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INTRODUCERE

Activitatea biologica a ecosistemelor este determinata de componentele microbiene
care stabilesc echilibrul intre substantele organice si anorganice si intre materia vie si cea
nevie. Apele curgdtoare reprezintd un mediu particular din punct de vedere microbiologic,
deoarece compozitia lor microbiand suportd modificari majore de la izvoare pana la
confluenta raului cu alte ape curgatoare sau cu sistemul fluviu-mare. Continutul microbian
al apelor este influentat de bazinul hidrografic, aportul afluentilor, conditiile fizico-chimice
si climatice si, in mod particular, de impactul antropic.

Calitatea apei este esentiald pentru toate formele de viatd de pe Pamant, avand un
impact major asupra comunitatilor umane. De-a lungul istoriei, comunitatile umane s-au
dezvoltat in proximitatea rezervelor de apa (ape curgatoare, lacuri, mari, oceane), folosind
resursele de apa pentru diverse activititi, ceea ce a dus la cresterea impactului antropic
asupra calitdtii apei. Poluarea cu reziduuri rezultate din activitdti industriale, agricole,
recreative sau alte activitati umane conduce la modificari semnificative In compozitia
chimica si caracteristicile fizico-chimice ale apei. Aceastea influenteazd comunitatea
microorganismelor din ecosistemul acvatic antropizat, avand efecte directe asupra ciclurilor
biogeochimice.

In prezent nu existd un sistem universal acceptat pentru clasificarea apei ca fiind
poluatd sau nepoluata. Exista sisteme normative care clasifica apa in mai multe clase de
calitate, permitand utilizarea apei in anumite tipuri de activititi. In acest studiu, probele de
apa investigate au fost Incadrate in categoriile de apa poluata sau nepoluatd, prin raportare
la valorile parametrilor fizico-chimici si microbiologici stabiliti pentru calitatea apei potabile
furnizate sistemelor socio-economice (standardul APHA, 1998; Lazdr si colab., 2014;
Bernasconi si colab., 2003; Janelidze si colab., 2011) din zona investigata.

Diversitatea microbiologicd a unui ecosistem acvatic este esentiald pentru
functionarea acestuia in ceea ce priveste fluxul de materie, energie, informatii si cicluri
biogeochimice (Azam si colab., 1983). Totodata, modificarile fizico-chimice ale
ecosistemului se reflectd in activitatea microbiologica a acestuia.

Tinand cont de faptul ca rezervele de apa sunt fundamentale pentru activitatile umane
zilnice, iar cunoasterea structurii lor (micro)biologice si chimice este de o importantd
deosebita pentru evaluarea calitatii acesteia, studiile coroborate asupra componentei chimice

si microbiologice a apelor sunt esentiale pentru caracterizarea calitatii acestora.



Termenul sau notiunea de poluare, cu Inteles lingvistic ca transformarea unui mediu
normal Tn unul nociv ca urmare a prezentei unor agenti de natura chimica sau biologica are
la baza perceptiile umane arbitrare in functie de un anumit grad de toleranta al modificarii.
O definitie sugestiva a acestei notiuni poate fi consideratd cea propusa de Lynn Margulis
care aratd ca ,,poluarea este un amestec de ignoranta si de aroganta din partea unei fiinte care
s-a autodefinit ca fiind Homo sapiens si superioara altor fiinte, fatd de mediul Inconjurétor”.
Termenul a patruns in limbajul curent al factorilor politici decidenti, fapt ce a condus la un
interes sporit n ultima perioada pentru cercetari in acest domeniu.

In aceasti lucrare de doctorat au fost cercetate doud sectoare ale raului Pasirea (Podul
Dimieni si Barajul Tunari) situate in vecinatatea unor unitati economice esentiale pentru
desfasurarea activitatilor cotidiene, dar si a unei comunitdti umane puternic dezvoltate, cu
un impact antropogenic semnificativ. Prezentul studiu a fost orientat in principal spre
investigarea sectorului neamenajat al raului Pasarea, cuprins intre podul Dimieni si barajul
Tunari, zone stabilite si ca puncte de prelevare a probelor pe raza localitatii Tunari, din
judetul Ilfov, situate in proximitatea unor agenti economici de importanta nationala, dar si a
unor complexe rezidentiale construite in ultima perioada de timp.

Investigatiile derulate pe parcursul a patru sezoane au venit In continuarea unui
studiu derulat anterior, la solicitarea Administratiei Nationale Apele Romane, privind
mortalitatea piscicold ridicata in acest sector si au contribuit la fundamentarea stiintifica a
fenomenului ecologic negativ consemnat. Studiile acestei cercetari au fost orientate spre
evidentierea compozitiei chimice a sectorului de apa, a parametrilor fizico-chimici care 1l
pot defini si a comunitatilor microbiene care se dezvoltd in apa acestui rau, precum si a unor
metabolifi extracelulari ai acestora cu potential In modelarea biologica a calitdtii raului
Pasarea, in contextul unor amenajari in aval pentru exploatdri piscicole care livreaza
produsele 1n piata de consum.

Aceastd tezd de doctorat este structuratd in doud parti, prima parte cuprinde date
geografice si economice despre ecosistemul raului Pasarea si zonele adiacente, apele uzate
captate de raul Pasarea. Urmatorul capitol vizeaza date cu privire la principalii factori care
influenteazd dinamica ecosistemelor acvatice, in principal rauri/ape curgdtoare si rolul
microorganismelor in ciclurile biogeochimice ale carbonului, azotului si sulfului si rolul
enzimelor extracelulare in cadrul acestora. In al treilea capitol este abordati poluarea
ecosistemelor acvatice din punct de vedere microbiologic. Contributiile originale sunt
descrise Tn urmatoarele 5 capitole, incepand cu scopul si obiectivele acestei teze, urmata de

descrierea materialelor si metodelor si a celor 4 studii ce au fondat prezenta cercetare, in
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cadrul carora au fost vizate caracterizarea parametrilor fizico-chimici, rolul
microorganismelor implicate in ciclurile biogeochimice ale raului Pasarea, izolarea si
caracterizarea morfofunctionald a microorganismelor din raul Paséarea si impactul poluarii
asupra unor grupe de microorganisme din raul Pasarea. La final, sunt prezentate concluziile
si perspectivele, lucrarea fiind insotitd si de o anexa cu figuri, bibliografia si lista cu

lucrarile/articolele 1n cadrul carora au fost diseminate rezultatele din prezenta lucrare.



I. DATE BIOGEOGRAFICE SI BIOECONOMICE ALE ECOSISTEMULUI
RAULUI PASAREA

I.1. Raul Pasarea si incadrarea sa in bazinul hidrografic de campie
Bucuresti — llfov

Réul Pasarea, afluent al Dambovitei, izvoraste din Padurea Otopeni si traverseaza
localitatile Tunari, Afumati, Ganeasa, Branesti si Fundeni, inainte de a se varsa in Dambovita
(Cocos, 2006). Cu un debit mediu anual sub 1 m?/s, a fost amenajat un baraj (Tunari II)
pentru a reglementa debitul si a preveni inundatiile. Raul are un afluent, Sindrilita, si

dreneaza o suprafatd de 254 km? (Cocos, 2006).

I.3. Aspecte demografice si economice in bazinul raului Pasirea ca surse potentiale de
poluare

Comunele traversate de raul Pasarea au populatii variind intre 6.300 (Tunari) si 9.400
(Branesti) de locuitori (Planul Judetean de Analiza si Acoperire a Riscurilor, Comitetul
Judetean pentru situatii de urgenta Ilfov, 2021). Comuna Tunari se afld In apropierea
Aeroportului International Henri Coanda, iar judetul Ilfov este industrializat cu agenti
economici activi in diverse domenii (Cepoiu, 2007). Activitatile umane influenteaza in mod
direct sau indirect cursul si calitatea apei, impactand in mod negativ sdnatatea ecosistemului
acvatic al raului Pasarea, conform Raportului de cercetare nr. 471/27/02.2019 al Institutului
de Biologie din Bucuresti, din cadrul Academiei Romane, realizat la solicitarea
Administratiei Nationale ,,Apele Romane", Administratia Bazinald de Apa Arges Vedea si
Sistemul de Gospodarire a Apelor IIfov-Bucuresti. Raul Pasarea a fost incadrat la clasa a I'V-
a de calitate pentru ionul amoniu, iar lacul Moara Domneasca a aratat valori ridicate de
amoniu si azotiti, indicand o eutrofizare severa si prezenta pesticidelor (Raport de cercetare
nr. 471/27/02.2019, Institutul de Biologie din Bucuresti, Academia Roméana; Sandu si colab.,
2023).



II. STRUCTURA SI DINAMICA MICROORGANISMELOR IN ECOSISTEMELE
ACVATICE

I1.1. Aspecte generale ale mediilor acvatice

Mediile acvatice, incluzand apele dulci si sarate, sunt ecosisteme complexe si variate,
unde apa faciliteazd circulatia substantelor nutritive si a gazelor esentiale, sustinand o
diversitate de microorganisme care contribuie la ciclurile biogeochimice. Microorganismele
au un rol esential in productia primara si reciclarea nutrientilor, influentate de factori precum
temperatura, pH-ul si oxigenul dizolvat, care determind adaptarea si dinamica acestora.
Populatiile bacteriene din aceste ecosisteme sunt extrem de dinamice, raspunzand rapid la
schimbarile sezoniere si la disponibilitatea resurselor esentiale, cum ar fi carbonul, azotul si
fosforul (Madigan si colab., 2014). Microorganismele din mediile acvatice joaca un rol
crucial in ciclurile biogeochimice, participand activ la procese precum fotosinteza, fixarea

azotului, descompunerea materiei organice si reciclarea nutrientilor. (Lazar si colab., 2016).
I1.2. Factori ecologici (fizico-chimici) care influenteaza bacterioplanctonul

I1.2.1 Lumina

Intensitatea si durata luminii influenteaza direct productivitatea acestora, in timp ce
lumina UV poate afecta negativ bacteriile prin daune la nivelul ADN-ului. in zonele adanci,
unde lumina patrunde mai putin, predomina bacteriile heterotrofe, adaptate conditiilor de

intuneric (Pommier si colab., 2007).

11.2.2 Temperatura

Temperatura apei influenteaza rata metabolica si activitatea de descompunere a
bacteriilor planctonice, cu temperaturi extreme care pot inhiba activitatea acestora si
modifica structura comunitatilor bacteriene, de la psihrofile la mezofile (Kirchman si colab.,

2008).

11.2.3 Turbiditatea

Turbiditatea, influentatad de sestonul aflat in suspensie, afecteaza microorganismele
acvatice prin modularea sedimentarii, iar in mediile oligotrofe, cum sunt lacurile si raurile,
cantitatea de seston este n general scazutd (Riigner, 2013). Turbiditatea influenteaza

patrunderea luminii in apa, afectdnd adancimea fotosintezei pentru microorganisme si, prin
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particulele organice in suspensie, ofera suport pentru aderarea microorganismelor, facilitand

deplasarea si degradarea materiei organice (Rusanescu, 2011; Ardelean, 2012).

11.2.4 Gazele dizolvate si valoarea pH

Gazele dizolvate, precum CO, Oz si N2, joacd un rol crucial in ecosistemele acvatice,
sustindnd procese esentiale precum fotosinteza, respiratia si ciclurile biochimice (David
Sigee, 2005). CO2 provine din atmosfera si respiratia organismelor, fiind indispensabil

fotosintezei, respiratiei si bacteriilor aerobe.

Un alt factor fizico-chimic crucial este pH-ul care afecteaza bacterioplanctonul.
Majoritatea bacteriilor acvatice prefera un mediu cu pH neutru sau usor alcalin. Schimbarile
de pH pot afecta direct structura membranelor celulare bacteriene si functiile enzimatice,
influentand astfel cresterea si supravietuirea bacteriilor (Rappé si Giovannoni, 2003). in
mediile acvatice acide, anumite specii bacteriene acidofile pot deveni dominante, in timp ce

in mediile alcaline, speciile alcalofile sunt mai bine adaptate (Zwart si colab., 2002).

I1.2.5 Compozitia ionica

Salinitatea si compozitia ionica diferentiazd mediile acvatice dulci si marine,
determindnd tipurile de microorganisme care le pot popula, desi putine specii pot supravietui
in ambele (Zarnea si colab., 1994; Enache si colab., 2004). Apele oceanice au o salinitate
medie de 3,5%, iar valori extreme, ca in Marea Moarta, pot ajunge la 340 g/l de saruri
(Zarnea si colab., 1994). Variabilitatea salinitatii influenteaza activitatea si diversitatea
bacteriilor, bacteriile halofile preferand salinitatea ridicata, in timp ce bacteriile dulcicole
prefera salinitatea scdzuta, schimbadrile rapide pot provoca stres osmotic (Enache si colab.,
2007; Logares si colab., 2009) si afecteazd interactiunile bacteriene, precum competitia si

simbioza (Mou si colab., 2008).

I1.2.6 Curentii si viteza de curgere

Curentii din bazinele acvatice influenteazd semnificativ microbiota, facilitind
transportul nutrientilor, distributia uniformd a microorganismelor si oxigenarea straturilor
adanci, esentiald pentru dezvoltarea ecologica. Acestia apar atat In ape curgdtoare, cat si in
ape statatoare, fiind generati de factori precum gravitatia si diferentele de temperaturd si

nivel (Mihaescu, 2000; Zarnea, 1994).
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I1.3 Microorganismele din rauri

Microbiota apelor curgdtoare include o varietate de bacterii, ciuperci, protozoare si
virusuri, esentiale pentru echilibrul ecologic prin ciclul nutrientilor, descompunerea materiei
organice si eliminarea poluantilor. Factori precum temperatura, pH-ul si oxigenul,
influenteaza diversitatea acestora, iar activitatile antropice pot perturba acest echilibru (Ruiz-
Gonzalez si colab., 2015; Hossain si colab., 2021). Genuri de bacterii precum Pseudomonas,
Bacillus, Escherichia, Microcystis, Clostridium, Acinetobacter si Vibrio joaca roluri
specifice in procesele de descompunere, bioremediere si mentinerea calitdtii apei.
Monitorizarea acestor comunitati bacteriene este cruciald pentru protejarea sanatatii publice

si gestionarea sustenabila a apelor (Pepper si Gerba, 2015; Towner, 2009).

I1.4 Rolul microorganismelor in functionarea ecosistemelor

Microorganismele, esentiale pentru echilibrul ecologic, sustin procesele vitale ale
ecosistemelor prin ciclul nutrientilor si descompunerea materiei organice (Zarnea, 1994;
Lazar si colab., 2016). Apele curgdtoare prezintd o diversitate microbiand dinamica,
influentatd de factorii fizico-chimici, bazinul hidrografic si impactul antropic, cum ar fi
deversdrile industriale si agricole (Krause si colab., 2022; Sinton si colab., 1993). Cresterea
microorganismelor depinde de nutrientii din apa, iar in conditii de poluare organica,
populatiile microbiene pot accelera procesele ecologice, afectand echilibrul biogeochimic
(Lazar si colab., 2017). Bacteriile, adaptabile si versatile metabolic, utilizeaza diverse
substraturi, contribuind la reciclarea nutrientilor si mentindnd stabilitatea ecosistemelor

(Coyte st colab., 2015; Omelon, 2016).

11.4.1 Circuitul biogeochimic al carbonului (C)

Carbonul, element esential al materiei organice si anorganice, este fixat din atmosfera
de microorganisme autotrofe prin fotosinteza, transformandu-se In compusi organici care
sustin biomasa si, prin respiratie si descompunere, este eliberat in atmosfera, asigurand
echilibrul ciclului carbonului intre biosfera, atmosfera, hidrosfera si litosfera (Zarnea, 1984;

Ardelean, 2011; Lazar si colab., 2017).

I1.4.2. Circuitul biogeochimic al azotului (N)
Azotul, esential pentru sinteza proteinelor si acizilor nucleici, este transformat din
forma sa atmosferica (N2) in forme accesibile organismelor prin procese de fixare, realizate

de microorganisme simbiotice, precum Rhizobium, urmate de amonificare, nitrificare si
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denitrificare, care mentin echilibrul azotului in sol si ecosisteme acvatice (Ardelean, 2012;

McCabe, 2011; Krause si colab., 2022;).

11.4.3. Circuitul biogeochimic al sulfului (S)

Sulful, esential pentru viatd, circuld in naturd prin procese microbiene de
mineralizare, oxidare si reducere, transformandu-se intre forme organice si anorganice;
bacteriile descompun compusi organici, oxidizeazd sulful la sulfati si reduc sulfatii la
hidrogen sulfurat, mentinand echilibrul ecologic si sustinand reciclarea nutrientilor (Azam

si colab., 1983; Lazar si colab., 2017).

I1.5. Enzime microbiene extracelulare

Enzimele extracelulare bacteriene, reglate de conditiile de mediu, joaca un rol
esential In descompunerea materiei organice, mineralizarea nutrientilor si detoxifierea
poluantilor in ecosistemele acvatice, iar activitatea lor este folositd ca indicator al calitatii

apei si al impactului poludrii (Ruginescu si colab., 2020; Cojocaru si colab., 2007).
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III. ASPECTE MICROBIOLOGICE PRIVIND POLUAREA ECOSISTEMELOR
ACVATICE

Monitorizarea calitatii apei, bazatd pe evaludri fizice, chimice, biologice si
microbiologice, oferd date esentiale pentru gestionarea resurselor acvatice si evaluarea
impactului activitatilor umane (Fey si colab., 2004; Straub si Chandler, 2003). Sursele de
poluare variaza de la scurgeri agricole cu pesticide si ingrasaminte la evacuari industriale si
urbane, fiecare contribuind la acumularea de metale grele, poluanti organici si microplastice
(Liu si colab., 2024). Aceste procese sunt influentate si de schimbdrile climatice, care
redistribuie poluantii prin inundatii si precipitatii crescute (Thanigaivel si colab., 2023). in
ansamblu, evaluarea si clasificarea tipurilor de poluare acvaticd sunt esentiale pentru

mentinerea calitdtii apei si protectia sandatétii publice (Enache si colab., 2017).
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SCOPUL SI OBIECTIVELE TEZEI

Scopul acestei teze de doctorat a constat in evaluarea gradului de poluare al raului
Pasdrea prin analiza variabilititii spatio-temporale a caracteristicilor fizico-chimice, a
compozitiei chimice si microbiologice monitorizate in doud sectoare ale acestui rau, si

anume Barajul Tunari si Podul Dimieni, pe parcursul a patru sezoane.
Principalele obiective ale prezentei teze de doctorat au fost:

» Determinarea in situ a parametrilor fizico-chimici ai probelor de apa, colectate de la
Barajul Tunari si Podul Dimieni, pe parcursul a patru sezoane consecutive

» Identificarea variatiei sezoniere a compozitiei chimice a probelor de apa in cele doua
puncte de prelevare prin analize XRF (spectrometru cu fluorescentd cu raze X)

» Determinarea profilului microbiologic al probelor de apa colectate la Barajul Tunari
st Podul Dimieni de-a lungul celor patru sezoane, ale principalelor grupe de
microorganisme implicate in circuitele carbonului (microorganisme heterotrofe),
sulfului (bacterii sulfat-reducatoare), azotului (bacterii amonificatoare, nitrit-bacterii,
nitrat-bacterii, bacterii denitrificatoare) si a grupele indicatoare de poluare (bacterii
coliforme totale, bacterii coliforme fecale, streptococi fecali)

» lzolarea si identificarea taxonomica pe baza secventei genei 16S ARNr a unor tulpini
bacteriene din raul Pasarea

» Caracterizarea functionald a tulpinilor bacteriene izolate in vederea evaluarii
capacitatii acestora de a sintetiza enzime cu potential degradativ al macromoleculelor
din compozitia chimica complexa a ecosistemului acvatic poluat

» Evaluarea gradului de poluare chimica si microbiologica al raului Pasarea

15



IV. MATERIALE SI METODE

IV.1 Zonele de studiu si prelevarea probelor

Probele de apa analizate au fost prelevate din raul Pasarea, in zona localitatii Tunari,
judetul Ilfov, din doud puncte de prelevare, respectiv Podul Dimieni (4405524.9"N,
27014'34.4"E) si Barajul Tunari (44054'73.7"N, 2601623.0"E).

Prelevarile au fost efectuate sezonier, in perioada de vard (iulie), toamna
(noiembrie), iarna (februarie) in anul 2020 si de primavara (aprilie) in anul 2021. Probele de
apa au fost colectate in recipiente de sticld transparenta, sterile, de 500 ml si pastrate la o

temperaturd de 4°C pe parcursul transportului la laboratorul pentru analize.

IV.2. Determinarea parametrilor fizico-chimici ai apei

Adéincimea si transparenta apei, in punctele de prelevare, au fost determinate
utilizand discul Secchi (Hach, SUA).

Parametrii fizico-chimici ai apei au fost masurati in situ, in fiecare punct de prelevare
de pe raul Pasdrea, folosind multiparametrul HI 9828 (Hanna Instruments) pentru
determinarea valorilor de turbiditate (NTU), potentialul oxido-reducator - ORP (mV),
saturatia Tn oxigen-OD(%), salinitatea apei (PSU), materiile In suspensie/total solide
dizolvate — TDS (ppm), conductivitatea (uS/cm), oxigenul total dizolvat (mg O/L),
temperatura apei (°C) si valoarea pH.

Compozitia chimicd a probelor de apa a fost determinata pe baza unei metode
semicantitative prin analiza XRF (spectrometrie cu fluorescentd cu raze X) utilizand
spectrometrul XRF ZSX100e Supermini (Rigaku Corporation, Japonia) (Neagu si colab.,
2014; 2021).

IV.3. Analize statistice
Prelucrarea statistica a datelor fizico-chimice a fost realizata cu ajutorul testului t-
student. Reprezentarea graficd a fost realizatd utilizdnd programul GraphPad Prism5

(https://www.graphpad.com/).

IV.4. Evidentierea microorganismelor implicate in ciclurile biogeochimice
Determinarea bacteriilor implicate in circuitele biogeochimice ale carbonului,

sulfului si azotului precum (microorganisme heterotrofe aerobe, bacterii sulfat-reducatoare,

bacterii amonificatoare, bacterii nitrificatoare, bacterii nitratoare si bacterii denitrificatoare)

precum si a bacteriilor indicatoare de poluare (bacterii coliforme fecale, coliforme totale si
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a streptococi fecali) a fost realizata prin cultivarea pe medii selective specifice, solide sau
lichide (mediu bulion nutritiv solid, Postgate, WanNiell, Pochon, mediu cu agar nitrat, mediu
denitrificatori, Levine agarizat, mediu cu azida de sodiu) din probe si dilutiile zecimale ale
acestora. Substantele si reactivii utilizati au provenit de la firmele Sigma-Aldrich (Germania)
si Merck (Germania). (standardul APHA, 1998; Lucaci si colab., 2019; Neagu si colab.,
2021).

IV. 6. Coloratia Gram

Coloratia Gram (Helebian si colab., 1981; Lucaci si colab., 2019) a tulpinilor
obtinute a fost realizatd asupra culturilor rezultate utilizand kitul de la firmele Sigma-Aldrich
si Merck, Germania. Pentru confirmarea rezultatelor coloratiei Gram, a fost utilizat
suplimentar si testul Kovacki care consta in aplicarea unei solutii cu KOH 3%. (Lucaci si

colab., 2019; Azhar si colab., 2014).
IV.7. Determinarea activitatilor enzimatice

IV.7.1. Catalaza si oxidaza

Producerea de catalaza a fost pusa in evidentd utilizdnd kitul Catalase Assay Kit de
la firma Merck, Germania, pe baza reactiei unei culturi bacteriene in mediul lichid la solutia
de peroxid de oxigen (H202) 3%. (Steel, 1961; Azhar si colab., 2014).

Testul oxidazei se bazeaza pe oxidarea fenilendiamininei la indofenol in prezenta
citocrom - oxidazei din cultura bacteriana, in mediul lichid, utilizand kitul Oxidaza Bactident

de la firma Merck, Germania (Steel, 1961; Shields si colab., 2010).

IV.7.2. Activitati hidrolazice

Determindrile calitative si semi-cantitative ale activitdtilor enzimatice hidrolazice
(amilaze, proteaze, celulaze, esteraze si gelatinaze) pentru tulpinile bacteriene izolate au fost
efectuate prin metoda cultivarii in placd sau in mediul lichid (pentru evidentierea prezentei
gelatinazei) (standardul APHA, 1998; Lazér si colab., 2014;) utilizand medii de cultura
specifice (Tabel IV.2) care contin substratul corespunzator tipului de hidrolaza investigata,
incubate ulterior la 28° C , timp de 48 ore (Standardul APHA, 1998; Lazar si colab., 2014;).

Rezultatele au fost exprimate calitativ (prezenta activitdtii) pe baza aparitiei unui
halou de liza a substratului Tn mediul de culturd solid, si semi-cantitativ ca niveluri de
activitati enzimatice (LEA) pe baza diametrului zonei de hidroliza (in milimetri), din care a

fost scazut diametrul spotului de cultura. (Enache si colab., 1999; Ruginescu si colab., 2020).
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IV.8. Extractia ADN genomic, amplificarea PCR si secventierea genei 16S ARNr

Un numar de 20 de tulpini bacteriene au fost selectate in vederea identificarii la nivel
de gen/specie prin metode moleculare. Acestea au implicat: extractia ADN-ului genomic,
amplificarea in vitro prin tehnica PCR a genei ce codifica pentru ARNr 16S, secventializarea
ampliconilor, secventele ADN au fost analizate raportat la cele din bazele de date NCBI

folosind algoritmul BLASTN (BLAST: Basic Local Alignment Search Tool).

Arborii filogenetici au fost construiti utilizdnd programul MEGA X, aplicat asupra
alinierilor multiple obtinute utilizand algoritmul CLUSTALW (https: // www .megasoftware

.net).

IV.10. Evaluarea gradului de poluare al apei

Evaluarea gradului de poluare fizico-chimica a fost realizatd pe baza valorilor de pH,
a concentratiei oxigenului dizolvat (DO) si a continutului procentual de oxigen (DO%) al
apei, In conformitate cu prevederile Ordinului 161/2006 emis de Ministerul Mediului si
Gospodaririi Apelor.

Gradul de poluare organica cu microorganisme heterotrofe, bacterii amonificatoare,
sulfat-reducatoare, bacterii denitrificatoare si al poludrii fecale cu coliformi totali si
coliformi fecali, determinat in acest studiu, a fost evaluat in functie de concentratia
microbiand a diferitelor tipuri de microorganisme, incadrandu-se in 5 clase de poluare
conform intervalelor crescatoare ale continutului acestora n apa (Kohl, 1975; Lazar si

colab., 2015; Ardelean si colab., 2011; UE-Expert 2000/60/CE).
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V. DETEMINAREA VARIATIEI SEZONIERE A PARAMETRILOR FIZICO-
CHIMICI SI A COMPOZITIEI CHIMICE A RAULUI PASAREA

V.1. Parametrii fizico-chimici ai raului Pasirea

RAaul Pasarea este un ecosistem dinamic caracterizat prin parametri fizico-chimici
care fluctueaza sezonier, in functie de conditiile atmosferice, precum precipitatiile si
intensitatea radiatiei solare, precum si de impactul antropic (Ojovan, Podosu si colab., 2021).
Acesti parametri au fost monitorizati de-a lungul celor patru sezoane (in doud puncte de
prelevare, respectiv Podul Dimieni si Barajul Tunari).

Pod Dimieni

Variatia sezonierd a parametrilor fizico-chimici ai apei, inregistrati la punctul de
prelevare Podul Dimieni al raului Pasérea, Tn cele patru sezoane (Tabel V.1), a indicat o

alternanta a valorilor acestora atat dependente cét si independente de impactul antropic.

Tabel V.1. Variatia sezoniera a parametrilor fizico-chimici ai apei inregistrati la punctul de
prelevare Podul Dimieni al raului Pasdrea in cele patru sezoane (valorile medii).

PODUL DIMIENI
Parametri fizico- Valoare medie
chimici anuali (+ deviatia
2020 2021 standard)
Sezon (luna) Vara Toamna larna Primavara
(iulie) (noiembrie) (februarie) (aprilie)
Temperatura (°C) 28,6 11 6,7 10,4 14,2+9,8
pH 8,4 8,2 6,8 7,4 7,7+0,7
Solide in
suspensie/ TDS
(ppm) 345 510 468 396 429,75+ 73,5
Conductivitate
(uS/cm) 691 1023 936 792 860,5 + 147,7
ORP (mV) 52,8 -293 43,4 -70 -66,7 + 160
DO (mg O/L) 4,7 0 0 13,5 4,54 +6,3
DO (%) 62,2 0 0 83,5 36,42 + 42,9
Turbiditate (NTU) 16,7 36,6 29,3 22 26,1 +8,6
Transparenta
(cm) 30 30 40 40 355
Salinitate (PSU) 0,3 0,51 0,4 0,4 04+0

In zona podului Dimieni, misuratorile sezoniere ale calititii apei au relevat diferente
notabile, valorile de pH au variat de la 6,82 iarna la 8,44 vara, indicand un mediu usor alcalin.
Concentratiile solidelor dizolvate au fost mai mari decat in alte ruri din Roméania si au
prezentat o medie de 429,7 ppm, reflectind aportul de materie organica exogena.
Conductivitatea electrica a apei a inregistrat valori ridicate, sugerand un grad de mineralizare

semnificativ, Tn special toamna (1023 uS/cm). Valorile oxigenului dizolvat au fost 0 mg/L
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toamna si iarna, indicdnd anoxie si poluare organica, iar transparenta a scazut in sezoanele
calde din cauza incarcdrii cu sedimente si alge. Salinitatea a rdmas scazuta, specifica apelor
dulci, similar altor rauri din Romania.
Barajul Tunari

Tn cazul probelor de apa colectate de la Barajul Tunari, valorile parametrilor fizico-
chimici au indicat de asemenea, variatii sezoniere (Tabel V.2).

Tabel V.2. Variatia sezoniera (valorile medii) a parametrilor fizico-chimici inregistrati la
punctul de prelevare Barajul Tunari al raului Pasarea in cele patru sezoane

BARAJUL TUNARI
Parametri fizico-chimici Valoare medie anuala
2020 2021 ( deviatia standard)
Sezon (luna) Vara Toamna larna Primavara
(iulie) | (noiembrie) (februarie) (aprilie)
Temperatura (°C) 28,6 11,6 3,8 12,5 14,1+104
pH 8,2 9,1 9,5 8,9 89+05
Solide in suspensie/ TDS 354 385 454 445 4095 + 48
(Ppm)
Conductivitate (uS/cm) 707 771 909 890 819,2 + 96,5
ORP (mV) 12,8 -92 -66,7 35 -27,7£61
DO (mg O2/L) 1,8 2,8 1,2 8,6 3,6 +3,3
DO (%) 23 25 9,2 70,6 31,9 £ 26,7
Turbiditate (NTU) 6,8 21,5 16 25,5 17,4+ 8,0
Transparenti 90 30 40 40 50+23,45
Salinitate (PSU) 0,3 0,3 0,4 0,4 040

La Barajul Tunari, masuratorile sezoniere ale calitatii apei au indicat variatii

semnificative, pH-ul a fost usor alcalin, depasind usor limitele admise in sezoanele reci, cu
0 medie de 8,9.

Concentratia de solide dizolvate a fost constant ridicata (409,5 ppm medie anuald),
iar conductivitatea electrica, indicAnd mineralizarea, a variat intre 707 puS/cm vara si 909
puS/cm iarna.

Oxigenul dizolvat a fost scazut, intre 1,2 mg/l (iarna) si 8,6 mg/l (primavara), iar
saturatia in oxigen a aratat valori minime in majoritatea sezoanelor, indicand dificultati de
oxigenare.

Valorile turbiditatii au fost cuprinse intre 6,8 NTU vara si 25,5 NTU primavara, iar
transparenta ridicatd in sezonul de vara a sugerat o apa relativ clara.

Transparenta apei la Barajul Tunari variaza sezonier, scdzand la 30 cm toamna din
cauza precipitatiilor care cresc materiile Tn suspensie, si ajungind la 40 cm iarna si

primavara, cand activitatea biologica scade si sedimentele se stabilizeaza. Media anuala a
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transparentei este de 50 cm, dar cu o deviatie mare, reflectdnd influenta factorilor de mediu
sezonieri.

Salinitatea apei a rdmas relativ constanta intre 0,3 si 0,5 PSU pe tot parcursul anului,
fiind putin mai ridicata decat valorile raului Dambovita, dar sub cele ale raului Diyala din

Irak (Ionita si colab., 2023; Al-Samawi si colab., 2016).

V 1.2. Variatiile spatio-temporale ale parametrilor fizico-chimici ai raului Pasarea
Reprezentarile comparative ale parametrilor fizico-chimici ai apei din raul Pasarea
au evidentiat variatii Semnificative spatio-temporale intre ecosistemele specifice fiecarui
sector, cat si sezonier. In particular, aceste diferente au vizat turbiditatea, conductivitatea si
concentratia oxigenului dizolvat din apa. Nu au fost observate diferente semnificative intre

punctele de prelevare pentru salinitate, temperatura si rezistivitate.

V.2. Compozitia chimica a probelor de apa din raul Pasarea

Analizele XRF ale probelor de apa din cele doua sectoare ale raului Pasarea, Podul
Dimieni si Barajul Tunari, au evidentiat 0 compozitie sezoniera variabila a ionilor metalici
si nemetalici, inclusiv a unor elemente care fac parte din grupele de lantanide (Tabel V.4 si
Tabel V.5).

Compozitia chimicd a raului Pasdrea a ardtat variatii sezoniere si diferente intre
sectoarele de prelevare, cu prezenta unor oxizi de metale rare precum bariul, ceriul,
germaniul si terbiul, sugerdnd poluare antropicd si un aport exogen de poluanti. Cea mai
mare concentratie a fost inregistratd pentru BaO (73%-80% masd) iarna la Barajul Tunari,
iar oxizii TiO: si CeO: au avut procente ridicate in vara si primavara. Elementele toxice
Sm20s, Gd20s si TiO: au fost prezente In concentratii ridicate, cu riscuri ecologice si pentru
sandtate. La Podul Dimieni, SiO: a fost constant ridicat, iar oxizii de Sm si Lu au prezentat
variatii sezoniere notabile, indicand necesitatea unei monitorizari continue pentru protejarea

acestui ecosistem.
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Figura V.21. Distributia spatio-temporala a compusilor chimici in apa raului Pasarea.
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VI. CARACTERIZAREA SPATIO-TEMPORALA A COMUNITATILOR
MICROBIENE DIN RAUL PASAREA

VI.1 Microorganisme implicate in ciclurile biogeochimice ale carbonului, sulfului si

azotului

VI.1.1. Bacterii heterotrofe (ciclul carbonului)

Tn acord cu noul sistem de clasificare propus de Uniunea Europeani ,,Indicatori
bacteriologici pentru calitatea apelor de suprafata”, numarul de colonii bacteriene heterotrofe
corelat cu cinci clase de calitate, indica poluarea de natura organica (Lazar si colab., 2015).

Abundenta si morfologia coloniilor microbiene corespunzatoare sezoanelor de vard,
toamna si primavara, la Podul Dimieni si sezonului de iarna, la Barajul Tunari, ilustreaza

variatii ale comunitatilor microbiene din raul Pasarea in functie de anotimp si de punct de

prelevare (Figura VI.1).

Figura VI.1. Evidentierea microorganismelor heterotrofe izolate din probele de apa, din punctele de prelevare
Podul Dimieni (P1) Barajul Tunari (P2) in diferite sezoane.

Tn cazul Podului Dimieni, densitatea microorganismelor heterotrofe a variat intre 3,2
x 10° (vara) si 4,5 x 10* (primavara) (Tabel VI.1). Pentru proba din Barajul Tunari, cel mai
mare numir de UFC/ml a fost evidentiat in proba prelevati in sezonul de iarnd, 1,7 x 10° si

a inregistrat o scidere in sezonul de primivari, respectiv 1,4x10? UFC /ml (Tabel VI1.1).
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Tabel VI.1. Densitatea sezoniera a microorganismelor heterotrofe aerobe din doua puncte
de prelevare ale raului Pasarea. Pod Dimieni (PD); Baraj Tunari (BT)

Sezon Sector de Densitate microorganisme heterotrofe
prelevare Valoare medie (+ deviatia standard) (UFC/ml)
Vara PD (3,2+0,22)x 10°
(tulie 2020) BT 50+0,75 x 10°
Toamna PD 3,8+ 0,40x 10°
(noiembrie 2020) BT 125 10X 10°
Tarna PD 9,9 +£0,50 x 10*
(februarie 2021) BT 17030 x 10°
Primivara PD 4,5+ 0,30 x 10*
(aprilic 2021) BT 1,4 0,10 x 102

VI.1.2. Bacterii implicate in ciclul biogeochimic al sulfului
Bacterii sulfat-reducatoare

Tn acest studiu privind raul Pasirea, prezenta bacteriilor sulfat-reducatoare a fost
evidentiata prin precipitarea fierului in diferite sezoane, in ambele puncte de prelevare
(Figura V1.4).

'
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Figura V1.4. Evidentierea bacteriilor sulfat-reducatoare in probele de apa colectate la Podul
Dimieni (PD) si Barajul Tunari (BT).
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Tabel V1.2. Densitatea bacteriilor sulfat-reducatoare din punctele de prelevare ale raului
Pasarea, Pod Dimieni (PD) si Barajul Tunari (BT) in cele patru sezoane

Sezon Punct de Densitate bacterii sulfat-reducatoare
prelevare (celule/ml)
Vara PD 22,5x 10°
(iulie 2020) BT 55x10°
Toamna PD 4,75 x 10°
(noiembrie 2020) BT 175x 107
Iarna PD 7,5 x 10°
(februarie 2021) BT 55x 107
Primivara PD 5,75 x 107
(aprilie 2021) BT 475 107

Acest grup de microorganisme a fost evidentiat pe parcursul celor patru sezoane in
ambele sectoare ale raului Pasarea (Tabel VI.2). Continutul ridicat de bacterii sulfat-
reducitoare, inregistrat in probele de api din zona Podului Dimieni, cu maxim (5,75x10’
celule/ml) atins in perioada de primdvard (Tabel V1.2, Figura VL.5) sugereaza o activitate
anaeroba ridicata pentru degradarea materiei organice.

Pentru punctul de prelevare de la Barajul Tunari, numarul cel mai ridicat de bacterii
sulfat-reducitoare a fost inregistrat in sezonul de iarni (5,5x10" celule/ml), cu o scidere
importanti in timpul verii (5,5x10* celule/ml) si o prezentd diminuati primivara si toamna
(4,75x102 celule/ml) (Figura V1.5, Tabel VI.2).

VI1.1.3. Bacterii implicate in ciclul biogeochimic al azotului

Pentru evaluarea comunitatilor microbiene implicate in ciclul biogeochimic al
azotului au fost cuantificate grupele bacteriene amonificatoare, nitrificatoare, nitratoare si
denitrificatoare, din cele doua puncte de prelevare ale raului Pasarea, pe parcursul a patru

sezoane consecutive.
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. Tabel V1.3. Densitatea sezoniera a grupelor de bacterii implicate in ciclul biogeochimic al

azotului, in punctele de prelevare Pod Dimieni (PD) si Baraj Tunari (BT) ale raului Pasarea

Punct de Densitate bacterii | Densitate nitrit- | Densitate nitrat- | Densitate bacterii
Sezon prelevare amonificatoare bacterii bacterii denitrificatoare
(celule/ml) (celule/ml) (celule/ml) (celule/ml)
Vara PD 0 0 0 3x10
(iulie 2020) BT 0 0.8 1,18 2.2x 10°
Toamna PD 0 1,4 0 2,2x10%
(noiembrie 5
2020) BT 0 3x10 0 0
larna PD 2,8 x 10* 1,8x 10 0 2.2x 10
(februarie v v
2021) BT 2,8x 10 1,8x 10 0 2,2x 10
Primavara PD 2,8x10° 8x10 0 0
(aprilie 3
2021) BT 3,0x10 5 0 0

Continutul relativ al diferitelor grupe de microorganisme implicate in ciclul
biogeochimic al azotului, prezente in raul Pasarea, n punctele de prelevare Barajul Tunari
si Podul Dimieni, evidentiaza dominanta bacteriilor denitrificatoare in sezonul de vara, n
ambele puncte de prelevare, atat la Podul Dimieni cat si la Barajul Tunari, iar in sezonul
urmator, toamna, au predominat doar in proba de apa de la Podul Dimieni, in timp ce in
proba de la Barajul Tunari au fost majoritare bacteriile nitrificatoare. In sezonul de iarna, in
ambele puncte de prelevare, au predominat (~60%) bacteriile amonificatoare, restul de ~40%
fiind reprezentat de bacteriile denitrificatoare. In sezonul de primivarai, bacteriile
amonificatoare au fost majoritare in ambele probe din cele doud puncte de prelevare, Podul

Dimieni si Barajul Tunari.

VL.3. Distributia spatio-temporald a microorganismelor potential patogene in raul
Pasarea

Poluarea microbiana a rdului Pasarea a fost investigata prin determinarea cantitativa
a prezentei coliformilor totali, a coliformilor fecali si a streptococilor fecali, specii frecvent
asociate cu contaminarea fecal-gospodareasca a ecosistemelor (Kolarevic si colab., 2011),
in probele de apa colectate din cele doua sectoare ale raului. Continutul acestor grupe
microbiene, masurate de-a lungul celor patru sezoane, in punctele de prelevare investigate,
Podul Dimieni si Barajul Tunari, a evidentiat o variatie atat spatiala cat si temporala a

numarului de microorganisme patogene (Tabel VI.5).
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Tabel VI.5. Distributia sezoniera a grupelor de microorganisme indicatoare de poluare in

probele de apa de la Podul Dimieni (PD) si Barajul Tunari (BT).

Grupe de microorganisme patogene
ezl P:I;Ctac:.e Coliforme Coliforme Streptococi fecali
prelevare totale fecale (celule/ml)
(UFC/ml) (celule/ml)
Vara PD 2 ! !
(iulie 2020) — 3,03 x 101 2,25x 100 1,4 )(; 10
4,80x 10 2,00x 10
3 0 3
(noief;’lf;‘i“;ozo) PD 620x10 | 3.00x10 5,010
BT 0 0 0
larna PD 3 0 3
(februarie 2021) BT L85 x 102 0 2,0x 102
3,65x 10 1,4x 10
. = 3 1 2
(ap?i?;:;%rzan PD 1,80 x 10 2,5x 10 9,0x 10
P BT 0 0 0

PD-primavara

%

Figura V1.19. Evidentierea bacteriilor coliforme totale in probele de la Podul Dimieni (PD).

Distributia sezoniera a celor trei categorii de microorganisme, potential patogene, in
raul Pasarea a pus in evidenta un profil distinct al prezentei poluantilor microbieni, in cele
doua puncte de prelevare investigate. Tn acest sens, a fost identificat un continut relativ
important de coliformi totali si streptococi fecali, acumulati in zona Podului Dimieni, n
timpul sezoanelor de toamna si iarna si cu rezilienta coliformilor totali, in timpul primaverii,
in timp ce in zona Barajului Tunari, aceste doud grupe de microorganisme poluante au
prezentat un continut relativ ridicat, doar in sezonul de iarna si cu valori substantial reduse

fata de zona Barajului Dimieni.
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VII. OBTINEREA SI CARACTERIZAREA TULPINILOR BACTERIENE DIN
RAUL PASAREA

VIL.1. Izolarea si caracterizarea morfo-functionald a microorganismelor din raul
Pasarea

Dupa inocularea probelor de apa din raul Pasarea pe mediu solid, la 37°C timp de 48
h, au fost obtinute 11 colonii microbiene de la Podul Dimieni (P1) si 9 de la Barajul Tunari
(P2), cu morfologii diverse (alb mat, crem-roz, galben, etc.) si structuri variate (plat, convex,
cu margini bine delimitate), sugerand prezenta unor capsule exopolizaharidice.

Majoritatea tulpinilor (11) au fost Gram pozitive si catalaza pozitive (70%) si doar
40% fiind oxidaza pozitive. In sezonul de vara, toate bacteriile izolate au fost Gram pozitive
si catalaza pozitive, fara activitate oxidazica; iarna au predominat bacteriile Gram negative,
cu activitate oxidazica si catalazica; iar primavara izolatele au fost impartite egal, intre Gram
pozitive/negative si catalazd pozitive/negative, toate fiind oxidazd negative. Variatiile

sezoniere indicd influenta conditiilor de mediu asupra compozitiei bacteriene.

VIIL.2. Identificarea moleculara a tulpinilor bacteriene pe baza secventei genei 16S
ARNr

Afilierea taxonomica a tulpinilor izolate din raul Pasarea a fost determinata pe baza
secventei genei 16S ARNTr. Tn urma analizei BLAST (Liu si colab., 2017; Sudan si colab.,
2018) a secventelor genei 16S ARNTr obtinute, pentru cele 20 de tulpini, identificarea
taxonomica a acestora a indicat apartenenta bacteriilor izolate pe baza identitatii de secventa
>97% a majoritatii acestora, cu specii omoloage din bazele de date (Tabel V11.3). Taxonomia
acestor tulpini din raul Pasarea, a fost atribuita unui numar de 3 filumuri (Bacillota,
Pseudomonadota,  Actinomycetota), 3 clase (Bacilli, = Gammaproteobacteria,
Actinobacteria), 6 familii (Bacillaceae, Pseudomonadaceae, Aeromonadaceae,
Enterobacteriaceae, Microbacteriaceae, Dermabacteraceae) si 9 genuri (Bacillus,
Pseudomonas, Aeromonas, Enterobacter, Exiguobacterium, Yersinia, Microbacterium,

Brachybacterium si Lysinibacillus).
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Tabel VII1.3. Identificarea moleculara a tulpinilor bacteriene din raul Pasarea pe baza

secventei genei 16S ARNr

Nr.
Codul tulpinii Sezonul Specie omoloaga [numar de Identitate Originea speciei
izolate colectarii acces] (%) omoloage
Mediul acvatic-
1 Vara sediment Oceanul
P1-2(D3) Bacillus sp. [KJ812450] 99,7 Pacific
2 Iarna Pseudomonas sp. Sediment-raul Gange
P1-5(D3) [GCA_002234375] 99,67
3 Tarna Mediul acvatic-apa
P1a-5(D3) Pseudomonas sp. [1215092] 99,7 potabila
4 Tarna Mediul acvatic
P2-5(D4) Bacillus sp. [536229] 93,31
5 Iarna Mediul acvatic (apa
P2-2(D4) Aeromonas popoffii [AJ224308] 99,45 potabild)
6 larna Exiguobacterium Sediment N-E Pacific
P1-4N(D1) sp.[AY818050] 94,52
7 Primévara Enterobacter kobei Séangele unei
P1 (D1) [AJ508301.]) 98,22 persoane cu diabet
8 Primévara Aeromonas salmonicida Acvatic-somon
P2-7(D4) [LSGW00000000] 98,44 Atlantic
9 Primévara Pseudomonas aeruginosa Sol
P1-1(D3) [LN681564] 98,73
10 Primévara Aeromonas hydrophila Conserva de lapte cu
P1-1(D4) [CP000462] 97,86 miros de peste
11 Primavara Yersinia intermedia strain Urind umana
P2-8(D4 [EF179123] 98,07
12 Primévara Mediul acvatic
P2-3(D4) Bacillus sp. [536229] 97,31
13 Primavara Mediul acvatic (apa
P2 -1a(D4) Aeromonas popoffii [AJ224308] 97,28 potabild)
14 Primédvara Microbacterium marytipicum Sediment/namol
P1-5n (D1) [AM181506] 98,37 marin
15 Primévara Aeromonas australiensis Sistem de irigatii
P1-2(D4) [HE611955] 97,04
16 Primévara Brachybacterium Mediul acvatic-apa de
muris/zhongshanense acvaculturd
P1-4 (D3) [IX68013]) 97,93
17 Primévara Mediul acvatic
P2-4 (D4) Bacillus sp. [1178541] 99,65
18 Primévara Lysinibacillus macroides Excremente de vaca
P21bh(D4) [AJ628749] 97,73
19 Vara Pseudomonas psychrophila Camera frigorifica
P1-3(D4) [AB041885] 95,41 pentru alimente
20 P2-6(D4) Vara Bacillus sp. [AJ831843] 97,04 Aer

VII.3 Analiza filogenetica a tulpinilor izolate din raul Pasarea

Arborele filogenetic construit pe baza secventelor de ADNr 16S a grupat tulpinile

investigate in doua grupuri majore (clustere) raportate la gena corespunzatoare, din

Halorubrum kokurii strain BG-1 utilizata ca outgroup. Unul dintre aceste grupuri, continand
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11 tulpini din rdul Pasarea, este reprezentat de membrii familiilor Enterobacteriaceae si
Pseudomonadaceae cu tulpini apartindnd genurilor Aeromonas, Enterobacter, Yersinia si
Pseudomonas .

Al doilea cluster este constituit din membrii familiillor Bacillaceae,
Dermbacteraceae si Microbacteriaceae, grupate cu specii apartinand genurilor
Microbacterium (5N), Brachybacterium (P1-4), Exiguobacterium (4N), Lysinibacillus (P2-
1b) si Bacillus (P2-3, P2-4, P2-5, P2-6).

VIL.4. Producerea de enzime de catre izolatele bacteriene din raul Pasarea

Tulpinile bacteriene izolate din réul Pasarea au fost testate pentru producerea de
enzime hidrolitice extracelulare, prezentand un profil variabil Tn ce priveste tipul si nivelul
de activitate enzimatica. Din categoria hidrolazelor au predominat esterazele, majoritatea
tulpinilor hidrolizand un singur tip de substrat.

Patru tulpini (P2-8/D4, P21-b/D4, P1-3/D4 si P2-6/D4) nu au inregistrat nici o
activitate hidrolitica extracelulara.

Izolatul Aeromonas sp. P1-2 (D4) a fost capabil sa hidrolizeze toate cele cinci medii
suplimetate cu Tween 80, gelatind, CMC, amilaza si cazeina, indicand un potential hidrolitic
ridicat.

Tulpinile care au prezentat cele mai multe activititi enzimatice, cu Vvalorile
diametrului de hidroliza cele mai ridicate, sunt Aeromonas sp. P1-2 (D4), Pseudomonas sp.,
P1-1 (D3) si Aeromonas sp. P1-1 (D4). Aceste tulpini s-au remarcat prin activitatile lor
esterazice si carboximetilcelulazice semnificative, prezentand un potential aplicativ ridicat

pentru obtinerea de noi enzime hidrolitice bacteriene.
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VIII. IMPACTUL POLUARII ASUPRA DIVERSITAIII MICROBIENE A RAULUI
PASAREA

Evaluarea gradului de poluare microbiana a raului Pasirea a fost realizata
conform datelor obtinute privind variatia spatio-temporald a continutului microbian al raului
Pasarea, pe baza incadrarii in clasele de calitate a apei, stabilite 1a nivel european (UE-Expert
2000/60/CE).

Tabel VIIL2. incadrarea probelor de api colectate de la Podul Dimieni si Barajul Tunari ale
raului Pasarea 1n clasele de calitate a apei pentru poluarea organica

Sectorul de Vara (2020) Toamna larna Primavara
prelevare (2020) (2021) (2021)
Pod Dimieni v v I I
Barajul Tunari I I v I

Tabel VIIL3. Clasele de calitate a apei in punctul de prelevare Podul Dimieni al raului
Pasdrea pentru parametrii indicatori ai poludrii fecale

Parametru -poluare
fecala Vara (2020) Toamna (2020) larna (2021) Primavara (2021)

Coliformi I v v v

totali/100ml
Coliformi I II - 11

fecali/100ml
Streptococi v \% A% A%

fecali/100ml

Tabel VIIL.4. Clasele de calitate a apei in punctul de prelevare Barajul Tunari al raului
Pasdrea pentru parametrii indicatori ai poludrii fecale

Parametru -poluare
fecald Vara (2020) Toamna (2020) larna (2021) Primévara (2021)

Coliformi II - I -
totali/100ml

Coliformi I 1/0 1/0 1/0
fecali/100ml

Streptococi - - A% -
fecali/100ml

Studiul asupra raului Pasarea a evidentiat contaminare organica si fecald variabila,
cu sectorul de la Podul Dimieni incadrat constant in clasele III-IV de poluare, iar Barajul
Tunari prezentand fluctuatii, inclusiv un nivel critic de poluare in sezonul de iarnd (clasa a
I'V-a). Analizele microbiologice au aratat un grad crescut de contaminare cu microorganisme
indicatoare ale poludrii organice, in special iarna si primavara, cu o poluare accentuata la
Podul Dimieni, unde coliformii totali si streptococii fecali au atins niveluri ridicate. La
Barajul Tunari, poluarea fecald a fost mai redusa, dar in iarna 2021 s-au inregistrat nivele

critice de poluare cu streptococi fecali si coliformi totali.
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Impactul compozitiei chimice asupra microbiomului raului a fost observat prin
analiza unor oxizi metalici precum As20s, care a inhibat bacteriile in sezoanele reci, si BaO,
unde s-a notat o adaptare a tulpinilor bacteriene apartindnd genurilor Pseudomonas si
Bacillus. De asemenea, prezenta oxidului de ceriu sugereazd influenta activitétilor
industriale, iar tulpinile izolate indicd dezvoltarea mecanismelor de rezistentd la poluanti

toxici, inclusiv la metale rare.

32



CONCLUZIT

Studiile realizate in cadrul acestei teze de doctorat au avut ca scop caracterizarea
fizico-chimica, chimica si microbiologica a raului Pasarea in doua zone (Podul Dimieni si
Barajul Tunari) pentru a determina nivelul de poluare al raului.

Originalitatea studiului constd in determinarea variatiilor sezoniere ale profilului
fizico-chimic si chimic al sectorului de apa investigat, cauzate de impactul antropic, care se
reflectd in dinamica populatiilor microbiene si in spectrul activitatilor enzimatice ale
acestora.

Masurarea in situ a parametrilor fizico-chimici ai probelor de apa a pus in evidenta
variatii spatio-temporale de-a lungul celor patru sezoane in cele doua puncte de prelevare,
reflectdnd influente atat naturale cat si o poluare antropica de natura industriala, asupra
calitatii apei. Totodata, concentratiile ridicate ale unor oxizi metalici si prezenta elementelor
potential toxice (PTE) sugereaza poluarea semnificativa a rdului care afecteaza calitatea apei
in ambele sectoare de apa investigate.

In particular, cresterea turbiditatii si a concentratiei solidelor Tn suspensie (TDS)
observata in sezoanele de toamna si iarna la Podul Dimieni, precum si variatiile transparentei
apei la Barajul Tunari Tn sezonul de vara, reflecta schimbarile sezoniere in compozitia apei
influentate de factori climatici si antropici. Totodata, diferentele inregistrate intre cele doua
sectoare ale raului, pentru masuratori concomitente, sugereaza episoade punctuale de
poluare antropica locala.

Variatiile sezoniere semnificative ale pH-ului, potentialului oxidoreducator (ORP),
turbiditatii si implicit transparentei apei impreuna cu conductivitatea electricd, au indicat
modificari drastice ale habitatului organismelor acvatice pe parcursul celor patru sezoane,
cu posibil aport datorat poluarii chimice. De asemenea, au fost observate variatii majore ale
concentratiei de oxigen dizolvat (DO) si ale concentratiei procentuale a oxigenului (DO%),
scaderi ingrijoratoare (0mg/L, respectiv 0%/L) in sezoanele de toamna si iarnd la Podul
Dimieni.

Variatiile notabile ale acestor parametri fizico-chimici afecteaza calitatea apei si
reflectd schimbarile climatice si hidrologice sezoniere.

Pentru parametrul salinitate, valorile nu au evidentiat variatii majore spatio —
temporale, de-a lungul celor patru sezoane, ramanand relativ constant, de asemenea,
variatiile temperaturii apei au fost In acord cu influenta sezonierd, nefiind identificate

diferente majore Intre cele doud puncte de prelevare.
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Analiza chimica realizatd prin XRF a evidentiat variatii Semnificative in compozitia
chimica a probelor de apa in functie de sezon si de punctul de prelevare.

A fost identificat un numadr total de 22 de elemente/compusi chimici la Podul Dimieni
si 20 de elemente/compusi chimici sub forma de oxizi, la Barajul Tunari in cele patru sezoane
de prelevare.

Distributia spatiald a oxizilor identificati a variat sezonier, existand o prezenta
punctuald si, in unele cazuri, in cantititi importante (oxidul de titan TiO2 cu 39% masa n
proba din sezonul de vara de la Barajul Tunari, oxidul de ceriu CeO2 30% masa in sezonul
de primavara, in acelasi sector de apa, impreuna cu oxidul de neodim Nd203 cu 26,18% masa
identificat in sezonul de toamna la Barajul Tunari), peste 10% masa (oxidul de samariu
Sm20s, oxidu de lutetiu Lu20s,) peste 5% masa (oxidul de mangan MnO, oxidul de holmiu
Ho:0s, oxidul de germaniu GeO:) astfel incat a fost identificatd o influentd regionald a
compusilor apei.

De asemenea, o serie de elemente/compusi chimici sub formd de oxizi au fost
identificati fie Tn minim doud sezoane, fie In ambele sectoare ale rdului Pasdrea, in
concentratii importante, oxidul de gadoliniu 5,48% masa pana la 8,19% masa la Podul
Dimieni, oxidul de terbiu pana la 8,12% masa la Barajul Tunari, valoarea fiind cu mult
depasitd la Podul Dimieni.

Concentratii foarte ridicate (73%- 80%) de oxizi de bariu (BaO) au fost identificate
in ambele puncte de prelevare ale rului Pasarea, indicand un aport exogen de poluanti
chimici. Variatia sezoniera extrema a acestui compus n probele de apa colectate primavara
si vara, intre valori maxime si absenta sa, confirma originea antropica a acestui compus n
raul Pasarea, sugerand o poluare industriala majora.

O parte din oxizii identificati precum oxidul de titan (TiOz), oxidul de niobiu (NbO>),
oxidul de strontiu (SrO), oxidul de ceriu (CeO>) oxidul de neodim (Nd20s3), oxidul de samariu
(Sm203), oxidul de gadoliniu (Gd203) oxidul de terbiu (ThsO7), oxidul de lutetiu (Lu203) si
oxidul de holmiu (Ho20s) sunt considerati toxici pentru ecosistemele acvatice si sanatatea
umana, regasindu-se pe Lista Materiilor Prime Critice a Comisiei Europene ( https :/ /rmis
Jrc.ec.europa.eu/), prezenta acestora indicand o sursa de poluare industriald sau deversari
necontrolate.

Analizele microbiologice ale probelor de apa din raul Pasarea, ce au vizat grupele
de bacterii implicate in ciclurile biogeochimice ale carbonului, sulfului si azotului au pus in
evidenta variatii ale compozitiei microbiomului acvatic in functie de sezon si de punctul de

prelevare, precum si prezenta unor grupe de patogeni.
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Microorganismele heterotrofe au inregistrat cel mai mic numar, de ordinul 102, 1n
sezonul de primévari, la Barajul Tunari, numérul maxim de ordinul 10° fiind inregistrat in
sezonul de toamna, la Podul Dimieni si in sezonul de iarna la Barajul Tunari, avand o
prezenta constantd in ambele puncte de prelevare, in concordantd cu temperatura habitatului.

Cel mai mare numir de bacterii sulfat-reducitoare, de ordinul 107, a fost prezent
in sezonul de iarnda la Barajul Tunari, respectiv primavard la Podul Dimieni, numarul
acestora pastrandu-se ridicat in restul sezoanelor in ambele sectoare ale raului Pasarea,
exceptand Barajul Tunari pentru care s-a inregistrat o densitate minima, de ordinul 102 in
sezoanele de primavara si toamna.

Bacteriile amonificatoare au fost absente in sezoanele de vara si toamna din ambele
puncte de prelevare, atingand densitatea cea mai ridicata la Podul Dimieni, de ordinul 10° in
sezonul de primavara.

Atat nitrit-bacteriile cat si nitrat-bacteriile au foarte slab reprezentate in cele doua
sectoare investigate, cele din urma fiind prezente intr-un numar extrem de redus, de
ordinul10?, doar in sezonul de vari la Barajul Tunari.

Bacteriile denitrificatoare au variat atat in functie de sezon cét si de sectorul de
prelevare, fiind absente la Barajul Tunari, in sezoanele de toamna si primavara si atingand
densititi ridicate in sezonul de vari, de ordinul 10°, in timp ce la Podul Dimieni au atins un
maxim in sezonul de iarni, de ordinul 10* dar au fost absente in sezonul de primivara.

Aceste variatii cantitative ale comunitatilor bacteriilor amonificatoare, nitrit- si
nitrat-bacterii si bacteriilor denitrificatoare inregistrate, sugereaza realizarea unui ciclu
biogeochimic incomplet al azotului in cele doua sectoare ale raului Pasarea.

Parametrii fizico-chimici ai probelor de apd, determinati din aceste amplasamente
investigate, au sugerat prezenta unor factori poluanti cu efect inhibitor asupra activitatilor
enzimatice specifice implicate in transformarile biogeochimice a azotului.

In proba de apa de la Podul Dimieni, analizele microbiologice au evidentiat prezenta
streptococilor fecali, de ordinul 10° in sezoanele reci, de toamna, iarni si a coliformilor
totali cu numarul maxim, de ordinul 103, in sezonul de toamna, persistand pe parcursul celor
patru sezoane si a coliformilor fecali, intr-un continut mai redus, de ordinul 10%, in timpul
sezonului de vard, toamnd si primavard. Pentru Barajul Tunari, poluarea microbiana s-a
datorat numarului crescut de coliformi totali, de ordinul 103, inregistrat in sezonul de iarna
si coliformilor fecali pe timpul verii si primaverii (10%) si streptococilor fecali, iarna, de

ordinul 102
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Valorile obtinute indica o poluare persistenta, atat organica cat si chimica si
microbiologica a raului, pe parcursul celor patru sezoane, in cele doua sectoare investigate.
In majoritatea sezoanelor, apa raului Pasirea a fost incadrati la clasa a IV- a de calitate
pentru poluarea organica si clasa a V- a pentru grupa streptococilor fecali, persistand pe
durata a trei sezoane la Podul Dimieni si in sezonul de iarna, la Barajul Tunari. Apa din
sectorul Baraj Tunari nu a fost la fel de afectatd de poluarea fecaloid-menajera, fiind
incadrata in majoritatea sezoanelor la clasa I de poluare.

Din probele de apa prelevate din raul Pasarea au fost izolate 20 de tulpini si
identificate taxonomic prin secventierea genei 16S ARNTr, apartinand la 3 filumuri, 3 clase,
6 familii si 9 genuri, cu o identitate ridicata (>97%) cu omologi din medii acvatice, in
majoritatea cazurilor.

Testarea izolatelor pentru producerea de enzime hidrolitice extracelulare a evidentiat
o predominantad a tulpinilor producatoare de esteraze, majoritatea acestora hidrolizand un
singur tip de substrat.

Patru tulpini (P2-8/D4, P21-b/D4, P1-3/D4 si P2-6/D4) nu au prezentat nici o
activitate hidrolitica extracelulara.

Izolatul Aeromonas sp. P1-2 (D4) a fost capabil sa hidrolizeze toate mediile
suplimentate cu substraturile testate (Tween 80, gelatind, CMC, amilaza si cazeind),
demonstrand un potential hidrolitic ridicat.

Tulpinile bacteriene Aeromonas sp. P1-2 (D4), Pseudomonas sp., P1-1 (D3) si
Aeromonas sp. P1-1 (D4) au prezentat cele mai multe activitdti enzimatice cu valori ale
diametrului de hidroliza cele mai ridicate. Aceste tulpini s-au remarcat prin activitatile lor
esterazice si carboximetilcelulazice semnificative, indicand un potential aplicativ ridicat
pentru obtinerea de noi enzime hidrolitice bacteriene.

Analiza coroborata a datelor obtinute indica posibile corelatii intre compozitia
chimica si cea microbiologica a raului Pasarea. Dintre acestea, prezenta concentratiilor
ridicate de As2Os a avut un potential efect inhibitor asupra unor grupe de bacterii (bacteriile
heterotrofe, sulfat-reducatoare, amonificatoare si coliformi totali), in timp ce concentratiile
foarte ridicate de BaO si continutul important de lantanide sub forma de oxizi de Th, Ho, Gd
si Nd nu a avut un impact aparent direct asupra densitatii microbiene a grupelor de bacterii
studiate, sugerand deversari poluante, punctuale, al caror efect se poate observa prin

monitorizari continue.
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PERSPECTIVE

Cercetarile acestei lucrari de doctorat au pus in evidenta poluarea raului Pasarea, atat
la nivel chimic cét si microbiologic. Tn acest sens, expunerea la diversi compusi chimici
prezenti in concentratii ridicate, precum bariul, diferite metale grele si elemente apartinand
CRM, a microorganismelor din apa raului, ar putea favoriza dezvoltarea unor mecanisme de
rezistenta la acesti poluanti. O investigare aprofundata a diversitatii structurale si functionale
a comunitatilor microbiene din rul Pasarea, utilizand atadt metode moleculare (secventiere
[llumina a genei 16S ARNTr si metagenomica a microbiomului) cét si de cultivare (izolare de
noi tulpini microbiene) si analiza expresiei genice prin RT-PCR n prezenta diversilor agenti
poluanti, poate contribui la descifrarea mecanismelor de adaptare ale microorganismelor
acvatice la mediile poluate.

Prezenta extinsa a diferitelor tipuri de plastice (polietilena, polipropilena,
polietilenterefltalat) in mediul acvatic ridica, de asemenea, o problema majora actuala asupra
adaptarii microbiomului din apa si sedimentele raului la concentratiile ridicate ale acestor
poluanti (Tim si colab., 2022). Studierea coroborata a gradului de poluare cu plastice al
raului Pasarea, precum si a variatiilor sezoniere si spatiale si a impactului asupra
microbiomului acvatic, reprezinta o perspectiva importanta a cercetarii asupra calitatii apei
acestui rau. Tn plus, screeningul si caracterizarea functionala a tulpinilor izolate din acest rau
pot conduce la identificarea unor noi tulpini microbiene eficiente in biodegradarea macro si
microplasticelor.

De asemenea, evidentierea activitatilor hidrolitice extracelulare ale tulpinilor P1-2,
P2-1a, P2-7, P2-2 apartindnd genului Aeromonas, izolate, in aceasta lucrare de doctorat,
constituie date preliminare importante pentru continuarea investigarii potentialului aplicativ
al acestora n diverse tehnologii. Tn ce priveste tratarea apelor, capacitatea amestecului de
hidrolaze extracelulare (Alokpa si colab., 2022) de a transforma cantitati mici de CRM 1in
conditiile ecosistemului de mediu ar putea fi exploatatd pentru dezvoltarea ulterioard a
diferitelor sisteme de monitorizare a zonelor poluate si de tratare si recuperare a unor

materiale (Lulea si colab., 2022).
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