezent in numar mare in lacurile studiate si a dominat
fitoplanctonul chiar si in conditii hipertrofice. In lacurile studiate dinamica sezonieri a
picofitoplanctonului aratd mari diferente fatd de dinamica sezonierda a picofitoplanctonului
descris 1n alte lacuri din zona temperata, in care picocianobacteriile domina picofitoplanctonul n
timpul verii, iar picoeucariotele sunt dominante in timpul verii. Potrivit rezultatelor noastre,
aceste lacuri au un caracter unic pentru ca contributia relativa a picofitoplanctonului la biomasa
toatald a fitoplanctonului nu scade odata cu cresterea troficitatii, cum se intdmpla in oceane si in
lacuri dulci. Abundenta picofitoplanctonului din aceste lacuri sdrate se Incadreaza printre cele

mai mari valori publicate din ape saline.

Metoda PCR-DGGE folosita in acest studiu este specifica pentru cianobacterii si alge,
secvente din microorganisme heterotrofe nu au fost identificate. Din lacurile sarate din Bazinul
Transilvaniei au fost identificati 11 taxoni de alge si cianobacterii de origine marind sau din ape
hipersaline. Picofitoplanctonul a fost reprezentat de specii marine de Synechococcus
(Cyanobacteria) si de genus Picochlorum (Chlorophyta), aceasta fiind prima raportare din
Europa Centrald si de Est pentru ambele grupuri. De asemenea, in nanofitoplanctonul lacurilor
studiate au fost detectate specii marine de criptofite si haptofite.
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