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STRUCTURA COMUNITĂŢILOR DE DIATOMEE DIN RÂUL - 
SOMEŞU RECE, TRANSILVANIA, ROMÂNIA

ANA RASIGA*, LEONTIN Ş. PETERFI** şi LAURA MOMEU*

SUMMARY. — Structure of Diatom Communities in the Someşu Rece 
River, Transylvania, Romania. The presen t pap e r deals w ith  the struc
tu re  and pa tte rn  of d iatom  com m unities of the  Someşu Rece river 
betw een B lăjoaia and the Someşu Rece village. The pa tte rn  of fre 
quency distribution  has been described by em ploying trunca ted  nor
m al curves. D ifferences a t the  level of algal com m unities (sites) have 
been tested by cluster analysis using the  floristic sim ilarity  index 
of Sorensen, as w ell as by com puting species diversity  (Shannon-W ei- 
ner) and rela tive inform ation as the m easure of coenotic stability  of 
com m unities According to the presen t findings, com m unities in  all 
sites a re  of +  n a tu ra l pattern , the algal flora consisting m ostly of 
oligo- and ß-mesosaprobic form s. The floristic d iversity  and coenotic 
stability  exhib it an increasing tendency from  the upper site (Blăjoaia) 
tow ards the lowest one (Someşu Rece village).

Comunităţile de diatomee din râurile Transilvaniei, în general, au 
fost relativ puţin studiate, astfel că literatura de specialitate din acest 
domeniu şste săracă. Dintre lucrările publicate, o parte sunt exclusiv 
floristice [12—14]. Măi recent, M o m e u  şi colab. [5] ,au prezentat mai pe 
larg organizarea comunităţilor naturale de diatomee bentonice din Crişul 
Repede, aplicând metode matematice de prelucrare a informaţiei; aceiaşi 
autori ( P é t e r f i  şi M o m e u )  au urmărit instalarea şi evoluţia comu
nităţilor de diatomee epilitice din râul Arieş în perioada vernală [10], 
cât şi influenţa poluării asupra acestora [11]. în ceea ce priveşte râul 
Someş, până în prezent nu există publicaţii care să semnaleze cercetări 
în domeniu.

Ne propunem ca prezenta lucrare să fie începutul unei serii, în care 
să înfăţişăm comparativ compoziţia floristică şi organizarea comunită
ţilor de diatomee bentonice din întreg bazinul Someşului.

în lucrarea de faţă publicăm rezultatele studiului efectuat în Some
şul Rece.

Descrierea fizico-geografică a biotopului [1]. R âul Someşu Rece izvorăşte de 
sub V ârful R uncalui (1.609 m) (Gulmea Balom iresei) d in  M asivul B ihor al M un
ţilo r Apuseni. Cursul său, a lă tu ri de Som eşul Cald, este situat în tre  M untele M are 
şi M unţii G ilăului (componente ale M asivului Bihor), având  o înclinaţie a  pantei 
cuprinsă între 30 şi 50 m /km . Defileul Som eşului Rece este săpat în sâm burele 
granitic al M -ţilor G ilăului, care d in  punct de vedere structu ra l rep rezin tă un  
vechi bloc cristalin, regenerat în tim pul orogenezelor alpine. Bazinul său, cu o 
sup rafa ţă  de 296 km 2, este situat la  o altitud ine m edie de 1.220 m  s.m. Debitul 
mediu m ultianual al apei (determ inat în punctul „la uzină“, alt. 451 m  s.m., în  
perioada 1940—1964) e ra  de 4,67 m3. s-1; deb itu l m axim  se înregistrează în  luna 
aprilie, la  topirea zăpezii. A lim entarea râu lu i este de tip  pluvio-nival, regiunea
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fiind umedă, cu precip ita ţii abundente. Apele râu lu i sunt reci, cu tem pera tu ra  
medie m ultianuală (determ inată în  aceeaşi perioadă şi în  acelaşi punct) de 7,3'-C, 
valoarea medie lu n a ră  p en tru  luna  mai (1961) fiind de 7,6°C.

Din punct de vedere chimic, apele râu lu i fac parte  d in  aşa-num itul „raion 
al şisturilor cristaline şi a l rocilor erup tive“. Ele sun t slab m ineralizate şi aparţin  
clasei apelor b icarbonata te din g rupa calciului. Câteva date priv ind chim ism ul 
apei (vizând perioada 1958—1964): con ţinu t în  O2 8,4—17,5 mg. l ^ 1; pH 6,6—8.4, 
rezidiu f.x  10—492 mg.l-1; m ineralizare 172 mg.l-1 (în ape m ari) şi 229 mg.l-1 (în 
ape mici); durita te  25°dH (ape foarte  moi).

M aterial şi m etodă. S -au s tud ia t com unităţile de diatom ee bentonice din 5 
sta ţiun i (vezi Tabelul 1) situate de-a lungul râului, în tre  Someşu Rece-sat şi Blă- 
joaia, colectate în luna m ai 1993. P robele s-au prelevat p rin  răzuire de pe supra
faţa  substra tu rilo r solide (pietre, fragm ente de ram uri, obiecte) din a lb ia  râu lu i 
cât şi din m aterial vegetal a fla t în  apă; ele au  fost conservate în form ol 4%- 
P en tru  îndepărtarea m aterialu lu i organic, eşantioanele au fost tra ta te  lâ rece cu 
acid azotic conc.; după spălare repetată , frustu lele s-au m ontat în  colofoniu.

P en tru  caracterizarea calitativă şi can titativă a populaţiilor de diatomee, p rep a
ra te le  au fost exam inate cu a ju to ru l obiectivului de im ersie (Planachrom at HI 
100x1,30), efectuându-se determ inările  de rigoare şi num ărători de cel pu ţin  2.300 
indivizi per probă. F recvenţa fiecărei specii s-a exprim at ca probabilitate de apa
riţie.

S tructura com unităţilor s-a descris folosindu-se modelul curbei norm ale tru n 
chiate a lu i P a t r i c k  şi colab. [8].

A fin itatea floristică în tre  com unităţile din cele 5 sta ţiun i s-a testa t cu aju toru l 
indexului de sim ilaritate Sörensen, obţinândh-se cladogram a de grupare a  speciilor, 
după m odelul lui M o u n t f o r d  [6].

A precierea stab ilită ţii cenotice a com unităţilor s-a realizat conform funcţiei 
Shannon—W einer [9], în  care in form aţia  re la tivă  (sensu - C a n c e l a  d ^  F o n s e c a  
[2, 3]), ca m ăsură a stab ilită ţii cenotice, este raportu l d in tre  inform aţia reală  (diver
sitate specifică) şi cea m axim ă (diversitate m axim ă sau entropie). Detalii p riv ind  
m etodele indicate se pot găsi în  sursele bibliografice citate.

Rezultate şi discuţii. In cele 5 puncte de colectare s-au identificat un 
număr total de 125 specii şi varietăţi de diatomee (Tabel 1). Datele din 
tabel (cifrele reprezintă probabilitatea de apariţie a speciilor) oglindesc 
modificarea treptată a structurii calitative şi cantitative relative a comuni
tăţilor de diatomee dinspre porţiunea superioară a cursului apei, către cea 
inferioară. Astfel, în punctele situate mai sus pe firul apei apar specii ca
racteristice biotopurilor de ape curgătoare curate şi repezi de munte (Me
ridiem circulare, Hannaea arcus, Diatoma anceps, Stauroneis kriegeri, 
Diatoma hiemale var. mesodon). Aceasta din urmă domină în comunită
ţile primelor trei puncte. Alături de aceasta există, în cantităţi semnifica
tive, specii larg răspândite în apele dulci (Achnanthes, Navicula, Fragi- 
laria, Synedra, precum şi Cocconeis placentula) şi mai puţine specii de 
Cymbella, Gomphonema şi Nitzschia. Prezenţa unor specii de Eunotia şi 
Pinnularia, caracteristice apelor mai mult sau mai puţin acide, cu conţinut 
mineral scăzut, se poate explica prin antrenarea lor din înmlăştinirile 
adiacente râului, existente. în regiunile superioare. Aceeaşi constatare este 
valabilă şi pentru Tăbellaria flocculosa, Navicula variostriata, N. contenta 
şi altele, specii care apar în unele probe, dar cu frecvenţă redusă.

In punctul de colectare nr. 4 (localizat mai jos pe cursul apei) 
dominantă devine Hannaea arcus, alături de Cymbella minuta, codorrii- 
nantă. Cu număr mare de indivizi apar Cymbella silesiaca şi Nitzschia 
communis. Speciile de Nitzschia, în general, devin mai frecvente.



Tabel 1

1‘roltii liililiiti-a «le ii pit rifle 11 speciilor «le «llnloniec identificate in Sumeşii Heee

Nr. Specia Puncte de colectare
crt.

aval Blăjoia 
(1)

amonte baraj
(2)

amonte Răcătău
(3)

la uzină
(4)

amonte Someşu 
Rece-sat(S)

0 1 2 3 4 5 6

1. Melosira italica var. subarctica 0,00021 _ _ __ .. ..
2. M. distans 0,00208 — — 0,00514 0,00336
3. M. varians 0,00146 — — — —
.4. Cyclotella kützihgiana 0,00021 — — — -
5. Tabellaria flocculosa 0,00115 0,00125 — — —
6. Meridion circulare 0,00469 0,00585 0,00865 0,00437 0,00027
7. Diatoma anceps 0,00010 — — — —

■8. D. hiemale var. mesodon 0,57499 0,65873 0,45563 0,00514 0,00222
9. Г). vulgare 0,00010 0,00376 0,01639 0,00583 0,32655

10. F'ragilăria capucina 0,00021 — — — 0,00007
11. F. construens 0,01407 0,00042 0,00761 0,00058 0,00369
12- F. înfiata — 0,00052 — 0,00047
13. F. leptostauron 0,00042 — 0.00019 — • —
14. F. pinnata 0,00146 0,00083 0,00013 0,00019 —
15. F. virescens ' 0,00094 0,00083 ' — 0,00019 0,00128
16. Hanrraea arcuş............... 0,10349 0,09941 0,07774 0,16208 0,25134
17. Synedra rumpens 0,00823 0,01086 0,00410 0,00925 0,00772
It}. S. ulna ’ . 0,00021 0,00125 0,00319 0,01401 0,05291
19. S. vaucheriae ' 0-,00229 0,01336 0,02810 0,03952 0,02485
20. Asterirmella f ormos a 0,00010 0,00125 - — — - — '.
21. Bunotia cnrvata — — 0,00013 — —
22. Ev exrgua — 0;0000 6 —
23. Bv pectinalis 0,00333 0,00013 — •• - —’ •
24. Brjiçrpusilla ; 0,00021 0,00042 • :■

0,00006 0,00007 .
26. E. tenella 0,00333 0,00125 о.ооОоб
27. Cocconeis pediculus ■ — — — 0,00032 0,00107
28. C. placentula 0,00938 0,01044 ~ 0,01769 0,00302 0,00678
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0 1 2 3 .

29. Acbùanthes elevei - -Iii.
30. A. deflex a — 0,00752
31. A. exigua —• —
32. A. grimmei —
33. A. lanceolata 0,04323 0,02422
34. A. minutissima 0,06086 0,024é4
35. A. pinnata 0,02251 0,00752
36. A. saxonica — 0,00042
37. Rhoicosphaenia cuivata — —
38. Diploneis elliptica — —
39. D. oblongella — —
40. Prusfulia vulgaris “ —
41. Anomoeoneis brach y sir a — —
42. Stauroneis kriegerii 0,00010 —
43. S. phoenicentéron 0,00021 —
44. S. smithi --
45. Navicula cincta — —
46. N. contenta — —
47. N. cuspidata 0 ,00010
48. N. cryptocephala 0,00125 —
49. N. cryptotenella 0 .00292 0,00251
50. N. decussis —
51. N. elginensis - 0 ,00042
52. N. gallica var. perpusilla
53. N. iusociabilis
54. N. lanceolata 0,00938 0,0012.4
55. N. lapidosa 0,00062 0 ,00209
56. N. medioconvex a 0 ,00010
57. N. m in im a 0,00208 0.00292
58. N . m in u sc u la О.иОЗЗл 0.00501
59. N . m u tic a 0,00021 0,00083
60. N. petliculosa
61. N. pseudobryophila
62. N. pseudoscutiforniis 0 ,00010
63. N. pupula 0,00031
64. N. rhynchocephala 0,00031 0 ,00042
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4 • -

0,00013 • i i - -
0,QÍ2095 0,03374 0,08024
0,00013.
0,00052 - —

0.01106 0.00347 0,00228
0,05113 0,02404-. 0,01632-
0,00039 0,00019 . .-г:.; ;

0,00111 o.ooieş; 0,00Ó|4-
0.0ÓÖ13 -- :
0,00019. 0,00043
0,00013 0,00019 0,00033
0,00006 — С7-’’. * ,

0,00058 0,00006 . . . ,

0,00006 —

0,00 195 0 .0ÓÓ06 0,00020-
0,00016

0,00299 0,00118 0,00349
0,00167 0.00630 0,00933

-- 0,00103 0,00034
0,00052 (1,00007
0,00006
0,00013 .....

O.00032 0,02886. 0,04163
0,00455 0.00126 0,00013

0.00026 0.0014 ! 0,00107 .
0.02903 ■ 0,u88 .'6 0.00436-
( 1 .oos н;(-; 1 ..
0,00015 о t>043 1
0,00 1 r6

0,001 11 0,00016 0,00007
0,00019 (1,00040



Tabel 1 ( c o n tin u a re )

0 1 2 3 4 5 6

65. N. subatomoides 0,02574 0,00626 0,01340 0,00019 0,00013
66. N. subininusrula — — 0.00006 —
67. N. subrhynchocephala 0,00083 — 0,00338 0,09094 0,00980
68. N. teuelloides — — 0,01314 0,00019 —
69. N. tripunctata 0,00010 — 0.00046 0,00034
70. N. variostriata 0,00010 . — — — —
71. Pinnularia borealis 0,00156 — — —
72. P. gibba — — — 0,00006 —•
73. P. mesolepta 0,00010 — 0,00143 — 0,00007
74. P. microstauron 0,00042 — 0,00078 __ 0,00007
75. P. nodosa — — 0,00013 — —
76. P. subcapitata 0,00365 0,00167 0,00078 0,00007
77. P. viridis 0,00104 0,00125 0,00032 0,000 13
78. Neidium affine — — 0,000 19 — ■
79. N. bisulchtum 0,00021 — 0,00052 —
80. Caloneis amphisbaena — — — 0,00007
81. C. ventricosa — — — — 0,00007
82. Gyrosigma nodiferum _ — . _ 0,00027
83. G. spenceri — — — — 0,00007
84. Amphora libyca — __ — — 0,00013
85. A. ovális — — 0,00039 — 0,00007
86. A. o. var. pediculus 0,00010 — — —
87. A. perpusilla — — 0,00124 0,00148 0,00215
88. A. veneta — — — — 0,00013
89. Cymbella affinis — — 0,00006 — 0,00081
90. C. amphicephala 0,00021 — '. — — ■'
91. C. cistula — 0,00042 0,00013 0,00026 0,00215
92. C. cymbiformis 0,00010 — ■ — — 0,00007
93. C. helvetka 0,00042 0,00083 0,00091 0,01202 0,00357
94. C. mesiana 0,00031 — * li :
95. C. minuta 0,02428 0,05054 0,10213 OU4036 0,07252»
96. C. naviculiformis — 0,00083 0,00085 .. — 0,00007
97. C. prostrata L* — ■ ' 0,00027
98. C. silesiaca 0,02157 0,02172 0,03330 0,12950 0,02129
99. C. sinuata 0,00823 0,01169 0,00885 0,00726 0,00309

100. C. tumida — — — 0,00013 —
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0 2.. 3. . 4 5 ... 6 . ...

ш ; Gomphonema acuminatum 0,00021 0,00042 _ 0,00032
102. G. angustatum 0,00062 . , •: ■ 0,00085 0,00058 0,00007
103. G. angustum . • — ’ 0,00052 0,00007
104. G. ciavatum 0,00094 . .*4-. ' 0,00156 0,00013- -- ‘
10S. G. elevei ■ • 0,00376 0,00260 0,00058 0,00060
106. G. gracile 0,00010 . — . — 0,00007
107. G. olivacéum 0,00052 — — — 0,01209
108. G. parvulum 0,01699 0,00752 0,00956 0,00321: 0,00141
100. G. truncatum — — 0,00077 —
110. Denticula tenuis — 0,00078 — ___
111. Rhopalodia gibba — — 0,00013 — —
112. Hautzschia amphioxys — — — — 0,00013
113. Nitzsehia acicularis — — — 0,00116 —
114. N. amphibia 0,00021 — 0,00013 — —
115. N. capitellata 0,00042 — 0,00006 — —
116. N. communis 0,00021 — 0,00657 0,12841 0,00336
117. N. dissipata — — 0.00098 0,01619 0,00336
118. N. frustulum — .-- 0,00176 0,00617 0,00128
119. N. gracilis var. minor 0,00073 0,00125 0,00807 — 0,00074
120. N. kiitzingiana 0,00021 — — — —
121. N. linearis — — 0,02168 0,00540 0,00799
122. N. microCephala 0,00021 — — — ■ —
123. N. palea 0,01563 0,00208 0,00312 0,00906 0,00087
124. N. p.seudoamphioxys — — 0,00019 — —
125. N. sinuata var. tabellaria •— — — — 0,00013
126. N. stagnorum 0,00042 — — —
127. N. sublinearis — — 0,00455 — _
128. N. thermalis -- 0,00208 „  . —'
129. Surirella angustatum — — 0,00111 0,00026 0,00060
130. S. biseriata — • ' — . _ — 0,00013
131. Я ovata — — 0,00117 — 0,00410
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In punctul cu localizarea cea mai joasă din porţiunea ceraetată (nr. 5). 
Diatoma vulgare apare ca dominantă, Hannaea arcus continuă să fie abun
dentă şi cresc cantitativ Synedra ulna, Achnanth.es deflexa, Navicuta lan- 
ceolata. De asemenea, se poate observa o diversificare Ceva mai mare a 
populaţiilor de diatomee prezente. Faţă de genurile deja amintite, apar, 
chiar dacă sporadic, specii de Căloneis, Amphora, Frustulia şi Surirella.

Caracterul tinzând către alcalin al apei este evidenţiat prin existenţa 
unor specii mai mult sau mai puţin alcalifile: Cocconeis vediculus, Ach- 
nanthes minutissima, A. lanceolata, Navicula mutica, N. heuffieri, N. 
cincta, N. tenelloides, Eunotia curvata.

Dacă ar fi să caracterizăm din punct de vedere ecologic biotopul stu
diat. ţinând cont de compoziţia floristică înfăţişată, apele Someşului Rece, 
în porţiunea cercetată, ar fi tip oligo — la ß-mezosaprob (cf. [4]).

Se poate constata, de asemenea, că majoritatea speciilor semnalate 
sunt prezente cu un număr redus de indivizi, 1—2 specii apar ca pre
ponderente (dominante), alături de alte 2—4 specii codominante, situaţie! 
caracteristică pentru comunităţile naturale de diatomee din apele curgă
toare [7].

Comparând comunităţile de diatomee din cele 5 staţiuni pe bază de 
afinitate floristică (Fis. 1). se poate observa asocierea acestora în două 
grupe principale, la nivel de similaritate de peste 55o/0: o grupă cuprinde 
comunităţile corespunzătoare punctelor 1 şi 2, iar cea de-a doua grupă 
include următoarele trei puncte. în cadrul acesteia, apare o subîmpărţire 
a comunităţilor, la nivel de similaritate 65o/o , astfel: punctul 3 pe de o 
parte, punctele 4 şi 5 pe de altă parte, acestea din urmă grupate împreună 
la un nivel de similaritate de 70o/0. în felul acesta, cladograma evidenţiază 
mai pregnant existenţa a două tipuri de comunităţi în porţiunea studiată 
a Someşului Rece, una caracteristică cursului superior, mai apropiat de 
izvoare şi alta, cu modificările structurale evidenţiate anterior, proprie 
zonelor mai joase, intermediară probabil faţă de comunităţile caracteris
tice cursului inferior al râului, apropiat de confluenţă, si care străbate 
regiuni cu aşezări omeneşti mai numeroase, surse de poluare care, fără
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F  i g. 1. Ciadogramă ilustrând gruparea speciilor in comandă iile de diatomee din Someşul i\eiet

pe bază de afinitate floristică.
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F i g .  2. Curbe normale trunchiate reprezentând structura comunităţilor de diatomic din răul
Someşu Hece.

k — Număr intervale. N  — Număr specii identificate. F  — Factor de dispersie. 
H  — înălţim e maximă teoretică a  intervalului modal. U — „Univers teoretic” sau număr

teoretic de specii.

îndoială, îşi pun amprenta asupra structurii comunităţilor de diatomee 
habitante în râu.

Aşa cum se poate observa în Fig. 2, şi curbele de distribuţie indică 
păstrarea caracterului natural al comunităţilor cercetate. Aspectul lor 
aproximează modelul pentru comunităţile naturale, diferenţele care apar, 
şi care vizează în principal înălţimea şi poziţia intervalului modal, reflec
tând probabil variaţii locale inerente tipului de habitat studiat. în cazul 
curbelor reprezentând structura comunităţilor din punctele 2 şi 4, aceste 
diferenţe sunt mai evidente. Astfel, pentru punctul 2 (nu apare în figuri), 
curba este deplasată spre punctul de origine; pentru punctul 4, ea apare 
mai aplatizată şi, în consecinţă, înălţimea modulului redusă. Numărul de 
specii identificate în aceste două puncte este mai mic, indicând o diversi
tate floristică mai scăzută, datorată probabil unor cauze locale.

SOMEŞ s
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Fig.  3. Evoluţia diversităţii maxime (Hmax S), specifice (Hs) şî a informaţiei relative (If)fn 
cadrul comunităţilor de diatomee din Someşul Rece, ".

Pentru testarea stabilităţii cenotice a comunităţilor, s-au calculat, în 
fiecare caz, diversitatea specifică (H ) Sau indicele Shânnon, diversitatea 
maximă (Hxg,vS) şi informaţia relativă (!) (Fig. 3). Se poate observa men-



fiaerea relativ constantă a valorilor diversităţii maxime în cele 5 puncte 
de observaţie, in timp ce indicele de diversitate Shannon are o uşoară 
tendinţă de creştere către porţiunea inferioară a cursului. Acelaşi lucru se 
poate spune şi despre valorile informaţiei relative, ceea ce indică o creş
tere a stabilităţii cenotice a comunităţilor de diatomee către porţiunea 
inferioară a râului. Liniile de regresie trasate conform ecuaţiilor speci
ficate în figură confirmă existenţa acestor tendinţe.

Concluzii. 1. Comunităţile de diatomee ben tonice din porţiunea stu
diată a Someşului Rece suferă modificări calitative şi cantitative de-a lun
gul cursului râului. în  apropierea izvoarelor comunităţile sunt dominate 
de Diatoma hiemale var. mesodon, specie tipic microtermă şi oligosaprobă, 
alături de Hannaea arcuş, element microterm de asemenea.; Mai jos domi
nantă devine H. arcus, alături de Cymbella minuta, specie indiferentă ter
mic şi ß-mezosaprobä, iar în punctul de colectare cu localizarea cea mai 
joasă domină Diatoma vulgare, element ß-mezosaprob larg răspândit în 
apele dulci, alături de H. arcus. în cadrul acestor comunităţi apar două 
grupe principiile de afinitate floristică, corespunzătoare cursului superior, 
respectiv celui mijlociu ale râului.

2. Curbele de distribuţie indică nealterarea semnificativă a caracte
rului natural al comunităţilor de diatomee în zona cercetată, apele Some
şului Rece dovedindu-se de tip oligo- la ß-mezosaprob.

3. Diversitatea specifică, informaţia relativă şi, implicit, stabilitatea 
cenotică a comunităţilor din râu cresc către zonele sale mai joase.

Í 2  A. RASIGA, L. Ş. PfiTERFI, L. MOMEU
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NEMATODES AS INDICATORS OF ECOSYSTEM DISTURBANCE DUE
TO POLLUTION

IULIANA P O P O V IC r

SUMMARY. — Successional changes in soil nem atode com m unities of 
fo rest ecosystems located nearby a m étallurgie p lan t in the W estern Car
pathians w ere investigated. The efficiency of M aturity  Index as a m ea
sure of h ab ita t d isturbance is discussed. Decrease in  nem atode abun
dance and diversity, changes in the relative abundance of trophic groups 
w ith increasing percentage of r-stra teg ists and rem oving of K -strate- 
gists in highly polluted ecosystems are noted. As a result, a lower 
M aturity  Index is accounted for nem atode com m unities in the stands 
w ith high concentration of heavy metals.

In biomonitoring system the research is focussed on finding potential 
suitable organisms for assessing the quality of ecosystems which could 
show induced disturbances due to different factors.

The nematodes have proved to be well suited for monitoring the chan
ges in soils and waters due to disturbances caused by pesticides, pollu
tants, sewage sludges etc. They show high abundance and diversity in 
almost all kinds of habitats; nematodes have different life spans, rapid 
colonization ability, relatively quick turnover; they represent a trophically 
heterogeneous group; many nematodes can withstand anhydrobiotic con
ditions; they can be easily sampled throughout the whole year [1, 2].

The potential usefulness of nematodes as test organisms to assess the 
environmental toxicants has been recently investigated for soils [8, 10, 11], 
mosses [13] and freshwaters [12]. Toxic effects of heavy metals (Pb, Cd, 
Zn, Cu, As) included in nutrients are revealed on some nematode species 
[6] as reduced abundance and exclusion of some species or trophic 
groups in polluted waters [12], or as strong changes in the structure and 
organization of nematode communities in forests of highly polluted areas 
[7, 9]. All these data underline a high sensitivity of nematodes to habitat 
disturbance.

An ecological index, — named Maturity Index (MI) — based on eco
logical characteristics of nematodes, was developed by B o n g e r s  [1] in 
order to assess the quality of terrestrial, freshwater and marine eco
systems.

Successional changes in nematode fauna of some forest ecosystems, 
situated in a highly polluted area in Romania, are presented below. Data 
on nematode abundance, diversity and trophic groups, as well as on heavy 
metal contents of soil and litter are illustrated and discussed. The effi
ciency of Maturity Index as a measure of habitat disturbance is also 
discussed.

M aterials and methods. The forest ecosystems studied are situated in the 
Z latna area, along the Ampoi and Roşioara rivers, on south-east of the W estern *

*  Biological Research In stitu te , 3400 Cluj-Napoc<t, Romania
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C arpathians. Here, a com plex m étallurgie p la n t is located. The ecosystems in d u d e  
beech, hornbeam , and p ine forests situated  a t d ifferen t distances up- and  dow nstream  
from  the p lan t (see Fig. 1). A control area (beech forest), located near the  M uncel 
village, w as chosen for the investigations conducted betw een 1981—1984 and in
1992.

The soils of these areas are brow n acid, brow n luvic and brow n mesobasic.
The essential pollu tan t is Pb, followed by Cu, Cd, Zn and  S 0 2 (as exhaust 

fum es and fine powder).
Ten samples, both from  litter and soil layers (0—10 cm  depth), w ere collected 

each time, seasonally for 1981, 1983, 1984 and yearly  for 1979 and 1992.
The nem atodes w ere ex tracted  by a centrifugal flo tation method, w ith  sugar 

solution [4J and fixed in TAF solution [5]. They w ere counted and identified a t ge
nus level, and assigned to the following 5 trophic groups: p la n t parasites, bacteri- 
vores, fungivores, om nivores and predators.

All stands w ere sam pled for soil analysis and heavy m etal contents, too.
The M aturity  Index (MI) [1] w as used for the in te rp re tation  of data. A  coloni- 

zer-persister (c—p) scale from  1 to 5, a t genus level, w as used [3]. The M aturity  In 
dex (MI) is calculated as the w eighted m ean of the individual c—p values:

M I  =  ] £ v w x fw
i = ■ 1

w here v(i) is the c—p value of taxon i as given in  B o n g e r s  et ál. [3] and f(i) 
the frequency of taxon i in  a sample.

It is to be noted th a t the p lan t parasitic nem atodes a re  not included in  this 
index; for them  another index (PPI) has to be taken into account.

Results and discussion. On the first estimation (in 1979), significant 
differences were noted for nematode abundance of the 7 stands analysed 
(Fig. 1). The abundance was strongly reduced in the stands close (up- and 
downstream) to the métallurgie plant (beech and pine forests mainly).

F  i g. 1. Nematode abundance in forest ecosystems in relation to the distance from the métallurgie
plant (1979’s »sampling).
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Here, the nematode abundance represented only 27% (pine forest) and, 
51% (beech forest), respectively, of the abundance from the other stands.

It seems to be a close relation between nematode abundance and 
degree of pollution. High concentrations of lead (3,230 ppm!) and copper 
(1,132 ppm!) were found in litter of beech forest (0.5 ton downstream). 
High values were also registered for copper in litter of the hornbeam stand 
no. 2 (566 ppm), no. 5 (1,593 ppm) and even in that of the stand no. 71 
(573.5 ppm) located at 20 km downstream from the plant.

The pollutant accumulation reduced, also, the nematode diversity, 
increased the percentage of r-strategists (bacterivores) to 50—72%, reduced

Г I Bacterivores 
!> » I Fungivores , 
ÍÉ É I Omnivores

Predators

SHI Plant-parasites

F i g .  2. Changes in trophic structure of nematode fauna due to pollution 
(number of ecosystem as in Fig. 1). 2

2 — Biologia nr. 2/1992
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1 ' Beech -15  Km 
? Hornbeam - 5 Kni; 
3. P ire  - 0 7 Km 
4 Beech - 0.5 Km 
5. Hornbeam • 5 Km 
6 Beech - 15 Km 
7. Hornbeam - 20 Km

P i g .  3. Changes in the M aturity Indices as a measure o f disturbance due to heavy meta\ 
plus SO2 pollution (1979's sampling).

the relative abundance of plant-feeding nematodes (stands nos. 3 and 4) 
and almost excluded the omnivores and predators from the beech stand 
no. 4 (Fig. 2).

As a result, a lower Maturity Index (MI) is accounted for the nema
tode communities of the stands located near or up to 5 km from the plant 
(Fig. 3). The values of MI and MI (2—5) (when MI is estimated by exclu
ding the extreme-colonisers with c -p = l)  are similar in stands nos. 3, 4 
and 5, meaning a lower abundance of the extreme-colonisers in these fo
rests (Fig. 3). The stands located more than 5 km up- and downstream 
from the plant have a high MI value [MI=2.61 — 2.97; MI (2—5)=2.52 
— 2.88].

The dominant genera in highly polluted forests are Acrobeloides, 
Aphelenchoides, Filenchus, Criconemella and Gracilacus.

1981 1983 1984

P  i g. 4. Succession-aï changes in nematode abundance o f  beech forests и oder the influence o f 
pollutants (March’s sampling;.

Nematodes
*10~3/m*2

□
■

Control area 

15 Km upstream 

0.5 Km downstream
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Namatodaa *10'3/m'2 

Pb ppm 

Cu ppm

1.0.5 Km downstream
2. IS Km upstream
3. contrai area

P i g .  5. Correlation between nematode abundance and soil heavy metal contents (1984’s sampling)

F i g .  6. Succcssional changes of Maturity Indices [A =  MI; В =  MI (2 —5)j of nematode 
fauna in beech forests under the influence of pollution.
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Control area

15 Km.upatraam

□
□
■

Bacterivores 

Fungivores 

Omnivores 

Predators 

Plant - parasites

PP

0.5 Km downstream

F i g .  7. Trophic structure of nematode fauna in beech stands under 
the influence of pollution.

A dynamic study was conducted between 1981 and 1984 in three 
beech forests, two of them already mentioned (stands nos. 1 and 4) and 
a control area (also a beech forest).

The nematode abundance is strongly reduced in highly polluted area 
(beech at 0.5 km downstream) during the whole investigation period. An 
illustration is given for March’s sampling (Fig. 4). Both copper and lead
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N*m«odM * lOTim'î 

Pb ppm 

Ou ppm

1 Control area
2 IS Km upttoam
3. 0.5 Km downstmam 
I 20Kmdoum****m

F i g .  8. Nematode abundance (on log scale) in Utter (A) and soil (B) in relation to the distance 
of stands from the métallurgie plant (1992’s sampling).

concentrations could be responsible for the decreased abundance (Fig. 5) 
in the forest situated nearby the plant.

A reduced diversity (25—32 genera) (Table 1) as well as low density 
could be correlated with the increased pollution degree. A major part of 
the populations in the polluted area is attributed to the genera Acro- 
beloides, Filenchus, Gracilacus, Aphelenchoides and Rhabditis. In the con
trol area, an increased diversity (49—56 genera) was recorded with a 
high percentage of Filenchus, Plectus, Ceratoplectus and Criconemella in
dividuals.



Table 1
R elative abundance (%) and1 e— p value far nem atode genera In three forests from  the Z latna

(March's sampling)
arca

i

Genus/Familv 
Trophic group

c - p
value

Beech (0.5 km) 
a b c a

Beech (15 km)
b c

Beech (contrôl) 
a b с *

Plani parasite* :
Aglenchus •) 0.1 0.8 0.1 0.5 o l 0.01
Coslenchus •) 0.1 Üi&i; 4
Filenchus o 42.2 19.4 9.5 44.8 22.9 14.4 25 19.5*' •- 15 . 8
Malenchus 2 0.4 0.1 0.05 1.3
Tylenchus 2 1 0.2 0.9 0.8 1.2 0.3 0.4 0.3 2.2
Tylenchidae 2 0.5 0.05 0.1 0.2 0.01
Tylenchorhymhus 3 0.1 0.03
Merlinius .4 U.U 1
Pratylenchus з 0.03
Gracilacus 2 0.3 8 .2 28 .2 0.06 0.02 7 3.3 0.7 6.8
Criconema 3 3 .6 0.7 0.1 0 3 0.05
Criconemella 3 И .4 2 2 1.7 17.2 15.6 20.4 9.9 . 7.5 2.5
Ogma 3 0.2 0.1 0.04 0.6 0.1 0.04 0.5
Ecphyadophora 2 0.1 0.06

! n 1Rotylenchus 3 0.6 0.1
Helicotylenclius 3 0.1
Tongidorus 5 o.^
Trichodorus 4 0.2 0.6 3 0.06 0.02 0.02 0.6 0.7 0.5
Paratrichodorus 4 0.1 0.03 0.2 0.07 0.2
Bader ivoves
Bunonema 1 0.2 3.8 0.7 0.9 7 2.2 1.3 3.9 5.1
Mesorhabditis 1 0.1
Rhabditis 1 6.0 5.3 1.1 0.5 2.1 2.1 1.2 11.1 2.7
Panagrolaimus 1 0 .7 0.1 0.04 0.04 0.05
Cephalobus 2 0.6 0.02 0.3 0.1 0.6
Eucephalobus 2 0.1 0. t 0.7 1.7 0.02 1.9 1.5 2.6
Heterocephalobus •2 0.1 0.1 0.2 0.9 0.3 0.3 1.3 0.2
Chiloplacus 2 0.1 0.1 0.02 0.1 o.z
Cervidellus 2 0.1 0.1 0.2 0.05 0.5 0.4 0.4
Acrobeloides 2 18.2 33 .5  ■ 31.8 1.2 0.6 2.5 2.5 1.2 2.8
Teratocephalus 3 0.4 0.5 0.5 1.8 1.3 1.2 3,1 3
Metateratoceplialus 3 2.8 4.9 0.1 0.5 1.5 0 .9 1.7 0.9 2
Eumonhvstera 1 1.6 1 0.04 0.3 0.06 0.2 0.2
Geornon b estera 1 0.1 0.07 0.2 0.4 0.5 0.6
Anaplectus 2 0.7 0.2 0.1 0.8 0 7 1.8
Ceratoplectus 2 1.7 0.1 0.8 0.5 0.3 9 9 7.6
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Plectus 
Tylocephalus 
Wilsonema 
Araeolaimida 
Aphanolaimus 
Paraphanolaimus 
Rhabdolaimus 
Cylindrolaimus 
Chronogaster 
Odontolaimus 
Bastiania 
Prisraatolaimus 
Alaimus 
Paramphidelus 
Fungivores 
Aphelenchus 
Aphelenchoides 
D it37lenchus 
Deladenus 
T ylolaiinophorus 
Diphtherophora 
Tylenchol aimus 
Omn Vores 
Prodorylaimidae 
Mesodorylaimus 
Pungentus 
Eudorylaimus 
Thonus 
Aporcelaimus 
Aporcelaimellus 
Oxydirus 
Dorylaimoides 
Predators 
Pristionchus 
Cl árkus 
Iotonchus 
Miconchus 
Mylonchulus 
Prionchulus 
Tripyla
Total of genera

• a -  1981. b -  1983. c -  1984.

2 6.4 1.1 3.7
2 0.2 0.1
2 0.3
2
3
QО

3
3
3
QО

3 0.4 0.1
3 0.4 0.4 0.1
4 0.4 0.1
4 0.1

2 0.1
2 4.4 7.4 9.7
2 0.7 3.8 4.4
2 ' 0.1
3 0.1
3
4 0.6 0.1

4
4 0.2
4
4 0.3 0.2
4 0.2
5
S 0.2
5
4

1
4
4
4 0.2
4
4
3 0.1 0.2 0.2

32 25 31



9.7
0.3
0.2

Table /(c o n tin u e d )

21 16.7
2.2 0.4
1.2 O.S
0.3 0.3

0.04
0.03 0.02 0.02

0.05

0.5 0.6 0.4
3 0.2 0.6
1.4 1.1 2.5
0.2 0.1

0.9 2.6 6.8
0.3 3.6 3.8

0.02 0.08
0.3 0.04 0.2

1.4 1.8 4

0.1
0.06 0.04 0.02

0.02
0.6 1.1 1.3
1.7 0.7 l.q
0.2
0.7 0.1

0.1
1.9 0.2 0.08

0.02

0.2 0.05
0 03 5,4 4.1

40 32 42

7.9 17.3 15
1.8 8.1 2.7.
0.6 1.4 3.7

0.06 0.4
0.02
0.1 0.03
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Lower values of Maturity Indices were accounted for polluted area 
(MI«-=1.96—2.02) as compared to those for the control area (MI=2.07—  
2.95) or for the beech stand located 15 km upstream from the plant 
(MI=2.23—2.43) (Fig. 6 A.BJ-

Changes are also noted in the trophic structure of nematode commu
nities (Fig.7). The К-strategists (omnivores and predators) are eliminated 
from communities of the most polluted forest, these being replaced by 
r-strategists (bacterivores).

Eight years later (in 1992), again low nematode abundances were 
accounted in the polluted area (Fig. 8 A,B); the lowest abundance was 
recorded in the litter layer with the highest heavy metal contents 
(Pb=16,000 ppm !!, Cu=l,467 ppm) (Fig. 8 A). The negative influence of 
pollutants is reflected also in MI values (Fig.9) which are very low both

F i g .  9. M aturity Indices of nematode fauna in  litter and soil lavers of beech (1 — 3) and horn- 
beam (4) forests under the influence o f pollution ( 1992’s sampling).

F i g .  10.  Comparative changes in  M I  and M I ( 2 — 5) indices of nematode faima in beech 
(1 — 3) and hornbeam (4) forests under the influence of pollution (1992’s sampling).
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for litter and soil nematodes in beech and hornbeam forests located down
stream from the plant (MI=2.01—2.1 and 1.96—2.01, respectively). By 
comparing the values for MI and MI(2—5) of the whole nematode fauna

2%  2% 4M 4%

584

57%

I I BacMrtvora*
I ':i: i 1 FungtaMM 
H B  Omnivora* 
Я Н  fredalore 
—  Rtnt-pwasHM

12%

NH

, 4% 2% ы

80%

3% 34 2%

3%2% 4%

1. Control area
2. IBKmopWr—m
3. 0.5 Km dovmtlraam 
4.20 Km downstream

P i g .  11.  Changes in trophic structure of nematode fauna under 
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(Fig. 10) from these ecosystem, a low contribution of extreme-colonisers 
to these'indices is to be noted.
’ • In these two above-mentioned ecosystems major changes in the tro
phic structures of nematode communities are observed: a high percen
tage of fungivores, a lower contribution of bacterivores and: an almost 
complete removing of the other groups from litter communities (Fig. 11).

All these data, confirm that the disturbances due to pollutants have 
negative influences on the more specialised species (К-strategists, which 
are replaced by less specialised ones (r-strategists) [2].

Conclusions. 1. Successional changes in nematode fauna of forest eco
systems, situated up- and downstream from the métallurgie plant in 
Zlatna, are marked by the decreased abundance and diversity corre
lated with the accumulation of heavy metals, the distance and direction 
of the stands from the plant.

2. Changes in relative abundance of feeding groups in highly pollu
ted areas are reflected in increased percentage of r-strategists and an 
almost complete removing of К-strategists from the nematode commu
nities. The negative effect of habitat disturbance on nematode commu
nities persisted and became even more pronounced during the investi
gation period.

3. As a result, lower Maturity Indices were accounted for nema- 
tofauna of the stands located within the highly polluted area.

4. The usefulness of nematodes and: of Maturity Index as indica
tors of ecosystem disturbance due to pollution has to be underlined.
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M ASTIGOPHOROPHYLLON SAXONICUM  Verh., 1910 ÎN MUNŢII
APUSENI

TRAIAN CEUCA*

SUMMARY. —M astigophorohyllon saxonicum  Verb. 191ft in  th e  A puseni 
M ountains. The paper reveal'., fo r the firs t tim e, the presence of 
M astigophorophyllon saxonicum  in the A puseni M ountains, from  w here 
no species of the  M astigophorophyllon  genus w as yet m entioned. A  new  
subspecies (M astigophorophyllon saxonicum  biharicum ) is also described.

Dintre toate speciile genului Mastigophorophyllon, specia M. saxo- 
nicurri este cea mai răspîndită. Ea ocupă un areal ce se întinde din Ger
mania' (unde este citată din mai multe staţiuni)., prin Letonia, Estonia, 
Polonia şi Slovacia, pînă în vestul Ucrainei şi nordul României, deocam
dată numai pe Muntele Rarău [2, 4].

Deşi în Carpaţii Orientali, cît şi în cei Sudici, mai există numeroase 
alte specii ale acestui gen (şi chiar şi în Balcani), în Munţii Apuseni încă 
nu a fost menţionată nici o specie, aşa cum spuneam în lucrarea din 
1976 [3].

Studiind conţinutul stomacal, care mi-a fost dat pentru determinare, 
al unei şopîrle (Lacerta vivipara), capturată de lîngă cabana Băişoara din 
Apuseni Iá 18. VIII. 1975 (Muntele Buscat), am avut surpriza să găsesc 
intacte gonopodele unui exemplar 5 de M. saxonicum. Cercetările in
tense ulterioare, pe care le-am făcut în zona acestor munţi, mi-au con
firmat existenţa acestei specii şi într-o altă staţiune de pe valeia Some
şului Rece — Irişoara — de unde am colectat, în .19. IV. 1978, 3 +
2 Ş$ , ale căror gonade sínt reprezentate în Fig. 1—2.

Analizînd conformaţia acestor gonopode şi comparîndu-le cu cele 
ale unui exemplar de pe Rarău, sau din Germania [5], date de S c h u -  
b art ,  se poate observa o oarecare diferenţă între vîrful gonopodelor an
terioare, care la exemplarele de la Băişoara şi ale celor din Germania, au 
vîrfurile ascuţite şi uşor curbate posterior, pe cînd la forma de la Rarău, 
acestea nu sínt ascuţite şi nici curbate posterior, avînd totuşi, sub vîrful 
lor, tot pe partea posterioară, o zonă circulară „păroasă“.

Lobii mediali (a), la formele de la Băişoara, sínt evident lăţiţi şi cii 
vîrfurile puţin ascuţite, pe cînd la cele de la Rarău şi la cele din Germa
nia, vîrfurile sínt evident mai ascuţite. Ramura plumiformă (b) este re
lativ asemănătoare, atît la formele de la Rarău, cît şi la cele de la Băi
şoara, în schimb cele de la formele din Germania au „rachisul“ gros şi 
„barbele“ foarte scurte [5].

Dacă ne referim la gonopodele posterioare (Fig. 2), se poate spune 
că şi aici există un oarecare grad de variabilitate, atît în ceea ce priveşte 
forma gonopodelor, cît şi cea a prelungirii hialine (c) a acestora (care se

*  U niversitatea Babeş-Bolyai, Catedra de zoologie, 3400 C luj, România
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F i g .  1 — 2. Mastigophoiophyllon saxonicum.
1. Gonopodul anterior drept, văzut posterior.
a — Lobul medial. b — Ramura plumiformă. с — Pseudoflagelul ascuns, d — Fseudo- 

flagelul liber, e — Pintenul coxal.
2. Gonopodul posterior drept, văzut anterior.
a — Ramura externa, b — Ramura internă (corpul gonopodial). e — Prelungirea 

hialină a ramurei interne, d — Pseudoflagelul liber (văzut parţial), e — Bastonade mediale
de pe faţa posterioară.

aseamănă mai bine cu formele din Polonia — figurate de S t o j a l o w -  
s k a  [6]. Dintre cele cîteva bastonaşe de pe feţele posterioare ale acestor 
gonopode, numai la formele de la Băişoara, proeminează, medial două, 
neobişnuit de lungi (e); la celelalte forme (Rarău, Polonia şi Germania), 
acestea, evident mult mai scurte, nu ajung spre marginea medială a gono- 
podelor, ci din contră ele sínt orientate lateral. Referindu-ne la ramura 
externă a acestor gonopode, ea este evident mult mai scurtă; capătul dis
tal, acoperit pe latura internă de bastonaşe, abia depăşeşte corpul gono
podial (ramura internă).

Bineînţeles, că aceste mici diferenţe nu reprezintă decit nişte variaţii 
normale intraspecifice, dacă ne referim la marea întindere a arealului 
acestei specii [1].
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Mastigophorophyllon saxonicum biharicitm n. ssp.

Studiind materialul pe care l-am colectat şi din alte staţiuni din Mun
ţii Apuseni, am constatat că sunt în faţa unei noi forme: o subspecie. Ca 
dimensiuni şi culoare, aceasta se încadrează în aspectul general al spe
ciei (subspecia nominată) M. s. saxonicum. Ceea ce deosebeşte noua sub
specie de forma nominală sunt cîtcva diferenţieri, considerate majore, din 
conforrrfaţia gonopodelor.

Gonopodele anterioare (Fig. 3) se caracterizează prin vîrfurile telopo- 
ditelor îndoite mult posterior şi abundent „păroase“. Micul pinten de 
sub această zonă (care la subspecia nominată este abia schiţat), aici el 
este evident mult mai lung şi are vîrful dirijat oblic-lateral. Lobii me
diali ai telopoditelor (a), şi ei evident mai mari, au vîrfurile lungi şi ascu
ţite, iar spre bazele lor sínt uşor dinţaţi, întinzîndu-se pînă în dreptul 
toxelor. Pintenii coxali sínt de asemenea neobişnuit de lungi (e), sub
ţiri şi uşor încovoiaţi. Ramurile plumiforme (b), precum şi pseudoflagelii 
liberi (d), cît şi cei ascunşi (c) nu au modificări semnificative.

Gonopodele posterioare (Fig. 4) au ramurile externe (a) desprinse de 
pe corpul gonopodial (ramurile interne), mult mai sus decît la subspecia

F i g .  3 — 4. Mastigophorophyllon saxonicum biharicum ». ssp. 
3. Gonopodul anterior drept, văzut posterior, 

a — e — Vezi Fig. 1.
4. Gonopodul posterior drept, văzut anterior, 

a — e — Vezi Fig. 2.
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nominată; grupurile de bastonaşe, obişnuite, de pe aceste ramuri, aici sínt 
dispuse pe aproape jumătate din lungimea lor şi nu numai spre vîrfurile 
lor, ea la forma nominată. Pe marginile externe ale acestor ramuri late
rale, există cite două sete lungi. Corpul gonopodial (ramura internă) are 
un aspect de patrulater (b) şi nu ovoidal, aşa cum este de regulă. Şirul 
neregulat de bastonaşe de pe feţele lor posterioare au vîrfurile îndreptate 
spre ramurile externe (la formele de la Rarău, Polonia şi Germania), 
pe cînd aici (e) trei sunt orientate medial cu vîrfurile abia vizibile, situ
ate sub prelungirea hialină a ramurei interne (c) care este evident mai 
lată.

Provenienţa. Am colectat 2 55 şi 3 ŞŞ din apropierea podului dej
la Ic-Ponor în 20. VI. 1976 şi de la Padiş, 3 55 şi 2 $$  în 19. VII. 1976.
Materialul a fost colectat din micile şanţuri care se găsesc între drumu
rile forestiere şi marginile pădurilor, sub pietre, frunzar sau bucăţi de 
ramuri, mai groase, rupte şi căzute.

Dacă am compara gonopodele acestei noi subspecii cu gonopodele de 
la M. s. saxonicum, vom observa că diferenţele care există între aceste 
două forme sínt clare şi evidente, nepunînd în discuţie valabilitatea sub
speciei M. s. biharicum, cu toate că staţiunile dintre cele două subspecii 
fac parte din ansamblul Munţilor Apuseni.

Probabil că cercetări şi studii ulterioare, făcute pe mai mulţi indi
vizi (populaţii — deşi se ştie că foarte rar se găsesc mai mulţi indivizi 
în acelaşi loc) şi din alte staţiuni, vor putea să consolideze şi din alte 
puncte de vedere, nu numai morfologic, acest nou taxon, sau din contră.
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POSTEMBÍIYONIC DEVELOPMENT OF TRACHELIPUS D 'FFiCiLlS  
ROTUNDATUS (CRUSTACEA, ISOPODA)

.Щ NICOLAE TOMESCÜ* and SHARON ACCOI.A*

SUMMARY — The postem bryonic onloşenelic developm ent of Trache
lipus difficilis rotundatus (Crustacea, tsopodaf hikes place in approxi
m ately 10—11 months. The larval stage appears in June-Ju ly  and the 
adults develop in' May—June of the following year. The specific cha
racters are form ed progressively during the jnviftalure stage: f irs t the 
cephalic lobes, then the pleopods 1 (especially the gonopocb) and 
lastly  the crest of the carpopodite of pereopod VII.

&
The paper represents a continuation of research regarding the post- 

embryonic ontogenetic development of terrestri.il isopcds [2—:7], The 
knowledge of the appearance of secondary sexual characters in the 
course of ontogenesis can help avoid taxcuomical errors. In  the males, 
specific characters appear progressively; thus, immature individuals, 
\yhich have characters of both immature and adult individuals, could 
lie mistakenly considered as belonging to a lother species.

M aterials and methods. We studied specimens of Trachelipus difficilis ro- 
lundatus  grown in the laboratory  as well as spe -imens rap tu red  in Cheile Turzii 
at tw o-week in tervals over a period of two years. First, the overall morphology 
of whole anim als w as inspected by binocular microscope, then parts  required  for 
fu rth e r analysis w ere dissected out and prepared for exam ination by light m icro
scopy. Body length m easurem ents w ere made for each individual in d ifferent 
stages of developm ent [7]. In describing the  developm ental stayes. u  о иле ,b • 
minology proposed by H o l  d i c h  et al. [1].

Results and discussions. The length of the pcstembry >nic develop
ment from the larval stage to that of the adult one is approximately 
10—11 months.

a) Postmarsupial larval stage. The first larvae of Trachelipus diffi
cilis rotundatus appear at the end of June. The length of the larva is 
1 mm; the cephalic lobes are not developed (Fig. .1 a). The last article 
of the antenna is much shorter than the next to the last one, the for
mer being approximately 1/3 the length of the later (Fig. 1 ,Ъ). The eyes 
have 5 omatides. The buccal appendices are completely developed, capa
ble of masticating food. The epimeral glandular fields are not yet for
med. Pleopods 1 and 2 are barely visible. The distal extremity of the 
pleotelson is very blunt.

The principal morphological modifications which occur in the lar
val stage involve the length of the last two antennal articles, the cepha
lic lobes, the thoracic segment VII and pereopod VII. After .1 days, the 
relationship between the last and the next to last articles of the antenna 
is changed, the last article becoming twice as long as the next to last 
(Fig. 1 c). At the age of 19 days, the difference is much more pronoun- * 3

•  Babeş-Bolyai U niversity, Department oi Zoology, 3400 Cluj, Romania
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F i g .  1. Trachelipus difficilis rotundatus — post marsitpial 
larval stage.

a — One-day old larva, b — e — Antennae, f  — Pereopod 
VII. g — Cephalon and h — pleotelson of a 30-day 

old larva.

ced (Fig. 1 d). The pereopods VII, which appear at the age of 5 days, 
have the aspect of little plaques attached to the sternites. The tegument 
shows just the beginning of pigmentation. The contour of the lateral 
cephalic lobes appears at the age of 8 days. At 13 days, the tergal epi- 
mers of thoracic segment VII are completely developed. Also, the pere
opods VII, which have a filamentous aspect, have grown in length and 
their articles are differentiated (Fig. 1 f). At the age of 30 days, the 
larvae are 2.8-mm long. The last antennal article is 4 times longer than 
the next to the last (Fig. 1 e). The thoracic pereopod VII is completely 
developed and functional. The cephalic lobes are well developed and 
the median lobe has a triangular shape (Fig. 1 g). The pleotelson is lon
ger and is tip is rounded (Fig. 1 h). The glandular fields of the epi- 
mers, which are now formed, touch the borders of the epimers.

b) Immature stage. The external sexual differentiation of Tracheli
pus difjicilis rotundatus appears at the age of approximately two, 
months, when the young animals reach the length of over 4 mm. First 
of all, the endopodite of pleopod 1 of the males lengthens, followed by 
the exopodite, whose distal extremity lengthens and becomes curved, 
forming a crescent with the tip directed outward. For a comparative 
study, we have presented in Fig. 2 the specific characters of an imma
ture of 5.5 mm and one of 7 mm.
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F i g .  2. Trachelipus difficilis rotundatus — immature slag-'. A 5. Л-mm immature 
individual is compared with a 7-mm one. 

a, a' — Cephalon. b, b’ — Antenna, c — Epimeral giandular fields, il, d‘ — 
Carpopodite of pereopod VII. e, e' — Exopodite of pleopod 1. f, / '  — fíndopodite 

of pleopod 1. g, g' — Pleopod 2. h — Pleotelson.

The cephalic lobes of the 5.5-mm immature are well developed and 
tile median lobe has a triangular form (Fig. 2 a). The last antennal ar
ticle is twice as long as the next to the last (Fig. 2 b). The glandular 
fields touch the borders of the epimers (Fig. 2 c) and the carpopodite 
has no crest (Fig. 2 d). The distal extremity of the exopodite of pleopod
1 is blunt and lacks the crescent form, characteristic of the species (Fig.
2 e). The endopodite of pleopod 1 is long, like a rod, and lacks the rows 
of spines and tuft of hair which exist in the adult (Fig. 2 f). The pleo
telson and uropods have a shape similar to that of the qdults (Fig. 2 h).

After approximately 2Vi—3 months, the immature individuals reach 
the length of 7—8 mm. The secondary sexual characters are very pro
nounced, showing almost the same features found in the adult. The 
median cephalic lobe has become rounded (Fig. 2 a’) and the last two 
antennal articles are nearly equal (Fig. 2 b’). On the carpopodite of pe
reopod VII, a crest has formed on the margin withouth spines (Fig. 2 
d’). The distal portion of the exopodite of pleopod 1 has become cur
ved like a crescent (Fig. 2 e’) and on the tip of the endopodite of pleo
pod 1 (gonopod) a row of spines has formed (Fig. 2 f ). The pleopod 2 
has already the form which is characteristic of the species (Fig. 2 д and 
д ’). In the first 3—4 months, the rate of growth and development oi 
Trachelipus difficilis rotundatus is fairly rapid. The majority of the se
condary sexual characters are formed during this time.

c) Adult stage. The new generation reaches the adult stage of deve
lopment in approximately 10—11 months after the larvae hatch, a pe-
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F i g .  3. Trachelipus difficilis rotundatus — adult stage, 
a — Cephalon. b — Antenna, c — Epimeral grandular fields, d — Carpo- 
podite of pereopod VII. cr. — Crest, e — Exopodite of pleopod 1. /, / '  — 
Endopodite of pleopod 1. g — Endopodite of pleopod 2. h — Exopodite of 

pleopod 2. i — Pleotelson.

riocl which includes the winter months when the processes of growth 
and development are interrupted. In spring these physiological proces
ses are resumed and the individuals reach m aturity around the months 
of May-June, when they are capable of reproduction. The length of 
young adults is 8—9 mm. Isopods continue to moult after reaching the 
adult stage. Thus, the body length in this species can grow up to 16 mm.

The median cephalic lobe is rounded and clearly shorter than the 
lateral lobes (Fig. 3a). The last two articles of the antenna are of equal 
length (Fig. 3b). The glandular fields are clearly separated from the 
border of the epimers (Fig. 3c). The crest of the carpopodite of pereopod 
VII is formed, extending 3/4 of the length of the article (Fig; 3d). The 
crescent of the pleopodal 1 exopodite extends beyond the side of its 
base (Fig. 3e). The endopodite of pleopod 1 is very long and has a tuff 
of hair on its extremity (Fig. 3f  and f) .  The endopodite of pleopod 2 
is. clearly larger than the exopodite (Fig. Зд and h). The pleotelson is 
longer than the tips of the abdominal epimeral segment 5 (Fig. 3i)..

Conclusions. 1. The postembryonic development of Trachelipus diffi
cilis rotundatus until the adult stage takes place In IT—1 months.

2. Specific characters appear progressively in the males. First the 
endopodites of pleopod 1 change their form, becoming longer, after 
which they are transformed into gotiopods. Thé external morphological 

'characters, such as the crest of the "carpopodite of pereopod VII, are 
formed in the last developmental stage.
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REPRODUCTION OF TERRESTRIAL ISOPODS OF CHEILE TURZIÎ 
NATURAL RESERVATION (ROMANIA)

NICOLAS TOMBSCU», SHARON ACCOLA* and CRISTINA BERCIU*

SUMMARY. — Aspects of the reproduction  of some te rres tria l isopod 
species collected in  Cheile Turzii (Ligidium hypnorum, Protracheorns- 
cus politus, Porcellium collicolum _ Trachelipus nodulosus, T. difficilis  
rotundatus, Arm adillidium  vulgare, A. versicolor and  A. carniolenseJ 
a re  described. The sex ratio  (male: female) is 50:50% in  A. carniolense, 
40:60% in P. politus, P. collicolum  and A  versicolor, 60:40% in  T. no
dulosus and A. vulgare, 55:45% in T. difficilis rotundatus, and  70:30% 
in L. hypnorum. The reproductive period is M ay-August for A. vulgare 
and A. carniolense, M ay-Septem ber for L. hypnorum, P. collicolum  
and T. difficilis rotundatus. M ay-October for P. politus  and A. versi
color, and Apj-il-October for T. nodulosus. The period of m axim um  
reproduction (with the greatest num ber of gravid fem ales) is in July 
A. carniolense is an  exception, having its peak  in  A ugust The fertility  
o f  the fem ales w as over 80% in the species P. politus, P. collicolum, 
T. nodulosus, T. difficilis rotundatus  and A. versicolor, betw een 50 and 
60%  for L. hypnorum  and  A. vulgare  and below  40% for A , cam io- 
lense. Fecundity is correla ted  w ith  body size, even w ith in  the  fram e
w ork of the  sam e speci.es. H ow ever, the re  exist geneticaly determ ined 
significant interspecific differences betw een species o f th e  sam e size. 
For exam ple, fem ales of A. vulgare  w ith  a body length  of 15—16 mm  
produce an average of 160 em bryos, w hile  fem ales of T. difficilis ro
tundatus of th e  same size produce an average of 80 embryos.

The reproduction of terrestrial isopods presents specific particula
rities, genetically determined, as well as intraspecific differences, which 
are determined by the variability of ecological factors, especially cli
matic ones. In the species which have a large area of distribution, such 
as Armadillidium vulgare and Trachelipus nodulosus, there exist pro
nounced interpopulational differences regarding reproduction, growth 
and development, population size, the period of biological activity, etc. 
In our research, we studied aspects of reproduction, which are in
fluenced by ecological particularities of Cheile Turzii.

M aterials and methods. The m ateria l w e studied w as collected in  Cheile 
T u r z ii. a n a tu r a l reservation located 35 km  from  Cluj-Napoca. M ore than  17,300  
a n im a ls  w ere collected over a period of two years, 1991 and 1992, using B arber 
tr a p s. T h e  tr a p s  w ere em ptied afte r every tw o weeks. In  the  labora to ry  the 
s p e c ie s  w ere identified, the individuals w ere sexed, counted and m easured. The 
e g g s  and em bryos in the brood pouch of the gravid fem ales w ere counted.

Results and discussions. The sex ratio of the 8 species collected in
Cheile Turzii is presented in Fig. 1. We calculated the percent of males 
and females for each year, as well as for the two years together. In
the majority of species, the proportion between males and females was
similar for both years. In some species there was a slight predominance

Babeş-Bolyai U niversity , Department of Zoology, 3400 C luj, Romania
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■* tF í g .  1. i) 'fale: female rado of terrestrial isofoäs in C hêile 'lorzii.
A — Ligi diurn hypnorum . В — Pro’îaeheou isca.; pol Uns. С —I Poreclii inn 
collicolum. lîi) — T  racked ipu.s nodulosiis. l i  — Tea Audi pus diffi cil, à rotundaius. 

F —, A  rm a d, U i a i uni vu Iga re. G — Armadillidium versicolor. H — A rmadiilidium
carnioiense.

cf the. femajes. and in others, of the males. The number cf females ex
ceeds the, number of males by nearly 1О'У0 in P. poliius, P. colUcchun 
and A. versicolor. In T. nodulosus and A. vulgare, the number of fe
males is!, èlightlÿ .'reduced, being approximately 10y0 less than that of 
the malest whereas 'it is 5»/o less in T. difficilis rotundatus and over 
30«/o less in- L: hypnorum  than the number of males. In A. carnioiense, 
the proportion of males to females is equal in both years.

The sex ratio of the adults of natural populations can be influen
ced by physiological and ecological factors, as well as the behavioural 
differences between males and females. The gravid females of L. hyp- 
riorum feed very little, remaining in hiding during this period. The 
males are more, mobile and thus more exposed to predators. After re
production, the ratio changes in favour of the females [4]. In the collec
tions of L. hypnorum  captured with Barber traps, fewer females were 
present, due ţo the fact that this method depends on the mobility of 
the animals. It is possible that the same phenomenon occurs in all 
species in which the percent of females appears more reduced in collec
tions taken from the ecosystem by Barber traps.

A larger number of P. politus males die shortly after the repro
ductive season [3]. In all of the amphimictic isopod species, the greater 
number of females in the population should be an advantage, due to 
the faiçt that the specific biological reproductive potential is increased.

The reproductive period corresponds to the season in which the 
ecological factors are optimal and the number of broods varies according 
to the length of these conditions, especially to the climate [1, 2]. In Eu
rope, the number Of broods increases from the north to the south [51 
and the duration of the developmental stages of the young is shortened. 
The formatiohi of the brood pouch in preceeded by copulation, which 
takes place; probably, several days before the eggs are deposited in 
the brood pouch. The start of the reproductive season should be consi
dered as beginning at least a week before the appearance of the first
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ovigerous females. The reproductive periods of the species of terrestrial 
isopods in Cheile Turzii, established on the basis of material collected 
in these two years, are presented in Fig. 2 (the hatched bars). The in
terrupted lines represent the potential mating period. A. vulgare and 
A. cariolense have the shortest reproductive periods and L. hypnorum, 
P. politus, T. nodulosus, T. difficilis rotundaUis and A. versicolor have 
the longest periods. The length of the reproductive period can be in
fluenced, in the first place, by the number of broods produced per year 
by the females of the species and also by their age. The species in 
which the immature individuals reach the adult stage in the first year 
of life, the females produce only one brood in the firsyt year and two 
broods the second an third years. In L. hypnorum, T. nodulosus and 
T. difficilis rotundatus, the 2- and 3-year-old females produce the first 
brood earlier, in June-July, and the second in August-September, seme 
even in October.

Fig. 3 is a phenogram of reproductive activity, representing the 
number of ovigerous females collected each month compared to the 
total number of gravid females collected. A. carniolense has its repro
ductive peak in August and the other species in July. A relatively large 
percent of gravid females of the species P. politus, T. difficilis rotun
datus, A. vulgare and A. cariolense were also collected in August. In 
September we found gravid females of T. nodulosus and A. versicolor. 
The large number of ovigerous females in July is due to the fact that 
in this month the adult females of all ages are gravid, with different 
stages of embryos. In the months of August and September, only the 
2- and 3-year old females have a pouch, this being their second brood. 
This category represents a small percent of the adult female population.

Fertility of the females was calculated using the number of em
bryos in the different developmental stages in the ovigerous pouch re
lated to the total number of female adults (Fig. 2). If we take into 
consideration the months in which the largest number cf females were 
collected, we find interspecific differences regarding the percent of fer
tile females. In the period of maximum activity, over 80% of the fe
males of P. politus, P. collicolum, T. nodulosus, T. difficilis rotundatus 
and A. versicolor were fertile. In the species L. hypnorum  and A. vu l
gare, the percent of fertile females is between 50 and 60% and the 
lowest frequency, of less than 40o/fl, was found in A. carniolense.

Fecundity is calculated for the 6 species in which we have enough speci
mens. It is expressed by the median values calculated for each species 
and, in the framework of a species, is calculated according to size class, 
which also expresses age classes (Fig. 4). Our results indicate two diffe
rent aspects. The number of embryos produced by a female varies ac
cording to her body size and also according to specific reproductive 
characters, which are inscribed in the genotype of the species. The fe
males of species which have a smaller body size, for example L. hyp
norum  and P. politus, produce fewer eggs than species which have a 
larger body size, such as T. difficilis rotundatus and A. vulgare. How
ever, if we compare the last two species, which are of a similar length,
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F i g .  3 Reproductive phenogram of the species of isopods in Cheile Tm zii (the 
number o f females collected monthly, compared to the total number of gravid

females ).

we observe that the fecundity of A. vulgare, in which the females of 
15 to 16 mm produce an average of 160 eggs, is greater, while the fe
males of T. diffiçilis rotundatus of the same length produce only an 
average of 80 eggs. We consider that the greater fecundity of the first 
species is a consequence of a higher mortality rate in the early stages 
of development, which is caused by the pressure of ecological factors 
of the ecosystem in which this species lives. A. vulgare populates arid eco
systems, where death of the young animals by desiccation, especially 
during moulting, occurs more frequently. T. difficilis rotundatus lives 
under the leaf litter of deciduous woods, where humidity is high and the 
conditions that produce desiccation are greatly reduced.
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F i g .  4r-Fecundity of the species of terrestrial isopods from Cheile Tur zii as related to body 
size and  expressed as the average number of embryos per female, the bars marking th e  minimum

and maximum number of embryos.

In each species, there exists a relationship between female body 
size (and age) and fecundity. One finds, in general, a linear increase of 
fecundity, correlated with the body size. In the species with a greater 
fecundity, for example T. difficilis rotundatus and A. vulgare, there 
exist large variations among females of the same size. The variations 
are narrower in the other species, such as L. hypnorum, P. politus and 
A. versicolor^ which have a lower fecundity.

Conclusions. 1. The sex ratio of the species of isopods in Cheile 
Turzii Varies within certain limits: 40—60% (male: female) for P. colli- 
colum, p , politus and A. versicolor, 40:60% for T. nodulosuS and- A. 
vulgare, 70:30% for L. hypnorum  and 50:50% for A. carniolense.
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2. The reproductive period at populational level varies according 
to the number of broods produced by the females of each species. It is 
shorter (May-July) in the species which produce one brood per year| 
and longer (May-September) in the species which produce two broods.

3. Fecundity is proportional to the size and age of the females, as 
well as the genetic peculiarities of the species.
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REVIEW OF THE NEOGENE WATERFOWL (A V ES: AN A T  ID AE) OF
EASTERN PARATETHYS

EUGEN KESSLER*

SUMMARY. — The types of 7 w aterfow l species described from  the 
Neogene of Eastern P arate thys w ere restudied. The following syste
m atic changes w ere proposed: Anns sp. from  C redinţa and M aiuşteni' 
becomes Dendrochen blanchardi, Anas  sp. from  K ishinev is reclassi-t 
fied as Dendrochen natator, A y thya  sp. from  C redinţa becomes A ythya  
chaui'irae, A nser  sp. from  C redinţa is review ed as Anserobranta tara- 
bukinii (this type from K ishinev and Anas velox  from  C redinţa w ere 
reconfirmed). I could not exam ine the types of Anas sp.. Anatinae  
and M erginae sp. indet. from  K ishinev (described by K u r o c h k i n  
and G a n e a).

In the Neogene avifauna from Eastern Paratethys there are known 
[11] described one taxon: Anas sp. from Măluşteni — Bereşti (România, 
K u r o c h k i n  and G a n e  a [13] described 4 taxa: Anserobranta ta- 
rabukinii, Anas sp., Anatidae and Merginae sp. indet. from Kishinev 
and Bujoru (R. Moldova); K e s s l e r  [12] identified two taxa: Ansero- 
banta tarabukinii and Anas sp. from Kishinev; G r i g o r e s c u  and 
K e s s l e r  [8, 9] recognized 4 taxa: Anas cf. velox, Anas sp.. A ythya  
sp. and Anser sp. from Credinţa (Romania, South Dobrogea); K e s s l e  rf 
[11] described one taxon: Anas sp. from Măluşteni — Bereşti (Romania, 
Eastern Moldova).

In addition, one entire humerus, collected by D. Grigorescu, in the 
sites of Credinţa, was recognized recently by the author.

The age of the deposits from Upper Miocene (Kishinev. Bujoru, 
Credinţa) was estabilished on the basis of molluskan and ostracod 
microfauna in Lower Bassarabian [7, 10, 13]. The age of the faunal 
complex from Măluşteni — Bereşti was determined as Middle Pliocene 
on the basis of mammal remains and stratigraphic data in Ruscinian, 
MN15 and MN15 a [17].

Results and discussion.
Order Anseriformes (Wagler, 1831)
Family Anatidae Vigors, 1825
Subfamily Anatinae (Vigors, 1825)
Genus Anas L., 1758

Anas velox Milne-Edwards, 1867—71 
Syn. Nettion velox (Milne-Edwards, 1867—71)
Locus typicus: Sansan (Gers, France).
Stratum typicum: Miocene, Astaracian, MN6.
Material: right ulna, proximal fragment (LPUB 273) (Fig. 1).

*  Babeş-Bolyai U niversity , Departm ent of Zoology, 3400 Cluj, Romania
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Locality : Credinţa (South 
Dobrogea, Romania).
Age: Upper Miocene (Middle 
Sarmatian, Lower Bassara- 
bian, 12.5 m.y.).
Size (Table 1).

Description and remarks: 
the size and the characters of 
the fossil species from San- 
san seem to be closest to the 
referred material [1—6, 14].

Genus Aythya  Boie, 1822 
A ythya chauvirae Cheneval, 
1987
Locus typicus: Sansan (Gers, 
France).
Stratum typicum: Miocene, 
Astaracian, MN6.
Material: entire left radius 
(LPUB 260) (Fig. 2).

Locality: Credinţa (South Dobrogea, Romania).
Age: Upper Miocene (Middle Sarmatian, Lower Bassarabian, 12.5 m.y.).

Table 1

F i g .  1. Anas v e lo x  M i l n e  — E d w a r d s ,  1 8 6 7  — 71  — r ig h t  
u l n a  ( L P U B  2 7 3 ) ,  proximal f r a g m e n t .  A  — C ran ia l 

a sp e c t. В  — C a u d a l a sp e c t.

M easure  mi* n ls  of  A n a s  v e lox  M ilne— K d w a rd s ,  18 8 7 — 71 re m a in s

Remains and measurements Credinţa Sansan

X umber Size Number Size limits Mean
of of

remains (mm) remains (mm) (mm)

Ulna (proximal epiphysis and shaft) : 
— breadth of proximal epiphysis 1 6.1 2 5.98-6.58 6.3
— diagonal of proximal epiphysis 1 5.2 2 5.10-5.74 5.4
— thickness of shaft 1 3.1 1 3.2 —

Size: length of entire radius — 53.4 mm, breadth of proximal epiphysis 
— 3.1 mm, thickness of proximal epiphysis — 3.6 mm, breadth of dis
tal epiphysis — 4.1 mm, thickness of diaphysis — 1.8 mm.

Description and remarks: the fossil remains presented the charac
ters of recent genera and the size is close to that of fossil species descri
bed by C h e n e V a 1 [5] on the basis of one entire femur.

Subfamily Dendrocygninae Reichenbach, 1850 
Genus Dendrochen Miller, 1944 

Dendrochen blanchardi (Milne-Edwards, 1863)
Syn. Anas blanchardi Milne-Edwards, 1863 
Locus typicus: Saint-Gérand-Ie-Puy (Allier, France).
Stratum typicum: Miocene, Aquitanian.
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cm
2 I
1 -

o .
F i g .  2. Ay-
thya chauvirae 
Chunéval, 1987 
—left radius 
(LPUB260), 

caudal aspect.

b ç

F i g .  3. Dendrochen blanchardi (M ilne—Eduards, 1863) — 
left humerus ( IJ J PB 283)■ A — Cranial aspect. В — 
Caudal aspect, a — Crista pectoralis. b — Sulcus liga- 
mentosus transversus. c — Sulcus bicipitalis. d — Condylus 
dorsalis, e — Fossa musculi brachialis./ — Incisura intercom - 
dylaris. g — Incisura capitis, h — Foramen pneumaticum. 

i — Fossa oleocranii.

Material: entire left humerus (Credinţa, LPUB 283) (Fig. 3), right ra
dius, distal fragment (Credinţa, LPUB 272) (Fig. 4), left coracoid cra
nial fragment (Măluşteni — Bereşti, LPUB 270 a.) (Fig. 5).
Locality: Credinţa (South Dobrogea, Romania) and Măluşteni — Bereşti 
(Eastern Moldova, Romania).
Age: Upper Miocene (Middle Sarmatian, Lower Bassarabian) for Cre
dinţa, Middle Pliocene (Ruscinian, MN15 and MN15 a) for Măluşteni — 
Bereşti.
Size (Table 2).

Description and remarks: the procoracoid process of coracoid is 
short and pointed; the profound pit in the inner side of acrocoracoid is 
absent; the sulcus bicipitalis of humerus is less characteristic and deep; 
the foramen pneumaticum is very broad and deep; the fossa oleocranii 
is small but deep; the general appearance of radius is more robust; the 
caput radii is broad (after diagnosis); the distal epiphysis is broad and 
the proeminentia ligamenti radiocarpale is thick [1—6]. 4

4 — Biologia nr. 2/1992



50 E. KESSLER

F i g .  4. Dendrochen blanchardi (Milne — Edwards, 1863) — 
right radius (LPU B 272), distal fragment. A — Cranial 

aspect. В — Caudal aspect.

F i g .  5. Dendrochen blanchardi (Milne —Eduards, 1863) — left 
coracoid (LP U B  270 a), shoulder extremity. A — Ventral aspect. 
В — Medial aspect. C — Dorsal aspect, a — Processus acrocora- 
coideus. b — Processus procoracoideus. c — Facies articularis 
clavicularis. d — Impressio ligamenti aorocoracohumera'is. e Sulcus 
musculi supracoracoidei. /  —Facies articularis humeralis. g—Im- 

pressio musculi sternocoracoidei.

Dendrochen natator (Milne-Edwards, 1867—71)
Syn. Anas natator Milne-Edwards, 1867—71 
Locus typicus: Saint-Gérand-le-Puy (Allier, France).
Stratum typicum: Miocene, Aquitanian. .
Material: right humerus, fragment distal (LPUB 273/3), right entire 
ulna (LPUB, 274/4).
Locality: Kishinev (R. Moldova).
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Table 2

MeasnrrnWDls of I) с и d г о <• h e u b l a n c h »  
remains

г d 1 (Milne — Edwards 1868)

Remains and Referred material Saint-Gérand-le-Puy
measurements Number of Size Number of Size limits Mean

remains (mm) remains (mm) (mm)

Coracoid : (Mălusteni — Beresti)
— length of entire hones i estimated to 71 37 . 1- 44.2 40.8

w 00 1 4* о

Humerus : (Credinţa)
— length of entire bones 1 73.73 71 69 . 1 - 79.2 74.9
— breadth of proximal 1 17.25 111 14 . 5 - 18.4 16.5

epiphysis
— thickness of shaft 1 5.81 209 4 . 2 -  6.0 5.1
— breadth of distal 1 12.00 227 9 . 4 -  12.3 11.2

epiphysis
Radius : (Credinţa)
— length of entire bones 1 estimated to 70 59 . 3 - 68.9 63.2

57  — 60
— breadth of distal 1 5.2 114 5 . 0 -  6.1 5.6

epiphysis
— thickness of shaft 1 2.6 105 2 . 1 -  2.7 2.4

Table 3

Measurements of D e n  d г о P h p » u я t и t о r (Milne —Edwards, 1867—71)
remains

Remains and Referred material Saint-Gérand-le-Puy
measurements Number of Size Number of Size limits Mean

remains (mm) remains (mm) (mm)

Humerus : (Kishinev)
— length of entire bones 1 estimated to 3 56 . 7 - 62.5 58.8

5 9 - 6 0
— breadth of shaft 1 4.7 4

0014" 4.7
— breadth of distal 1 9.8 4 9 . 2 -  9.8 9.5

epiphysis
Ulna : (Kishinev)
— length of entire bones 1 56.9 8 50 .8 - 58.8 56.9
-  breadth of proximal 1 6.7 10 6 . 2 -  6.9 6.7

epiphysis
— breadth of shaft 1 3 . 8 (  !) 11 3 . 2 -  3.6 3.3
— breadth of distal 1 4.7 10 4 .6 -  5.7 5.2

epiphysis

Age: Upper Miocene (Middle Sarmatian, Lower Bassarabian).
Size (Table 3).

Description and remarks: the approximate length of whole hume
rus in about 56—58 mm (absence of caput humeri); the condylus exter-
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Fig. 6. A nserobranta tarabukinii Kurochkin et Ganea, 
1972 —right femur (L  P U B  271), distal fragment. A —Cranial 

aspect. В — Caudal aspect.

nus is narrow and the fossa oleocranii is less deep; the eondylus meta- 
carpalis of ulna is blunt and broad; the tuberculum carpale is quite 
blunt [1—6].

Subfamily Anserinae Vigors, 1825
Genus Anserobranta K u r o c h k i n  et G a n e a ,  1972 

Anserobranta tarabukinii K u r o c h k i n  et G a n e a ,  1972 
Locus typicus: Kishinev (R. Moldova).
Stratum typiçum: Upper Miocene (Middle Sarmatian).
Material: left . humerus (LPUI 60 MS), right femur, distal fragment 
(LPUB 271) (Fig. 6).
Locality: Kishinev (R. Moldova) — for humerus; Credinţa (South Do- 
brogea, Romania) — for femur.
Age: Upper Miocene (Middle Sarmatian, Lower Bassarabian).
Size: estimated lenght of entire humerus is 170—175 mm; breadth of 
shaft — 11.2 mm; breadth of distal epiphysis — 23.6 mm; thickness of 
distal epiphysis — 13.1 mm; estimated length of entire femur is. ,70.—72 
mm; breadth of the distal epiphysis — 17.6 mm; thickness of the distal 
epiphysis — 11.5 mm.

Description and remarks: the humerus remain was’ described by 
M a c a r o v i c i  and O e s c u [15] as Cygnus sp. and was recognized 
by- K e s s l e r  [12]. The type species was described on-the basis of a 
richer material: fragments of ulna, carpometacarpus, radius, tarsbmeta- 
tarsus with intermediate characters between Anser and Branta, but hu
merus and femur bones were lacking;

The femur and humerus ffagments from Credinţa and Kishinev pre
sented these characters, and.their size is close to that of the recent species 
Anser ,: albifrons Scopoli,and; .Branta Igyeopsis Bechstein. [2, М3,,. 16].
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Conclusions. Seven waterfowl type materials from Neogene of Eas
tern Paratethys were revised.

1. Dendrochen blanchardi (Milne-Edwards, 1863) was identified on 
the basis of Anas sp. from Credinţa and Măluşteni —■ Bereşti;
— Dendrochen natator (Milne-Edwards, 1876—71) was recognized on 
the basis of Anas sp. from Kishinev;
— Aythya  sp. from Credinţa becomes A ythya chauvirae Cheneval,, 
1987;
— Anserobranta tarabakinii Kurochkin et Ganea, 1972 was identified on 
the basis of Anser sp. from Credinţa and was confirmed based on the 
specimen from Kishinev;
— Anas velox Milne-Edwards, 1867—71 was reconfirmed froiţi Cre
dinţa.

2. Four new taxa for fossil bird fauna of Romania: A ythya chauvi- 
rae, Dendrochen blanchardi, Dendrochen natator and Anserobranta tara- 
bukinii were identified.

3. There are known 29 taxa in the Eastern Paratethys from Neogene.
4. The bird fauna discovered in the Middle Sarmatian of Eastern 

Paratethys is represented by a typical marine association (Procellarifor- 
mes, Pelecaniformes, Anserijormes etc.). They lived on the Cretaceous 
limestone islands. The fauna described from Măluşteni—Bereşti is a 
typical steppe—forest steppe association.

5. The list of species includes paleornithological assemblages similar 
to those from Saint-Gérand-le-Puy in France, but with different taxa.
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CULTIVAREA MASIVA A TULPINELOR BACTERIENE 
PRODUCĂTOARE DE LEVAN NECESAR PENTRU INDUCEREA

SINTEZEI LEVANAZEI

m ; i i a i l  d r a g a n -b u l a r d a *, ş t e f a n  k i s s *, d a n i e l a  p a s c a **,
RADtJ CRIŞAN**, VASILE MUNTEAN** şi ELENA MANOLACHE*

SUMMARY, — Massive C ultivation of B acterial S trains Producing
Levan Necessary for Induction of Levanase Synthesis. Several levan-pro- 
ducing bacterial strains w ere isolated from  d iffe ren t sources (soil, the
rapeutic mud, saliva). They w ere cu ltu red  on sucrose-containing m edia 
and the ir capacity to produce levan w as evaluated by paper-chrom ato- 
graphic analysis of the culture liquids. Two Bacillus s trains (UBB—B26 
and UBB—B55) producing great am ounts of levan w ere  selected for1 
m assive cultivation. The levan separated  from  the ir m ass cultures can 
be used for induction of levanase synthesis in microorganisms.

Levanele sínt polizaharide bacteriene, mai precis fructane, polimeri 
naturali ai tructozei, la care legăturile principale sínt de tipul p (2^-6), iar 
ramificările se realizează prin legături |j (2—Л). Din acest motiv, ele se mai 
numesc şi p (2-^6)—D—frudtane [4]. Levanele au o greutate moleculară 
mică, în general mai mică de 5000 [4].

Biosinteza levanului necesită enzima levansucrază (ЕС 2.4.1.10) (su- 
crozo—6—fructoziltransferază) [3], care manifestă specificitate pentru za- 
haroză [6].

Cele mai multe cercetări privind biosinteza levanului au vizat levan- 
sucraza din Bacillus subtilis, Aerobacter levanicum  şi Streptococcus sa- 
livarius. Levansucraza de Bacillus subtilis s-a dovedit a fi o enzimă exo- 
celulară şi indusă, în timp ce levansucraza de la Aerobacter levanicum  este 
endocelulară şi constitutivă [1].

Este încă incert dacă levansucraza este un complex enzimatic sau 
doar o singură enzimă. Sub acţiunea levansucrazei, cîte un rest de fruc- 
tofuranozil se leagă treptat la gruparea hidroxilică de la atomul de C 6 al 
restului terminal nereducător de fructoză din lanţul de levan în curs de 
creştere [4].

Levanaza este o polizaharidază (2,6—ß—fructanohidrolază; ЕС 3.2.1.65) 
[3], produsă de mai multe microorganisme (bacterii, actinomicete, micro-' 
micete); hidrolizează lanţurile de levan [9]. S-a dovedit că levanaza este 
o enzimă indusă (adaptativă). Din acest motiv, la mediul pentru cultivarea 
microorganismelor producătoare de levanază este nevoie de substratul en
zimei (levan), care reprezintă şi inductorul enzimatic [7, 8].

In această lucrare sínt prezentate rezultatele noastre privind izolarea 
unor tulpini microbiene levanosintetizante şi cultivarea masivă a acestora 
pentru producerea de levan, necesar pentru inducerea levanazei.

•  U niversitatea Babeş-Bolyai, Catedra de biologie vegetală, 3400 Cluj, România* *  Institu tu l de Cercetări Biologice, 3400 Cluj, România
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M aterial şi m etodă. Mediul nu tritiv  u tilizat pen tru  izolarea m icroorganism elor 
levanosintetizante a avut urm ătoarea compoziţie [5]: zaharoză 100 g, KC1 2,5 g, 
Na2H P 0 4.2H20  1 g, peptonă 0.5 g, apă d istila tă 396 ml. S terilizarea s-a efectuat la 
105°C, 30 m inute, în 3 zile consecutive. Inocularea m ediului s-a efectuat cu mai 
m ulte surse m ixte de m icroorganism e (sol, năm ol terapeutic, salivă). S-au efectuai 
3 serii de experienţe.

O prim ă serie a avut drep t scop izolarea de m icroorganism e levanosintetizante 
(în eprubete), selectîndu-le pe cele mai productive. Incubarea a avut loc la 30°C, 
tim p de 10 zile. Analiza culturilor obţinute în vederea detectării sintezei levanului 
s-a efectuat p rin  m etoda crom atografiei pe h îrtie  [10], tehnica circulară. H îrtia 
u tiliza tă  a fost W hatm an 1. C antitatea lichidului analizat a fost de 9 \i. I. Developarea 
a durat 2,5 ore. la tem peratu ra  cam erei. Sistem ul de dizolvanţi a conţinut: n-propa- 
nol-aeetat de etil—apă în proporţie de 6:1:3 voi./voi./voi,. Cromaio.;:ramele develo
pate  au fost detectate, utilizînd un reactiv  pe bază de u ree şi acid o-fosforic, care 
relevează cetozele libere (fructoza) şi cele com binate (levanul).

în  a doua serie au fost selectate 5 tu lp in i m icrobiene, care au fost cultivate 
în  condiţii statice (pe medii nu tritive  neagitate), în baloane de 750 ml (400 ml mediu 
nu tritiv /balon). Incubarea a avut loc la 30~C, to t 10 zile. Analiza crom atografică a 
stabilit in tensitatea sintezei levanului. C antitatea levanului sintetizat s-a determ i
na t prin  precip itarea lui cu alcool etilic în  proporţie de 3:1 (3 părţi alcool şi o parte  
lichid de cultu ră cen trifugat în prealab il la  4500—5000 tu ra ţii/m inu t, tim p de 30—60 
minute). P recip itatu l ob ţinut din 100 m l lichid de cultură s-a uscat în  exicator cu 
CaCl2 siccum şi apoi s-a stab ilit can titatea acestuia la balan ţa  analitică. Levanul ob
ţin u t a  fost verificat crom atografic, dovedindu-se a fi pur, lipsit de im purităţi (ce- 
toze libere).

în  a tre ia  serie de experienţe s-a determ inat creşterea a două tu lp in i care 
s-au dovedit a fi cele mai productive în sinteza levanului, cultivarea lor avînd loc 
în baloane de 1000 ml (800 m l m ediu nu tritiv /balon). P en tru  cultivare s-au folosit 
două concentraţii de zaharoză (25% şi respectiv  15%). Din culturile celor două tu l
p ini s-au efectuat p repara te  microscopice. Acestea s-au colorat p rin  m etoda Gram, 
respectiv prin  m etoda Scheffer—Fulton [2].

Rezultate. Rezultatele obţinute la cele 3 serii ele experienţe le prezen
tăm în Tabelele 1—3 şi în Fig.l şi 2.

în Tabelul 1 redăm rezultatele obţinute la prima serie de experienţe. 
Din examinarea tabelului putem desprinde că din cele 10 tulpini izolate

Tabel 1

Izolarea bacteriilor levanosintetizante în vederea cultivării lor masive pnitrn  
sinteza le vanului

Sursa de inocul Creşterea culturii bacteriene Intensitatea sintezei 
levanului

Sol din Delta Dunării Bună + +  +
Sol din Delta Dunării Bună + + +
Sol din Delta Dunării Satisfăcătoare
Sol din Delta Dunării Foarte bună ■ + + + +
Sol cernoziomic Foarte bună + + + -
Sol aluvial Foarte bună + + + +
Nămol terapeutic Bună + + +
Nămol terapeutic Foarte bună + + + +
Nămol terapeutic Foarte bună + + + +
Saliva Satisfăcătoare +  +
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P i g .  1. Intensitatea sintezei levanului la cele 10 tulpini bacteriene izolate. 
1 — 10 — Culturile celor 10 tir  piui izolate (vezi Tabelul 1). 

a — Levan. I  — Zaharoză.

(toate bacteriene), 5 s-au dovedit a fi foarte active în sinteza levanului 
(+  +  +  +)• Din aceste 5 tulpini bacteriene, 3 au fest izolate din sol, iar 
două din nămol. In cromatograma din Fig.l sínt vizualizate rezultatele 
privind intensitatea sintezei levanului. Se observă că spotul de levan este 
intens la amestecurile 4, 5, 6, 8, 9 şi mai puţin intens sau chiar slab la 
celelalte 5 lichide de cultură (de la punctele 1, 2, 3, 7 şi 10). Se mai poate 
constata că nu toată cantitatea de zaharoză a fost transformată în levan 
la nici unul din cele 10 lichide de cultură. Pe baza acestor rezultate am 
selectat o tulpini bacteriene (cele cu numerele de pe cromatogramă 4, 5, 
6, 8 şi 9), care să fie testate pentru cultivarea masivă, în vederea sintezei 
levanului. Aceste tulpini au fost cultivate în cadrul celei de-a doua serii 
de experienţe. Rezultatele pe care le-am înregistrat sínt inserate în Ta
belul 2. Se poate constata că, şi în condiţii de cultivare masivă, creşterea 
s-a dovedit a fi bună şi foarte bună, iar; intensitatea sintezei levanului 
să fie bună şi foarte bună. Cele mai active tulpini bacteriene, în privinţa 
cantităţii de levan sintetizat, s-au găsit a fi- cele notate prin UBB—B26 
şi UBB—B55 (de la punctele 5 şi 8 din - cromatograma prezentată în 
Fig.l), fără a se distinge net de celelalte : 3 tulpini .bacteriene.
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Tabel 2

Caracterizarea celer S tal plai bacteriene selectate fu urma cultivării 1er m u iir  
ta baleaue (400 ml mediu nutritiv/balon)

Numărul Creşterea la 30oC/l#zile Intensitatea sintezei Cantitatea 1етanului sinte- 
tnlpinii ievanului tiz at (g/100 ml lichid de

cultură)

4 Bună +  +  + 1,400
5 Foarte bună +  +  +  T 1,250
6 Bună +  +  + 1,050
8 Foarte bună +  +  +  + 1,300
9 Bună +  +  + 1,150

Tabel 3

Caracterizarea celor Bonă tulpini bacteriene utilizate pentru cultivarea 1er
masivă (800 ml mediu nutritiv/balon)

Numărul tulpinii Concentraţia Creşterea Intensitatea Cantitatea levanu-
studiate zahaxozei in tulpinii sintezei leva- lui sintetizat (к/100

mediu (%) nului ml lichid de cultură)

5 25 Foarte bună +  +  +  + 1,300
(UBB —B26) 15 Foarte bună ■+ +  +  + 1,290

8 25 Foarte bună +  +  +  + 1,309
(UBB-B55) 15 Foarte bună +  +  +  + 1,310

In a 3-a serie de experienţe s-a testat cultivarea masivă pentru obţi
nerea Ievanului la cele două tulpini: 5 (UBB—B26) şi 8 (UBB—B55). Da
tele obţinute sínt trecute în Tabelul 3, respectiv sínt vizualizate în Fig.2. 
Din analiza acestora reiese că cele două tulpini sínt foarte apropiate ca 
valoare, indiferent dacă au fost cultivate pe mediu cu 25% zaharoză sau 
doar cu 15Vo zaharoză. Aşa cum au arătat şi datele publicate de H a n [4], 
la Bacillus polymyxa  a crescut cantitatea de levan odată cu creşterea con
ţinutului în zaharoză de la 3—16%. Datele noastre demonstrează că sin
teza Ievanului nu a crescut în intensitate, dacă mediul a conţinut 25% 
aaharoză.

Din analiza microscopică a preparatelor efectuate din cultura celor 
două tulpini bacteriene a reieşit că ambele sínt Gram-pozitive, sporulate 
(prezintă endospori) şi, fiind aerobe, aparţin genului Bacillus.

Concluzii. 1. S-a reuşit izolarea din sol şi din nămol a 5 tulpini bacte
riene active în sinteza Ievanului.
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F i g .  2. Sinteza Ievanului la cele două tulpini bacteriene selectate, cultivate masiv pentru
producerea Ievanului.

1 — Tulpina 5 (UBB —B26) crescută pe mediul cu 25% zaharoză. 3 — Tul
pina 5 (UBB —В26) crescută pe mediul cu 15% zaharoză. 5 — Tujpina8 (UBB — 
B55) crescută pe mediul cu 25% zaharoză. 8 — Tulpina 8(UBB —B55) crescută

pe mediul cu 15% zaharoză. 
a — Levan. b — Zaharoză.

(2, 4, 6, 7, 9 — Segmente pe hîrtia cromatografică neutilizate pentru analize.)

2. Tulpinile bacteriene izolate au avut o creştere bună şi foarte bună 
pe mediul nutritiv utilizat, manifestînd un randament bun în sinteza le- 
vanului.

3. Două tulpini bacteriene (UBB—B26 şi UBB—B55) s-au pretat cel 
mai bine pentru cultivarea masivă în vederea producerii de levan.

4. Pe baza caracterelor de creştere şi pe baza examinării microsco
pice s-a stabilit că ce„le două tulpini bacteriene aparţin genului Bacillus, 
fiind Gram-pozitive, sporulate şi aerobe.
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IZOLĂRI DE MICROORGANISME PRODUCĂTOARE DE 
LEVANAZA ŞI DEXTRANAZA

M IHAIL DRAGAN-BULARDA*, ŞTEFAN KISS*, DANIELA PAŞCA**, 
RADU CRIŞAN**, ELENA MANOLACHE* şi VASILE MUNTEAN**

SUMMARY. — Isolation of M icroorganisms Producing Levanase jn d  
D extranase. On elective nu trien t m edia containing m ineral salts and 
levan or dextran , th irty  ievanolytic and /o r dextranolytic m icrobial strains 
w ere isolated from  soil, lake sedim ent and saliva samples. Two 
bacteria l strains (a Bacillus sp. and a Pseudomonas sp.) producing both 
levanase and dextranase w ere selected for obtaining m utan ts through 
UV irradiation . The results have shown th a t the m utations had little 

effect on the synthesis of levanase bu t led to increased synthesis of 
dextranase. A m utan t of Bacillus sp. and another one derived from  
the Pseudomonas sp. w ere the best in  regard  to levanase and  d ex tra
nase syntheses.

Levanele sínt polimeri ai D-fructozei, alcătuind lanţuri prin legături 
,8—2,0 iar ramificările pot apărea prin legături ß —2,1 [4, 5]. Levana- 
zele (E.C. 3.2.65) sínt enzime care catalizează hidroliza legăturilor p .—2,6, 
in principal, producînd fructoză sau levanooligozaharide [6, 9, 10]. S-a de
monstrat că unele ciuperci microscopice izolate din sol dispun de leva
naza [7], iar la 3 tulpini de Pénicillium  s-a precizat că levanaza este o 
enzimă constitutivă, fiind elaborată de miceliu şi eliminată în lichidul de 
cultură [8].

Dextranele sínt polimeri ai D-glucozei, alcătuind lanţuri prin legă
turi ci —1,6, iar ramificările se produc prin legături u.— 1,3 şi ы—1,4. 
Dextranazele (E.C. 3.2.1.11) sínt enzime capabile de hidroliza legăturilor 
a —1,6, în principal, rezultînd izomaltoză şi glucoza. Ele sínt produse de 
bacterii şi ciuperci [11]. Din sol s-a reuşit izolarea unor micromicete dex
tranolitice [1], respectiv a unor micromicete dextranolitice şi levanoli- 
tice [3].

Lucrarea de faţă se ocupă cu izolarea unor tulpini microbiene care 
produc levanază sau/şi dextranază cu un randament ridicat, pentru even
tuala utilizare a  lor în practică.

Material şi métiodâ. P en tru  izolarea şi cu ltivarea tu lp in ilo r m icrobiene leva- 
nolitice sau/şi dextranolitice am  utilizat, d rep t mediu bazai, m ediul m ineral avînd
urm ătoarea com poziţie: (NKjVSO) 3,3 g, K4HPO4 12,25 g, КН.,РО. 4,08 ", M p" 0 ,.  
7 H 20  0,125 g, M nS04 . 4 H zO  0,0022 g, Z n S O ,'. 7H20  0,0144 g, Fe2(SO_,)2 0,02 g. CaCl„ 
siccum 0,183 g, apă d istila tă  1000 ml [2]. La m ediul bazai s-a adăugat levan (pre
p ara t obţinut în L aboratorul nostru) în p roporţie de 0.25% (gr.eut./vol.) sau dex
tran  (preparat Flucka cu G M . ~ 40.000) în  proporţie de 2% (oreut. /voi.). M ediile 
repartizate  în eprubete sau în baloane au fost sterilizate la  121°C tim p de 30 mi
nute. 1

P en tru  inoculare s-au folosit diferite surse: sol. năm ol de lac şi salivă. Din- 
tr-un  num ăr de 30 tu lp in i m icrobiene izolate, prezentînd  capacităţi levanolitice 
sau/şi dextranolitice, au fost selectate două tu lp in i bacteriene (nr. 1 şi 4) care

*  Univprsilaţea. Jîabes-Sú lya i, 'Cútcdrer de bfoiogie vegetală) '3400 Cluj, România '
** In s titu tu l "ele 'Cercetări' Biologice; SiOO Cluj, România  • ; ’
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s-au dovedit capabile de a produce a tît levanază cît şi dextranază. Pe baza an a 
lizelor microscopice (în principal, coloraţia Gram, respectiv  coloraţia Scheffer-Ful- 
ton pen tru  evidenţierea endosporilor), tu lp ina nr. 1 (3LDM) s-a identificat ca o 
specie de Bacillus, iar tu lp ina n r  4 (4LDM) ca o specie de Pseudomonas.

Cele două tulpini au fost supuse m utagenezei p rin  irad iere cu raze UV ( X =254 
nm), tim p de 30 sau 40 m inute, utilizînd U niversal UV Lam pe Typ TL-00. Din tulpina 
n r .l s-au ob ţinu t după 30. respectiv  40 m inute de iradiere, două m utante: tulpina 
nr.2 (3LD30) şi tu lp ina  nr.3 (3LD40). T ulpina nr.4 a dat naştere, în  u rm a iradierii 
de 30 m inute, tu lpinii nr.5 (4LD30).

Tulpinile de origine şi m utan te le lor au fost cultivate în baloane de 250 ml 
conţinînd cîte 100 ml m ediu nu tritiv  cu levan sau cu dextran . O serie de culturi 
au fost agitate ( ~60  m işcări/m inut) şi o a ltă  serie de culturi au răm as neagitate 
(culturi statice). C ultivarea a avut loc la 30°C şi a du rat 10 zile. Apoi, culturile au 
fost centrifugate, tim p de o oră la 5000 tu ra ţii/m inu t, pen tru  separarea biomasei 
(sediment) de lichidul de cultu ră (supernatant). G reutatea biomasei a fost stab i
lită p rin  uscarea sedim entului la 40*C tim p de 3—5 zile.

Biom asa uscată la aer şi lichidul de cultură au fost folosite apoi pen tru  evi
denţierea activ ităţii levanazei şi dextranazei endocelulare, respectiv extracelulare. 
în  acest scop, s-au p rep a ra t am estecuri de reacţie compuse din 100 mg biom asă +  
2 ml toluen (antiseptic) +  9 ml apă d istila tă +  1 ml soluţie de levan 2,5% (greut./ 
voi.) sau 1 ml soluţie de dex tran  20% (greut./vol.), respectiv din 9 m l lichid de 
cultură 4 2 ml teilten 4- 1 mi soluţie de leven 2.b°/o sau 1 ml soluţie de dex tran  
20%. S-au p repara t şi am estecuri de reacţie fără enzim e (fără biom asă şi lichidi 
de cultură) sau fă ră  substra t enzim atic (levan şi dextran). Toate am estecurile del 
reacţie au fost incubate la 37°C tim p de 10 zile. După incubare, am estecurile de 
reacţie au fost analizate p rin  crom atografie pe hîrtie, tehnica circulară. Volumiil 
analizat din faza apoasă: 10 a l.  H îrtia: W hatm an i. Developarea crom atogram elor. 
în tr-un  sistem de dizolvanţi a lcătu it din n-propanol-acetat de etil-apă (6:1:3 vo i./ 
voi./voi.), tim p de 2,5 ore la  tem peratu ra laboratorului. Revelarèa crom atogram e
lor s-a efectuat cu un reactiv  pe bază de uree şi acid o-fosforic [12] care detec
tează cetozele libere şi com binate (fructoză, oligofructozide, levan) în  cazul am es
tecurilor de reacţie p repara te  pen tru  evidenţierea activ ităţii levanazice şi cu un 
reactiv  conţinînd A gN 03 [13] pen tru  detectarea zaharurilo r reducătoare (glucoza, 
izomaltoză, oligozaharide) în cazul am estecurilor de reacţie p repara te  pen tru  ev i
denţierea activ ităţii dextranazice. In tensitatea activ ităţii enzim atice s-a no ta t priit 
sem ne de 4-.

Rezultate. Tabelul 1 arată că, pe mediul cu levan, în culturi agitate, 
tulpinile de origine (nr. 1 şi 4) au produs mai multă biomasă şi au mani
festat o activitate levarazică endocelulară puţin mai ridicată decit mu

re i« !  1
A c t iv i ta te »  le v a n a z ic ă  ş;! d e x tra n n z le S 1я Ы о т а ч а b a c te r ia  nă

Numărul Codul Condiţiile Biomasa (g/1 mediu) Activitatea*
tulpinii de

cultivare
Mediu Mediu 
cu levan cu dextran

levanazică dextranazică

1 3 L D M 1 ,1 0 7 0 ,5 8 7 +  4-4-4- +  +

2 3 L D 3 0 0,1 18 0 ,1 8 1 +  + +  +  +  +

3 3 L D 4 0 Culturi 0 ,1 8 0 0 ,2 2 6 +  + +  +  +  +

4 4 L D M agitate 0 .2 5 9 0 ,4 7 7 +  +  +  + +  -+■

5 4 L D 3 0 0 ,1 6 5 0 ,1 6 6 +  +  + 4* 4- 4- 4*
1 3 L D M 0 ,2 2 8 0 ,6 2 6 +  +  +  + +  4*
2 3 L D 3 0 0 ,3  11 0 ,1 8 6 -i-----j-----1- + + +

3 3 L D 4 0 Culturi 0 ,1 5 8 0 ,2 0 7 +  +  +  + + + + +

4 4 I ,D M statice 0 ,2 9 7 0 ,7 6 3 +  +  + 4- ~b
5 4 L D 3 0 0 ,2 0 1 0 ,1 5 6 -b 4" +  -f* +  +  +  +

*  +  +  +  4----- A ctiv ita te  foarte  putern ică: hidroliza to ta lă  a substratu lu i enzimatic.
*f- -f -f şl +  H---- A ctivitate puternică, dar fă ră  hidroliza to tală a substratu lu i enzimatic.
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tantele lor (tulpinile ar. 2 şi 3, respectiv nr. 5); o situaţie similară se con
stată şi în culturile agitate, cu două excepţii: tulpina nr. 2 a produs mai 
mwltă biomasă decit tulpina nr.l, şi activitatea levanazică endocelulară 
a fost mai pronunţată în tulpina nr. 5 decît în tulpina nr. 4. Pe mediul cu 
dextran, atît în culturile agitate cît şi în cele statice, biomasa produsă a 
fost mai mare la tulpinile de origine decît la mutantele lor, în schimb 
activitatea dextranazică endocelulară a devenit mai pronunţată în mu
tante.

Din Tabelul 1 se mai poate constata că tulpina nr. 1 pe mediul cu 
levan a produs mult mai multă biomasă, iar tulpina nr. 4 pe mediul cu 
dextran a produs mult mai puţină biomasă în culturi agitate decît în cele 
statice. In acelaşi timp, biomasa produsă de mutante nu a prezentat mari 
deosebiri în funcţie de condiţiile de cultivare (mediu cu levan sau cu dex
tran, culturi agitate sau statice).

Rezultatele redate în Tabelul 2 dovedesc că activitatea levanazică ex- 
tracelulară a fost foarte pronunţată la tulpinile nr. 1—3 şi 5 în culturile 
agitate şi la toate tulpinile în culturile statice; această activitate în cul
turi agitate a fost mai puternică la tulpina nr. 5 (mutantă) decît la tul
pina nr.4 (tulpina de origine). Activitatea dextranazică extracelulară a 
fost mult mai puternică la toate mutantele decît la tulpinile de origine 
în culturile agitate, şi la tulpinile nr. 2 şi 3 faţă de tulpina nr. 1 în cultu
rile statice.

Generalizînd rezultatele obţinute în studierea activităţii levanazice 
şi dextranazice endo- şi extraeelulare a tulpinilor de origine şi a mutan
telor lor devine evident că tulpinile de origine s-au distins printr-o acti
vitate levanazică mai mare în comparaţie cu activitatea lor dextranazică; 
sinteza levanazei a fost puţin afectată de mutaţii, în schimb activitatea 
dextranazică a mutantelor a devenit mai pronunţată faţă de cea a tulpi-

Tabel 2

A ct iv i t a te a  l e v a n a z ic ă  şi d e x t r a n a z ic ă  în l ich idu l  de c u l tu r ă  bac te r ia» »

N um ărul
tu lp in ii

Codul Condiţiile
de

cultivare

Lichid de cultură (ml) A ctivitatea *

Mediu 
cu levan

Mediu 
cu dex tran

levanazică dextranazică

1 31,DM 9 9 +  +  +  + J,
2 3LD30 9 9 4—s—1—I- +  +  +  +
3 3LD40 Culturi 9 9 +  +  +  + +  +  +  +
4 4LDM agitate 9 9 +  + ±
5 4I/D30 9 9 +  +  +  + +  +  +

1 3LDM 9 9 +  +  +  + ±
2 3LD30 9 9 4- +  +  + + + +
3 3LD40 Culturi 9 9 +  +  +  + + + + +
4 4Т/ПМ statice 9 9 +  +  +  + 4-
5 4I.D30 9 9 4- 4~ 4- 4- +

* -i--f-f-f — A ctivitate foarte putern ică: hídróliza to ta lă  a eubetratuîui enzimatic.
-4—1—h ş» -1—h — A ctiv itate puternică, dar fără hidroliza to ta lă  a substratului enzimatic, 
-f şi i  “  A ctivitate Blabă.



nilor de origine; tulpinile nr. 3 şi 5 (mutante) pot fi considerate cele mai 
bune în privinţa sintezei levanazei şi a cbxtranazei. ... .

Concluzii. 1. Din 30 tulpini microbiene levanoiîtice sau/şi dextrano- 
litice izolate din probe de sol, sediment de lac şi salivă, au fost selectate 
două tulpini bacteriene (B ac illu s  sp. şi P seu d o m o n a s  sp.) .capabile ..de’ a 
produce atît levanază cit şi dextranazâ. .

2. Aceste două tulpini au fost supuse mutagenezei prin iradiere cu 
raze UV. Mutaţiile au afectat puţin sinteza levanazei, dar au dus la creş
terea sintezei dextranazei.

3. O mutantă provenită de la B a cillu s  sp. şi una derivată din P seu d o 
m o n a s  sp. au fost cele mai bune în privinţa sintezei levanazei şi a dex
tranazei.

, М. DRĂGAN-BULARDA şi colab. ..

B I B L I O G R A F I E

1. D e a c o n u - P e l e a ,  M. ,  K i s s ,  S. .  L ő r  i n c  z i ,  F. ,  D r ă g a n - B u l a r d a ,
M. ,  Aplicarea m etodei cil pastă de caolin pentru izolări de m icromicete' poli- ■ 
zaharidolitice, „ S tu d . U n iv . B a b e ş -B o ly a i ,  B io l .“, 18 (2), 1973, 135— 143.

2. D e d o n d e r ,  R. ,  P é a u d - L e n o ë l ,  C. ,  Études sur la lévane-sucrase de B a 
c il lu s  su b t il is .  ■ 1. Production de lévanes ei de lévane-sucrase par des cultures 
de B a c il lu s  s u b t i l is ,  „ B u ll, S o c . C h im . B io l .“, 39, 1957, 483— 497.

3. D r ă g a n - B u l a r d a ,  M. ,  K i s s ,  S. ,  L ő r i n c z i ,  F. ,  R a d u l e s c u ,  D. ,  
Studiul unor m icrom icete producătoare de dextranază şi levanază, „ C o n trib . 
B o t .“ (C lu j), 1977, 163— 171.

4. F  e  i n g  o  1 d, D . S ., G  e  h  a  t i a, M ., Structure and properties of levan, a po-_ 
lym er o f D-fructose produced by cultures and cell-free extracts of A e r o b a c te r  
le v a n ic u m , „J. P o ly m e r  S e i." , 23, 1957, 783— 790.

5. H  a  n , Y. M ., Microbial levan, „ A d v . A p p l. M ic ro b io l." , 35, 1990, 171— 194.
6. H e s t r i n ,  S. ,  G o l d b l u m ,  J ., Levanpolyase., „ N a tu r e “, 178, 1953, 1046— 1047.
7. K  i s  s, S ., D  r à  g  a  n -  B  u  1 a  r d a , M „ L ő r i n c z i ,  F. ,  R ă d u l e s c u ,  D ., 

Contribuţii la studiul ciupercilor levanoiîtice din sol, „ C o n trib . B o t .“ (C lu j), 
1969, 403— 410.

8. L ő r i n c z i ,  F„  D r ă g a n - B u l a r d a ,  M. ,  K i s s ,  S „  R ă d u l e s c u ,  D „
Studii privind levanaza unor m icromicete din sol, „ S tu d . U n iv . B a b e s -B o ly a i,  
B io l." , 18 (1), 1973, 145— 149.

9. M u r a k a m i ,  H. ,  K u r a m o t o ,  T ., M  i z u t a n i, K „ N  а  к  a  n o, H ., K i 
t a  h  a  t a, S ., Purification and some properties of a new levanase írom  B a 
c i l lu s  sp. No. 71, , ,B io sc i„  B io te c h n o l.  B io c h e m .“, 56, 1992, 608— 613.

10. M u r a k a m i ,  H. .  M u r o l ,  H „  K u r a m o t o ,  T„  T a m u r a ,  Y ., M  i z  u t  a n  i, 
K ., N  a  к  a n  о , H  , K  i t a h a t  a, S ., Purification and some properties of a 
levansucrase from  S tr e p to m y c e s  sp. No. 7— 3, ,A g r ic . B io l. C h e m .“, 54, 1990, 
2247— 2255.

11. T s u r u ,  D „  H i r a o k a ,  N. ,  F u k u m o t o ,  J„  Studies on m old dextranases. 
IV. Substrate specificity of A s p e r g i l lu s  c a r n e u s  dextranases, „J. B io ch em ."  
(T o k y o ), 71, 1972, 653— бёО.

12. W  i s  e , C. S „  D i m i e  r, R . J., D  a v  i s , H . A ., R  i s  t . C. E„ D eterm ination of 
easily hydrolyzable fructose un its in dextran preparations, „ A n a l. C h e m .“, 
27, 1955, 33— 36.

13. W r i g h t ,  S . W ., U  1 s t г о m , R. A ., S  z  e  w  c  z  a к , J. T „ Studies on carbohy
drates in body fluids. 1. Identification by m eans of paper chromatography, 
, ,A m e r . M ed . À sso c . J . D is . C h ild r .“ , 93, 1957, 173— 181.



STUDIA UNIV. BABEŞ-BOLYAI, BIOLOGIA, XXXVII, 2, 1992

ANALIZA BACTERIOLOGICA A NĂMOLURILOR DIN LACURILE 
SALINE URSU ŞI NEGRU DE LA SOVATA

V A S IL E  M U N T E A N *

S U M M A R Y . —  B a c te r io lo g ic a l  A n a ly s is  o f  M u d s  fr o m  th e  S a l t  L a k e s  
U r su  a n d  N e g r u  in  S o v a ta . M u d  s a m p le s  c o lle c t e d  s e a s o n a l ly  in  1992 
w e r e  a n a ly s e d  fo r  d e te r m in in g  th e  c o u n ts  o f  b a c te r ia  f r o m  th e  f o l lo 
w in g  7 p h y s io lo g ic a l  g r o u p s:  a e r o b ic  h e te r o tr o p h s , a m m o n if ie r s , d e n i-  
tr if ie r s ,  d e su lp h o f ie r s , ir o n -r e d u c e r s , le v a n - fo r m e r s  a n d  le v a n o ly t ic  
b a c te r ia . B a c te r ia  f r o m  e a c h  g r o u p  w e r e  p r e s e n t  in  th e  s tu d ie d  m u d s .  
T h e r e  w e r e  s e a so n a l v a r ia t io n s  in  b a c te r ia l  c o u n ts . T h e  la r g e s t  n u m 
b e r  o f  b a c te r ia  w a s  fo u n d  in  a u tu m n , a n d  th e  s m a l le s t  in  w in te r .  Thie; 
b e s t  r e p r e se n te d  g r o u p  w a s  th a t  o f  th e  a e r o b ic  h e te r o tr o p h s . T h e ir  
n u m b e r  w a s  IO* 5— 108 c e l l s / g  d r y  m u d . T h e  a m m o n if ie r s  w e r e  a lso  w e l l  r e 
p r e s e n te d  (105— 107 c e l l s / g  d r y  m u d ). T h e  n u m b e r  o f  d e n itr if ie r s  r a n g e d  
fr o m  102 to  104 c e l l s / g  d r y  m u d . T h e  s m a l le s t  n u m b e r  (10— 102 c e l l s /g  
d r y  m u d ) w a s  t h a t  o f  th e  d e s u lp h o f ie r s  a n d  ir o n -r e d u c e r s . In  th e  
N e g r u  la k e  th e  r a t io  b e tw e e n  le v a n - fo r m e r s  a n d  le v a n o ly t ic  b a c te r ia  
w a s  u n r e le v a n t ,  b u t  in  th e  c a s e  o f  th e  U r su  la k e  th is  r a t io  w a s  h ig h e r  
th a n  1, in d ic a t in g  th e  p r e s e n c e  o f  f a v o u r a b le  c o n d it io n s  fo r  th e  fo r 
m a t io n  o f  a h ig h -q u a l i ty  m u d  a s  c o n c e r n s  i t s  p la s t ic ity .

Nămolurile lacurilor saline Ursu şi Negru din staţiunea balneocli
materică Sovata au fost studiate amănunţit din punct de vedere enzi- 
mclogic [3, 5]. Nu au fost publicate însă cercetări asupra unor grupe, 
fiziologice bacteriene implicate în ciclurile biogeochimice ale elemente
lor. Scopul acestei lucrări este de a completa această lacună şi a obţine 
o imagine de ansamblu asupra activităţii biologice în aceste habitate.' 
Contribuţia bacteriilor la procesul de peloidogeneză este esenţială. Des
cifrarea relaţiilor ecologice care se stabilesc între diferite grupe fiziolo
gice bacteriene are o deosebită importanţă teoretică şi poate constitui 
premisa unei activităţi practice de optimizare a calităţii terapeutice a 
nămolurilor.

Material ş i  metode. In a n u l  1992 a u  f o s t  e f e c tu a te  a n a l iz e  b a c te r io lo g ic e  
a su p r a  n ă m o lu r i lo r  d in  la c u r i le  s a l in e  U r su  ş i  N e g r u  d in  s ta ţ iu n e a  b a ln e o c l im a 
te r ic ă  S o v a ta .  C e r c e tă r ile  a u  f o s t  f ă c u te  p e  c â te  o  p r o b ă  d e  n ă m o l d in  f ie c a r e  
la c , în  to a te  c e le  4 a n o t im p u r i.  P r o b e le  d in  la c u l  U r s u  a u  f o s t  p r e le v a te  d in  z o n a  
p lu te i ,  ia r  c e le  d in  la c u l  N e g r u  d in  z o n a  c e n tr a lă . E ş a n t io a n e le  d e  n ă m o l a u  f o s t  
p r e le v a te  în  b a lo a n e  s te r i l iz a te ,  a p o i s u p u s e  a n a l iz e lo r  în  la b o r a to r .

S -a u  e f e c tu a t  a n a l iz e  b a c te r io lo g ic e  c a n t ita t iv e ,  d e te r m in â n d u -s e  n u m ă r u l  
b a c te r i i lo r  a p a r ţ in ă to a r e  u r m ă to a r e lo r  g r u p e  f iz io lo g ic e :  h e te r o tr o fe  a e r o b e , a m o -  
n if ic a to a r e ,  d e n itr if ic a to a r e ,  d e s u lfo f ic a to a r e ,  f ie r -r e d u c ă to a r e ,  le v a n o s in te t iz a n ţ ie  
s i  le v a n o li t ic e .

N u m ă r u l b a c te r i i lo r  h e te r o tr o fe  a e r o b e  a  f o s t  d e te r m in a t  p e  u n  m e d iu  cu
b u lio n  d e  c a r n e  a g a r iz a t .

N u m ă r u l b a c te r i ilo r  a m o n if ic a to a r e  a  fo s t  d e te r m in a t  fo lo s in d  u n  m e d iu  cu 
a p ă  p e p to n a tă .

• Institu tu l de C e r c e tă r i  Biologice, 3400 Cluj, România
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N u m ă r u l b a c te r iilo r  d e n itr if ic a to a r e  a  fo s t  d e te r m in a t  f o lo s in d u - s e  m e d iu l  
lu i  D e  B a r j a c  [8]

N u m ă r u l b a c te r i ilo r  d e s u lfo f ic a to a r e  s -a  s ta b i l i t  u t i l iz â n d u -s e  m e d iu l  V a n  
D e l d e n  [2].

N u m ă r u l b a c te r i ilo r  f ie r -r e d u c ă to a r e  s -a  s ta b il i t  c u  a ju to r u l m e d iu lu i  O t t o w  
[7].

N u m ă r u l  b a c te r i i lo r  l e v a n o s in te t iz a n te  ş i  c e l  a l  b a c te r i ilo r  l e v a n o l i t ic e  s -a  
d e te r m in a t  c u  a ju to r u l m e to d e lo r  e la b o r a te  d e  K i s s  ş i  D r ă g a n - B u l a r d a  [4]*

S -a u  p r e p a r a t  d i lu ţ i i  d e  n ă m o l c u p r in se  în tr e  IO-1 ş i  10-'. D in  f ie c a r e  d i lu ţ ie  
d e  n ă m o l c u p r in să  în tr e  IO-1 ş i  IO-4 s -a u  in o c u la t  c â te  5 e p r u b e te  c u  m e d iu  p e n tr u  
c u lt iv a r e a  b a c te r i ilo r  d e s u lfo f ic a to a r e ,  f ie r -r e d u c ă to a r e , le v a n o s in te t iz a n te  ş i  l e 
v a n o l i t ic e .  D in  f ie c a r e  d i lu ţ ie  d e  n ă m o l c u p r in să  în tr e  IO-4 ş i IO-7 s -a u  in o c u la t  
c â te  5 e p r u b e te  c u  m e d iu  p e n tr u  c u lt iv a r e a  b a c te r i ilo r  a m o n if ic a to a r e  ş i  d e n itr i 
f ic a to a r e ,  r e s p e c t iv  c â te  d o u ă  c u t i i  P e tr i  c o n ţ in â n d  m e d iu  p e n tr u  c u lt iv a r e a  b a c 
te r i i lo r  h e te r o tr o fe  a e r o b e . A le g e r e a  d i lu ţ i i lo r  s -a  fă c u t  d u p ă  în c e r c ă r i  p r e a la b ile ,  
p e n tr u  în c a d r a r e a  în  l im i t e le  d e  v a r ia ţ ie  a le  n u m ă r u lu i d e  b a c te r ii  a p a r ţ in ă to a r e  
f ie c ă r u i  g r u p  f iz io lo g ic  s tu d ia t  în  p r o b e le  d e  n ă m o l.

în  to a te  c a z u r ile  v o lu m u l  in o c u lu lu i  a  fo s t  d e  1 m l, ia r  o p e r a ţ i i le  s -a u  
e fe c tu a t  în  c o n d iţ i i  s te r ile .

In c u b a r e a  s -a  fă c u t  la  28°C ş i  a  d u r a t  7 z i le  p e n tr u  b a c te r i i le  h e te r o tr o fe  
a e r o b e , r e s p e c t iv  10 z i l e  p e n tr u  c e le la l t e  g r u p e  f iz io lo g ic e .

P e n tr u  d e te r m in a r e a  n u m ă r u lu i  b a c te r i i lo r  h e te r o tr o fe  a e r o b e  s -a  c i t i t  n u 
m ă r u l d e  c o lo n ii  d in  f ie c a r e  c u t ie  P e tr i ,  s -a  fă c u t  m e d ia  v a lo r i lo r  p r o b e lo r  p a r a 
le l e  d e  la  d i lu ţ ia  c e a  m a i s e m n if ic a t iv ă  ş i s -a  în m u lţ i t  c u  v a lo a r e a  in v e r s ă  a  d i-  
lu ţ ie i  r e s p e c t iv e .

C u ltu r ile  b a c te r i i lo r  a m o n if ic a to a r e  a u  fo s t  a n a l iz a te  c u  a ju to r u l r e a c t iv u lu i  
N e s s le r ,  c a r e  în  p r e z e n ţa  N H 3 s e  c o lo r e a z ă  în  g a lb e n  sa u  p o r to c a liu .

A c t iv ita t e a  b a c te r i ilo r  d e n itr if ic a to a r e  a fo s t  e v id e n ţ ia tă  c u  a ju to r u l r e a c t i 
v i lo r  G r ie s s  I ş i G r ie s s  II , c a re  în  p r e z e n ţa  n itr iţ i lo r  r e z u lta ţ i  d in  p r o c e s u l d e  
d e n itr if ic a r e  c o lo r e a z ă  m e d iu l  în  r o z  sa u  ro şu .

C u ltu r ile  b a c te r i i lo r  d e s u lfo f ic a to a r e  a u  fo s t  a n a l iz a te  fo lo s in d  b e n z i d e  
h â r t ie  d e  f i lt r u  îm b ib a te  în tr -o  s o lu ţ ie  d e  a c e ta t  d e  p lu m b  10% . In  p r e z e n ţa  HC1 
c o n c e n tr a t , H 2S  fo r m a t  su b  a c ţ iu n e a  b a c te r i ilo r  d e s u lfo f ic a to a r e  s e  d e g a jă , va
lo r â n d  în  n e g r u  sa u  b r u n  b e n z i le  c u  a c e ta t  d e  p lu m b .

Io n ii d e  F e 2+ ,  r e z u lta ţ i  în  u r m a  r e d u c e r ii  f ie r u lu i  t r iv a le n t  d in  m e d iu  d a 
to r ită  a c t iv i tă ţ i i  b a c te r i i lo r  f ie r -r e d u c ă to a r e , s -a u  e v id e n ţ ia t  c u  a ju to r u l r e a c t i 
v u lu i  cu  a.cc ’-d ip ir id il ,  с а ге  în  p r e z e n ţa  io n i lo r  c o lo r e a z ă  m e d iu l în  r o z  sa u  
ro şu .

C u ltu r ile  b a c te r i ilo r  l e v a n o s in te t iz a n te  ş i le v a n o l i t ic e  a u  f o s t  e x a m in a te  p r in  
m e to d a  c r o m a to g r a f ie i  p e  h â r t ie ,  t e h n ic a  c ir c u la r ă , f o lo s in d  h â r t ie  W h a tm a n  1. 
C r o m a to g r a m e le  a u  fo s t  d e v e lo p a te  în tr -u n  s is te m  d e  d iz o lv a n ţ i  fo r m a t  d in  n -p r o -  
p a n o l-a c e ta t  d e  e t i l - a p ă  (6:1:3 v o i .  v o i . /v o i .) .  D e te c ta r e a  s -a  fă c u t  c u  u n  r e a c t iv  
p e  b a z ă  d e  u r e e  şi a c id  o - fo s fo r ic ,  c a r e  e v id e n ţ ia z ă  în  m o d  s p e c if ic  c e to z e le  l ib e r e  
ş i c o m b in a te , d â n d  o  c o lo r a ţ ie  a lb a s tr ă  c u  le v a n u l ,  z a h a r o z a  ş i  fr u c to z a , în  u r m a  
în c ă lz ir i i  c r o m a to g r a m e lo r  la  1Q0— 110°C [9].

C u e x c e p ţ ia  b a c te r i i lo r  h e te r o tr o fe  a e r o b e , n u m ă r u l c e l  m a i p r o b a b il  a l  b ac 
t e r i i l o r /g  n ă m o l u m e d  s -a  c a lc u la t  p e  b a z a  ta b e lu lu i  s ta t is t ic  p u b lic a t  d e  A l e 
x a n d e r  [1], lu â n d u -s e  în  c o n s id e r a r e  t r ip le t e  d e  d i lu ţ i i  s u c c e s iv e  la  c a r e  s -a  
c o n s e m n a t  e x is t e n ţ a  a c t iv i tă ţ i i  f iz io lo g ic e  r e s p e c t iv e .  î n  f in a l ,  n u m ă r u l c e l  m a i  
p r o b a b il  a l  b a c te r i i lo r  s - a  r a p o r ta t  la  1 g  n ă m o l  su b s ta n ţă  u sc a tă .

Rezultate. Rezultatele analizelor bacteriologice sezoniere sunt pre
zentate în Tabelul 1. Se constată că toate cele 7 grupe fiziologice sunt 
prezente în nămolurile celor două lacuri în toate anotimpurile.

Valorile cele mai mari se înregistrează în cazul bacteriilor heterc- 
trofe aerobe, acest grup participând la transformarea substanţelor or
ganice din nămol, jucând un rol important în procesul de peloidizare.

Microflora bacteriană heterotrofă aerobă este mai bine reprezen
tată în nămolul lacului Ursu, valorile oscilând de la peste 6 milioane



Tabel 1
R ezu ltate le  analizelor bacterio logice a le  n ăm olurilor din laeu rlle  Ur*u şl N egru

(numărul celulelor/g nămol substanţă uscată)

Lacul Sezonul Bacterii mezofile 
aerobe

Bacterii
amonificatoare

Bacterii de- 
nitrificatoare

Bacterii
desulfofica-
toare

Bacterii
fier-reducă-
toare

Bacterii
levanosinte-
tizante

Bacterii
levanolitice

Iarna 6.867.369 4.439.51 1 1.304 88 33 13.041 1.498
Ursu Primăvara 21.847.070 121.648 1.936 52 422 6.951 1.117

Vara 146.889.400 2.649.769 37.442 576 80 12.384 10.230
Toamna 223.356.730 6.700.000 29.036 63 638 17.230 17.230

Iarna 552.922 1. 132.174 974 631 160 7.372 1.632
Negru Primăvara 7.573.025 284.890 3.353 144 468 6.491 11.179

Vara 16.248.675 3.249.735 95.372 60 423 7.771 9.890
Toamna 94.696.000 16.287.000 45.454 79 6i3 34 3.068

o

A
N

A
L

IZ
A

 
B

A
C

T
E

R
IO

LO
G

IC
A

. A
 

N
Ă

M
O

LU
R

ILO
R

 D
IN

 
LA

C
U

R
I 

S
A

LIN
E



iarna, la peste 223 de milioane bacterii/g nămol substanţă uscată toamna. 
In lacul Negru aceste valori coboară iarna sub un : milion, iar toamna 
ajung la aproape 1 0 0  de milioane.

Foarte bine reprezentate sunt şi bâcteriile amonificatoare, cu va
lori de ordinul milioanelor/g nămol substanţă uscată, singura excepţie, 
constituind-o în ambele lacuri sezonul de primăvară, când numărul amo- 
nificatoarelor scade cu un ordin de mărime.

Numărul bacterilor denitrificatoare oscilează între puţin sub 1 000 
(iarna în lacul Negru) şi aproape 100 000 (vara în acelaşi lac).

Valorile cele mai mici se înregistrează în cazul bacteriilor desulfo- 
ficatoare, fiind de ordinul zecilor sau sutelor de bacterii/g nămol subt- 
stanţă uscată. Fără îndoială că în acest caz intervin şi probleme legate 
de metodologie, dificultatea identificării acestui grup fiziologic bacte- 
rian fiind subliniată şi de alţi autori [6 ].

Valori de acelaşi ordin de mărime se înregistrează şi în cazul bac
teriilor fier-reducătoare.

Numărul bacteriilor levanosintetizante şi levanolitice este de ordi
nul IO3—IO4, cu o singură excepţie, toamna în lacul Negru, când scade 
sub 100. In lacul Ursu, raportul între numărul bacteriilor levanosinte
tizante şi levanolitice este supraunitar în 3 sezoane, toamna înregis- 
trându-se aceeaşi valoare pentru ambele grupe. Polizaharidul bacterian 
levan, având o structură ramificată, conferă nămolului plasticitate, ade
renţă la epiderma celor supuşi tratamentului balnear. De aceea, pre
dominanţa bacteriilor levanosintetizante faţă de cele levanolitice este 
un aspect pozitiv, nămolul caracterizat printr-un astfel de raport fiind 
de calitate superioară.

In cazul lacului Negru nu se poate trage o . concluzie semnificativă 
din acest punct de vedere, deoarece iarna raportul este favorabil bac
teriilor levanosintetizante, iar în celelalte sezoane celor levanolitice.

Concluzii. 1. Se înregistrează semnificative oscilaţii sezoniere ale 
numărului de bacterii aparţinând celor 7 grupe fiziologice studiate. Ini 
general, valorile maxime sunt consemnate toamna, ca urmare a unui 
aport sporit de material organic din coloana de apă. Valorile minime 
sunt înregistrate iarna.

2. Se poate afirma că în nămolul lacului Ursu activitatea micro- 
biană este mai intensă decât în nămolul lacului Negru. Luând în con
siderare raportul dintre bacteriile levanosintetizante şi levanolitice, cu 
implicaţiile lui asupra plasticităţii nămolului, se poate deduce că şi sub 
aspect practic, al efectului util pe care îl are asupra calităţii terapeu
tice a nămolului, activitatea microbiană în sedimentele lacului Ursu 
este superioară celei din sedimentele lacului Negru.
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ACTIVITATEA BIOLOGICA A UNOR NOI FUNGICIDE ROMÂNEŞTI

LUCIA NEDELCU* şi MARIUS SAFTA**

SUMMARV. — Biological Activity of Some New Romanian Fungicides.
The biological activ ity  of th ree oxim e derivatives (SN 343, SN 350, and 
SN 384, synthesised in the O rganic Chem istry Centrii in  T im işoara) 
against the phytopathogenic fungi P yth ium  debaryanum  and Phytophtho
ra infestons w as tested under both in  vitro  and in  v ivo  conditions. 
In the in vitro  experim ents, potato-glucose-agar w as used as a  n u trien t 
m edium  for the fungi, w hereas the in v ivo  experim ents w ere carried; 
out w ith tom ato plants, cv. Florida. F ive com m ercially availab le fungi
cide preparations containing cym oxanil, m etalaxyl, benalaxyl, propa- 
m ocarb, and alum inium  ephosite, respectively, served for com parison. 
The results have shown th a t under in  vitro  conditions th e  activ ity  o f 
SN 343 and SN 384 against P yth ium  debaryanum  w as sim ilar to  th a t 
of the cym oxanil-containing C urzate 50 W P preparation . A t the  same 
time, SN 343 and SN 384 w ere the m ost active fungicides against Phy
tophthora infestons. U nder in vivo  conditions, SN 384 proved to be the 
best of the th ree new ly synthesised oxim e derivatives: i t  prevented  
the a ttack  of Phytophthora infestons  on the foliage of experim entally  
infected tom ato plants.

În cadrul Centrului de Chimie Organică (CCO) de la Timişoara an 
fost sintetizaţi derivaţi oximici, a căror activitate fungicidă a fost testată
in vitro şi in vivo [1 , 2 ].

In lucrarea de faţă am studiat activitatea biologică a 3 derivaţi oxi
mici sintetizaţi ia CCO asupra ciupercilor fitopatogene Pythium  debarya
num  Hesse şi Phytophthora infestans (Mont.) De By, agenţi cauzali a 
două boli de mare importanţă practică: căderea şi putrezirea plantulelor 
şi, respectiv, mana. Pentru comparare au servit 5 produse fungicide din 
import.

M aterial şi m etodă. D erivaţii oxim ici sin tetizaţi la  GGOşi lu a ţi in. stud iu  a u  fost 
produsele SN 343, SN 350 şi SN 384. F orm ula lo r s truc tu ra lă  este reda tă  în  Fig. 1. 
Fungicidele servind p en tru  com parare au  fost produsele C urzate 50 W P (Du P ont 
de Nefnours, SUA), Ridomil 25 WP (Ciba Geigy, Elveţia), G alben 25 WP (Monte
dison, Italia), P rev icur N (Schering, G erm ania) şi A liette (Rhône Poulenc, F ranţa). 
Form ula s tructu ra lă  a substanţei active din aceste produse este reda tă  to t în  Fig. 1.

S-au efectuat experien ţe a tâ t in  vitro  cât şi in  vivo.
în  experienţele efectuate in  i'itro  s-a s tud ia t activ itatea biologică a produ

selor asupra celor două ciuperci fitopatogene p rin  m etoda includerii în  m ediul nu 
tritiv  CGA (cartof-glucoză-agar) a d iferitelor can tită ţi d in  produse [3]. C ulturile au 
fost exam inate după d iferite du rate  de incubare.

P rin  experienţele efectuate in vivo  s-a s tud ia t eficacitatea, precum  şi acţiunea 
sistemică, p reventivă şi curativă a produselor, la  p lan te  de tom ate, soiul Flo
rida.

Eficacitatea produselor a fost stud iată  în  condiţii de seră. S-â lu c ra t cu se
m inţe de tom ate libere de infecţii şi cu o cu ltu ră de P yth ium  debaryanum  de 5i 
zile ob ţinută pe m ediul CGA. Solul folosit a fost sterilizat în  autoclav la  1,8 at-

* In s titu tu l de Cercetări pentru  Proiecţia Plantelor, 71592 Bucureşti 18, România '
** Centrul de Chimie  O r g a n ic ă ,  1900 Timişoara, România
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F  i g. 1. Formula structurală a fu n g ic id e lo r  s tu d ia te .
SN 343 (metamidoximă) — 2-Ciano-2-metoxiiminoacetamidü.
SN 350 — Sarea de cupru a 2-ciano-2-hidroxiiminoacetamidei.
SN 384 (chinamidoximă) — Sarea de 8-hidroxichinolină a 2-ciano-2-hidroxiiminoaceta- 

midei.
Curzate (cymoxanil) — 2-Ciano-N-[(etilamino)carbonil]-2-metoxiiminoacetamidă. 
Ridomil (metalaxyl) — (±)-N-(2,6-dimetilfenil)-N-(2'-m etoxiacetil)-alauilat de metil. 
Galben (benalaxyi) — (d; )-N-(2,6-dimetilfenil)-N-(fenilacetil)-alanilat de metil. 
Frevicur N  (propamocarb) — Clorhidratul N-(3-dimetilamino-n-propil)carbamatului de 

n-propil.
A liette (efosit de Al) — Sarea de aluminiu a acidului O-etilfosfonic.

m osfere, tim p de 3 ore. In  cutii de plastic cu la tu ra  de 12 cm s-au introdus cîte 
50 de sem inţe, în  5 rându ri. S ursa  de infecţie s-a p rep a ra t d in  2/3 sol şi 1/3 ino- 
cul de agar. D upă omogenizare, am estecul s-a repartiza t uniform  în fiecare cutie. 
Produsele s-au ap licat în  d iferite  doze, în tr-un  volum  de 3 l/m 2. După 10 zile, s-a 
no ta t in tensitatea atacu lu i fungic p en tru  evaluarea efectului produselor.

A cţiunea sistem ică, p reventivă şi curativă a produselor s-a stud iat cu p lan te  
de tom ate in fectate experim ental cu Phytophthora infestans.

P en tru  stud ierea acţiunii sistem ice a  produselor s-au folosit p lan te  de apro
x im ativ  20 cm Înălţim e, oare au  fost tra ta te  red icu lar cu 30 mg s.a./p lantă şi in 
fectate u lterio r cu o suspensie de spori şi micelii de Phytophthora infestans d in-



ACTIVITATEA BIOLOGICA A UNOR NOI FUNGICIDE ROMANEŞTI 73

tr-o  cultu ră de 17—19 zile pe m ediul CGA. Apoi, p lan tele  au fost introduse în1 
pungi de p lastic pen tru  m enţinerea unei um id ităţi ridicate. Incuba tea  a avu t loo 
în boxe term ostatate  la  20 ±  1°C. După 10 zile de la  infecţie, s-a no ta t in tensita
tea, atacului fungic.

S tudierea acţiunii preventive a produselor s-a realizat cu p lan te de tom ate 
având 3 e taje  de frunze. Ele au fost tra ta te  cu d iferite doze din produse, După 24 
ore, frunzele din e ta je le  2 şi 3 au fost detaşate, apoi infectate cu spori şi micelii de 
Phytophthora in festons  (dintr-o cu ltu ră de 17 zile) şi introduse în  cam ere um ede 
pentru  incubare la 20 +  1°C. In  cursul incubării s-a notat, periodic, intensitatea 
atacului fungic.

T a b e l 7

Activitatea biologică i и v i t r o  a unor fungicide faţă 
d e b a r  y u n u  nt

I de P y  t h i u m

Varianta V ârsta Ecuaţia dreptei de regresie DL- 5 0 DL- 9 0 Coeficient
culturii de

(ore) corelaţie

SN 343 24 y =  4,85 +  1,16x 1,32 16,4 0,931
48 y =  4,47 +  1,25x 2,60 29.0 0,887

SN 3S0 24 y =  0,32 +  3,02x 57,7 153,2 0,999
48 y =  0,43 +  3,02x 62,8 166,6 0,997

SN 384 24 V =  4,44 +  2,01x 1,8 8,1 0.956
48 y =  4,52 +  2,05x 1,7 7,1 0.995

Curzate 50 WP 24 y =  4,90 +  l,66x 1,1 6,9 0.965
48 y =  3,65 +  2,32x 3,8 13,1 0,910

Ridomil 25 WP 24 y =  5,71 +  l,74x 0,39 2,12 0,998
48 y =  5,77 +  1,50 c 0.30 2,17 0,833

Previcur N 24 y — 4,41 +  0,54x 11,7 2521,5 0,857
48 y =  4,87 +  0,49x 1,8 721,9 0,963

Aliette 80 WP 24 y  - —3,48 +  4,00x 131,7 272,2 0,865
48 y  =  - 2 , 1 9  -  3,57.x 103,6 236,5 0,851

Tabel .1
A c t i v i t a t e a b i o l o g i c ă i n  V i  t  г o  a  unor í u m j i e h l e  f a ţ a de P ii у l  o  p h  } h  o  r  a

i n f e s t  II и s

Varianta Concentraţia
substanţei
active

r:.)

D ia m e tru l coloniei ( 
după 

10 zile
de incuba

cm)

17 zile
re

SN 343 
SN 350 
SN 384
Curzate 50 WP 
Ridomil 25 WP 
Galben 25 WP 
Previcur N 
Aliette 80 WP 
X etratată infectată

0,1 
0,1 
0,01 
0,1 
0,01 
0,01 
0,1 
3,00

0,00°°» 
0,52oo° 
0 00""° 
0,0601)» 
у 22°°°
1,30°"°
1,44°""
0,90"°"
2,82

0,00"°
0,80°"°
0,00"°”
0,36°°"
2,06“"»
2 78000
3 22°°°
3.50°°“
6,50

DL 5% 0,60 0,42
DL 1 % 0,81 0,57
DI, 0,1% = 1,08 0,75
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Acţiunea curativă a produselor a fost stud iată  cu frunze de tom ate detaşate, 
introduse în camere um ede şi in fectate  cu spori şi m icelii de Phytophthora in fes
tons. După 24 o re  de la  infecţie, frunzele au  fost tra ta te  cu produsele de te s ta t 
şi rein troduse în  cam ere umede p en tru  incubare în  boxe te rm ostatate la  20 ± ГС. 
D upă 8 zile de la  tra tam en t, s-a n o ta t in tensita tea  atacului fungic.

Rezultate şi discuţii. Rezultatele obţinute în studierea activităţii bio
logice in vitro a produselor sínt prezentate în Tabelele 1 şi 2. Se poate 
vedea din Tabelul 1 că faţă de Pythium  debaryanum  produsele SN 343 
şi SN 384 au avut o activitate biologică similară cu cea a produsului Cur- 
zate 50 WP. Activitatea biologică a produsului SN 350 s-a dovedit a fi 
slabă. Produsul cel mai activ a fost Ridomil 25 WP. Produsul Previcur 
N nu a prezentat activitate biologică în privinţa DL-90, iar produsul 
Aliette 80 WP a fost lipsit de activitate biologică atât în privinţa DL-50 
cât şi a DL-90.

Datele Tabelului 2 arată că produsele testate au inhibat creşterea 
miceliului de Phytophthora infestons. Faţă de varianta netratată, dar in
fectată, inhibiţia creşterii a fost foarte semnificativă. Produsele cele mai 
bune au fost SN 384 şi SN 343 care în concentraţie de 0,01%, respectiv 
0,1  Vo au inhibat complet creşterea miceliului ciupercii atât la 10 cât şi 
la 17 zile de incubare. Se mai poate constata că produsul Aliette 80 WP 
nu a fost capabil să oprească creşterea miceliului, deşi acest produs s-a 
utilizat într-o concentraţie foarte mare (3%), confirmându-se datele din 
literatură cu privire la lipsa activităţii lui biologice in vitro [4, 9].

Din rezultatele obţinute în studierea eficacităţii produselor testate 
( V .  Tabelul 3) reiese că SN 343, SN 350 şi SN 384 au asigurat 32,66— 
56,06% plante sănătoase, comparativ cu varianta netratată infectată la 
care s-au obţinut numai 11,33% plante sănătoase. In aceleaşi condiţii, la 
varianta neinfectată plantele sănătoase au reprezentat 69,33% din tota
lul plantelor. Sub acţiunea celorlalte produse testate, pantele au rămas 
sănătoase în proporţii de peste 50%, ceea ce este în concordanţă cu da
tele din literatură [5—7, 10]. Eficacitatea mai- slabă a produselor SN 
se datoreşte, probabil, faptului că, nefiind condiţionate, aplicarea lor a 

fost neuniformă.
Din Tabelul 4 se poate vedea că în privinţa acţiunii sistemke se 

remarcă produsele Gurzate 50 WP, Ridomil 25 WP şi Galben 25 WP, în 
privinţa acţiunii preventive — aceste 3 produse şi SN 384, iar în pri
vinţa acţiunii curative — produsele Ridomil 25 WP şi Galben 25 WP, asi
gurând un foliaj practic neatacat de ciupercă. In condiţii similare, cele
lalte produse au determinat numai o protecţie parţială a frunzelor. Re- 1 
zultatele înregistrate sínt în concordantă cu cele publicate de alti autori’ 
[4, 8 ].

Aprofundarea studiilor asupra produselor SN 343, SN 350 şi SN 384 
este deosebit de utilă, în perspectiva introducerii lor în practică.

Concluzii. 1. Activitatea biologică in vitro a produselor SN 343 şi 
SN 384 faţă de Pythium  debaryanum  a fost similară cu cea a produsu
lui Curzate 50 WP, iar faţă dePhytophthora infestons SN 343 şi SN 384 
s-au dovedit a fi produsele cele mai active.
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Tabel 3
K fleacltateo unor fungicide In com baterea ciupercii P ÿ t  h i n n i  d e  b d r'-ÿwi» а  m  

prin tratam ent Ia sol

Varianta Concentraţia Plante Semnificaţie faţă de
substanţei răsărite varianta
active şi netratată netra tată

sănătoase infectată neinfectată
(%) . (%) .

SN 343 0,1 56,06 4 X X X ' . 000
0,05 42,00 X X X ooo

SN 350 0,1 38,66 X X X 000
0,05 44,00 XXX. 000

SN 384 0,1 40.66 X X X 000
0,05 32,66 X X X 000

Curzate 50 WP 0,1 54,00 X X X 000
0,05 55,33 ' X X X 000

Ridomil 25 WP 0,1 55,66 XXX 000
0,05 66,66 X X X

Galben 25 WP 0,1 54,66 X X X 000
0,05 49,33 X X X 000

Previcur N 0,15 72,00 X X X 000
0,1 58,00 • X X X - 00
0,05 53,33 X X X 000

Aliette 80 WP 0,25 63,33 XX X
0,15 62,66 X X X
0,1 54,00 X X X 000

N etra tată  infectată _ 11,33 — 000
N etra ta tă  neinfectată — 69,33 X X X —

DL 5% _ 6,75-
DL 1% = 9,02 .
DL 0,1% 11,86

Tabel 4
Activitatea biologică I n v i v o  a unor i*uiiţ)iei(lc faţă de P h y t o p h t h o r a

i ii f e s t a n :S

Varianta Concentraţia A c ţ i u n e a *
substanţei

active sistemică preventivă curativă
("■)

SN 343 0,1 + _j_
SN 350 0,1 % 4; +
SN 384 0,1 % 0 +
Curzate 50 WP 0,1 0 0 i
Ridomil 25 WP 0,1 0 0 0
Galben 25 WP 0,1 0 0 0
Previcur N 0,15 -f-- j-- f- +  - +  + +  -  +  +
Aliette 80 WP 0,15 -j- .J_L +  +
N etratată infectată +  +  + +  +  +  +  + +  +  +  +

* S e a p re c ia z ă  p e  b a z a  m ă r im i i  s u p ra fe ţe i  fo l ia r e  a t a c a t e  d e  c iu p e rc ă . Id p s a  a t a c u lu i :  0. S u p r a f a ţ a  fo l ia r ă  
a t a c a t ă  îu  p r o p o r ţ ie  d e  5 — 1 0 % :  ±  ; 1 0 —2 5 ° %  ; 2 5 - 5 0 % :  -r  ; 5 0 —7 5 %  : — — -r  ; 7 5 — 1 0 0 % : - f  -J- +  +



/6 l .  NEDßLCU, M. SAFTA

2. In cerœtàriie efectuate in vivo s-a remarcat produsul SN 384 
care a, pţeyenit atacul lui Phytophthora infestons asupra foliajului plan
telor de tomate infectate experimental.
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STUDIUL UNOR PROCESE FIZIOLOGICE LA DOUA LINII CELULARE 
DE BERBERIS PARVIFOLIA  SPRAGUE

CONSTANTIN DELIU*, ANA NICOARA*, CORNELIA MUNTEANU-DELIU** ***, 
VICTOR ÖERCEA*, MARTIN KEUL* şi DORINA TlRNOVEANU**

SUMMARY, — Study oi Some Physiological Processes in Two Cell Lines 
ot B e r b e r i s  p a r v i f o l i a  Sprague. Berberis parvifolia  coll linos 
obtained by cloning sm all cell aggregates, followed by the ir selection 
according to the ir colour, show several physiological and m etabolic1 
characteristics, concerning grow th and synthesis of proteins, starch  and 
p ro toberberine alkaloids, w hich d ifferen tia te  them . There are clear re
lationships betw een the p rim ary  and the secondary m etabolism  of the 
cells cultured  in  vitro. Thus, in tensity  of the synthesis of proteins is 
d irectly  proportional to th a t of the synthesis of secondary metabolites. 
In  low -productive cell lines, w hich grow well, bu t synthesize sm all 
am ounts of alkaloids, the p rim ary  m etabolic processes a re  m uch m ore 
intense. The cells of such lines show a quick nu trien t up take from 
the medium, bu t the p rim ary  precursors are directed m ainly tow ards 
the biosynthesis of cell structu ra l com ponente, as w ell as tow ards energy 
storage in form  of starch. On the contrary, the highly productive cell 
lines use the precursors m ainly for alkaloid biosynthesis.

4.
Producerea principiilor farmacologic active prin intermediul cultu

rilor de suspensii celulare realizate din plante medicinale este o bioteh- 
nologie importantă, atât din punct de vedere practic, cât şi teoretic. In 
anii din urmă s-au obţinut succese remarcabile în acest sens. Câteva 
exemple, cum ar fi elucidarea căii de biosinteză (la nivel enzimatic) a 
alcaloizilor protoberberinici [7, 21] sau introducerea în sistem industrial 
a culturilor celulare de Coptis japonica pentru obţinerea berberinei [6 ] 
vin să confirme justeţea afirmaţiei făcute mai sus.

Mult mai puţine sunt însă datele cu privire la interrelaţia care există 
între procesele metabolice din cadrul suspensiilor celulare crescute în sis
temul „batch“. Pentru a lămuri câteva din aceste aspecte, anumite linii 
celulare de Berberis parvifolia Sprague, selectate de noi, au fost analizate 
din punct de vedere al conţinutului lor în metaboliţi secundari (alcaloizi 
totali) şi primari (proteine şi amidon). De asemenea, la câteva dintre li
nii s-au urmărit şi modificările metabolice care au loc pe tot parcursul 
ciclului lor de creştere.

M aterial şi metode, a) Cultura celulară. 1 .iniile celulare au fost izolate p rin  d o 
narea  de mici agregate celu lare şi selecţia după culoare a coloniilor calusale fo r
m ate din ele [4]. Suspensiile celu lare in iţiale  din aceste colonii au fost cultivate 
în vase E rlenm eyer de 300 m l ce conţineau 50 m l m ediu nu tritiv . Vasele au fost 
p lasate  pe un agitator ro tativ  (100 rpm ) la  în tuneric şi la  25 ± 1°C.

*  In s titu tu l de Cercetări Biologice, 3400 Ciuj-Napoca, România
+* U niversitatea Babeş-Bolyai, Catedra de biologie vegetală, 3400 Ciuj-Napoca, România
* * *  Universi[atea de M edicină şi Farmacie, 3400 Ciuj-Napoca, România
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M ediul de cu ltu ră  a constat d in  să ru ri m inerale  după re ţe ta  dată  de б а т - 
b o r g  şi colab.[8], la care s-au adăugat: zaharoză (30 g/1), tiam ină (5 mg/1), p iri- 
doxiná (1 mg/1), acid nicotinic (1 mg/1), acid a-naftilacetic (1,5 mg/1 şi benziia- 
denină (0,3 mg/1) cu un  pH  de 5,5. Celulele au  fost subcultivate la  un in te rval del 
14 zile cu o ra tă  a d ilu ţiei de 1:6. C reşterea a  fost m ăsurată p rin  cân tăriri ale bio- 
m asei celu lare recoltată şi uscată la  50°C tim p de 24 ore. Au fost determ inaţi tfe>; 
asem enea urm ătorii param etri: indicele de creştere, creşterea absolută, ra ta  spe
cifică de creştere şi tim pul de dublare, după form ulele date de R o s e  şi M a r t i n  
[17] şi de S i n g e r  [19].

b) A nanzele chimice. P en tru  analiza can titativă a alcaloiziior totali (tetrahidro- 
izochinolinici), biom asa celu lară uscată (substanţă uscată) a fost supusă unei ex trac
ţii cu m etanol la cald, p rin  refluxare. Apoi alcaloizii s-au precip ita t cu reineckat 
de am oniu şi au  fost expuşi la  un schim b ionic cu Dowex 1 x 4 .  Reziduul uscat 
reprezin tă alcaloizii to ta li sub form ă de h id raţi sau cloruri [16].

Glucidele reducătoare, respectiv am idonul, din substan ţa uscată şi zaharoza, 
din m ediul nu tritiv  s-au dozat după m etoda fotocolorim etrică S o m o g y i  [20] şi 
N e l s o n  [15]. P roteinele to ta le  au fost determ inate din biom asa uscată după m e-: 
toda spectrofotom etrică a lui L o w r y  şi colab. [14]. Fosfaţii d in mediul de cul
tu ră  a suspensiilor celulare s-au dozat p rin  fotocolorim etrarea com plexului rezu ltat 
în urm a reacţiei d in tre  m olibdatul de am oniu şi fosfaţii d in m ediu în  prezenţa unui 
reducător [13], ia r azotaţii p rin  fotocolorim etrarea com pusului ce rezultă din re
acţia d in tre  azotaţii din m ediu şi acidul fenoldisulfonc, în  p rezen ţa hidroxidului 
de sodiu [18].

Rezultate şi discuţii. Cu toate că realizarea de culturi celulare din 
mai multe specii de Berberis a fost semnalată încă din anul 1981 de că
tre H i n z  şi Z e n k  [10], până în prezent nu am constatat ca aceşti au
tori să utilizeze selecţia de linii celulare înalt productive. Cei doi au
tori arătau că suspensiile celulare de B. stolonifera produc spontan can
tităţi mari de alcaloizi protoberberinici (alcaloidul major fiind iatrori- 
zina) şi, probabil, din acest motiv au considerat că nu mai este necesar 
să utilizeze alte metode pentru mărirea productivităţii acestor culturi 
de suspensii celulare.

Iniţierea suspensiilor celulare de Berberis parvijolia a fost realizată 
de noi în anul 1985 [5] cu rezultate promiţătoare. Totuşi, după un anu
mit timp am observat că ele sintetizează cantităţi mai reduse de alca
loizi, astfel că s-a trecut la aplicarea mai multor metode care să conducă 
la intensificarea biogenezei compuşilor secundari. Una dintre ele a fost 
selecţia de linii celulare prin donarea de mici agregate [4], obţinând li
nii aşa cum este 177 (selectată după o a doua donare) cu productivitate 
remarcabilă (1,4 g/1 alcaloizi totali) [3]. Dintre alcaloizii acumulaţi de ce
lulele acestei linii, berberina este compusul major, ea fiind sintetizată, 
într-o proporţie de 50%, iar iatrorizina reprezentând doar 30% din tota
lul metaboliţilor secundari.

în afară de linii celulare înalt productive: 77 sau 163 (induse din co
lonii calusale portocalii), s-au selectat şi linii slab productive: 114 sau 149 
(selectate din colonii gaben-alburii). în general, am remarcat că suspensiile 
care sintetizează cantităţi mari de alcaloizi cresc mult mai slab decât ce
lelalte, excepţie făcând linia 177 (Fig. 1). De asemenea, liniile înalt pro
ductive se caracterizează printr-un conţinut ridicat de proteine. Aceste 
observaţii ne-au condus la ideea existenţei unor corelaţii strânse între 
metabolismul primar şi cel secundar. Prezenţa unui paralelism între in
tensitatea sintezei de alcaloizi şi cea de proteine totale poate fi explicată
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Linie _ 149
neselectată

F  i g. 1. C o n ţ in u tu l  în  p ro te in e , a m id o n  ş i  a lc a lo iz i  to ta li  la  câ teva  l i n i i  ce lu la re  de B e rb e r is  
p a rv ifo lia  o b ţin u te  d u p ă  p r im a  c lo n a re . L i n i a  7 77 a  fo s t  izo la tă  d u p ă  o a d o u a  d o n a r e . D u r a ta  

d e  c u l t iv a r e :  14 zile. M ă rim e a  in o c u lu lu i : c c a  2 g  s .u ./l .

prin faptul că precursorii, aşa cum sunt aminoacizii, sunt canalizaţi cu 
preponderenţă spre biogeneza metaboliţilor secundari şi a enzimelor ce 
catalizează reacţiile de formare a acestora. In privinţa stocării glucozei 
sub formă de amidon, se constată că există un raport invers proporţional 
între acest proces şi cel al acumulării alcaloizilor în celule (Fig. 1).

Analizele efectuate asupra primelor suspensii celulare de B. parvifolia 
au scos în evidenţă faptul că sinteza alcaloizilor parcurge o curba sigmoidă 
aproape paralelă cu cea a creşterii celulare. Aceste determinări s-au reali
zat şi la câteva linii celulare. S-au luat astfel în studiu o linie înalt pro
ductivă (77) şi una slab productivă (149). Ambele linii au fost cultivate 
' o aceiaşi mediu Gamborg modificat. In afara creşterii şi sintezei alcaloizi
lor, au mai fost analizate şi absorbţia azotaţilor, fosfaţilor şi a zaharo- 
zei din mediul de cultură al suspensiilor, precum şi acumularea amido
nului pe toată perioada ciclului de creştere a celor două linii celularei 
Scopul acestor determinări a fost acela de a stabili care sunt corelaţiile 
dintre aceşti parametri, respectiv dintre absorbţia nutrionţilor din mediu, 
creştere şi acumularea alcaloizilor şi a amidonului în celule.

Astfel, din Fig. 2 rezultă că, în momentul în care concentraţia ani- 
onilor NOs" din mediu scade mai mult de jumătate faţă uc nivelul im un . 
suspensiile intră în faza logaritmică a creşterii. în acest timp fosfatul este 
complet epuizat din mediu. Diferenţa dintre cele două linii constă în vi-
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F i g .  2. C reşterea  c e lu la ră  ş i  a c u m u la r e a  a lc a lo iz i lo r  la  lin ia -  
c e lu la ră  77 de  Berberis parvifolia î n  r a p o r t cu  a b sorb ţia  

d in  m e d iu  d e  că tre  ce lu le  a  a z o tu lu i  ş i  fo s fo r u lu i .

teza proceselor respective. Dacă celulele liniei 77 absorb mult mai încet, 
atât fosfatul, cât şi azotatul şi intră în faza exponenţială doar în ziua a' 
8 -a de cultură (Fig. 2), linia 149 etalează un metabolism mult mai accen
tuat (Fig. 3). Rezultate similare despre absorbţia acestor nutrienţi au 
mai fost obţinute şi de alţi cercetători [1, 9], cu alte specii de plante, dar 
nici una nu vizează linii celulare. Celulele liniei 149 încorporează rapid tot 
azotatul şi fosfatul din mediu după cca 12—13 zile, moment în care este 
epuizată de fapt şi zaharoza (Fig. 4), cultura intrând în faza staţionară 
(Fig. 3). In schimb, linia 77 mai creşte şi după ziua a 14-a, deoarece la 
această dată, în mediul ei de cultură se mai găsesc încă NOF şi zaharoză 
(Fig. 2 şi 4).

Referindu-ne la relaţia dintre acumularea alcaloizilor şi a celorlalţi 
metaboliţi analizaţi, se poate observa că, la ambele linii, sinteza compu
şilor secundari începe practic în momentul epuizării complete a fosfo
rului din mediu. Cu toate că B r e  u l i n g  [1] sau H i n z şi Z e n k  [10] 
neagă influenţa directă a amoniului, azotatului sau a fosfatului asupra 
conţinutului în alcaloizi la suspensiile celulare de Berberis, experienţele, 
noastre efectuate cu B. parvifolia demonstrează contrariul. Testând efec
tul acestor nutrienţi asupra biosintezei alcaloizilor berberinici, am con
statat o stimulare a ei la concentraţii reduse de PO*- [3]. Rezultate ase-
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F i g .  3. C reşterea  c e lu la r ă  ş i  a c u m u la r e a  a lc a lo iz ilo r  la  l in ia  
c e lu la ră  149  de Berberis parvifolia î n  r a p o r t cu  a b so rb ţia  

d in  m e d iu  de că tre  ce lu le  a a z o tu lu i  ş i  fo s fo r u lu i .

mănătoare au fost obţinute 
şi de alţi autori la culturi 
celulare de Catharanthus 
[H] şi de Nicotiana [12].

în ceea ce priveşte 
sinteza metaboliţilor se
cundari, diferenţele dintre 
cele două linii sunt nete, 
alcaloizii acumulându-se în 
cantităţi mult mai mari 
în celulele liniei 77 şi în- 
tr-un ritm destul de con
stant, în timp ce la linia 
149 producerea lor este 
.nai intensă doar spre sfâr
şitul etapei liniare din 
faza exponenţială a ciclu
lui de creştere.

In general aşa cum 
arăta şi C r e s s w e l l  şi 
colab. [2 ], cu privire

I? i g. 4. Consumul zaharozei din mediu de către celulele a 
două linii celulare de Berberis parvifolia. Concentraţia 
iniţială a zaharozei : a -  3% ; Ъ -  2%. binia celulară 

77: — ş i —. —, binia celulară 149:—-----Şi ..............

6  — Biologia нг. 2/1992
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F i g .  5. Acumularea alcaloizilor şi a amidonului în doua linii celulare 
de Berberis parviflolia (77 si 149).

la necesarul de energie, în prima fază a ciclului unei culturi (faza de lag), 
are loc o acumulare a carbonului şi azotului în celule într-un fond co
mun necesar proceselor metabolice ulterioare. Totuşi, în cazul suspensi
ilor celulare' de Berberis parvifolia se observă o scădere treptată a can
tităţii de amidon la ambele linii celulare (Fig. 5). Probabil că această uti
lizare a resurselor interne de glucoză, provenită din scindarea amidonu
lui, se datorează în special capacităţii slabe de absorbţie a zaharozei din 
mediu (Fig. 4) de către celule, asociată cu necesarul mare de energie recla
mată pentru asimilarea azotului, mai ales când acesta se găseşte sub for
ma lui oxidată, în concentraţii mari (aşa cum este cazul mediului Gam- 
borg). în continuare, cantitatea de amidon scade, el fiind utilizat ca sursă 
de carbon şi energie necesare procesului intens de înmulţire a celulelor, 
suspensia intrând în faza exponenţială, pentru ca treptat el să se acumu
leze spre sfârşitul acestei etape. In acelaşi timp. se observă şi o remo- 
bilizare a rezervelor de amidon care nu sunt probabil folosite pentru sinteza 
componentelor structurale (linia 149) ci îndeosebi pentru cea a metabo- 
liţilor secundari, în cazul liniei 77 (Fig. 5). Diferenţele între cele două 
linii în ceea ce priveşte acumularea amidonului sunt evidente. Astfel, 
este clar că în cazul liniei 149, linie care creşte bine, dar acumulează can
tităţi scăzute de alcaloizi, fluxul precursorilor primari este orientat cu 
preponderenţă spre stocarea lor sub formă de amidon şi înspre biosin- 
teza componentelor celulare structurale, faţă de linia 77 în care proce
sele se desfăşoară într-un raport invers.
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Tabel 1

P a ra m e t r i i de c re ş te re  la d o u ă  l i n i i c e lu la re  de  B . p a r v i f o l i a

Linia
celulară

Substanţă 
uscată 
(8/1) 

ziua 0

Substanţă 
uscată 

(g/1) 
ziua 14

Indice de 
creştere

Creştere
absolută

Rata
specifică

de
creştere

Timpul de Total 
dublare alcaloizi 
(zile) (% din s.u.)

77 2,1 15,50 7.38 0,96 0,17 4,33 5,40

149 2,2 18,01 8,18 1,13 0,19 3,63 3,56

Aceste deosebiri dintre cele două linii se evidenţiază şi în cazul unor 
parametri de creştere: indicele de creştere, creşterea absolută, rata spe
cifică de creştere şi timpul de dublare (calculate în funcţie de biomasa 
celulară uscată) (Tabel 1).

Din tabel se observă clar că linia 77 creşte mai slab decât linia 149, 
ea având nevoie de cca 7— 8 zile pentru ca celulele să treacă din faza de 
lag (întârziere) a ciclului lor de creştere în cea exponenţială, faţă de 5— 6 
zile, cât sunt necesare liniei 149. De asemenea, cantitatea de biomasă ce-i 
lulară se dublează într-un timp mult mai îndelungat în cazul liniei 77, 
iar rata specifică de creştere este mai mică.

Concluzii. 1. Prin donarea de mici agregate celulare au fost izolate 
mai multe linii celulare, înalt şi slab productive, de Berberis parvifolia.

2. Liniile celulare etalează anumite caracteristici fiziologice şi me
tabolice care le diferenţiază una de alta (creştere celulară, conţinut în pro
teine, amidon şi alcaloizi).

3. Intre sinteza proteinelor şi cea a alcaloizilor protoberberinici 
există un raport direct proporţional.

4. In liniile celulare slab productive procesele metabolice primare 
sunt mult mai intense, precursorii fiind direcţionaţi cu precădere spre 
biosinteza componentelor structurale celulare şi pentru sinteza de ami
don. în schimb, la liniile celulare înalt productive precursorii sunt utili
zaţi mai mult pentru biosinteza alcaloizilor.
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IN VITRO  TUBERIZATION IN SOME POTATO CULTIVARS

MARIA ZAPlRŢAN*

SUMMARY. — F our potato cultivare (M ureşan, Gaty, Super an d  Désirée) 
w ere studied. Cv. M ureşan w as the m ost receptive to in  vitro  tuber 
induction. The best results w ere  obtained on cultu re m edia to w hich 
zeatin  p lus ß-indolylacetic acid or benzyladenine p lus a-naphthyla-. 

cetic acid (each in an  0.5 m g /1 am ount) w ere added. The Decem ber- 
F eb ruary  period w as found to be th e  m ost favourable tim e for in  vitro  
tuberization.

In vitro tuberization aims at obtaining seed tubers that can be used 
<e.g. for in vitro multiplication, micropropagation, selection and conser
vation of valuable cultivars. This process is influenced by several fac
tors: photoperiod, temperature, season, endogenous hormones and, last 
but not least, the nature and concentration of sugar, mineral salts and 
phytohormones in the culture medium. In vitro tuberization also de
pends on the nature of cultivars [2 , 6 ].

W a n g  and H u [5] reported on in vitro mass tuberization and vi
rus-free potato production in Taiwan. They established that the in vitro 
mass tuber production was optimal when the incubation was carried 
out at 20°C and the culture medium contained sucrose (8 %) and ben
zyladenine (10 mg/litre). Over a period of 4 months, about 36,000 dor
mant minitubers were harvested from the 2 0 -m2 area of an aseptically 
incubated container. After 3 successive plantings into soil, a conside
rable amount (1,800 kg) of virus-free seed potatoes was obtained.

К o d о et al. [3] found that, under in vitro conditions, salicylic acid 
in 10- 5 M concentration exhibited a potato tuber-inducing effect.

A h l o o w a l i a  [1] presented an integrated system of potato mi
cropropagation for minituber seed production. Minicultures were ob
tained from stable cultivars cloned on the revised medium of M u r a 
s h  i g e and S к о о g [4] and micropropagated serially. After 80 days 
of culturing in a growth chamber, the minicultures produced minitu
bers of about 5—25 mm in diameter. On a small experimental fields 
the minitubers were compared to standard seed tubers selected for high 
productions. There were no significant differences between the pro
ductivity performances of minitubers and standard tubers or between, 
the numbers of tubers. The 15—20-mm minitubers behaved better* 
than the 5—10-mm microtubers.

The experiments with zeatin, coumarin and chlorocholine chloride 
(CCC) [6 ] showed that the in vitro tuberization mainly depended on 
the nature of cultivars, while the effects of coumarin and CCC were; 
season-dependent. In other experiments, tuberization could be induced 
by a bilayer technique: a liquid medium containing sucrose (8%), ben-
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zyladenine (5 mg/1) and CCC (500 mg/1) was added to a solid medium
L2 ].

The principal objective of our present study was to contribute to 
л better understanding of the role played in tuberization by the hor
monal mixtures added to the culture media.

M aterial and  m ethods. F or the experim ents, m inicuttings form ed of 1—2 
nodes w ere uşed. They w ere cu ltured  in  vitro  on a basal m edium  consisting of 
m acroélém ents, trace elem ents, m ineral salts and FeEDTA as used in  the revised 
m edium  ot M u r a s h i g e  and S к  о о g [4], vitam ins (thiamine. HCl, pyrodi- 
xine.HCl and nicotinic acid, 1 mg/1 each, and meso-inositol, 100 mg/1), sucrose 
(30 g/1), agar-agar (6 g/1), pH  5.7. Then, the revised M urashige-Skoog m edium  
(MS) and the basal m edium  (BM) w ere used for p reparing  5 m edia by addition 
of charcoal or phytohorm ones: benzyladenine (BA), a -naphthylacetic acid (NAA), 
gibberellic acid (GA3), zeatin  (Z) and ß -indolylacetic acid (IAA). The m edia had 
the following composition :

1 — MS 1/2 (MS in w hich the concentration of m ineral salts w as reduced 
to half);

2 — MSC 1/2 _ »  MS 1/2 +  charcoal (5 g/1);
3 — BM 4 . BA (1 mg/1) 4 . NAA (0.1 mg/1) 4 - GA3 (0.1 mg/1);
4 — BM 4  BA (0.5 mg/1) 4  NAA (0.5 mg/1); and
5 — BM 4  Z (0.5 mg/1) 4  IAA (0.5 mg/1).
The m inicuttings cu ltured  on these m edia w ere exam ined periodically  for 

assessing the evolution of cultures and determ ining the num ber of m in itubers/ 
flask  and the num ber and length  of the shoot and root neoformations.

Four potato cultivare (M ureşan, Caty, Super and Désirée) w ere cultured 
in vitro  in a grow th cham ber (tem perature: 25°C; illum ination intensity: 2000 lx  
for 8 hours/day).

F i g .  1. E v o l u t i o n  o f  t h e  m i n i c n t t i n g s  o f  t p o t a t o  c u l t  i r a i s  o n  c u l t u r e  m e d i u m  
3 (BM 4  FA •(- XAA 4  G A,). Appearance of the callus was followed l>y 
formation of minitubers on the nodes along the shoots and on the area in 
contact with the culture medium. D — Cv. Désirée. C — Cv. Caty. S — Cv. 

Super. M  — Cv. Mureşan.
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Table 1

I  и v i t r o  tu b e r iza t io n  in Í  p o ta to  c u l t iv a i s

Cultivar Culture
medium

Shoot neofor
mations 

No. Length
(cm)

Root neoforma
tions

No. Length
(cm)

Tubers 
No./flask

Notes

Mureş an 1 10 10.0 3 2.5 __ Thin roots and neoplantlets
2 12 8.5 5 2.0 5 Good evolution
3 '20 12.0 15 8.2 5 Verv good evolution
4 20 10.0 12 6.5 • 8 Very good evolution
5 19 9.5 15 4.8 12 Best evolution

Catv 1 2 5.0 3 2.0 Poor evolution
2 5 6.2 7 4.2 2 Slightly better evolution
3 15 8.0 9 5.3 — Multiplication
4 15 12.0 8 1.8 2 Slightlv better evolution
5 13 15.0 7 1.2 - Slightly better evolution

Super 1 3 4.8 2 2.0 _ Poor evolution
2 4 8.0 5 3.2 2 Thin shoots
3 25 10.0 15 5.5 3 0.8— 1-cm tubers
4 12 5.8 18 8.0 4 Good evolution
5 16 6.5 20 12.0 5 Good steady evolution

Désirée 1 2 4.2 3 1.6 Poor evolution
2 4 2.8 2 1.5 2 Good evolution
3 18 1 2.0 8 5.2 2 1-cm tubers
4 14 K.9 19 7.6 5 Verv stead V evolution
5 12 8.5 30 10.0 5 1-cm tubers

Results. Fig. 1 shows the calluses and minitubers formed in vitro 
in the 4 potato cultivars studied. Details on the tuberization are pre- 
zented in Table 1.

One can see from this table that, of the cultivars studied, cv. Mu- 
reşan was most receptive to the charcoal and hormonal mixtures added, 
to the culture media; it had the highest regenerative capacity and ex
hibited a nearly steady in vitro evolution. On media 3—5, cv. Muresan 
produced 19—20 shoots (9.5—12 cm long) and 12—15 roots (4.8—8.2 cm 
long). In this cultivar, 5-— 8 minitubers (per flask) appeared on media 
2—-4, whereas the minitubers were most numerous (12/flask) on me
dium 5 (BM +  Z +  IAA) (Fig. 2). It should be emphasized that evo
lution of this cultivar was good even on medium 2 (MS 1/2 -j- charcoal) 
(Fig. 3).

The in vitro tuberization in cv. Caty was quite poor. Regeneration 
of neoplantlets on media 1 and 2 was weak. Two minitubers (per flask) 
appeared on media 2 and 4. Medium 3 favoured the multiplication and 
rooting with no tuberization, but with the generation of a whitish-fa
rinaceous callus mass on the contact area of the expiants with the me-
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F i g .  2. M in itu b e r s  fo r m e d  in  cv. М и ге ц а п  on  m e d iu m  5 (BM +  Z +  IA A).
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F i g .  5. Mini tubers formt d in cv. 
Désirée on medium 4 (BM BA -{-■ NAA).

F i g. 6. Mini tubers formed in cv. Désirée 
on medium 5 (BM -|- Z +  IA A).

•dium. Six months later, this zone generated small-diameter minitubers 
in an impressive number.

Cv. Super produced 3 minitubers of 0.8—1 cm in diameter on me
dium 3 (BM +  BA +  NAA +  GA3) (Fig. 4). The best results were, 
however, obtained on media 4 and 5. The behaviour of cv. Désirée was 
similar to that of cv. Super (Figs. 5 and 6 ).

Our results prove that for in vitro tuberization the nature of cul- 
tivars and the hormonal balance in the culture medium play a key role. 
Our other results over a period of about 6 years indicated that the 
season is also essential for the in vitro tuberization, the most favou
rable poriod being between December and February.

Conclusions. 1. Of the 4 potato cultivars studied (Mureşan, Caty. 
Super and Désirée), cv. Mureşan was the most receptive to charcoal 
and hormonal mixtures added to the culture media.

2. The in vitro tuberization of cvs. Mureşan, Super and Désirée 
was strongest on media 4 and 5, containing benzyladenine +  a -naph- 
thylacetic acid, and zeatin +  ß -indolylacetic acid, respectively.

3. The minitubers appeared on the nodes along the shoots and on 
the area in contact with the culture medium.

4. The most favourable period for in vitro tuberization was found 
to be between December and February.
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CONTRIBUŢII LA STUDIEREA COMPONENTELOR HUMUSULUI 
DIN UNELE SOLURI ALE ROMÂNIEI
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şi GEORGETA MARIM***

SUMMARY. — Contributions to the Study of Humus Components in
Some Soils of Rom ania. C haracterization of soils „fiöärn the view point 
of th e ir  agroproductive capacity requires thfe'1 Study o f b o t h  physico
chem ical soil! param eters and qualita tive composition , erf hum us.

The au thors have investigated some represen tative soils from 
the steppe, forest-steppe and forest zones. A n alluvial gley (azonal) 
soil from  the D anube D elta w as also studied.

The resu lts have shown th a t the hum in, a  substance insoluble 
in alkali, represented1 43—81% of the hum us content in the soils stu
died. The ratio  betw en to ta l carbon in  hum ic acids and to ta l carbon  
in fulvic acids w as h ighest in  the  steppe soils (chernozems) and  de
creased tow ards the  forest soils (albie luvisols). The hum ic acid frac
tions I (free hum ic acids and hum ic acids bound to  m obile sesquioxidee) 
and II  (humic acids bound to  calcium) had characteristic  values: frac
tion I  w as m ost abundan t in  strongly leached soils, w hereas fraction  
II w as present in highest am ounts in  the  steppe and forest-steppe 
soils. F raction I in the soils studied increased in  the  order: steppe 
soils -c forest-steppe soils <  forest soils. An exceptional situation  was 
encountered in  the  case of the deltaic soil w hich contains large q uan 
tities of nonhum ified organic m atter.

Avînd în vedere importanţa deosebită a humusului atît în procesul 
de formare a solului cit şi pentru fertilitatea acestuia, caracterizarea agro- 
productivă reclamă, pe lingă mulţi alţi indici fizico-chimici folosiţi 
pînă în prezent, şi cunoaşterea compoziţiei calitative a humusului.

Remarcăm faptul că materia minerală a solului întotdeauna este 
amestecată cu cantităţi variabile de materie organică de origine vegetală, 
animală sau microbiană, cum sínt resturile vegetale rămase în solul agri
col după recoltarea culturilor (frunze, tulpini, rădăcini), îngrăşămintele 
organice, microorganismele moarte şi, în mai mică măsură, resturile ani
male (viermi). Toate acestea reprezintă sursa de material pentru forma
rea humusului, component specific solului. După D u c h a u f o u r  [5], 
„humusul reprezintă materia organică intermediară între lumea vie şi 
lumea minerală“, avînd influenţă hotărîtoare asupra fertilităţii şi evolu
ţiei solurilor.
\ Humusul influenţează proprietăţile agrologice ale solului, fiind un 
corectiv de bază [8]: imprimă coeziune solurilor prea „uşoare“ şi le afi
nează pe cele „grele“; măreşte permeabilitatea pentru aer şi apă, acţio- 
nînd ca un regulator al umidităţii; favorizează formarea de agregate

★  U n ivers ita tea  de  Ş ti in ţe  A g r ic o le , C a tedra  de  p e d o lo g ie , *9
★ * U n ivers ita tea  B abeş-B o fya i C a tedra  d e  te h n o lo g ie  e in  ; - 34Q9-C1t*(, R om ânia
*** In s t i tu tu l  de  P ro ie c ta te  ş t C erceta re  , WOT T u toea , R om ânia  '  *



structurale hidrostabile cu influenţă în atenuarea fenomenelor de gon- 
flare şi contracţie. Sub aspectul proprietăţilor chimice, la fel ca şi argila, 
humusul are însuşirea de a fixa cationii indispensabili nutriţiei plante
lor (K+, Ca1'4, Mg2+) şi de a îi elibera pe măsura cerinţelor plantelor, fie 
prin trecerea în soluţie, fie prin schimb cu alte baze. Sub aspectul pro
prietăţilor biologice, humusül reprezintă suportul vieţii din sol, servind 
ca sursă de energie şi de elemente nutritive pentru microorganisme.

Pe lingă toate cele prezentate mai sus, humusul determină adesea 
şi tipul de pedogeneză. In raport de natura sa (mull, moder sau mor), el 
asigura stabilitatea profilului sau, din contră, provoacă şi întreţine de
gradarea solului prin iluviere.

Influenţele benefice asupra proprietăţilor agroproductive ale solu
lui se 'realizează, însă, gradat în raport cu calitatea humusului, de com
ponentele (fracţiunile) acestuia. Prin 1 -crarea de faţă se aduc contribuţii 
tocmai la cunoaşterea acestor componente.

în ţara noastră sínt puţine date cu privire la compoziţia calitativă a 
humúsului, deşi România este considerată, pe bună dreptate, un adevă
rat „muzeu de soluri“. O primă contribuţie, pe această linie, o conside
răm pe cea adusă de către C e r n  e s e u  [1, 2], care a reuşit să separe], 
din contintul total de humus, humusul hidrosolubil. S m a r a n  d a c h e  
[И] încearcă, pentru prima dată în România, fracţionarea humusului 
după .metoda T i u . r i n  [13], obţinînd rezultate interesante. Ulterior, D a- 
n i l i u c  [3, 4] aduce importante date cu privire la compoziţia humusu
lui din cernoziomuri. Preocupări pe această linie au existat şi în cadrul 
Institutului Agronomic din Cluj, dar acestea au fost limitate şi au vizat 
alte tipuri de sol [7, 10]; în ultimii 5 ani, cercetările au fost reluate, iar 
rezultatele obţinute de către noi fac obiectul prezentei lucrări.

M aterial şi m etodă. Acceptînd ideea, după care com poziţia „am estecului’1 ca- 
constituie hum usul variază evident în rap o rt de condiţiile de m ediu (mai întîi de 
c lim ă şi apoi de vegetaţe), p en tru  studiul com ponentelor hum usului am  cercetat 
unele soluri m ai răsp înd ite din zona de stepă, silvostepă şi pădure, a lă tu ri de un 
sol aluvial gleizat, recen t em ers din D elta D unării.

Probele de sol recoltate au fost analizate în laborator, determ inîndu-se pH-ul, 
C aC 03, gradul de sa tu ra ţie  în baze, raportu l C.N, precum  şi fracţiunile rranulo- 
m etrice de bază (nisip, lu t, argilă), după m etode STAS, utilizate în laboratoarele 
de pedologie şi agrochimie:

— pH-ul, potenţiom etric (aparat MW 84) cu electrod de sticlă in suspensie 
apoasă, rapo rt sol:apâ =  1:2,5;

— carbonaţi! cu ap a ra tu l Scheibler;
— V»/o, p rin  calcul, în  rap o rt de S s  şi S h ;
— N to ta l p rin  m etoda K jeldahl;
— hum usul p rin  m etoda W alkley-Black, m odificarea Gogoaşă.
P en tru  fracţionarea hum usului s-a folosit schem a chimică prezen ta tă în T a

belul 1 [12].

Rezultate şi discuţii. Separarea compuşilor humici de materia orga
nică proaspătă, eventual în starea de hemic sau histic, este foarte deli
cată şi nu: se poate efectua riguros în starea actuală de cunoaştere, cel 
puţin din două motive: existenţa unor produşi intermediari slab definiţi 
şi dificultatea găsirii unor: reactivi care să permită „izolarea“ în mod se
lectiv a compuşilor humici. fără a-i altera.

9 2  V. MiCLAUŞ ţi coiab* •
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Svheinu de trurjiunure eliiniieă [12]
Tabel T

1. Proba de sol se subdivide in 4 sutiprobe :
■ Subproba 1 — determinarea C organic total

Subproba 2 — 
extracţie cu : 
pirofosfat de Na 0,1 M 
+  hidroxid de Na 0,1 N 

1
Sol +  C rămas după 
extracţie, humine (CH)

I
E xtract : prin dozarea 
C =  carbon extractibil total 
(CET)

I
Precipitarea cu H 2SO,, filtra
rea gelului şi dozarea C =  
carbon acid huminic total 
(C A H T)

1
Rămas în filtrat :carbon acid 
ful vie total (CAFT)

Subproba 3 — 
extracţie cu : 
hidroxid de Na 0,1 N

1
Extract : prin dozarea 
C =  carbon acid huminic 
I (liber) carbon acid 
fulvic II  (CAH I 4- CAF II)

1
■Precipitare cu H2S 04, 
filtrarea gelului şi dozarea 
C (CAII I)

I
•i

Rămas in filtrat :
CAF II

Subproba 4 — 
extracţie cu : 
acid sulfuric 0,1 N

I
Extract : dozarea C =  
carbon substanţe organice 
extractibile cu H.,SO, (acizi 
fulvici agresivi sau acizi 
fulviei fracţiunea I sau I a 
(CAF I)

2. R e la ţ i i  de  c a lc u l :
a) C organic to tal din sol — CET =  C organic din humine (CH)
b) CET -  CHAT =  CAFT
c) (CAH I 4- CAF II) -  CAH I =  CAF II
d) CAHT — CAH I =  CAH II, acizi huminici legaţi de calciu, caracteristici moli- 

solurilor
e) CAFT — (CAF I 4-  CAF II) =  CAF III, acizi fulvici caracteristici mai ales moli- 

solurilor

Lâsînd la o parte încercările de separare cu bromură de acetil sau 
cu bromoform-benzen, subliniem că cea mai mare parte a cercetătorilor 
consacraţi în acest domeniu [2, 3, 9, 13, 14] au rămas la alcali, cu toate 
inconvenientele pe care aceşti reactivi le prezintă (la pH 13, ei sínt foarte 
duri şi pot forma chiar compuşi humici care nu au existat în sol).

Rezultatele obţinute în fracţionarea humusului arată mari deosebiri 
de la un sol la altul, în raport de arealul bioclimatic. Din acest conside
rent sîntem puşi în situaţia de a prezenta mai întîi principalii parametri 
firico-chimici ai solurilor luate în studiu, care acoperă aproximativ 
130.150 km2, adică 54,7% din suprafaţa ţării [6].

Cerniozom vermic. Ocupă o suprafaţă de cca 19.300 km2 (8,2o/0 din 
suprafaţa ţării). Are un profil de tip: Am-AC-Cca.

Ap: 0—25 cm, negru-bruniu închis (10YR 2/2) în stare umedă, glo- 
mertalar, lutos;

Am: 25—67 cm, negru slab brun (10YR 2/2) în stare umedă, glome- 
rular-coprolitic, lutos;

AC: 67—84 cm, brun închis (10YR 3/3) în stare umedă, poliedric 
subangular, lutos, prezintă crotovine şi pseudomicelii;
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Cea: 84—133 cm, brun deschis (ÎOYR 4/2) în stare umedă, poliedric 
subangular, cu numeroase eflorescenţe de CaC03, lutos.

Din datele analitice prezentate în Tabelul 2 rezultă că acest sol este 
nediferenţiat textural pe profil, conţine carbonaţi sub adîncimea de 70 
cm şi este eubazic; raportul C:N indică un humus de tip mull calcic.

Cernoziomuri argiloiluviale. Sínt răspîndite în arealul bioclimatic de 
silvostepă pe o suprafaţă de cca 25.000 km2 (10,6% din suprafaţa ţării). 
Au profilul de tip: Am-Bt-Cca.

Am: 0—27 cm, negru (10YR 2/1) în stare umedă, structură glome- 
rulară hidrostabilă, lutos;

Tabel 2

D at« analitice  a b ţin u te  la  cernoziom u l verm ic de la  U rleasea , Clmpla D unării
(Pm =  440 mm; Tm =  11,1°C) (Sol etalon [15])

Orizont Adîncimea
(cm) (2,0

Nisip
— 0,02 mm)

(%)

Argilă
( < 0,002 mm)

(%)

Humus
(%)

CaC03
(%)

pH
în
HtO

C : N V

(%)

Amp 0 - 1? 1,5 28,7 3,2 0 6,7 9,1 87,8
Am 2 8 -4 3 1,7 30,3 2,8 0 7,1 -  91,9
A/C 7 0 -8 2 1,2 27,1 2,0 3,8 8,1 -  100,0
Cca 85-100 0,9 26,7 1.0 12,6 _ _ -  100,0

Tabel 3

D a te  a n a l i t ic e  o b ţ in u te  la  c e rn o z io m u l a r g l lo l lu v ia l  de la  C ă lă u  — P o lig o n , 

C lm p la  T r a n s ilv a n ie i

(Pm =  600 mm; Tm =  8,4°C)

Orizont Adîncimea Nisip Argilă Humus CaCO, pH C : N V
(2,0 —0,02 mm) ( < 0,002 mm) in

(cm) C/o) (%) (%) (%) H.O C/o)

Am 10-25 18,7 37,9 5,9 0 6,25 15 72
A/B 3 0 -4 0 21,2

2 i ; i
48,9 3,1 0 6,80 — 87

Bt 4 0 -6 0 46.6 1,9 0 6,93 “ —

Tabel ■

Date analitice ob|inute la cernoziomul argllolluvial de la Petreştl, Cîmpla Cărei
(Pm = 570 mm ; Tm = 9,8 X)

Orizont Adîncimea Nisip Argilă Humus CaCO., pH C: N V
(2,0 —0,02 mm) ( < 0,002 mm) în

(cm) (%) (%) (%) (%) n ,o C/o)

Amp, 0 - 2 0 40,2 30,4 2,49 0 6,62 8 - 1 9 87
Am, 2 5 -3 0 36,7 31,6 2,92 0 6,40 — 85
Bt 6 0 -8 0 33,3 36,7 1,25 0 7,18 — —
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AB: 27—40 cm, brun gălbui închis (10YR 4/4) în stare umedă, poli- 
edric-bulgăros, luto-argilos;

Bt: 40—80 cm, brun gălbui (10YR 5/4) în stare umedă, prismatic-po- 
liedric, argilo-lutos, dur la uscare, compact.

Datele analitice prezentate în Tabelele 3 şi 4 arată că aceste soluri 
sínt diferenţiate pe profil în privinţa texturii, sínt lipsite de СаСОз pe 
primii 100 cm, au reacţie slab acidă; raportul C:N este mai ridicat faţă 
de cernoziomuri, indicînd prezenţa acizilor fulvici în compoziţia humu
sului; gradul de saturaţie în baze scade pînă la 72»/0.

L u v iso l a lb ie  p seu d o g le iza t. Ocupă (împreună cu solul brun luvic) 
aproximativ 61.000 km2 ( ~25<>/o din suprafaţa ţării). Are un profil de tip: 
Ao-Ea-Bt-C.

Ao: 0—15 cm, cenuşiu brun (10YR 5/2) în stare umedă, slab struc
turat glomerular-grăunţos, lutos;

Ea: 15—34 cm, cenuşiu deschis (10YR 6/1) în stare umedă, luto-ni- 
sipos, nestructuirat, bobovine mici;

EB: 34—51 cm, brun-cenuşiu închis (10YR 4/1) în stare umedă, bul- 
găros, lutos,

Btw: 51—120 cm, brun gălbui închis (10YR 4/4) în stare umedă, 
prismatic, coeziv, argilo-lutos; pete vineţii şi concreţiuni fero- 
manganice.

Din datele analitice redate în Tabelul 5 se poate constata că acest 
sol are o puternică diferenţiere text.'rală pe profil, reacţie acidă şi un 
raport C:N ce indică predominanţa acizilor fulvici în compoziţia humu
sului, alături de o slabă mineralizare a materiei organice.

T a b e l  5

D ate  a n a litic e  o b ţin u te  Ia iu v isu lu i a lb ie , pseudo< |leizat de la F ă y e t— M ă n S ştu r
(Pm. =  620 m m ; T m  =  8 ,2°C )

O riz o n t A d in c im ea N is ip A rg ila H u m u s C aC O ;, p H C : N V
(2,0 —0,0 2  m m ) (< 0 ,0 0 2  m m ) în

(cm ) (% ) (% ! (% ) (% ) h 2o (% )

A o 0 - 1 0 27,5 24,6 4,41 0 5,11 16 63
E a i s - 3 0 28,8 22,4 1,44 0 5,39 — 72
B tw 6 0 - 8 0 16,2 41 ,7 0,75 0 5 ,86 — 81

T
X abel

D ate  an a litice o b ţin u te  la so lu l a iu v iu l. ((Irizat pe so l tu rb o s de la l 'z l ln n ,
D elta  D u n ă r ii

(' Pm =  420 m m ; T m =  10,7 CC)

O riz o n t A d in c im ea N isip A rg ilă H u m u s C aC O :, p H C : N V
(2,0 — 0 ,0 2  m m ) ( < 0 ,0 0 2  m m ) în

(cm ) (% ) (% ) (% ) (% ) II ,O (% )
A o 0 - 1 7 27,27 42,4 7.14 6,33 7,71 13 ,6 lOOp
A o /G 1 7 - 3 0 33,53 42.9 4 ,92 8 ,10 7 ,89 — 100
C G o 3 0 - 5 0 37,00 39 ,2 3 ,04 0 ,40 7 ,2 9 ~ 100
A m  (fosil) 6 0 —86 18,90 48,8 14,20 10,60 7,88 — 100



T a b e l  7

Bolul

C ernoziom  v e rm ic  (IT leasc a )

C ern o z io m  a rg ilo ilu v ia l 

(C ăian) — f în a ţ  — 
C ern o z io m  a rg ilo ilu v ia l 

(C ăian) 0 — 20 cm  
— a ra b il  — 20 — 40 cm

C ern o z io m  a rg ilo ilu v ia l 

(P e tre ş ti)
T.uvisol albie

(F ă g e t ,  M ă u ă ş tu r)
Sol a lu v ia l, g le iz a t

(U z lin a , D e ltă )

«3
05

Date analitice privind fracţionarea humusului

pH Cor- CET C A H T  C A F T  CH 
în  g a n ic  (%  fa -  (%  f a ţă  d e  sol) 
II.,O total ţ ă  d e  (% f a ţ ă  d e  C 

(% fa-sol) o rg a n ic  d in  sol) 
ţ ă  d e  (%  fa -  
sol) ţ ă  d e

C o rg a 
n ic  d in  
sol)

C A H T  F r a c ţ iu n i  F r a c ţ iu n i  a le  
C A F T  a le  C A H T  C A F T

Ï  H  I  I I  I I I  
(%  f a ţ ă  d e  (%  f a ţ ă  d e  C o rg a -  
C o rg a n ic  n ie  d in  sol) 
d in  sol)
(%  f a ţ ă  d e  (%  f a ţ ă  d e  C A F T ) 
C A H T )

6,70 1,77 0,76 0,64 0 ,1 2 1,01

42,7 36,1 6,6 57,3
5,77 6,84 2,25 1,52 0,73 4,59

82 ,9 22,2 10,7 67,1

5,46 8,80 2,14 1,29 0,85 1 ,66

56,3 33,9 22,4 43,7

5,84 2.60 1,24 0,91 0,33 1,36

47,7 35,0 12,7 52,3

6,62 1,46 0 ,78 0,50 0,28 0 ,68

53,4 34,2 19,2 46 ,6

5 11 8 ,18 1,14 0,71 0,43 1,99

36 ,4 22,7 13,7 63 ,6
7,71 2,45 0,45 0,27 0 ,18 2,00

18,4 11.0 7,3 81 ,7

5,3 2,5 33 ,6 1,6 1,2 5,4

6,9 93,1 18,2 8 1 ,8
2,1 9,9 13,2 2,6 10,5 0 ,2

44 ,6 55,4 98,1 1,9
1,5 14,7 19,2 2 ,6 11,1 11,3

43,4 56,6 49,6 50 ,4
2,8 3,1 3 1 ,9 5,8 10,8 1,9

8 ,9 91 ,1 85,0 15,0
1.8 9,6 24,6 7,5 9,6 9 ,6

28,1 71,9 50,0 50 ,0
1,6 18,5 4,2 8,9 12,9 0 ,8

8 1 ,5 18,5 94,2 5,8
1,5 0 ,8 10,2 14,3 5,3 2,0

7,4 92 ,6 72,6 27,4

". 
M

IC
LA

U
Ş şi colab.



COMPONENTELE HUMUSULUI DIN UNELE SOLURI ALE ROMÂNIEI 97

Sol aluvial gleizat, pe sol turbos (de Deltă, grinduri şi luncă). Ocupă 
24.600 km2 (10,1% din suprafaţa ţării), avînd profilul de tip: Ao-AC-iC.

Ao: 0—17 cm, brun închis (10YR 3/3) în stare umedă, slab structu- 
rat grăunţos, luto-argilos, slab carbonatat;

Ao/CGo: 17—30 cm, brun cenuşiu închis (10YR 4 2) în stare umedă, 
structură poliedrică slab dezvoltată, resturi de cochilii, vini

şoare de СаСОз;
CGo: 3—50 cm, cenuşiu (10YR 5/1) în stare umedă, poliedric mic, 

marmorat pe feţele elementelor structurale, separaţii feroman- 
ganice sub formă de pete şi concreţiuni;

Am (fosil): 86 cm +  , negru (10YR 2/1) în stare umedă, afectat al
ternativ de procese oxidative, respectiv reducătoare.

Datele analitice prezentate în Tabelul 6 indică un conţinut de humus 
şi СаСОз variabil pe profil şi mai mare in Am (fosil), reacţie slab alcalină, 
saturaţie în baze (V=100%); raportul C:N este specific arealului biocli- 
matic de silvostepă.

Concluzii. Analizînd datele obţinute la fracţionarea humusului (Ta
bel 7) conform schemei din Tabelul 1, se pot desprinde mai multe con
cluzii.

1. Ilumina reprezintă principala materie organică din sol; este in
solubilă în reactivi alcalini. Cantitatea ei se calculează făcînd diferenţa 
între C organic total din sol şi CET. Chimic, numai o destrucţie a sili- 
caţilor (cu care formează „complexe stabile“) cu HF (acid fluorhidric) 
permite eliberarea ei din sol. In solurile studiate, humina reprezintă 
43,7—81,7% din totalul substanţelor humice Hotărîtoare pentru acumu
larea huminei sínt condiţiile hidrotermice şi cantitatea de materie orga
nică brută.

2. Acizii huminici totali (CAHT) au valori maxime în solurile din 
zona de stepă

3. Acizii fulvici totali se găsesc in cantităţi mai mari în solurile cu 
procese de eluviere (areale bioclimatice de silvostepă şi pădure).

4. Raportul CAHTGAFT are valori maxime în soiurile de stepă (cer
noziomuri) şi descreşte spre solurile cu podzolire argiloiluvială (lesiveuri).

5. Fracţiunile acizilor huminici (I — acizi huminici liberi sau legaţi 
de sescvioxizi mobili şi II — acizi huminici legaţi de calciu) prezintă unele 
valori caracteristice: fracţiunea I este maximă în solurile debazificate 
(lesiveuri sau luvisoluri albice), în timp ce fracţiunea II prezintă valori 
mai mari în cernoziomuri şi cernoziomuri argiloiluviale.

6. Dintre fracţiunile acizilor fulvici, fracţiunea I (acizi fulvici agre
siv: creşte de la cernoziomurile din stepă la solurile de pădure (debazifi
cate). O situaţie de excepţie se întilneşte la solurle din Delta Dunării, cu 
ccr.ţinut ridicat în materie organică nehumificată.
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TESTING OF SOME SYNTHETIC DERIVATES OF L-GLUTAMIC 
ACID AS INHIBITORS OF SOIL UREASE ACTIVITY
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SUMMARY. — Three glu tam yl-nitroanilides and  th e  corresponding 
free nitroanilines w ere tested as inhibitors of u rease activ ity  in  a 
leached chernozem  and an alluvial soil. T he w ell-know n urease in
hib ito r hydroquinone served for com parison. T he inh ibitory  effect Was 
estim ated by registering the tim e necessary fo r  com plete hydrolysis of 
u rea in reaction m ixtures p repared from  soil, u rea  an d  distilled  w a
te r  or solution of test com pounds and incubated  a t  laboratory  tem pe
rature. It w as found tha t the inhibitory effect of the  com pounds tes
ted decreased in  the follow ing order: hydroquinone >  an iline >  

y- L -glutam yl-p-nitroanilide =  y -L -glutam yl-m -nitroanilide =  y -L-giu- 
vamyl-2-m ethoxy-p-nitroanilide >  p-n itroan iline =  m -nitroan iline = 
2-m ethoxy-p-nitroaniline. The glutam yl m oiety in  glu tam yl-nitroani
lides enhanced the urease-inhibiting effect of nitroanilines.

The increase of food production to meet the growing needs related, 
to demographic explosion is largely conditioned by the efficiency of agri
cultural fertilizers. Urea has gradually become the most important ni
trogen fertilizer in world agriculture. But efficiency of urea is in general 
reduced due to excessive activity of a soil enzyme, the urease. One way 
to increase efficiency of urea is the inhibition of soil urease activity. In 
the last three decades, multilateral investigations were performed in a 
series of countries from Europe, North America, Asia, Australia and 
Africa to identify unpolluting and inexpensive chemical compounds to 
be used as inhibitors of soil urease activity ([3], pp. 93—298).

In the present paper we describe experiments carried out to eva
luate the effect of three v-L-glutamyl-nitroanilides on soil urease acti
vity, as there are no literature data available on studies dealing with 
amino acyl nitroanilides as inhibitors of soil urease activity. Only m-ni- 
troacetanilide and o-, m- and p-nitroanilines were tested, by B r e m n e r  
and D o u g l a s  [1]. They used three Iowa soils. The reaction mixtures 
were prepared from 10 g of soil, 1 ml of toluene, 5 ml of urea solution 
containing 10 mg of urea-N and 5 ml of distilled water or 5 ml of the 
solution of test compund at a rate of 50 ppm (on soil basis) and incuba
ted at 37'C for 5 hours. After incubation, the unhydrolysed urea was 
extracted and estimated colorimetrically. The results have shown that 
the urease-inhibiting effect of m-nitroacetanilide like that of the three 
nitroanilines was very weak: less than 1%.

*  In s titu te  o f Biological Research, 3400 C luj ,Romania
++ Babeş-Boiyai U niversity , D epartment o f Plant B ioiogy, 3400 C luj, Romania
*'** Bcbeş-Boiyai U niversity, Faculty o f C hem istry, 3400 C luj, Romania
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P i g .  1. Structural formulae o f  the  g h tta m y l-n llr o a n iU iU s  te s te r .

M aterial and  methods. The th ree glutam yl-nitroanilides tested were: -L-
glutam yl-p-nitroanilide, y .-L -glutam yl-m -nitroanilide and y -L-glutam yl-2-me- 
thoxy-p-nitroanilide (Fig. 1). The m ethod of the ir synthesis is described by C r  i s- 
t e a  e t al. f2]. Some d a ta  referring  to these com pounds are presented in Table 1. 
The free n itroaniiines (t.e., p-nitroaniline, m -n itroaniline and 2-m ethoxy-p-nitro- 
aniline) as w ell as aniline w ere also tested. The w ell-know n urease inhibitor hydro- 
quinone served for com parison.

A ‘heavy-tex tured  soil (leached chernozem) and a ligh t-tex tured  (alluvial) soil 
w ere used for testing.

The reaction m ixtures had the following composition: 5 g of air-dried  soil 
plus 1 ml of 0,6% u rea solution p lus 9 ml of distilled w ater or 9 mt oi a .ate  tu  
solution of glutam yl-nitroanilide or hydroquinone at 2°/0 ra te  by w eight of u rea (t.e. 
0.12 mg of com pound to 6 mg of urea) or 9 ml of aqueous solution of free n itro- 
an iline or aniline in an am ount equim olecular to th a t of the glutam yl-nitroanilide. 
Reaction m ixtures w ithout soil w ere also prepared. The incubation took place a t 
laboratory  tem perature. A t 1—2-day intervals, drops w ere taken from  the aqueous 
phase of the reaction m ixtures for detecting the unhydrolysed urea. The drops 
w ere placed on chrom atographic paper, and, after drying, sprayed w ith  a chromo- 
genie reagent1 to visualise the yellow spot of urea. The tim e (days) necessary for 
com plete u rea  hydrolysis w as registered. This tim e is shorter for reaction m ixtures 
containing no urease inhibitors than  for those w ith  added inhibitors. In other 
words, prolongation of th is tim e indicates th a t the test compound m anifested an 
inhibitory effect on the soil urease activity.

ilcsuits. Surprisingly, the two soils used behaved similarly in re
gard of their urease activity. Therefore, the data included in Table 2

T a b le  1

Som« data on the glutamyl-nitroanilides tested

Compound Yield in Melting 
synthesis point

<%) ( 5C1

La J5ie

c — 1 in  
0,5 X HC1

Y-b-Glutài»yl-/)-njtroanilide* 82 187 — 34
y-I<-Glut«myl-r«-»itroanilide * * 71 151 — 36
Y-b-Glutamyí-2-methoxy-p-nitroanilide * * 60 191 -Ţ-27

* U se d  as a  substra te  for the  determ ination  o f  у -glutamyl t r a n s p e p t id a s e  a c t i v i t y  in  b lo o d  {4], 
••  N ew  product f2J,

1 The reagen t is  p repared  as follows: 1 g of p-dim ethylam inobenzaldehyde is 
dissolved in  30 m l of ab so lu t» 'ethanol, then 7.6 m l of syropöus (89%) o-phosphorio 
acid, 22,4 m l of distilled  w ater and 180 ml of absolute ethanol are added (;3), p. 115).
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Table 2

K ïïe e t  o f  Y - L - y lu ta m y l- n l t r o u n l l id e s  a n d  fre e  l i t l r o n n i l in e s  o n  s o il  u rease  

a c t i v i t y  as c o m p a re d  w i t h  th e  e f fe c t  o f  h y d ro q u in o n e  a n d  a n i l in e

Compound
Time necessary for complete 

hydrolysis of urea 
(days)

No (control) 11
Hydroquinone 32
y-L-Glutamyl-p-nitroanilide 18
/>-Nitroaniline IS
у-Iy- Glut amyl-m-nitroanilide 18
w-Nitroaniline 1.5
y-E-Glutamyl-2-methoxy-/)-nitroanilide 18
2-Methoxy-p-nitroaniline 15
Aniline 25

are valid for both soils. One can see from this table that each compound 
tested had an inhibitory effect on soil urease activity. Hydroquinone was 
the strongest inhibitor prolonging the time necessary for complete urea 
hydrolysis from 11 to 32 days. The three y -L-glutamyl-nitroanilides tes
ted brought about a 7-day delay in complete urea hydrolysis. The delay 
caused by equimolecular amounts of the free nitroanilines was shorter, 
lasting only 4 days. This means that the glutamyl moiety in glutamyl- 
nitroanilides enhanced the urease-inhibiting effect of nitroanilines. The 
inhibitory effect of aniline exceeded that of the nitroanilines. Conse
quently, the presence of nitro group or of nitro and methoxy groups in 
nitroanilines attenuated the inhibitory effect of their aniline moiety.

In comparison with the 5-hour incubation experiments of B r e m -  
n e r  and D o u g l a s  [1], in which the three nitroanilines exhibited a 
very weak inhibitory effect on soil urease activity, in our experiments, 
which lasted many days, the urease-inhibiting effect of p- and m-nitro- 
anilines was more evident.

Conclusions. 1. The three у -L-glutamyl-nitroanilides tested inhibited 
soil urease activity to a larger extent than did the corresponding free ni
troanilines.

2 . The urease-inhibiting effect of these compounds did not reach 
that exerted by aniline and, especially, by hydroquinone.
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ENZYMOLOGICAL EVALUATION OF THE EFFICIENCY OF THE 
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SUMMARY. — R ecultivation plots installed  on lead and zinc mine 
spoils in the 1987—1988 period w ere sam pled from  the ir 0—30-cm layer 
and analysed enzymologically in 1992. The analy tical data served for 
calculation of the enzym atic indicator considered as an index of the 
biological quality  of spoils and, im plicitly, as an indicator of the r e 
cultivation eff.ciency. The enzym atic indicators of differently  reculti
vated plots m ade it possible to d raw  the conclusions th a t covering the 
spoils w ith  a soil layer is the m ost im portan t m easure for rap id  recul
tivation of raw  and young spoils, and NPK fertilisation  is the m inim um  
trea tm en t for the recultivation  of old spoils.

The biological recultivation experiments started on 14 small (7-m2) 
spoil plots in 1987 and on two larger (50-m2) spoil plots in 1988 at the lead 
and zinc mine in Rodna, Bistriţa-Năsăud district and the results obtained 
in the enzymological analyses of spoils sampled from the 0— 1 0-cm layer 
in the 1987—1989 period were already described [8 ] and the conclusions 
drawn were that for rapid recultivation of raw and young spoils the 
measures to be applied should include covering with soil, NPK fertilisa
tion and sowing of a grass-legume mixture, while for the recultivation 
of old spoils at least NPK fertilisers should be applied [8 ].

The present paper summarises the results registered in the enzymolo- 
gical analyses of spoil samples collected from three layers of the plots 
during 1992.

M aterial and methods. The recultivation  m easures applied to the experim en
ta l plots and described in  detail in  [8] are briefly  presented  in  Table 1. It should 
be added th a t in  the  1990—1992 period th e  plots received no fertilisers and they 
w ere not sown and m oistened artificially . The spoil plots and the untreated , con
tro l places in the ir vicinity  w ere sam pled in  spring (May 25, 1992) and in  sum m er 
(August 28, 1992). The sam pling depths w ere 0—10, 10—20 and 20—30 cm. A native, 
soddy soil a t the foot of the spoil dum p w as also sam pled. The sam ples w ere ana
lysed fo r determ ination of th e ir  invertase, phosphatase, catalase and actual and 
potential dehydrogenase activities; the  so-called catalytic activ ity  (i.e., the nonen- 
zym atic H 20 2-splitting capacity) w as also estim ated. The analytical d a ta  served 
fo r calculation of the enzym atic indicator considered as an  index of the biological 
quality  of spoils (and soils) and, implicitly, as an index of the  recultivation  effi
ciency [8]. Individual values of the seasonal and global enzym atic indicators can 
be arranged in a decreasing order showing the position of each spo'l plot and con
tro l place (and th a t of the  native soil) in th is  hierarchy.

★  Babeş-Bolycti U niversity , D epartment o f Plant Biology, 3400 Cluj, Romania
**  Biological Research In s titu te , 3400 Cluj, Romania
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Table 1

R e c u l t iv a t io n  m e a su re s  a p p l ie d  to  e x p e r im e n ta l  p lo ts

Date of the 
installation of 
plots

Terrace no. 
and age

Aspect * Plot no. Treatment**

1 S +  FYM +  NPK +  RC
SW 2 FYM +  NPK +  RC

3 NPK
VIII C 1 -3 No (control)

(2 years) 4 S +  FYM +  NPK +  RC
5 FYM +  NPK +  RC

SE 6 NPK
C 4 - 6 No (control)

7 NPK +  RC
SW 8 NPK

June 24, V C 7,8 No (control)

1987 (7 years) 9 NPK +  RC
SE 10 NPK

C 9, 10 No (control)

1 1 NPK +  RC
SW 12 NPK

III C 11, 12 No (control)

(10 years) 13 NPK +  RC
SE 14 NPK

C 13, 14 No (control)

I S +  NPK +  RC
July 5, VI SW C I No (control)

1988 (5 years) SE II S +  NPK +  Spoil-15
C II No (control)

* S IT  — S o u th -w e s te rn . SE  — S o u th -e a s te rn .
**  S  — C o v erin g  w ith  so il . F Y M  — F a r m y a r d  m a n u r in g . N P K  — F e r t i l i s in g  w i th  N P K . RC  — S ow ing  

o f ry e g ra s s  (Loliutn viultiflorum) a n d  c lo v e r  (Trifolium  pratense). Spoil—15 — T r e a tm e n t  w i th  s p o n ta n e o u s ly  r e v e 
g e ta te d ,  1 5 -y ear-o ld  sp o il.

Results. Table 2 shows that in the spring of 1992 the enzymatic in
dicators calculated for the 0—30-cm layer of spoil plots and control pla
ces gave the highest values in plots II, I, 4, and 1, i.e., in the soil-cove
red spoils plots. This indicator was even higher in plot II than in the 
native soil. The lowest enzymatic indicators were recorded in plots 3 and 
6 (i.e., in the youngest spoils treated with NPK only) and in the control 
places C 4—6 , C 9, 10, C 1—3 and C 7, 8 . Plots 11—14 installed on terrace 
III consisting of 10-year-old spoils were in general more enzyme-active 
than plots 7— 10 formed on the 7-year-old spoil terrace V. At the same 
time, plots 11—14, fertilised and sown or only fertilised, occupied close 
positions, that were, however, higher than those of their control places;
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Table 2
S e a so n a l e n z y m a t ic  In d ic a to rs  o f  s p o ils  s a m p le d  In  th e  s p r in g  o f  1992

Position Plot no. Enzymatic indicator
1 II 610.99
2 Native soil 538.94
3 I 525.86
4 4 501.86
5 1 501.43
6 11 403.49
7 14 374.54
8 10 335.34
9 13 334.90

Ю 12 322.58
11 C 11, 12 271.02
1.2 2 269.96
13 7 265.16
14 5 262.11
15 C I 259.14
16 9 258.36
17 C 13, 14 258.12
18 8 253.67
19 C II 234.81
20 C 4 - 6 230.15
21 3 225.88
22 C 9, 10 222.30
23 C 1 - 3 212.82
24 6 192.80
25 C 7, 8 181.40

Table 3
S easona l e n z y m a t ic  In d ic a to rs  o f  s p o ils  s a m p le d  In  th e  s u m m e r  o f  1 9 9 2

Position Plot no. Enzymatic indicator
1 Native soil 504.39
2 II 492.98
3 I 458.40
4 1 378.69
5 11 356.46
6 4 331.86
7 14 309.45
8 12 260.62
9 13 259.22

10 10 230.67
11 C II 229.76
12 C 11, 12 211.72
13 C I 203.80
14 9 200.63
15 C 13, 14 199.29
16 5 191.78
17 2 190.42
18 C 9, 10 188.59
19 7 185.18
20 C 4 - 6 184.26
21 3 181.25
22 8 180.63
23 6 179.58
24 C 1 - 3 176.54
25 C 7, 8 153.17
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Table 4

Global enzymatic? indicators of spoils sampled in 1992

P o s itio n P lo t  n o . E n z y m a tic  in d ic a to r

1 I I 620.99
2 N a tiv e  so il 556.03
3 I 549.87
4 1 486.55
5 4 472.73
6 11 4 10 .33
7 14 374.30
8 13 327.71
9 12 316.85

Ю 10 307 .49
11 C 11, 12 267.44
12 C 13, 14 253.70
13 C I I 250,70
14 5 249.23
15 2 248.64
16 C I 245.82
17 9 243 .36
18 7 238.54
19 8 234.44

20 C 9, 10 222.92
21 C 4 - 6 221 .24
22 3 2 1 4 .3 3
23 C 1 - 3 2 1 3 . K5
24 6 2 00 .10
25 C 7, 8 178.44

consequently, for recultivation of these old (more precisely, 1 0-year-old) 
spoils, NPK fertilisation was a more important measure than was sowing 
of the ryegrass-clover mixture.

All these trends in variation of enzymatic indicators as shown by Ta
ble 1 were similar to those observable in Tables 3 and 4.

The present results are in good agreement with those registered for 
the 1987—1989 period [8 ] and the conclusions drawn in [8 ] are also con
firmed.

Enzymological evaluation of the efficiency of the measures applied 
for recultivation of mine spoils, overburdens, other wastes and exhausted 
peatlands is also dealt with in several recent papers (e.g. [1—7, 9—15].

Conclusions. 1 The most important measure for rapid recultivation 
of raw and young lead and zinc mine spoils is their covering with an at 
least 10 cm thick soil layer.

2 . The minimum treatment for recultivation of old lead and zinc 
mine spoils is their fertilisation with NPK.
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R y s z a r d  J. C h r ó s t  (Editor). 
Microbial Enzymes in Aquatic Environ
ments, Springer-V erlag, New York, 
1991, X V III -j- 318 pages w ith 122 fi
gures and 46 tables in  the text.

As the Editor m entions in the P re 
face, the 19 chapters included into the 
book are based on papers presented a t 
the. F irs t W orkshop on Enzym es in 
Aquatic Environm ents, held from  23 to 
27 Ju ly  1989 a t Ringberg Castle, s itua
ted in the B avarian  Alps (Germany).

Chapters 1—6 cover general aspects 
of ex trace llu la r enzymes and ectoenzy- 
mes in  freshw ater and m arine ecosys
tems; they have the following titles 
(and authors): Early studies on ecto- 
and ex trace llu la r enzymes in aquatic 
environm ents (J. Overbeck); E xtracellu
la r enzym atic in teractions: storage, re
d istribution, and interspecific com mu
nication (R.G. Wetzel); Environm ental 
control of the synthesis and activity  of 
aquatic m icrobial ectoenzymes (R. J. 
Chróst); M icrobial ex tracellu lar enzyme 
activity: a new  key param eter in  aqu
atic ecology (H.-G Hoppe.); Ecological 
aspects of enzym atic activ ity  in m arine 
sedim ents (L.—A. M eyer-Reil); E x tra 
cellular enzyme activity  in cutrophic 
and polyhumic lakes (U. Münster).

Chapters 7—9 deal w ith  aquatic pro
tease and peptidase activities; P rotein 
degration in aquatic environm ents (G. 
Billen); Peptidase activity  in river bio
film s by product analysis (S.E. Jones and 
M.A. Lock); A m inopeptidase activ ity  in 
lakes of differing eutrophication (T.R. 
Jacobsen and H. Rai).

C hapters 10—15 are studies on phospho- 
hydroiases in  aquatic environm ents: 
Role of ecto-phosphohydrolases in 
phosphorus regeneration  jin estuarine  
and coastal ecosystems (J.W. A m m er- 
man); B acterial phosphatases from  dif
feren t hab itats in a sm all, hardw ater 
lake (J.B. Cotner, jr. and  R.G. Wetzel); 
Phosphatase activity  in  an  acid, lim ed 
Swedish lake (H. Olsson); Phosphatase 
activities in Lake K inneret phyto
plankton (D. W ynne, B. K aplan, and T. 
Berm an); F iltration  and buoyant den
s ity  characterization of algal alkaline
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phosphatase (D.A. Francko); Cyclic 
nucleotide phosphodiesterase activity  in 
epilim netic lake w ater (J. Barfield and 
D.A, Francko).

The last chapters (16—19) are devoted
to d ifferen t hydrolases in  various aqua
tic habitats: C hitinase activ ity  in  es
tua rine  w aters (R.A. Sm ucker and  C.K. 
Kim); Significance of ex trace llu la r en
zymes fo r organic m atter degradation 
and nu trien t regeneration in  sniall 
stream s (J. M arxsen and K.-P. Witzel); 
Enzym e activities in billabohgs of 
southeastern  A ustralia (P.I. Boon); Hyd
rolytic activities of organism s and  bio
genic structures in  deep-sea sedim ents 
(M. Köster, P. Jensen, and L.-A. M eyer- 
Reil).

The book is a valuable source of in- 
forniation for all in terested in funda
m ental and  applied study of freshw ater 
or m arine ecosystems, and, undoubtedly, 
it w ill stim ulate fu rth e r developm ent 
of aquatic enzymology.

ŞTEFAN KISS

S t e p h a n  W i r t h ,  Entwicklung end  
Anwendung neuer Methoden zur Be
stimmung von Enzymaktivitäten und  
zum Nachweis mikrobieller Popula tf-
onsdichte der Horizontabfolge einer
saueren Braunerde unter Buche (D eve
lopm ent and  A p p lic a tio n  o f N e w
M ethods fo r  D e term in a tio n  o f E n zym e  
A c tiv ité s  an d  fo r  E stim a tio n  o f Micro
bial P opula tion  D ensities in  th e  H orizon  
Seq u en ce  of a n  A c id  B ro w n  E arth  u n d e r  
B eech), Forschungszentrum Waldökoeys- 
teme der Universität, Göttingen, 1991, 
158 pages (including 59 figures and 6 
tables in the text) and an appendix 
(consisting of 17 tables on 18 pages).

The book was published as Band 
(Volume) 66 of the „Berichte des For
schungszentrums Waldökosysteme. Reihe 
A* (Reports of the Research Centre Fo
rest Ecosystems, Series A).

The researches described in the book 
were carried out on litter and soil 
samples collected in a 145-year-Old 
beech forest (Luzu lo— F agetum  typ icu m )  
located on the plateau of Soiling Moun
tains, Germany. The soil is an Acid
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Brown E arth  characterized by the hu 
mus form  „typical m oder“. The horizon 
sequence studied com prised 5 distinct, 
clearly  developed horizons: the orga
nic horizons L, F and  H, a vastly hu 
m ified horizon (Ahh) betw een the orga
nic litte r  com partm ent and  the m ineral 
soil com partm ent, and  the m ineral ho
rizon (Aeh, 0—5 cm).

The substrates used in both enzymo- 
logical and microbiological analyses w ere 
soluble, dye-labelled and acid-precipi- 
tab le  polysaccharide and  protein deriva
tives. Fluorescein diacetate (FDA) was 
also used as a substra te  hydrolyzable 
by m any enzymes (proteases and also 
lipases and other esterases).

An extraction procedure involving 
sodium acetate-acetic acid buffer (pH 
5; 0.5 M; 5 m l/g  soil) and an  assay 
system  adapted  to m icro titre plates 
w ere developed for rou tine colouri- 
m etric determ ination of endo-acting 
cellulase, xylanase, am ylase, l,3-/}-glu- 
canase, chitinase, and  protease activities 
and also of FDA -hydrolase activity 
from  the 5 horizons specified above. 
The enzymes presen t in the extracts 
w ere partially  purified by am m onium  
su lphate precip itation  and dialysis a- 
gainst dem ineralized w ater, then  assayed 

for pH and  tem peratu re  characteristics 
and for activity  profiles a fte r gel per
m eation chrom atography.

The results have shown, am ong other 
things, th a t the properties of polysac- 
charidases w ere very sim ilar and re
m arkably  stable in time. The enzymes 
w ere very active in the L and F ho
rizons, b u t the ir activity  was signifi
cantly  low er in the H, Ahh and Aeh 
layers. Cellulase, xylanase and chiti
nase activities w ere highly correlated 
w ith total—C content and closely re
la ted  to to ta l—N content of the hori
zons.

Population densities (colony-forming 
units) of polysaccharide- and protein- 
degrading bacteria, actinom ycètes and 
fungi w ere estim ated in. the H, Ahh and 
Aeh horizons. The n u trien t m edia con
ta in ing  dye-labelled substrates w ere ino
culated w ith  dilutions of the horizon m a
terials. The pour p la te  m ethod w as ap
plied. The degraded, cleared zones on the 
plates w ere detected by video im age an a
lysis; Total counts of bacteria, actinom y
cètes and fungi w ere also estim ated.

M icrobial population densities w ere 
found to be higher it the H and Ahh

horizons than in the Aeh layer. Counts 
of substrate-degrading bacteria and ac
tinom ycètes w ere not higher than  7% 
of the total bacterial and actinom ycète 
counts. Contrarily, the substrate-degra
ding fungi represented at least 60% of 
the total fungal counts. The relationship 
between activities of enzymes ex tracted  
from  the horizons and  the correspon
ding m icrobial population densities 
w as m uch clearer for the fungal than  
for the bacterial and actinom ycète po
pulations.

By developing the new  m ethods briefly 
characterized above. Dr. S. W irth 
brought a valuable contribution to 
fu rth e r developm ent of soil enzymology.

ŞTEFAN KISS

G u n i l l a  A s p l u n d ,  On the 
O rigin of Organohalogens Found in  
the Environm ent, L inköping Studies in 
A rts and Science No. 77, Edited by the 
D epartm ent of Them e Research, W ater 
and Environm ental Studies, Linköping 
U niversity, Linköping, Sweden, 1992, 50 
pages including 19 figures and 7 tables. 
The book is based on 6 original papers 
by Dr. G. Asplund and h er collabo
rators. R eprinted copies of these papers, 
com prising 61 pages a re  enclosed to the 
book.

The halogenated organic compounds 
(organohalogens) are either m an-m ade 
or na tu ra l products.

D ifferent types of organohalogens a re  
used in the plastic industry  or as pes
ticides, solvents and cooling fluids. 
They are also form ed as by-products of 
pulp  bleaching, w astew ater disinfec
tion and w aste incineration. Of all th e  
organic com pounds w ith a potential en
vironm ental impact, those tha t are 
chlorinated have received the most 
attention, Thus, DDT, polychlorinated 
biphenyls, dibenzo-p-dioxins, trih a lo - 
m ethanes 'n d  chlorophenols are all 
exam ples of halogenated organic com
pounds considered as very dangerous 
pollutants. Chlorine disinfection of 
drinking w ater m ay be an im portan t 
source of hum an exposure to orgnno- 
halogens but is negligible as a source 
of environm ental pollution.

The n a tu ra l production of organoha
logens is sm aller than the ir industria l 
production. Moreover. G. Asplund a rv  

h e r collaborators have presented con
vincing evidence th a t the natu re l p ro -
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duction of organohalogens is more 
w idespread than previously assumed.- 

A fter a short review  of litera tu re  on 
the biological production of organoha
logens by m ore than a thousand of 
species (fungi, lichens, bacteria, aigae, 
invertebrates and vertebrates as well as 
higher plants), the book describes the 
m ethods for determ ination of total 
am ount of organohalogens in 
w ater, soil and plants. Then, the 
production of organohalogens in 
soils is dealt w ith. The m ajor disco
very in th is respect is tha t ihe soi , 
contain an ex tractable chloroperoxida- 
se-iike enzyme w hich catalyses chlori
nation of organic molecules, including 
hum ic substances, in the presence of 
hydrogen peroxide and inorganic chlo
ride.

Production of organohalogens may 
also occur in vegetation, w ate r bodies 
and sedim ents and the atm osphere, bu t 
the m ain natu ra l sources of these com
pounds are the soils.

As concerns hum an im pact on natu 
ra l halogénation, G. Asplund has shown

tnat acidification of soils and surface 
w aters as a result of environm ental 
pollution caused by hum an activities 
nas an eahancing effect on the enzy
m atic chlorination of organic com
pounds (the optim um  pH of chloroper- 
oxidase in soils is betw een 3.0 and 
3.5).

The bibliographical list comprises 
114 titles.

Dr. G. A splund’s excellent book, 
which in addressed to chemists, biolo
gists, biochemists, and environm enta
lists, w ill, undoubtedly, stim ulate fu r
ther research on the  production, che
m ical structure and biological proper
ties of the na tu ra l organohalogens and 
on the ir fate in the environm ent. A t 
the same tim e, the book is a useful 
source of inform ation also fo r those 
w orking on preventing environm ental 
pollution w ith  m an-m ade organoha
logens.

ŞTEFAN KISS
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