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Cuvinte cheie:

Bacillariophyta, diatomee teratologice, valvocopuld deformatd, ape de mind, metale grele,
perturbari ambientale, geometrie morfometricd, biomonitorizarea calitatii apei, bioindicatori,

indici bazat pe diatomee, bazinul hidrografic al raului Abrud.

INTRODUCERE

1.1. Ipoteza si obiectivele studiului

In studiul de fat, ipoteza principala este aceea ci perturbatiile din apele curgitoare joaci
un rol cheie in structura comunitatilor de diatomee care, la randul lor, ar putea fi utilizate ca
buni indicatori, de ex., ai poludrii cu ape acide de mina.

Pentru a testa aceastd ipoteza, obiectivul principal al acestei teze de doctorat a fost
analizarea raspunsului comunitatilor de diatomee dintr-o zond afectata de prezenta unei

exploatari miniere istorice, si anume, bazinul raului Abrud.

Obiectivele specifice au fost:

* Analizarea tipologiei deformatiilor diatomeelor observate in zona de studiu;

* Descrierea unui nou tip de teratologie care afecteaza partea valvard a diatomeelor;

* Determinarea principalilor parametri fizico-chimici ai apei In zona de studiu, evidentiind pe
cei cu efecte majore asupra compozitiei, structurii si dinamicii comunitatilor de diatomee;

* Explorarea relatiei dintre concentratia poluantilor din apa si aparitia formelor teratologice la
diatomeele epilitice;

* Observarea efectele cauzate de concentratii mari de metale grele asupra comunitatilor de
diatomee bentonice colectate din zona de studiu;

* Investigarea raspunsul a doi taxoni dominanti, Achnanthidium minutissimum (Kiitzing)
Czarnecki si Achnanthidium macrocephalum (Hustedt) Round & Bukhtiyarova la efectele
contamindrii cu ape acide de mina din zona de studiu;

* Identificarea setului de predictori de mediu care duc la aparitia diatomeelor anormale in
zona de studiu si evaluarea relatiei dintre gradul de deformare a conturul valvei si poluarea cu

ape acide de mediu;



* Observarea consecintelor teratologiei diatomeelor asupra protocoalelor de evaluare a
calitatii apei bazate pe diatomee;

* Generarea unei functii de transfer referitoare la abundenta celulelor anormale si a nivelurilor
de metale din ape, in vederea utilizarii acesteia ca metrica de biomonitorizare;

* Evaluarea calitatii apei In zona de studiu, pe baza structurii comunitatilor de diatomee;

* Identificarea principalului metal greu care afecteazd comunitatile de diatomee din zona de
studiu

* Noi contributii la flora Romaniei.

1.2. Scurt istoric al cercetarilor algologice cu referire la diatomeele bentonice din

bazinul hidrografic al raului Abrud

Desi lucrdri de cercetare cu referire la comunitatile de diatomee din bazinul raului
Aries (cursul raului si afluentii principali) sunt destul de multe, lucrdri care sa abordeze
aceste comunitati in bazinul raului Abrud sunt putine.

Astfel, in 2007 a fost publicat un studiu care trateaza atat comunitatile algale, cat si
cele de nevertebrate si pesti din bazinul Ariesului, studiu care a luat In considerare si un punct
de colectare din bazinul raului Abrud (chiar pe cursul raului). Aceasta lucrare a fost publicata
in revista Studia Univ. Babes-Bolyai, Biologia (Momeu et al., 2007).

O altd lucrare similara a aparut in 2009, studiul tratdind de asemenea comunitatile
algale, de macronevertebrate si pesti din bazinul hidrografic al raului Aries cuprinzand din
nou acelasi punct de colectare de pe cursul raului Abrud mentionat mai sus (Momeu et al.,
2009).

In 2011 a aparut o alta lucrare ce face referire doar la comunititile de diatomee din
bazinul Ariesului si, si de aceastd data, punctele de prelevare a probelor a cuprins un punct de
pe raul Abrud (Szekely-Andorko et al., 2011).

Un alt studiu limnologic cu referire la comunitatile algale si a celor de nevertebrate, a
fost publicat in 2012, dar de data aceasta probele au fost prelevate din cinci tduri din zona

Rosia Montand (Battes et al., 2012).



1.3. Scurta caracterizare a clasei Bacillariophyceae

Diatomeele (Bacillariophyceae) constituie un grup de alge unicelulare, prezente in
aproape toate tipurile de apa de suprafata, chiar si in conditii extreme. Caracterul deosebit al
acestui grup constd atat In particularitatile structurale ale celulei, in special ale frustulei de
siliciu, cat si in importanta lor majora si multilaterald in ecosistemele acvatice. De asemenea,
ele sunt printre cele mai studiate organisme vegetale acvatice pe planul aplicativ al evaluarii
si monitorizarii calitatii ecosistemelor acvatice, datoritd proprietatilor indicatoare ale multor

specii (Hustedt, 1957; Zelinka si Marvan, 1961).

1.4. Valoarea bioindicatoare a diatomeelor

Diatomeele sunt organisme cu un success enorm, judecand dupa adaptabilitatea lor,
distributia si vechimea relativd. Acest grup de alge prezintd numeroase avantaje datorita
carora a fost consacrat ca biondicator in studiile de monitorizare ale ecosistemelor acvatice
(Cholnoky, 1968; Lowe, 1974).

Particularitdtile ecologice ale diatomeelor au condus la o largd utilizare a lor ca
bioindicatori si sunt organismele algale cele mai utilizate i Tn monitoringul calitatii apelor, la
noi 1n tard chiar de institutiile guvernametale responsabile de evaluarea calitatii apelor
(Momeu & Péterfi, 2007, 2009; Szigyarto & Bakos, 2015). Este evident ca pentru rezultate
cat mai concludente evaluarea calitatii apelor se realizeaza la nivelul comunitatilor algale,
ceea ce a stimulat dezvoltarea cunostintelor in acest domeniu, standardizarea metodelor de
lucru si extinderea aplicarii acestor metode la nivel european (Kolkwitz & Marsson, 1908;
Patrick, 1949).

Metodele de estimare a calitatii apei bazate pe utilizarea diatomeelor sunt bine
dezvoltate, valoarea lor fiind dovedita la nivel international, pentru diverse tipuri de habitate
acvatice — ape dulci, ape salmastre si estuare, medii lentice si lotice, zone umede. Folosirea
diatomeelor nu este destinatd a fi o metodd ,rapida”, fiind necesard o perioadd pentru
prepararea probelor si analiza speciei.

Procedurile de monitoring bazate pe organisme vii cuantifica starea de ,,sdndtate” a
unui rau, contrar simplei caracterizari a componentelor chimice si fizice (Karr, 1991; Rocha,
1992). Chiar si prin monitorizarea chimica continud se pot omite evenimente cu mare impact

asupra organismelor — cheie a comunitatii biologice. Este, de asemenea, dificil a interpreta
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influentele sinergice ale substantelor chimice asupra biocenozelor acvatice, viata fiind ultimul
monitor al calitatii mediului.

In prezent, diatomeele sunt folosite ca indicatori ai eutrofizirii lacurilor, deoarece
sunt o componenta abundentd, diversificata si importantd in ecosistemele lotice. Raspunsurile
diatomeelor la eutrofizarea lacurilor pot avea implicatii importante pentru alte componente
acvatice ale ecosistemelor. In timp ce diatomeele in mod colectiv arati tolerantd fatd de
productivitatea lacului, speciile individuale au habitat specific si chimismul apei diferit.

Cu ajutorul diatomeelor se evaluaza si conditiile ambientului raurilor si paraurilor.
Folosirea indicilor de diatomee ale conditiilor ambientale in rauri si parauri e importanta
pentru trei motive principale: importanta lor in ecosisteme, utilitatea lor ca indicatori de
conditii ambientale si usurinta cu care sunt folositi. Sunt indicatori ai conditiilor ambientale,
deoarece ele raspund direct si sensibil la multe schimbdri fizice, chimice si biologice in
ecosistemele raurilor si paraurilor. Diatomeele pot fi gasite in aproape toate habitatele
acvatice, astfel incat acelasi grup de organisme poate fi folosit pentru compararea paraurilor,
lacurilor, mlastinilor, oceanelor, estuarelor si chiar a catorva habitate acvatice efemere
(Stoermer & Smol, 1999; Smol & Stoermer, 2010).

Caracteristicile comunitatilor diatomeelor au fost folosite pentru a evalua integritatea
ecologica a raurilor si paraurilor si pentru a diagnostica cauzele degradarii (Patrick &
Strawbridge, 1963). Integritatea ecologica, include mai mult decat integritatea biotica;
include integritatea fizici si chimicd a habitatului. In practicd, integritatea bioticd a fost
definitd ca diferenta dintre caracteristicile comunitatii in habitatele evaluate si raportarea
habitatelor.

Comunitatile algale semnaleaza schimbarea proprietatilor fizico-chimice si biologice
ale ecosistemelor acvatice prin prezenta/absenta speciilor, cresterea sau diminuarea
populatiilor si prin alte reactii fati de schimbarile mediului. In practicd o serie de alge
bentonice sunt des folosite ca bioindicatori in evaluarea calitatii apelor naturale (Potapova si
Charles, 2002; McCormick si Cairns, 1997; Potapova & Charles, 2002), in special in
aprecierea gradului de saprobitate si salinitate (Kiss, 1998; Barinova, 2017; Brabcova et al.,
2017; Nautiyal & Nautiyal, 2018). In cazul in care calitatea apei este alterati din cauza unor
activitati umane si schimbarea depdseste limitele de tolerantd a unei specii, populatia acesteia
se va reduce sau va disparea. Identificarea surselor care au cauzat acest declin de obicei nu
este usoard si necesitd investigatii suplimentare complexe, dar “rdspunsul” dat de
comunitatea de alge va indica o anumitd calitate a apei si va directiona spre o sursd de

poluare.
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Comunitatile bentonice de diatomee sunt utilizate pe scarda largd 1In

monitorizarea calitatii apelor, datorita unor aspecte si calitati (Lowe si Pan, 1996; Bellinger &

Sigee, 2015; Kale & Karthick, 2015; Morin et al., 2016), cum ar fi:

In general, algele autotrofe bentonice, ca producitori primari ocupa o pozitie
importantd si criticd intre factorii fizico-chimici ai mediului si celelalte
organisme ale lanturilor trofice. Astfel, perturbarile la nivelul algelor
bentonice pot influenta grav celelalte nivele ale ecosistemelor acvatice. Unele
studii aratd ca indicii calculati pe baza comunitatilor de diatomee bentonice
permit evaluarea mai precisa a calitatii si integritatii biotic a ecosistemelor
acvatice, decat cele bazate pe studiul protozoarelor sau neveretebratelor
(Beyene et al., 2009).

Atat speciile atasate de substrat, cat si speciile mobile au potential indicator
ridicat, datorita faptului cd nu pot evita poluarea prin migrare si astfel ori se
adapteaza, ori pur si simplu dispar (Blanco et al., 2011).

Diatomeele bentonice au un ciclu de viatd relativ scurt, ceea ce permite
interceperea unui raspuns rapid la schimbarile mediului. De obicei,
comunitdtile algale bentonice sunt primele care reactioneazad la perturbarile
mediului si sunt primele care “isi revin” dupd restaurarea conditiilor optime.
Comunitatile de diatomee bentonice au in general o diversitate specificd mai
mare decat alte grupe de organisme acvatice. Pe o suprafati de cm’ a
substratului pot exista simultan peste 100 de specii si pentru cd fiecare are un
interval optim si de tolerantd propriu fata de factorii de mediu, comunitatea va
functiona ca un Intreg, ca un sistem complex de monitorizare biologic.
Deoarece comunitatile bentonice au o structurd compacta din punct de vedere
al spatiului ocupat, pentru prelevarea unor probe reprezentative sunt de ajuns
cativa cm” suprafata de substrat.

Probele prelevate sunt usor de manipulat si necesitd spatiu de depozitare
redus, ceea ce poate fi un mare avantaj pe termen lung, iar probele conservate
si preparatele microscopic fixate pot fi oricand reexaminate pentru investigari
ulterioare.

Un avantaj il constituie, de asemenea, si posibilitatea identificarii taxonilor
prin metoda clasicd bazata pe morfologia frustulelor, relative usor de studiat la

microscopul optic.
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Toate aceste avantaje ale diatomeelor, ca bioindicatori ai calitdtii apelor, sunt
recunoscute de cercetdtori, iar evaluarea si monitorizarea apelor naturale pe baza acestora ia
amploare in tot mai multe tari.

Cercetdrile din domeniul ecologiei acvatice, impreuna cu practica monitorizarii apelor
si cu rezultatele studiilor din alte domenii trebuie sd duca, in cele din urma, spre o abordare
integratd multidisciplinara, care cuprinde nu doar diatomeele, ci si toate celelalte grupe de

organisme acvatice (Jonge De et al., 2008).

1.5. Diatomee teratologice - instrument pentru monitorizarea
metalelor/contaminarea cu ape acide de mina

Modificarile morfologice ale diatomeelor sunt anomalii fenotipice neadaptive cauzate
de stresul din mediu care afecteaza, in general, conturul frustulei sau forma striurilor (Falasco
et al. 2009a). Conform literaturii actuale, prezenta deformarilor Tn medii contaminate este
consideratd un indiciu al stresului; cu toate acestea, mecanismele care induc deformari si
cuantifica teratologiile raman putin intelese (Lavoie et al., 2017).

Malformatiile sunt de obicei detectate in comunitdtile naturale de diatomee, dar
frecventa lor este in general scazutd (<0,5% in conformitate cu Morin et al., 2008a; Arini et
al., 2012). Cu toate acestea, proportiile valvelor anormale pot creste odatd cu prezenta mai
multor factori de stres (Lavoie et al., 2017).

Mai multe studii au aratat o corelatie pozitivd semnificativa intre abundenta celulelor
deformate si stresul din mediu, cum ar fi conditiile de seceta, viteza micd si debitul apei,
cresterea temperaturii si intensitatea luminii (Antoine si Benson-Evans, 1986), contaminarea
cu pesticide (Debenest et al., 2010) sau scaderea calitatii apei (Gémez si Licursi, 2003). Cu
toate acestea, cele mai cunoscute cauze care determind aparitia formelor teratologice sunt
conditiile de crestere artificiald (Falasco et al., 2009b) si contaminarea cu metale grele
(Cantonati et al., 2014). Malformatiile pot fi, de asemenea, induse de alti factori
independenti, cum ar fi proasta functionare a proteinelor responsabile pentru transportul si
depunerea siliciului (Kroger et al., 1994, 1996, 1997; Kroger si Poulsen, 2007; Knight et al.,
2016) sau pentru structura si integritatea mecanica a valvei (Kréger si Poulsen, 2007; Santos

etal., 2013).
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Deformitatile cel mai des intdlnite pot fi clasificate in functie de tipul lor astfel:
conturul valvei deformat/forma aberanta a valvelor, sternul/rafa deformata, striuri/areole
deformate, deformari mixte (Falasco et al., 2009a).

Multi autori considera cd modificdrile morfologice ale diatomeelor ar putea fi
instrumente utile pentru a monitoriza schimbarile de mediu din rauri (Cattaneo et al., 2004;
Cantonati et al., 2014), inclusiv cele cauzate de prezenta apelor acide de mind (AMD), care in
ultimele decenii a fost considerata o sursa importantd de contaminare a mediului (Letterman
si Mitsch, 1978). S-a raportat cd AMD induce de asemenea teratologii, iar unii autori au luat
inclusiv 1n considerare raportul indivizilor deformati pentru a detecta consecintele drenarii
apelor acide de mina (Cattaneo et al., 2004; Lavoie et al., 2012).

Prezenta frustulelor deformate in ecosistemele poluate este adesea o reactie la
substantele chimice nocive. Din acest motiv, a aparut un mare interes in utilizarea anomaliilor
morfologice in studiile de biomonitorizare. Teratologiile pot fi considerate instrumente pentru
a evalua calitatea ecosistemului acvatic si este foarte posibil ca aparitia si severitatea lor sa fie
legate de gradul de stres din mediu (Lavoie et al., 2017).

In acest context, morfologia celulari poate rispunde la relatia dintre contaminarea
metalelor si adaptarea organismelor (Morin & Coste, 2006; Ancion et al., 2010). S-a raportat
adesea cd diatomeele raspund la stresul chimic, prin modificari in distributia speciilor,
schimband volumul celular si generarea de teratologii (Morin et al., 2008b; Falasco et al.,
2009b). Multe studii au subliniat ca forma deformata a valvelor diatomeelor apare ca raspuns
la contaminarea cu metale si sunt markeri ai acestui tip de poluare (Dickman, 1998; Torres et
al., 2000; Goémez si Licursi, 2003). Numeroase presiuni de mediu pot fi rddacina dezvoltarii
diatomeelor teratologice, iar aparitia celulelor deformate ne poate spune despre efectele
variatiilor de mediu (Falasco et al., 2009b). Deformitétile morfologice au fost raportate in
comunitdtile supuse presiunii metalelor (Falasco et al., 2009b), iar analiza cantitativd a
frusturilor anormale ar putea fi un instrument pentru monitorizarea poluarii metalelor (Morin
et al., 2012).

Poluarea cu metale a habitatelor acvatice datoritd drendrii apelor acide de mina are
efecte remarcabile asupra teratologiei diatomeelor (Olenici et al., 2017). Nu este usor de
masurat gradul de deformare, dar Olenici et al., (2017) au gasit o metoda bazatd pe geometria
morfometricd care a permis diferentierea intre indivizi normali si anormali. Astfel de
teratologii sunt diverse, nu sunt inca foarte bine studiate si uneori dificil de apreciat folosind
microscopie opticd (Olenici et al,, 2019). De fapt, una dintre problemele observarii

diatomeelor la microscop este natura acestui material (transparent si incolor). In acest sens,
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publicatia lui Sanchez et al. (2018) ce evaluaza tehnici de iluminare oblica, demonstreaza ca
aceste metode permit diferentierea detaliilor cu o mare performanti. In orice caz, o acuratete
precisd din punct de vedere taxonomic in cazul microscopiei optice este foarte importantd in
studiile de biomonitorizare (Blanco et al., 2017), care indica necesitatea de noi instrumente
tehnice pentru identificarea corectd la nivel de specie, abordari mecanice (cum ar fi
morfometria purd-determinarea bazatd pe diatomee) fiind descurajatd (Blanco et al., 2017).
Cu toate acestea, detectarea si identificarea automata a diatomeelor a fost o provocare pentru
informaticieni (Pedraza et al., 2018) si s-a lucrat In acest sens cu perspective excelente
(Pedraza et al., Op. Cit.). Cu toate acestea, trebuie sa ludm in considerare variatiile naturale
de mediu ce determind morfologia diatomeelor (Olenici et al., trimis), care constituie un
adevirat punct de referinta pentru aceste tehnologii. In ciuda importantei ecologice si a marii
lor diversitati In ecosistemele acvatice, diatomele din multe regiuni ale lumii sunt inca
necunoscute (Blanco et al., in presa a; Blanco et al., trimis). Astfel, noile specii de diatomee
sunt descrise continuu in cele mai diverse ecosisteme (Borrego-Ramos et al., 2018; Blanco et
al., 2019a; Blanco et al., 2019b; Blanco et al., in presa b), dar este important de avut in vedere
si comunitatea Tn ansamblu in studiile de mediu si de analizat compozitia lor ca o consecinta
a interactiunilor biologice (Borrego-Ramos et al., 2019) sau a prezentei metalelor si a altor

poluanti (Baciu et al., 2018).

2. MATERIALE SI METODE

2.1. Area de studiu

Raul Abrud este un afluent al raului Aries (cel mai important afluent din partea
dreaptd a raului Mures, Forray & Hallbauer, 2000) si este situat in judetul Alba, in nord-
vestul Romaniei, In Muntii Apuseni.

Acesti munti apartin sistemului balcanic al Carpatilor Alpini, care se afld in interiorul
arcului carpatic formand un bloc izolat (Ianovici et al., 1976; Balintoni, 1994). Acest arc este
alcatuit dintr-un nucleu vulcanic calcar-alcalin tertiar care cuprinde diverse episoade de
activitate magmaticd in ultimii 14,7 milioane de ani (Rosu et al., 2004).

Zona miniera Rosia Montana se afla In Muntii Apuseni de Sud, intr-o zona a Muntilor
Metaliferi. Structura geologicd este constituitd din roci metamorfice, magmatite cretacice,

ofiolite mezozoice (paleogene superioare), roci igogene neogene (Tamas, 2007), roci
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sedimentare mezozoice si miocene si sedimente cuaternare (Duma, 2008). Rosia Montana
este cel mai mare depozit de aur din Europa, cu o rezerva mare in Au (500-1000 Mt) si Ag (6
Gt). Un complex extrem de varstd miocend este amplasat in roci sedimentare cretacice de tip
flysch, cu preponderenta sisturilor negre intercalate cu gresie si conglomerate si dacite.
Alterarea hidrotermicd a modificat dacitul, care este sursa principala a mineralizrii Au-Ag

(Lazar et al., 2014).

Caracteristici hidrologice

Rosia Montand este situatd in bazinul raului Abrud, drenand apele raului Corna,
Saliste si Rosia, afluenti ai raului Abrud. Valea Corna curge in amonte de orasul Abrud si
Saliste. Bazinul hidrografic al vaii Rosiei este orientat in directia vest si curge in aval de
orasul Abrud. Zona corespunde unei topografii montane abrupte moderate (de la 700 la 1000
m a.s.l.). Datoritd permeabilitatii scazute a rocilor si convergentei fluxului creste debitul
raurilor. Debitul mediu pe Valea Rosiei a fost de 0,16 m3 / s; pe Valea Corna a fost de 0,07
m3 /s si 0,16 m3 /s pe Valea Saliste in perioada 2001-2003 (RMCG, 2006).

AMD produs din depozitele de deseuri acumulate In iazuri prin actiuni miniere
contamineaza toate fluxurile din zona Rogia Montand. Aceste rauri se devarsd in afluentii
Dunarii (Forray, 2002; Florea et al.., 2005; Bird et al., 2005; Manske et al. 2006; Lacatusu et
al., 2007; Baciu et al., 2012; Papp et al., 2018) si constituie o provocare in gestionarea
problemei (Gray, 1997).

Clima regiunii este temperat — continentald, afectata de altitudine, cu temperaturi
medii cuprinse Intre -4,7 si 16,9° C. Ploile sunt intre 700 si 800 mm / an ploi (75%) si zapada
(24%) (Azzali et al., 2014).

2.2. Puncte de prelevare

Pentru acest studiu am ales doar ape curgatoare de suprafata. Astfel, zona aleasa
cuprinde cursul raului Abrud si principalii afluenti de drepta intre localitatile Carpinis si
Bucium-Sat. Pentru a obtine o imagine in ansamblu asupra comunitatilor bentonice de
diatomee din paraiele studiate, am ales 16 puncte de colectare, prezentate figura 2.2.1.

Din totalul de 16 puncte de colectare alese, 2 se situeazd pe valea paraului Abruzel, 2

pe paraul Corna, 2 pe Valea Saliste (unul in amonte de iazul de decantare si celalalt in aval),
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3 pe Valea Rosia (unul situat in amonte si celalate doud in aval de statia de epurare), 1 pe
paraul Vartop si 6 pe raul Abrud (in amonte si in aval de confluenta cu fiecare din afluentii

mai sus mentionati.

Legend

O Puncte de prelevare

e Curs de apd

[ 1az de decantare
ZZ Zona Miniera
R Cariera
X Mina
P Halda de steril
A Localitate

Altitudine
Max : 1332 m

- Min : 391 m

Figure 2.2.1. Harta punctelor de colectare in zona de studiu (V.V.= Valea Vartop,
V.R.1=Valea Rosial, V.R.2= Valea Rosia2, V.R.3= Valea Rosia3, V.S.1= Valea Salistel,
V.S.2= Valea Saliste2, V.C.1= Valea Cornal, V.C.2= Valea Corna2, V.A.1= Valea Abruzell,
V.A.2= Valea Abruzel2, Ab.1=Abrudl, Ab.2=Abrud2, Ab.3=Abrud3, Ab.4=Abrud4,
Ab.5=Abrud5, Ab.6=Abrud6)

2.3. Prelevarea probelor, prelucrarea materialului algologic si pregatirea pentru
examinarea microscopica

Scopul prioritar al studiului fiind determinarea compozitiei si a unor particularitati

structurale ale comunitatilor de diatomee bentonice, prelevarile In perioada vegetativa (din

16



primavard pand in toamnd) au fost cele mai indicate. Astfel, colectarea s-a realizat de-a
lungul anilor 2013 si 2014, in trei sezoane, primavara, vard si toamna, in total prelevandu-se
96 de probe. Prelevarea s-a facut de pe acelasi tip de substrat (natural) in toate punctele de
colectare, mai exact de pe pietre, conform standardelor europene (European Standards EN
13946/2003 si EN 14407/2004). Probele colectate s-au fixat in teren in solutie de formol de
concentratie 4%. Acest lucru s-a facut pentru a opri diviziunile celulare ce ar putea continua
in probele vii dupa prelevare si ar putea conduce la modificari ale valorilor abundentelor
relative, apdrand astfel erori in studiul structurii cantitative a comunitatilor de diatomee.
Prima faza de prelucrare a probelor constd in indepartarea continutului anorganic si
organic (pentru a vizualiza mai bine ornamentatiile frustului in timpul examinarii

microscopice ulterioare), urmata de elaborarea lamelor microscopice permanente intr-o a

doua faza (fig. 2.3.1.).

Figure 2.3.1. Prelucrarea probelor in laborator

2.4. Masurarea parametrilor fizico-chimici si determinarea concentratiilor unor

ioni si metale grele

Simultan cu prelevarea probelor bentonice sau masurat in situ si principalii parametrii
fizico-chimici ai apei (pH, temperatura, salinitatea, conductivitatea, TDS, O,, turbiditatea) cu
un multiparametru portabil (3501/SET WTW) si un turbdimetru potabil (WTW). De
asemenea s-a colectat apa pentru determinarea concentratiei unor anioni si cationi in
laborator cu ajutorul unui Ion Cromatograf Dionex ICS — 1500 si a unor metale grele

folodind un spectometru de absorbtie atomica ZEEnit 700.
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3. REZULTATE SIDISCUTII

3.1. Forme teratologice ale diatomeelor in zone poluate cu ape acide

de mina

De-a lungul perioadei de studiu, au fost observate o serie de forme anormale acestea
fiind rezumate in tabelul 3.1.1. In total, au fost detectate cinci categorii de teratologie si au
fost ilustrate cateva imagini ale fiecarui tip. A fost observatd o dinamica sezonierd a
comunitatilor de diatomee, nu numai in ceea ce priveste numarul de specii sau abundenta lor
relativa, ci si in ceea ce priveste tipul de teratologie identificata. Cel mai repetat tip anormal a
fost deformarea conturului valvei, lucru care este in concordantd cu lucrarile anterioare
(Cattaneo et al., 2004; Falasco et al., 2009a, b; Lavoie et al., 2012; Cantonati et al., 2014;
Tornés et al., 2014). Intr-o masurd mai mic, s-au observat modificari ale sistemului canalului
rafei (ex.: fibule deplasate) in timpul verii si toamnei 2013 si in primavara si toamna 2014,
precum si a striurilor deformate in toamna anului 2013 si In primavara si toamna 2014.
Teratologiile mixte au fost observate doar in primdvara anului 2014 si o singura data, in vara

anului 2013, s-a identificat o deformare a valvocopulei.
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Tabelul 3.1.1. Deformitati ale diatomeelor identificate in zona de studiu (scara: 10 um).

Sagetile indica deformitatile

Teratologia descrisa Indivizi normali vs. deformati

Tipul 1:Deformare
a conturului valvei
(diferite grade de

deformare)

Diatoma mesodon (Ehrenberg) Kiitzing
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Diatoma moniliformis Kiitzing

Encyonema minutum (Hilse) D.G. Mann
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Fragilaria recapitellata Lange-Bertalot et Metzeltin

Fragilaria rumpens (Kiitzing) Carlson
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Navicula tripunctata (O.F. Miiller) Bory

Nitzschia dissipata (Kiitzing) Grunow
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Nitzschia media Hantzsch.
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Reimeria sinuata (Gregory) Kociolek et Stoermer

Rhoicosphenia abbreviata (C.Agardh) Lange Bertalot

Ulnaria ulna (Nitzsch.) Compére
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Tipul 2:
Modificari ale
rafei

(ex.: fibule
deplasate)

Nitzschia linearis (Agardh) W.M. Smith
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Tipul 3: Striuri

deformate
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Fragilaria recapitellata Lange-Bertalot et Metzeltin
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Gomphonema subclavatum Grunow

Tipul 4:
Valvocopula

deformata

Achnanthidium minutissimum

(Kiitzing) Czarnecki s.l. (Olenici et al., 2019)
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Tipul 5:
Teratologie

mixta

Achnanthidium minutissimum s.1. (Kiitzing) Czarnecki

In urma analizei compozitiei taxonomice a comunititilor de diatomee afectate s-a observat ci
37 de specii de diatomee au prezentat anomalii care ar putea fi considerate teratologii.
Speciile numadrate (30) au apartinut unui numar de 14 genuri (fig. 3.1.1.); Diatoma sp.,
Fragilaria sp. si Nitzschia sp. au fost cele mai reprezentate cu 4 specii fiecare, fiind urmate

de genul Gomphonema sp. reprezentat de 3 specii.
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Hantzschia sp.

Eolimna sp. ;
p -\ _\ Surirella sp. Diatoma sp.
Encyonema sp. _\ 1 i

1

Amphora sp. Fragilaria sp.

Ulnaria sp. —=" 2

Nitzschia sp.

Nitzschia sp.

Cocconeis sp.

Achnanthidium sp. G h
omphonema sp.

Figura 3.1.1. Numarul speciilor numdrate ce au prezentat deformitati in cadrul genurilor

Pentru a determina prezenta metalelor grele in frustulele diatomeelor teratologice, s-a
efectuat o analizd bazatd pe o tehnica de spectroscopie cu raze X cu dispersie energetica
cuplati la microscopul electronic (SEM). In fiecare proba folositd, au fost alese de la 1 pana
la 4 spectre in diferite parti ale frustulelor deformate si Tn materialul alaturat (fig. 3.1.2. si

3.1.3).

10um

Figura 3.1.2. Microfotografia SEM a Fragilaria rumpens prelucrata cu tehnica de

spectroscopie cu raze X cu dispersie energetica
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Spectrum 1

Spectrum 2

Spectrum 3

Spectrum 4

Figure 3.1.3. Spectrul chimic al punctelor analizate in figura 3.1.2.
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3.2. O noua forma de teratologie identificata intr-un rau contaminat

cu metale grele in zona miniera Rosia Montana

In zona de studiu unde Achnanthidium macrocephalum s. str. si Achnanthidium
minutissimum s. str. au fost descrise ca specii dominante, 20,53% dintre celule au prezentat
un tip de deformare care nu a fost descrisa anterior, cu o abundentd de 70% si, respectiv, 30%
din totalul indivizilor cu acest tip de deformare (Olenici et al., 2019). Acestd teratologie
afecteaza partea valvard, in special valvocopula, care se modificd sub o formd marcant

ondulata (fig. 3.2.1. 51 3.2.2.).

Figura 3.2.1. Valvocopula deformata observata la SEM comparata cu una normald (A §i B =

frustula normala; C, D, E and F =frustule deformate observate intr-o probd procesata)

(Olenici et al., 2019)
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Figura 3.2.2. Valvocopula deformata observata la SEM (frustula deformata identificata intr-

o probd neprocesata) (Olenici et al., 2019)

Potrivit Olenici et al. (2019), doud ipoteze diferite pot fi sugerate pentru a explica

acest tip nou de teratologie:

1)

2)

Contaminarea cu metale creste rata de diminuare a dimensiunii valvei
(Falasco et al., 2009a). Santos (2010) subliniaza faptul ca cresterea frustulei
este posibila numai prin separarea valvelor, in acelasi timp, producandu-se
noi benzi pleurale, astfel incat noile benzi formate s-ar putea sd nu se
potriveasca noilor valve, adoptand o forma aberanta.

Dupa Jaccard et al., 2009, exista la nivel celular un sistem dependent de Zn
ce mediaza absorbtia acidului silicic cu ajutorul cingulinelor. Un exces de
Zn afecteaza metabolismul siliciului (Martin-Jézéquel et al., 2003) si, in
special, induce modificarea cingulinelor, ceea ce poate afecta functionarea

valvocopulei (Karp-Boss et al., 2014).
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3.3. Explorarea teratologiei diatomeelor folosind geometria

morfometricd

Pentru a evalua gradul de deformare a valvelor, s-a utilizat geometria morfometrica in
analizarea populatiilor de Achnanthidium. Au fost fotografiati 543 de indivizi (348 A.
macrocefalum si 195 A. minutissimum, atat celule normale, cét si celule teratologice) cu
ajutorul unui microscop optic (LM). Aproximativ 40 de pseudolandmark-uri au fost stabilite
in puncte constant dispersate de-a lungul conturului valvei (fig. 3.3.1.) si digitalizate utilizand
programul CLIC (Dujardin et al., 2010). Coordonatele carteziene ale pseudolandmark-urilor

au fost ajustate (traduse, rotite si scalate) prin metoda de suprapunere ortogonald Procrustes
(Ronhlf si Slice, 1990).
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Figura 3.3.1. Pozitia pseudolandmark-urilor de-a lungul conturului unei valve

teratologice de A. minutissimum (Olenici et al., 2017)

Datele rezultate au fost apoi analizate prin metode multivariate pentru a testa diferente

semnificative intre grupurile prestabilite, prin utilizarea unei analize de scalare multimetrica
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(NMDS) in software-ul Past v. 2.17 (Hammer et al., 2001). Pentru a vizualiza diagramele de

dispersie rezultate pentru fiecare grup predefinit, au fost incluse in grafic elipse (fig. 3.3.2.a.
si fig. 3.3.2.b.) (Olenici et al., 2017).

, Coordinate 2

020 -015 -010 -005 000 005 010 015
Coordinate 1

Figura 3.3.2.a. Forma nonparametrica de scalare multidimensionala a coordonatelor
normalizate pentru pseudolandmark-urile digitizate pe imaginile LM ale populatiilor

selectate de Achnanthidium macrocephalum si A. minutissimum (Olenici et al., 2017)
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Figura 3.3.2.b. Graficul NMDS al variabilelor de mediu din locurile de prelevare
analizate (Olenici et al., 2017)
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Analiza NMDS indica faptul ca parametrii fizico-chimici, in principal nivelul de Zn,
sunt relationati cu formele valvelor ale speciilor Achnanthidium. Aceasta este in concordanta
cu analiza partiala a patratelor cu doud blocuri (PLS) care arata relatia dintre contururile
valvelor si variabilele ecologice. Conform acestei analize, conductivitate, concentratia de Zn
si cea de Cu sunt parametrii care determina cel mai mult in aparitia deformarilor valvelor
(fig. 3.3.3.).
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| Loading|

Figura 3.3.3. Importanta relativa a variabilelor limnologice in concordanta cu

rezultatele PLS-ului (two-block partial least squares) (Olenici et al., 2017)

Rezultatele publicate in Olenici et al., (2017) au demonstrat eficienta metodologiei
geometriei morfometrice corelatd cu analize multivariate, in cuantificarea gradului de

deformare a valvele diatomeelor.

3.4. Variatii in morfologia diatomeelor: implicatii pentru indicii

calitatii apei bazate pe diatomee

Indicii de diatomee se bazeaza atat pe cantitatea de taxoni analizati pentru calcularea
lor, cat si pe caracteristicile ecologice atribuite fiecarui taxon (Blanco et al., 2007). Indicele
de poluare specific (IPS) este singura metricd bazatd pe profilurile ecologice ale tuturor
taxonilor cunoscuti la cel mai fin nivel taxonomic, incluzadnd formele teratologice ca taxoni

distinsi a caror aparitie scade scorul final al acestei valori. Cu toate acestea, trebuie luat in
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considerare faptul ca (i) protocoalele standard (CEN, 2004) nu avertizeaza asupra necesitatii
inregistrarii acestor valve deformate in numararea obisnuitd si (ii) doar cca. 1% din taxonii
considerati pentru calculul IPS-ului sunt forme teratologice (Lecointe et al., 1993). Prin
urmare, se poate presupune cd ignorarea prezentei diatomeelor deformate poate produce
diagnostice esuate ale calitatii apei (Olenici et al., trimis).

Valorile IPS-ului calculat tindnd cont de valvele deformate au fost semnificativ mai
mici, dupd cum se poate observa in figura 3.4.1. (Test Wilcoxon, W = 210, p <0,001). in
esantioanele in care diatomeele teratologice au fost deosebit de abundente (mai mult de 30%
din indivizii numarati), supraestimarea IPS-ului poate ajunge pana la 8 unitéti (fig. 3.4.2.),
Astfel incat calitatea scazutd a apei din aceste locuri poate ramane ascunsa. Se poate dovedi
ca formele normale si cele modificate ale aceleiasi specii au profiluri ecologice diferite in
ceea ce priveste variabilele limnologice. Acest lucru este in conformitate cu Coste et al.
(2009) si Fernandez et al. (2018) care au observant ca formele teratologice au profiluri
ecologice diferite decat cele normale. Asa cum era de asteptat, graficul CCA (fig. 3.4.3.)
evidentiazd ca aparitiile teratologice ale ambilor taxoni de Achnanthidium sunt correlate
pozitiv cu aciditate si nivelurile concentratiilor de Cd si Cu. Aceasta subliniaza necesitatea de
a aloca diferiti parametri ecologici unor forme teratologice, pentru a reflecta mai bine

conditiile calitdtii apei din zonele poluate (Olenici et al.,trimis).

T

ot
Yes No

Figura 3.4.1. Boxplot-ul de valori IPS calculat ludnd in calcul indivizi teratologici

(stanga) sau fara a ii lua in calcul (dreapta) in zona de studiu (Olenici et al., trimis)
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Figura 3.4.2. Supraestimarea IPS-ului ca urmare a neglijarii teratologiei in

numararea obisnuita a diatomeelor (Olenici et al., trimis)
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Figura 3.4.3. CCA-ul care prezinta diferentele ecologice dintre taxonii normali
(negru) si cei teratologici (rosu) ale celor trei specii de diatomee luate in
considerare — Achnanthidium minutissimum, Achnanthidium macrocephalum si

Fragilaria rumpens (Olenici et al., trimis)
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3.5. Monitorizarea nivelului de Zn folosind diatomeele

Crearea unei functii de transfer, a unei formule predictive, dintr-un set de date relativ
ridicat ar putea fi foarte utila si, de exemplu, ar putea oferi informatii cu privire la conditii
chimice trecute, permitand reconstructia evenimentelor din trecut (Bennion et al., 2004). Din
acest punct de vedere, rezultatele acestui capitol permit generarea unei functii de transfer care
ar putea fi aplicatd inregistrarilor paleolimnologice pentru a obtine informatii despre
modificarile gradului de expunere a acestor comunitati algale la metale grele.

Aceasta inseamnad cd pot fi deduse conditii de mediu pentru un anumit habitat, fard a
fi necesarda masurarea pe teren. Astfel, indicii biotici prezintd un interes deosebit pentru
aplicatiile de mediu.

Pentru a proiecta un indice biotic pentru regiunea esantionata, au fost urmati trei pasi:

1. Selectarea variabilei de raspuns. In acest caz, concentratia de Zn a fost selectati ca
variabild de mediu, considerand cd a fost cel mai relevant parametru 1n acest caz (Olenici et
al., 2017). Acest metal greu este un poluant provenit din activitatea minelor si este tolerat in
mod variabil de unele specii de diatomee.

2. S-a colectat comunitatea algald pentru a fi utilizatd ca bioindicator si s-a masurat
simultan variabila de interes.

3. Optimul si toleranta fiecarei specii au fost calculate cu privire la aceasta variabila
(fig. 3.5.1.).

Atunci cand optimul si toleranta au fost calculate pentru toti taxonii prezenti in
comunitate, este, prin urmare, posibil sd se calculeze din nou valori variabile care ar
corespunde fiecdrui loc de esantionare, avand in vedere abundentele relative ale speciilor.
Aceasta se poate face folosind formula mediilor ponderate, cunoscuta si sub denumirea de
formula Zelinka-Marvan (1961): [Zn] = Y., A;.S;.V;/¥j=1 4;.V;, unde Aj, Sj si Vj sunt,

respectiv, abundenta, optimul si toleranta taxonului j din esantion.
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Figura 3.5.1. Species Packing (model Gaussian) pentru 9 cele mai abundente specii.
Fiecare linie este o curba normala "cea mai potrivita", definind relatia dintre abundenta

fiecarui taxon si concentratiile de Zn

3.6.  Contributii la flora Romdniei

In total, in zona de studiu a fost identificat un numar de 274 de taxoni de diatomee.
Acesti 274 de taxoni apartin unui numdr de 63 de genuri si au reprezentat 264 de specii
diferite, plus 8 varietati, 1 subspecie si 1 forma. Cele mai reprezentate genuri au fost
Nitzschia sp. st Gomphonema sp. cu 31 si, respectiv, 27 de specii. Au fost, de asemenea, 24
de genuri identificate care au fost reprezentate doar de o singurd specie. In figura 3.6.1. se

poate observa distributia speciilor in cadrul genurile dominante.
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Planothidium sp.
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Sellaphora sp.
Staurosira sp.
Ulnaria sp.

Figura 3.6.1. Principalele genuri de diatomee pe baza numarului de specii

17 taxoni au prezentat dificultdti de identificare si astfel au fost identificati doar la
nivel de gen. Conform literaturii (Cardus, 2012; Momeu et al., 2012; Butiuc-Keul et al.,
2012; Florescu et al., 2015; Szigyarto si Bakos, 2015; Buczko, 2016; Szigyarto et al., 2017),
un total de 35 de taxoni nu au fost mentionati in studiile anterioare pentru Romania. De
asemenea s-au observat sapte varietdfi noi si o noud forma. Astfel, noile specii inregistrate
reprezinta aproape 13% din totalul speciilor identificate.

Ca o consecintd a mediului poluat din zona de studiu, au fost observate schimbari in
ceea ce priveste dinamica sezonierd, anuala si spatiald a comunitétile de diatomee din bazinul
raului Abrud, atat in ceea ce priveste numarul speciilor, cat si in ceea ce priveste abundentele
relative individuale. Bogatia speciilor variaza intre un numar extrem de scazut in punctele de
colectare afectate de prezenta apelor de mind pe toata perioada studiului si un numar ridicat

in punctele cu apa de calitate buna (fig. 3.6.2a. si 3.6.2b.).
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Figura 3.6.2b. Abundenta sezoniera medie a speciilor in punctele de prelevare din zona de
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In aval de orasul Abrud, au fost observati si céativa taxoni dominan(li B-
mezosaprobici, ceea ce sugereaza niveluri moderate de materie organicd din apa provenita
din canalizarea urbana netratatd, care impreuna cu concentratiile mari de NO;™ atrag atentia
asupra calitatii scazute a apei. Efectul a fost mai evident in vara anului 2013. Spectrul
saprobic al taxonilor (fig. 3.6.3.) a fost realizat dupa Rott et al. (1997), relevand o prezenta
mai mare a taxonilor B -mezosaprobici (68%) si Ba-mezosaprobici (19%), comparativ cu
speciile oligosaprobice (6%). Prezenta speciilor polisaprobice, care necesitd o cantitate mai
mare de compusi organici, a fost foarte mica (6%). Se poate observa ca nivelul de saprobitate
din studiu este unul moderat. De asemenea, rezultatele au evidentiat faptul ca majoritatea
speciilor dominante din zona de studiu au indicat un nivel ridicat de troficitate in apa, fiind
specii eutrofe (van Dam et al., 1994). In acelasi timp, s-au observat cativa taxoni dominanti
care sugereaza un nivel de troficitate de la oligotrofic la mezo-eutrofic si unul, Nitzschia
palea (Kiitzing) Smith, care a indicat un nivel critic de troficitate, fiind hipereutrofic. Au fost
observate si doud specii dominante, cum ar fi Achnanthidium minutissimum si Gomphonema
pumilum (Grunow) Reichardt, care tolereaza un nivel de nutrienti de la scdzut pana la foarte

ridicat (van Dam et al., 1994).

Figura 3.6.3. Clasele de saprobitate indicate de cele 18 specii dominante in probele
colectate (o = oligosaprobice, off = ofi-mezosaprobice, = -mezosaprobice, fo. = fo-

mezosaprobice, o. = a-mezosaprobice; p = polisaprobice)
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4. CONCLUZII

.....

acestora la variatiile variabilele de mediu. Acestea sunt usor de colectat si identificate
la nivel de specie, iar profilul ecologic al mai multor specii este cunoscut, astfel incat
multi indici calculati pe baza diatomeelor sunt utilizati. Cu toate acestea, diagnosticul
bazat doar pe un numar redus de specii indicatoare nu reflectd neaparat starea reald a
ecosistemelor acvatice, astfel Incadt monitorizarea intregii comunitati, inclusiv a

formelor teratologice, este foarte importanta.

Drenajul apelor acide de mind (AMD) afecteazd ecosistemele lotice din
intreaga lume, fiind o problemd predominantd in ceea ce priveste calitatea apei In
zona minierd Rosia Montana (Romania). In consecinti, prima preocupare a acestei
teze de doctorat a fost de a evalua raspunsurile ecologice ale comunitdtilor de
diatomee din bazinul hidrografic al raului Abrud, iar cea de a doua, cea de a gasi
predictorii de mediu care duc la aparitia unor formelor anormale ale frustulelor

diatomeelor.

In primul rand, rezultatele analizei diatomeelor teratologice care se dezvolti in
apele poluate de AMD au ardtat ca prezenta unor alge deformate poate fi atribuita
faptului ca acestea au fost afectate de acest tip de poluare eliberatd din lucrarile
miniere si depozitele de roci sterile. Perturbadrile moderate sunt responsabile de
aparitia unor proportii mari de frustule anormale, cu o tipologie variabila de
malformatii, ajungand la aproape 58% in cazul speciei Fragilaria rumpens (Kiitzing)
Carlson. De asemenea, a fost raportat un nou tip de teratologie in cazul speciilor
Achnanthidium minutissimum (Kiitzing) Czarnecki si Achnanthidium macrocephalum

(Hustedt) Round & Bukhtiyarova care afecteaza forma valvocopulei frustulei.

Masuratorile automate utilizind geometria morfometricd au evidentiat
diferente morfologice 1intre indivizii normali si anormali ce apartin speciilor
Achnanthidium minutissimum $1 Achnanthidium macrocephalum. Analizele statistice

au separat cele patru populatii ale acestor specii si au ardtat principalele variabile
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fizico-chimice care au determinat deformarea valvelor in acest context, si anume

conductivitatea, Zn si Cu.

In al doilea rand, au fost testate implicatiile pentru biomonitorizarea bazata pe
diatomee a variatiilor morfologiei acestora. Aceastd lucrare evidentiaza o
supraestimare a conditiilor de calitate a apei cauzate de ignorarea indivizilor
deformati in studiile de biomonitorizare pe baza diatomeelor. Se poate demonstra ca
formele normale si teratologice ale aceleiasi specii prezintd profilurile ecologice

diferite.

Pentru a evalua gradul unuia dintre elementele cheie ale poludrii raului Abrud,
adica Zn, s-a dezvoltat o functie de transfer folosind comunitatile de diatomee ca
bioindicatori. S-a calculat optimul si toleranta fiecérei specii, functia rezultata putand
fi utilizata pentru a obtine date referitoare la conditiile chimice trecute si prezente ale

apei, permitand si reconstructia nivelului concentratiei de Zn in apele dulci.

La final, contributia la flora Roméaniei a acestei lucrdri poate fi rezumata prin
identificarea a 274 de taxoni de diatomee in bazinul hidrografic al raului Abrud, 35
dintre acestea fiind identificate pentru prima datd in apele din aceastd tara.
Schimbarile de tip spatial si temporal ale diversitatii speciilor In aria de studiu
evidentiaza efectele poludrii apei asupra comunititilor de diatomee si diferentele
dintre raul Abrud si afluentii sdi, privind bogatia speciilor ce variaza intre 38 si 102
taxoni de-a lungul raului principal si care este reprezentatd de putine specii sau chiar
de nici una in anumite puncte de colectare de pe celelalte paraie. In acelasi timp, pe

Valea Rosia in amonte s-a identificat un numar ridicat de diatomee (85 de taxoni).
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