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INTRODUCERE 

Cianobacteriile s-au aflat întotdeauna în atenţia lumii ştiinţifice, interesul manifestat 

faţă de acest grup de organisme fiind determinat şi de faptul că cianobacteriile constituie un 

grup de procariote fotosintezatoare cu un rol esenţial şi specific în evoluţia biosferei. Astfel, 

spre a reaminti doar diversitatea metabolicǎ care le asigură existenţa într-un spectru larg de 

factori ecologici, inclusiv în condiţii extreme, cum ar fi mediul acvatic sulfuros, subiectul 

tezei  de doctorat se încadrează în cercetările care au loc la nivel internaţional. 

Alegerea temei de cercetare cu titlul “Cianobacterii din ape mezotermale sulfuroase 

(Obanul Mare – Mangalia)” a fost realizată în urma consultării literaturii existente, dar 

insuficienţa datelor referitoare la cianobacteriile din mediile acvatice sulfuroase din ţara 

noastră m-a determinat sa abordez acest subiect nou şi fascinant. 

Importanţa temei de cercetare doctorală asupra căreia m-am oprit rezidă din faptul că studiile 

ştiinţifice ridică doar întrebări şi probleme, astfel că demersul parcurs în activitatea de 

cercetare proprie a fost destul de anevoios, evidenţiind originalitatea îmbinării metodelor de 

cercetare teoretice cu cele practice, a celor clasice cu cele moderne, care au condus la 

concluziile generale ale tezei de doctorat. 

Scopul tezei de doctorat este  izolarea, purificarea şi identificarea la nivel de gen pe 

principiile taxonomiei bacteriene a unor tulpini  de cianobacterii izolate din  probe naturale 

recoltate din izvorul sulfuros mezotermal de la Obanul Mare – Mangalia, utilizând  metode  

clasice îmbunătăţite prin adăugarea sursei de carbon înaintea antibioticului; studierea unor 

aspecte  fiziologice ale unor izolate, cum ar fi: determinarea  prin metode spectrofotometrice a 

ratei de creştere a cianobacteriilor cultivate aerob pe medii de cultură diferite:  BG0 si BG11 

sau prin calculul frecvenţei celulelor în diviziune; determinarea numerică a celulelor capabile 

de creştere şi multiplicare prin metoda desrisă de Kogure şi colaboratorii pentru bacteriile 

heterotrofe (1979); studierea prin metode spetrofotometrice a proprietăţilor redox la nivel 

populaţional la unele tulpini de cianobacterii izolate precum şi prin analiză automată a 

imaginilor digitale obţinute la microscop; marcarea cianobacteriilor cu doturi cuantice 

(CdSe/ZnS) şi studierea efectului citotoxic al doturilor cuantice asupra cianobacteriilor. 

Teza este structurată în cinci capitole, cuprinse în cele două părţi: stadiul actual al cunoaşterii 

cianobacteriilor raportat la cele mai recente date din literatura de specialitate (doua capitole) şi 

cercetarea experimentală  (cuprinzând două capitole) şi un capitol de concluzii generale. 

În primul rând, teza de doctorat se remarcă prin actualitatea subiectului abordat, 

deoarece introducerea acestuia în sfera de preocupări a specialiştilor români şi străini s-a 
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produs relativ târziu, nefiind posibilă dezvoltarea în  ţara noastră a unor tehnici avansate în 

domeniul microbiologiei la nivel de celulă individuală, combinată cu analiza de imagine 

digitală. 

În vederea documentării şi realizării acestei tezei am consultat aproximativ 380 de 

titluri şi referinţe bibliografice sugestive, din care aproximativ 60 fiind publicate în ultimii 

cinci ani, ceea ce mi-a permis obţinerea rezultatelor experimentale noi corelate cu cele 

obţinute pe plan internaţional. Dintre acestea, sunt de evidenţiat cele ce deschid cercetǎrile de 

microbiologie, biologie în general, cǎtre analiza automatǎ a imaginilor digitale, o direcţie de 

mare actualitate pe plan internaţional şi naţional,  fapt ce a fost posibil printr-o permanentă 

colaborare cu specialişti internaţionali, ceea ce a permis o dezvoltare aparte  în cadrul aceastei 

teze de doctorat. 

Pe linia contribuţiilor proprii se înscriu, de asemenea, modul de prelucrare a 

informaţiilor, capacitatea de sinteză şi maniera de interpretare a datelor, precum şi 

transdisciplinaritatea, care au permis argumentarea opiniilor personale strecurate pe tot 

parcursul lucrării, pentru a accentua viziunea proprie asupra fenomenelor analizate. 

Nu în ultimul rând, o contribuiţie proprie este prezentă şi sub forma propunerilor adresate la 

finalul capitolelor, cu privire la metodele moderne de lucru folosite cu scopul uşurării 

efortului depus de către cercetător pentru prelucrarea unui set mare de date precise şi 

reproductibile, într-un timp relativ scurt. 

 

CAPITOLUL 1. CIANOBACTERIILE – ASPECTE GENERALE 

 Capitolul 1 expune caracteristicilor generale ale cianobacteriilor, a diversităţii 

morfologice şi fiziologice a acestora, precum şi cu principalele caracteristici ale 

cianobacteriilor criofile, mezofile şi termofile. 

Cianobacteriile reprezintă cel mai mare şi mai divers grup de bacterii fotosintetizante 

oxigenice. Iniţial, cianobacteriile au fost considerate alge datorită următoarelor caracteristici: 

dimensiuni mari; sunt organisme fototrofe oxigenice (folosesc H2O ca donor de electroni cu 

producere de O2); conţin fotosistemele I şi II responsabile de descompunerea H2O cu ajutorul 

energiei luminoase absorbite; conţin clorofila a şi β-caroten, ficobiliproiene în calitate de 

pigmenţi accesorii: fotosinteza este asemănătoare cu cea a plantelor. 

Cianobacteriile pot fi găsite în toate ecosistemele acvatice, variind de la izvoare 

hidrotermale, până la zonele arctice (Carmichael şi colab.,1990). 
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Fiind cele mai vechi microorganisme producătoare de oxigen (Schöpf, 2000), 

cianobacteriile au jucat un rol-cheie în evoluţia Terrei încă de la prima lor apariţie acum 2,15 

miliarde de ani în urmă (Hoffmann, 1975; Knopf 2006; Ramussen 2008). Lunga istorie a 

cianobacteriilor este responsabilă de capacitatea lor de a fi bine adaptate la mediu de stres, 

inclusiv la substanţe nutritive rare şi abundente (Paerl, 2006), expunerea la radiaţii UV, la 

radiaţii solare înaltă şi mai presus de toate la temperaturi ridicate (Paerl et al 1985; Robarts & 

Zohary 1987; Briand, 2004). Aceste condiţii speciale pot favoriza poziţia dominantă a 

cianobacteriilor în multe habitate acvatice. Capacitatea cianobacteriilor de a fi foarte tolerante 

atunci când sunt supuse la factori de stres diverşi sugerează că cianobacterii sunt susceptibile 

de a beneficia de schimbările de mediu asociate cu încălzirea globală (Paerl şi Huisman, 2008; 

Paerl 2009). 

Recent, Whitton şi Potts (2000) au demonstrat diversitatea morfologică a 

cianobacteriilor - forme filamentoase şi unicelulare - care se pot agrega în colonii, celulele din 

colonii putând fi aranjate în moduri diferite (radiar, plane sau neregulate). Unele  prezintă 

celule specializate pentru fixarea azotului (heterochişti), celule care pot supravieţui în condiţii 

de stress (akinreţi) şi pentru dispersie (hormogonii). 

   Capitolul se încheie cu prezentarea clasificării cianobacteriilor, ca procariote, 

ilustrată în Bergey's Manual of Determinative Bacteriology (2001), care încadreaza 

cianobacteriile în grupul Cyanobacteria, ce conţine cinci ordine cu 34 de genuri (Castenholz, 

2001). 

CAPITOLUL 2. IMPORTANŢA TEORETICĂ ŞI APLICATIVĂ  A 

CIANOBACTERIILOR 

 

Pentru a înţelege cât mai bine structura cianobacteriilor, am studiat  importanţa 

teoretică şi aplicativă a acestora, deoarece cianobacteriile reprezintă una dintre puţinele grupe 

de organisme care pot efectua simultan fotosinteză oxigenică şi respiraţia în acelaşi 

compartiment, unele specii fiind capabile să fixeze azot. Această combinaţie de căi metabolice 

este neobişnuită, iar flexibilitatea metabolică poate fi responsabilă de evoluţia 

cianobacteriilor, precum şi de capacitatea lor de a se dezvolta în conditii extreme. 

Cianobacteriile sunt cele mai vechi organisme din punct de vedere al evoluţiei: microfosilele 

găsite ca având o vechime de 3,5 miliarde ani au fost atribuite ca aparţinând cianobacteriilor 

(Schopf, 1993). O cauză importanta pentru evoluţia cianobacteriilor este combinaţia reuşita a 

căilor metabolice. 
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Caracteristica tuturor speciilor de cianobacterii este operarea fotosistemul I si II, 

precum şi folosirea apei ca sursă de electroni pentru fotosinteză. Toţii reprezentanţii 

cianobacteriilor conţin clorofila a si sunt capabili de crestere fotoautotrofa, cu toate ca si 

cresterea fotoheterotrofă şi cea chemoautotrofă  sunt comune la multe specii. Morfologia şi 

ciclul de viaţă al acestui grup este foarte complex. Combinarea fotosintezei şi respiraţiei într-

un singur compartiment este unică. Fotosinteza si respiratia necesita cai de transport a 

electronilor catalizate de proteine complexela nivelul membranelor. 

Importanţa fotosintezei şi respiraţiei la cianobacterii, precum şi utilizarea 

cianobacteriilor ca model de sistem biologic pentru studiul nanoparticulelor asupra 

procariotelor sau ca model de sistem biologic pentru  producerea de nanoparticule a 

reprezentat un capitol foarte incitant din punct de vedere al informaţiilor prezentate. Astfel, 

nanotehnologia este în curs de extindere în multe domenii, chiar şi ţările în curs de dezvoltare 

au decis de asemenea că această nouă tehnologie ar putea reprezenta o investiţie care nu poate 

fi ignorată, aducând beneficii asupra viitorului economic şi bunăstării sociale. În cazul noilor 

tehnologii, există o preocupare crescută cu privire la posibilele efecte secundare provenite în 

urma utilizării de nanoparticule. Datorită utilizării crescute a nanotehnologiilor, trebuie să fie 

bine înţelese riscurile asociate cu expunerea la nanoparticule, rutele de intrare şi mecanismele 

moleculare de citotoxicitate. Doturile cuantice sunt solubile în apă, având aplicaţii biologice, 

sunt de obicei pasivizate de diferite straturi anorganice şi/sau organice în vederea creşterii 

randamentului fluorescenţei (Kloepfer et al, 2004). Aceste învelişuri măresc foarte mult 

mărimea particulelor, făcând imposibilă absorbţia lor de către microorganisme. 

Doturile cuantice semiconductoare fluorescente pot servi ca nivele on/off pentru bacterii 

şi alte celule vii; ele afectează transportul de electroni referitor la metabolismul energetic, atât 

la bacteriile fototrofe, cât și la bacteriile heterotrofe. Pentru a explica aceste rezultate s-a luat 

în considerare proprietățile fizico-chimice ale doturilor cuantice în legătură cu diferențele 

ultrastructurale ale bacteriilor Gram-negative și Gram-pozitive și cu localizarea celulară a 

principalelor procese energetice, respiraţie şi fotosinteza. În acest sens, o atenție deosebită se 

concentrează  din ce în ce mai mult pe interacțiunea dintre doturile cuantice și cianobacterii 

pentru perioade mai lungi de timp, deoarece aceste  procariote oxigenice fototrofe au 

contribuţii majore la sinteza materiei organice în mediile acvatice pe care le populează, la 

consumul de dioxid de carbon și la producția oxigen molecular. 

O problemă importantă în toate aceste experimente se referă relația fizică dintre 

populațiile microbiene şi diferite doturi cuantice, cu accent special pe poziția doturilor 

cuantice  față de peretele celular și membrana celulei. Se pare logic să presupunem că primul 
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sit de interacțiune între aceste nanoparticule și celule este la nivelul peretelui celular, cu toate 

acestea peretele celular are o structura destul de diferită în bacteriilor Gram-negative (inclusiv 

cianobacterii) și Gram-pozitive bacterii. 

 Accesul fizic al doturilor cuantice la fața externă a membranei celulare (spre peretele 

celular) este încă o problemă deschisă, precum și abilitatea doturilor cuantice cu dimensiuni 

nanometrice  de a trece prin membrana celulară intactă (sau anterior deteriorată!) pentru a 

intra citoplasma (Ardelean şi colab., 2011). 

 

OBIECTIVELE CERCETĂRILOR 

 

1. Izolarea unor  tulpini  de cianobacterii din  probe naturale recoltate din izvorul sulfuros 

mezotermal de la Obanul Mare – Mangalia;  

2. Purificarea unor tulpini de  cianobacterii utilizînd  metode  clasice; 

3. Îmbunătăţirea  metodelor de purificare clasice prin adaugarea sursei de carbon inaintea 

antibioticului; 

4. Identificarea la nivel de gen a unora dintre  tulpinile  de cianobacterii purificate, pe principiiile 

taxonomiei bacteriene; 

5. Studierea următoarelor aspecte  fiziologice ale unor izolate : 

a. Determinarea  prin metode spectrofotometrice a ratei de creştere a cianobacteriilor cultivate 

aerob (fotosinteza oxigenică)  pe medii de cultură diferite -  BG0 şi BG11; 

b.  Determinarea ratei de creştere a cianobacteriilor prin calculul frecvenţei celulelor în 

diviziune; 

c. Determinarea numerică a celulelor capabile de creştere şi multiplicare prin metoda descrisă de 

Kogure şi colaboratorii (1979); 

d. Studierea prin metode spectrofotometrice a proprietăţilor redox la nivel populaţional la unele 

tulpini de cianobacterii izolate; 

e. Studierea proprietăţilor redox la nivel celular la unele tulpini de cianobacterii izolate prin 

analiză automată a imaginilor microscopice;  

f. Marcarea cianobacteriilor cu doturi cuantice (CdSe/ZnS); 

g. Studierea efectului citotoxic al doturilor cuantice asupra cianobacteriilor.   

 

 

 

 

5 



 

 
 

CAPITOLUL 3.  MATERIALE ŞI METODE DE CERCETARE 

 

Acest prim capitol din partea experimentală a tezei este axat pe descrierea zonei de 

studiu (fiind pentru prima dată când se studiază cianobacteriile din izvorul sulfuros 

mezotermal de la Obanul Mare),  a modului de  prelevare a probelor, de fixare şi conservare a 

probelor de apă, a metodelor de colorare utilizate în studierea cianobacteriilor, a metode de 

vizualizare a cianobacteriilor utilizând microscopia în comp luminos şi în (epi)fluorescenţă. 

Sunt deasemenea descrise cu precizie  metodele de izolare şi cultivare a unor  tulpini  de 

cianobacterii din izvorul sulfuros mezotermal de la Obanul Mare – Mangalia (din genul 

Synechocystis sp., Nostoc sp., Anabaena sp., Tychonema sp., a cianobacteriilor unicelulare şi 

filamentoase anoxigenice, a cianobacteriilor filamentoase oxigenice şi anoxigenice 

termotolerante) precum şi purificarea izolatelor de cianobacterii şi obţinerea culturilor axenice 

de cianobacterii diazotrofe prin utilizarea antibioticelor tienam, augmentin, acid nalidixic si 

cefalexina, lizozim.  

Identificarea tulpinilor de cianobacterii izolate, precum şi utilizarea analizei de 

imagine digitală pentru studierea caracterelor morfologice şi fiziologice ale cianobacteriilor 

izolate, studierea studierea caracterelor morfologice ale cianobacteriilor utilizând programul 

CellC şi ImageJ sunt descrise în amanunţime în acest capitol. 

A B  C D  

E F  

Figura 1. (Figura 3.7., 3.9., 3.10).  Aspectul macroscopic (A,C, E) si microscopic (B,D,F) al culturii îmbogăţite 
de cianobacterii  unicelulare şi filamentoase; E - Aspectul macroscopic al culturii îmbogăţite cultivate pe mediu 

lichid BG11 (A); aspectul microscopic al culturii îmbogăţite cultivate pe mediu lichid BG11 după colorare cu 
cristal violet (original).  

 

De asemenea, sunt prezentate şi metodele de determinare a ratei de creştere a 

cianobacteriilor în diverse condiţii  atât prin  clasica metodǎ spectrofotometrică dar şi prin 

determinare şi calcularea frecvenţei celulelor  aflate în diviziune la tulpina de cianobacterii 

formatoare de heterochişti din genul Anabaena sp. şi la tulpina de Tychonema sp.; 
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determinarea numerică a celulelor capabile de creştere şi multiplicare prin metoda desrisă de 

Kogure şi colaboratorii (1979) la tulpina Anabaena sp. , la tulpina Synechocystis PCC 6803, 

precum şi la tulpina de cianobacterii unicelulare din genul Synechocystis sp., ultima metoda 

fiind aplicata şi  populaţiilo naturale de cianobacterii din izvorul sulfuros mezotermal.  

Studierea proprietăţilor redox la nivel celular la unele izolate prin analiza automata a 

imaginilor digitale, măsurarea spectrofotometrică a activităţii dehidrogenazice la unele 

populaţii de cianobacterii  precum  şi cuantificarea proprităţilor redox la nivel de individ 

biologic (filamentul de cianobacterie) la Anabaena sp., constituie tot atatea metodologii bine 

utilizate de cǎtre doctorandǎ, împreunǎ cu  investigarea interacţiunii dintre doturile cuantice 

(CdSe/ZnS) şi populaţiile de şi a evidenţierii în fluorescenţă a cianobacteriilor marcate cu 

doturi cuantice, precum şi studierea efectului citotoxic al doturilor cuantice asupra 

cianobacteriilor. 

 

CAPITOLUL 4. REZULTATE ŞI DISCUŢII 

 

Următorul capitol  intitulat “Rezultate şi discuţii” cuprinde rezultatele originale ale 

experimentelor realizate referitoare la izolarea, cultivarea şi imbunătăţirea metodelor de 

purificare a unor tulpini  de cianobacterii. Utilizarea metodei de analiză a imaginilor digitale 

obţinute la microscop prin combinarea algoritmilor matematici din programele CellC şi 

ImageJ a făcut posibilă pentru prima dată, după consultarea  literaturii de specialitate 

internaţionale, identificarea precisă într-un timp relativ scurt a numărului celulelor analizate 

din filamentele cianobacteriene din imagini digitale realizate în câmp luminos. Cele două 

programe mi-au permis să obţin cu succes imagini automate din imagini cu fundal luminos 

prin etape care reprezintă practic paşii-cheie în obţinerea datelor experimentale. 
Figura 2 (Figura 4.3.). Vizualizarea în câmp 

luminos a cianobacteriilor unicelulare din genul   
Synechocystis sp. prin coloraţie cu cristal violet 0,02%: A 

– detaliu al cîmpului microscopic cu cianobacterii 
unicelulare din probele naturale colectate; B – detectarea 

formei celulelor şi a conturului acestora; C - imaginea 
câmpului microscopic cu cianobacterii unicelulare; D – 

detalii ale diferitelor regiuni de interes analizate; E- 
vizualizarea cianobacteriilor unicelulare utilizand numai alb şi 

negru (Oc.10x, Ob.40x)  (scala de marime 10 µm) (original). 
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În cazul izolatelor noastre am identificat următoarele genuri de cianobacterii, conform 

manualului Bergey 2001: Synechocystis sp., Synechocystis sp. – anoxigenic, Synechocococcus 

sp., Anabaena sp., Oscillatoria sp., Nostoc 1 sp. , Nostoc 2 sp., Tychonema sp. 

A B C  

D E  
Figura 3 (Figura 4.27., 4.28, 4.29, 4.30, 4.32).  A - Izolatul  Synechocystis sp.  oxygenic, B-  Izolatul  

Anabaena sp. ;C -  Izolatul  Oscillatoria sp., D  - Izolatul  Nostoc 1 sp. , Izolatul  Tychonema sp. (original). 

Scopul  subcapitolului de determinare a ratei de creştere a cianobacteriilor prin metoda 

spectrofotometrică este de a determina rata de creştere a izolatelor de cianobacterii aflate în 

studiu în condiţii aerobe utilizând cititorul microplaci cu spectrofotometru ultrarapid, care 

acoperă o gamă foarte largă de lungimi de undă, de la 220 nm la 850 nm, permiţând colectarea 

datelor în format Excell şi interpretarea lor în timp scurt. Măsurătorile s-ar realizat la D.O. 

750 nm, la timpul iniţial, după 3 ore, după 22 ore, după 28 ore, după 124 ore de la incubare la 

lumină continuă. Culturile de cianobacterii aflate în studiu au fost distribuite în godeurile 

microplăcii, iar citirea automată a fost realizată la 750 nm, realizandu-se concomitant câte 8 

citiri (coloanaele A-H), pentru fiecare cultură şi pentru fiecare timp de probă analizat. 

Tabelul 1 (Tabelul 4.3).  Densităţile optice ale culturilor de cianobacterii cultivate pe mediul BG0. 

Timpul 
(ore) 

D.O.750nm 
Nostoc sp. 

D.O.750nm 

Oscilatoria 

sp. 

D.O.750nm 

Nostoc sp. 
D.O.750nm 

Synechocystis 

sp. 

D.O.750nm 

Anabaena 

sp. 

D.O.750nm 

Synechocystis 

sp. 

0 0,07 0,079 0,097 0,566 0,097 0,184 

22 0,091 0,126 0,108 0,784 0,127 0,212 

28 0,095 0,236 0,139 1,178 0,308 0,258 

124 0,266 0,294 0,246 1,413 1,222 0,297 

 
Tabelul 2 (Tabelul 4.4). Densităţile optice ale culturilor de cianobacterii cultivate pe mediul BG11 (original). 

Timpul 
(ore) 

D.O.750nm 
Nostoc sp. 

D.O.750nm 

Oscilatoria 

sp. 

D.O.750nm 

Nostoc sp. 
D.O.750nm 

Synechocysti

s sp. 

D.O.750nm 

Anabaena sp. 
D.O.750nm 

Synechocyst

is sp. 

0 0,07 0,17 0,084 0,7 0,077 0,11 

22 0,084 0,292 0,097 0,858 0,109 0,184 

28 0,091 0,681 0,178 1,161 0,137 0,237 

124 0,205 0,888 0,313 1,618 0,279 0,521 
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Pentru calcularea tinpului de generatie am utilizat metoda grafica la toate culturile 

aflate în studiu, prin comparaţie, pe mediul de cultura BG0 si BG11. 

Frecvenţa celulelor aflate în diviziune (FCD) este o măsură indirectă de măsurare a  

ratei medii de creştere  la bacterii (Hagstrom şi colab., 1979; Campbell şi Carpenter, 1986; 

Campbell şi Carpenter, 1988; Nielsen, 2006), fiind extinsă şi aplicată în cadrul cercetărilor 

realizate pe populaţiile de cianobacterii din izvorul sulfuros mezotermal de la Obanul Mare – 

Mangalia. 

Calculul frecvenţei celulelor aflate în diviziune în timpul incubării la lumină şi la  

întuneric au arătat în mod clar diferenţe importante între incubarea lumină şi întuneric, care 

sunt în corelaţie puternică cu diferenţe în rata de creştere determinate şi prin metode clasice, 

spectrofotometrice.  Rezultatul principal  în acest experimente se referă la diferenţele dintre 

incubarea lumină şi întuneric, rata de creştere fiind mult mai mare la lumină  în comparaţie cu 

rata de creştere la întuneric, mai ales după 24 de ore, rezultatele obţinute prin analiza automata 

de imagine digitala fiind în concordanţǎ cu cele obţinute prin metoda clasicǎ.  

Apariţia de celulele care se divid în probele incubate la întuneric şi corespunzător, a 

ratelor de creştere aproape similare în primele 24 de ore ar putea fi susţinută prin utilizarea la 

întuneric a  rezervelor endogene acumulate in perioada de lumina ca o sursă de carbon şi 

energie, în acord cu semnificaţia biologică  a  aceste incluziuni intracitoplasmatice. Scăderea 

bruscă atât în FCD, precum şi în rata de creştere la perioade lungi de incubaţie la întuneric  

este explicatǎ prin posibila diminuarea  a rezervelor intracelulare organice şi cu o schimbare 

în strategia celulelor de a supravieţui în condiţii ostile, scăderea frecvenţei de diviziune 

celulară fiind unul dintre răspunsurile cele mai importante ale bacteriilor împotriva lipsei de 

carbon şi de energie. 

  

 
Figura 4 (Figura 4.40). Filamente de 

Anabaena sp.  cu celule aflate în diviziune în 
timpul incubării la lumină, după  colorarea cu 

cristal violet 0,02% la mometul iniţial (T0), 
după 12 ore (T1), 24 ore (T2) şi după 60 ore de 

incubare (T5); a) analiza digitală a imaginilor 
utilizând programele ImageJ si CellC pentru 

numărarea celulelor şi determinarea septurilor de 
diviziune, săgeţile indică celulele aflate în diviziune 

(Sarchizian şi Ardelean, 2012). 
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Din rezultatele obţinute după calcularea ratei de creştere am constatat că în timpul 

incubării la lumină continuă, celulele din filamentele de cianobacterii au o rată de creştere  

pozitivă, în timp ce  prin  cultivarea la întuneric, rata  de creştere este negativă după 48 de ore 

de cultivare la întuneric, datorită anabolismului fotosintetic absent la întuneric, lipsa energiei 

necesare pentru creştere şi multiplcare, obsevîndu-se absenţa creşterii la întuneric pe medii 

fără sursă organic. 

A B  

Figura 5. A (Figura 4.41). - Comparaţie între FCD la tulpina Anabaena sp. în condiţiile incubării la lumină şi la 
întuneric;  B (Figura 4.44) - FCD la tulpina Tychonema sp. în condiţiile incubării la lumină (linia albastră) şi la 

întuneric (linia roşie) (original). 

Rezultatele obţinute în cazul tulpinii de cianobacterii neformatoare de heterochişti sunt 

asemănătoare cu cele obţinute la tulpina formatoare de heterochişti Anabaena sp. 

Argumentarea, bazată pe diminuarea rezervelor intracelulare organice şi/sau cu o schimbare în 

strategia celulelor cu scopul de a supravieţui în condiţii ostile, probabil, sunt valabile, de 

asemenea, şi pentru tulpina Tychonema sp., iar experimente programate a fi efectuate post 

teza, au ca scop verificarea acestei ipoteze logice de altfel, în contextul mai amplu al 

continuǎrii cercetǎrii ştiinţifice personale. 

A B  
Figura 6.A - (Figura 4.42) Rata de creştere (µ) la cultura Anabaena sp. incubată la lumină şi întuneric (linia 

albastră indică cultivarea la lumină; linia neagră indică cultivarea la intuneric); B -(Figura 4.45.)- Rata de 
creştere (µ) la cultura Tychonema sp. incubată la lumină şi întuneric (linia albastră indică rata de creştere la 

lumină; linia neagră indică rata de creştere la intuneric) (original). 
O cuantificare directă a celulelor active metabolic a fost utilizată de Kogure şi 

colaboratorii (1987) pentru enumerarea celulelor bacteriene vii folosind o simplă incubare a 

probelor în prezenţa acidului nalidixic în diferite concentraţii (Lucila şi colab., 1996).  

Determinarea directă a celulelor capabile de creştere şi multiplicare la Anabaena sp. a permis 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

12 ore 24 ore 36 ore 48ore 60 ore

F

C

D

Timpul (ore)
FCD la lumina FDC la intuneric

0.1

0.2

0.3

12 ore 24 ore 36 ore 48ore 60 ore

F
D

C

Timpul (ore)
Frecvenţa celulelor aflate în diviziune la lumină …
Frecvenţa celulelor aflate în diviziune la întuneric …

-0.01

0

0.01

0.02

0.03

0.04

0.05

Ra
ta

 d
e 

cr
eş

te
re

 

Timpul (ore)

-0.02

0

0.02

0.04

0.06

0.08

T0 12 

ore

24 

ore

36 

ore

48ore 60 

ore

Ra
ta

 d
e 

cr
eş

te
re

Timpul (ore)µ la lumină µ la întuneric

10 



 

 
 

obţinerea datelor referitoare la creşterea  dimensiunilor  medii ale celulelor din fialmentele  de 

cianobacterii analizate, de la 1,819 µm la timpul iniţial, la 3,354 µm după 84 ore de incubare, 

de asemnea valorile minime ale celulelor cianobacteriene au crescut de-a lungul 

experimentului de la 0,778 µm la timpul iniţial, la 1,887 µm după 84 ore de incubare, 

concomitent cu creşterea dimensiunilor maxime a celulelor de la 3,469 µm la timpul iniţial, la 

8,133 µm după 84 ore de incubare. 

Figura 7 (Figura 4.47). Evoluţia dimensiunilor medii şi maxime ale celulelor din filamentele de Anabaena sp.  
la momentul iniţial, după 24, 48, 72, 84 ore de incubare în prezenţa acidului nalidixic (Sarchizian  şi Ardelean, 

2012). 
 

Analizând datele experimentale am constatat că 64% din celule sunt capabile de 

creştere şi diviziune, 7% din celulele care aparţin primei clase de dimensiuni (< 1 µm ) şi  

57% (89%-32%) din celulele aparţinând clasei 1-3 µm se pot regăsi la finalul experimentului 

în clasele de mărimi 3 - 6 µm (67% - 4% = 63%) şi 6-9 µm (1%). 

Tabelul 3 (Tabelul 4.9).  Repartiţia pe clase de dimensiuni a celulelor de cianobacterii din filamentele supuse 
incubării cu acid nalidixic (original). 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

 

În ceea ce priveşte determinarea directă a celulelor capabile de creştere şi multiplicare 

tulpina Synechocystis  PCC 6803,Figura 8 prezintă aspectul microscopic al celulelor de  

Synechocystis  PCC 6803 în timpul incubării cu acid nalidixic, după colorare cu cristal violet 

0,02% şi determinarea formei celulelor cu ajutorul programului ImageJ. Se observă creşterea 

în dimensiuni a celulelor de-a lungul timpului experimental, precum şi alungirea acestora. 

Timpul de 

proba 

Distribuţia dimensiunilor celulare (%) 
< 1 µm 1-3  µm 3-6  µm 6-9  µm 

T0 7% 89% 4% 0% 

12 ore 0% 94% 6% 0% 

24 ore 0% 90% 10% 0% 

36 ore 0% 92% 8% 0% 

48 ore 0% 52% 46% 2% 

60 ore 0% 80% 19% 1% 

72 ore 0% 19% 79% 2% 

84 ore 0% 32% 67% 1% 

1.819 2.29 3.085
3.623 3.3543.469 3.774

6.795 7.102
8.133

T0 24 ore 48 ore 72 ore 84 ore

Lu
n

g
im

e
a

 c
e

lu
le

lo
r 

(µ
m

)

Timpul (ore)

Lungimea medie a  celulelor (µm) Lungimea maxima  a celulelor  (µm) 

11 



 

 
 

 

 

Figura 8 (Figura 4.48). Aspectul microscopic al 
celulelor de Synechocystis  PCC 6803 în timpul incubării cu 
acid nalidixic, după colorare cu cristal violet 0,02% şi 
determinarea formei celulelor cu ajutorul programului ImageJ, 
utilizînd scala de mărime 10 µm (Sarchizian şi Ardelean, 
2012). 
 

 

Din analiza evoluţiei dimensiunilor celulelor pe clase de mărimi (valorile procentuale) 

am constat o creştere semnificativă a numărului de celule  din clasa 2 - 3 µm după 2 ore de 

incubaţie la lumină în prezenţa acidului nalidixic, concomitent cu creşterea în dimensiuni a 

numărului de celule din clasa 1 - 2 µm, care ajung la valoarea de 47%  la finalul celor 3 ore de 

incubare. 

 

 

 
 
 

 
 

 
Figura 9 (Figura 4.49). Distribuţia pe clase de mărimi a celulelor de Synechocystis  PCC 6803 incubate în absenţa sau prezenţa acidului 

nalidixic, la începutul experimentului (T0 – 0 ore) şi la finalul celor  60 ore de incubare (Sarchizian şi Ardelean, 2012).   
Creşterea în densitate optică a culturii este practic aceeaşi în absenţa ori în prezenţa 

acidului nalidixic, nu am constatat diferenţe majore în cazul măsurării D.O. la 750 nm. 

 

 

 

Figura 10 (Figura 4.50). Evoluţia în 
timp a densităţii optice în culturile de 
Synechocystis PCC 6803 crescute ân 

prezenţa sau absenţa acidului nalidixic 
(Sarchizian şi Ardelean, 2012). 

 

În subcapitolul referitor la cuantificarea proprietăţilor redox la unele tulpini de 

cianobacterii experimentele efectuate au urmărit măsurarea spectrofotometrică a activităţii 

dehidrogenazice la unele populaţii de cianobacterii, analizând modificările de culoare atât la 

nivel de filament, cât şi la nivel de celulă individuală din filament. Experimente preliminare 

efectuate susţin cuantificarea reducerii MTT sau a 2,6 diclorfenol indofenol (ca atare sau în 

prezenţa unui transportator de electroni lipofil - fenazin metosulfat sau 2,6 dicloro 
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benzoquinonă) paralel cu reducerea MTT la nivel celular, măsurată ca scădere numerică în 

canalul albastru. 

Măsurarea spectrofotometrică a activităşii dehidrogenazice s-a realizat în prezenţa 

DCPIP şi separat în prezenţa DCPIP şi FMT, iar în tabelul 4.18 sunt calculate ratele reducerii 

la culturile de cianobacterii aflate în studiu. 

Tabelul 4 (Tabelul 4.18). Ratele reducerii la culturile de cianobacterii aflate în studiu (original). 

Cultura de cianobacterii Rata reducerii DCPIP 
(µmoli/min/ D.O.750 nm) 

Rata reducerii DCPIP 
+ FMT (µmoli/min/ D.O.750 nm) 

Synechocystis sp. 3,141 6,666 
Synechocystis PCC 6803 1,047 3,044 
Anabaena sp. 3,455 4,14 

Scopul subcapitolului ce prezintă cuantificarea proprietăţilor redox la nivel de individ 

biologic (filamentul de cianobacterie de Anabaena sp.) este de a investiga posibilitatea tulpinii 

izolate de Anabaena sp. de a reduce un acceptor artificial de electroni, cu un accent deosebit 

pe determinări cantitative la nivelul unei singure celule, utilizând analiza automată de imagine 

pentru măsurarea precisă a culorilor celulelor din cadrul filamentelor de cianobacterii, fiind  

pâna la această dată, primul raport cu privire la utilizarea analizei de imagine automate pentru 

măsurarea reducerii unui transportator artificial redox la nivelul unei singure celule în 

cianobacterii. În acest subcapitol sunt prezentate rezultatele cantitative referitoare la 

potenţialul biotehnologic al tulpinii de cianobacterii filamentoase formatoare de heterochişti 

Anabaena sp. şi anume capacitatea de a reduce un acceptor artificial de electroni adăugat 

extracelular, la nivelul celulelor individuale din componenţa unui filament cianobacterian. Un 

accent deosebit al acestui capitol este pus pe determinărea cantitativă prin analiza automată de 

imagine digitală a capacităţii fiecărei celule din filament de a reducere MTT, un acceptor 

artificial de electron. Rezultatele noastre au arătat o scădere puternică (de aproape 4 ori în 24 

de ore) în semnalul albastru în timpul reducerii MTT de către fiecare celulă individuală 

analizată, ca o consecinţă a luminii portocalii absorbite de către MTT redus. În urma 

consultării literaturii de specialitate internaţionale, acesta este primul raport cu privire la 

utilizarea analizei de imagine digitală automată pentru măsurarea capacităţii de reducere a 

unui acceptor artificial de electroni la nivel celular, în filamentele de cianobacterii. Aceasta 

lucrare pledează mai ales pentru importanţa metodelor matematice de prelucrare a imaginilor 

digitale în câmp luminos, o metodologie precisă de analizare detaliată şi obiectivă a măsurării 

intensităţii culorii fiecărei celule individuale (Sarchizian şi colab., 2011). 

 O modalitate nouă de a abordare a microbiologiei la nivel celular este şi analiza 

automată a imaginilor clasice a celulelor bacteriene individuale obţinute folosind diferite 
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tipuri de microscoape, pentru a cuantifica parametri importanţi cum ar fi: enumerare de celule, 

calculul volumului celular şi a frecvenţei de diviziune a celulelor, clasificarea  in situ a 

bacteriilor, enumerarea bacteriilor active din punct de vedere al respiraţiei, caracterizarea 

creşterii bacteriene pe un mediu solid, viabilitatea şi activitatea fiziologică a biofilmelor (de 

exemplu, Yang şi colab., 2000;. Lehmussola şi colab., 2008;. Chavez de Paz, 2009; Edelstein 

şi colab.,  2010). 

În Figura 11 este prezentat succesiv aspectul macroscopic al suspensiei de 

cianobacterii din cultura de Anabaena sp. în prezenţă de MTT,  la T0 - timpul iniţial, T4 -  

după 4 ore de incubare la lumină, T6 - după 6 ore incubare la lumină, T24 -  după 24 de ore de 

incubare la lumină la  28°C. Evidenţierea reducerii MTT a fost vizualizată cu ajutorul 

microscopiei optice în câmp luminos, în care se pot observa celulele din  filamentele de 

cianobacterii care işi schimbă culoarea ca urmare a reducerii MTT.  

T0 T4 T6 T24 A B  

Figura 11 (Figura 4.55). Aspectul macroscopic al suspensiei de cianobacterii în timpul incubării la lumină 
pentru studierea reducerii MTT (T0- timpul iniţial; T4- după 4 ore de incubare la lumină; T6 - după 6 ore 

incubare la lumină şi T24 - după 24 de ore de incubare la lumină) ; A - (Figura 4.56). - Imaginea digitală a 
filamentelor de Anabaena sp.  fără adiţie MTT; B – aspectul culturii de Anabaena sp. după 24 de ore de incubare 

la lumină în prezenţă de MTT (Sarchizian, Cîrnu, Ardelean, 2011).  

În Figura 12 sunt prezentate rezultatele analizei automate a imaginilor digitale color, în 

timp, pentru 10 celule consecutive dintr-un filament de cianobacterie în prezenţa MTT şi 

rezultatele mediilor de pixeli în cele trei canale RGB. 
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T2  

T6  

           T24  

Figura 12 (Figura 4.57). Analiza automată de imagine digitală pentru determinarea schimbării de culoare în 
timp (T0, T2, T6, T24) pentru câte 10 celule consecutive dintr-un filament de Anabaena sp. tratată cu MTT şi 

rezultatele automate ale  mediilor pixelilor în trei canale de culoare (Sarchizian, Cîrnu, Ardelean, 2011). 
 

În Figura 12 există o scădere în timp, cu privire la intensitatea totală a luminii care 

trece prin fiecare celulă a filamentului (scala descreşte de la 20.000 de pixeli, la momentul 

zero la 1000 pixeli după 24 de ore de incubare cu MTT), sugerând că fiecare celulă  analizată 

absoarbe şi/sau reflectă lumina incidentă mai mult, prin urmare, mai puţină lumină este 

disponibilă pentru a trece prin fiecare celulă. Deoarece MTT redus este colorat (violet) şi 

insolubil, atât procesele (în creştere) de absorbţie a luminii de către compusul colorat, cât şi 

difuzia luminii (în creştere),  de către cristalele de MTT redus ar trebui să fie luate în 
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considerare pentru lumina diminuată care trece prin fiecare celulă individuală de 

cianobacterii. 

Figura 13 (Figura 
4.58). Evoluţia mediei 

aritmetice a pixelilor în 
cele trei canalele de 

culoare: roşu, verde şi 
albastru pe parcursul 

perioadei de incubare a 
suspensiei de 

cianobacterii în 
prezenţa MTT (0,5 

mg/mL) (Sarchizian, 
Cîrnu, Ardelean, 2011). 

Scăderea dramatică a mediei pixelilor în canalul albastru ar putea fi atribuită în mod 

logic absorbţiei culorii complementare, portocaliu, de către MTT redus (purpuriu); de 

asemenea, scăderea mediei pixelilor în canalul roşu, ar putea fi atribuită ca urmare a absorbţiei 

luminii verzi de către MTT redus. Când este vorba de scăderea pixelilor în canalul verde, 

semnificaţia sa este în curs de investigare fiind probabil legată de apariţia multiplelor procese 

ale luminii (absorbţie, reflexie, transmisie), ale căror interacţiuni cu diferite componente 

(colorate) ale celulei şi procese, nu este încă elucidat pe deplin, reprezentând o direcţie de 

cercetare viitoare (Sarchizian, Cîrnu, Ardelean, 2011). 

Pentru cuantificarea proprietăţilor redox la nivel de celulă individuală din filamentul 

de Anabaena sp. rezultatele obţinute prin analiza de imagine digitală a ficărei celule din 

filamentele analizate pentru fiecare timp experimental în timpul cultivării la lumină  s-au 

evidenţiat regiunile de interes conform userguide ImageJ si s-au analizat histogramele color 

ale fiecarei celule. 

Rezultatele analizei automate de imagine digitală a celulelor dintr-un filament de 

cianobacterie la momentul T0,T1, T2, T3,T4 s-a luat în considerare filamente format din 

respectiv 13,  17, 24, 19, 16 celule pe care s-au definit regiunile de interes (ROI) conform 

userguide ImageJ si s-au analizat histogramele color ale fiecarei celule, obţinându-se 

următoarele rezutate, prezentate succint în Figura 14. 
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Figura 14 (Figura 4.67). Analiza automată la nivel de celulă de cianobacterie din filamentele studiate (original). 
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În concluzie, aceste rezultate arată importanţa metodelor matematice de procesare a 

imaginilor şi a semnalelor luminoase, utile pentru cercetări microbiologice la nivel de celular. 

Rezultatele noastre arată o scădere puternică, în semnalul de albastru în timpul 

reducerii MTT de către fiecare celulă individuală analizată, ca o consecinţă a absorbţiei 

luminii portocalii de către MTT redus.  Acesta reprezintă primul raport cu privire la utilizarea 

analizei automate de imagine digitală pentru măsurarea reducerii unor transportatori de 

electroni artificiali la nivel celular în cianobacterii filamentoase formatoare de heterochişti. 

De asemenea, aceste rezultate sunt importante pentru cercetări fundamentale în 

domeniul microbiologiei la nivel celular, dar  şi pentru cercetarea biotehnologică care leagă 

proprietăţile redox ale cianobacteriilor de folosirea lor ca şi convertoare de energie luminoasă 

în electricitate sau utilizarea  acestora ca biosenzori.  

Utilizarea doturilor cuantice în studierea citotoxicităţii cianobacteriilor  are ca scop 

investigarea interacţiunii dintre doturile cuantice (CdSe/ZnS) şi cianobacteriile din probele 

naturale recoltate din izvorul sulfuros mezotermal de la Obanul Mare - Mangalia, precum şi 

din culturile îmbogaţite de cianobacterii unicelulare şi filamentoase, în paralel cu analiza de 

imagine digitală a cianobacteriilor (Armăşelu şi colab., 2011). 

 Imaginile digitale realizate cu ajutorul microscopului de epifluorescenţă au indicat 

faptul că cianobacteriile unicelulare s-au colorat cu doturi cuantice, iar în ceea ce priveşte 

cianobacteriile filamentoase, doturile cuantice au migrat în direcţia acestora şi au rămas fixate 

pe teaca lor, analiza imaginilor digitale realizată succesiv pe imagini digitale obţinute în urma 

înregistrării video a ataşării doturilor cuantice de filamentele cianobacteriene a încercat  să 

explice astfel schimbările de culoare a cianobacteriilor filamentoase etichetate cu doturi 

cuantice prin adăugarea de cantităţi suplimentare de doturi cuantice la culturile îmbogăţite de 

cianobacterii. 

La adăugarea doturi cuantice 0559 pe filamentele de cianobacterie spiralată am constat 

că la o secundă după adăugarea doturilor cuantice , filamentul de cianobacterie are culoare 

roşu intens, datorită suprapunerii culorii fluorescenţei naturale a clorofilei a peste culoarea 

doturilor cuantice, iar după circa 40 de secunde filamentul de cianobacterie  s-a rupt, 

constatând efectul toxic al doturilor cuantice asupra cianobacteriilor aflate în studiu. 

Analiza autoamă de imagine digitală în detaliu realizată în urma înregistrării video, la 

microscopul cu epifluorescenţă, a schimbării de culoare a filamentului de cianobacterie după o 

singură adăugare de doturi cuantice ăn suspensia de cianobacterii. Fiecare imagine realizată 

după inregistrarea video a fost analizată automat în cele trei canale de culoare RGB şi supuse 

analizarii statistice a datelor cu programul Microsoft Excell. Au fost analizate 11 imagini luate 
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la interval de 10 secunde cu ajutorul software-ului Microsoft MovieMaker. Astfel, am 

constatat că valoarea pixelilor în canalul verde creşte odată cu ataşarea doturilor cuantice de 

filamentul de cianobacterie, creştere concomitentă cu scăderea valorilor ăn canalul albastru. 

 

Figura  15 ( Figura 4.77). Evoluţia pixelilor în 

canalul verde şi albastru (original). 

 

 

 

 

Studii de citotoxicitate au fost realizate şi pe cianobacterii izolate din Marea Neagră, 

vizualizate atât în fluorescenţă naturală, cât şi în câmp luminos, în prezenţa doturilor cuantice 

0560 sau în absenţa acestora. În acest caz a fost urmărit efectul doturilor cuantice asupra 

culorii fluorescenţei cianobacteriilor aflate în studiu.  
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         A. a. b. c.    d.  d.  

         B.  a. b. c.        d.  

       C.  a. b. c.        d.  

        D. a. b. c.     d.  
Figura 16 (Figura 4.78). Evoluţia fluorescenţei filamentului de cianobacterie: A- fluorescenţă naturală a cianobacteriei; B- culoarea filamentului de cianobacterie după o 

secundă de la adiţia de doturi cuantice 0560; C- culoarea filamentului de cianobacterie după un minut de la adiţia de doturi cuantice 0560; D- culoarea filamentului de 
cianobacterie după 15 minute de la adiţia de doturi cuantice 0560; a- imaginea digitală în canalul roşu; b – imaginea digitală în canalul verde; c- imaginea digitală în canalul 

albastru; d- imaginea regiunii de interes analizate digital după etape de extragere a substratului imaginii (Armaşelu şi colab., 2011). 
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Evoluţia culorii fluorescente după adiţia, pas cu pas, a doturilor cuantice 0560nm este 

demonstrată in Fig. 16 (Fig. 4.78). Culoarea fluorescenţei naturale a clorofilei din filamentul 

de cianobacterie este roşie, reprezentând culoarea fluorescentă adecvată a cianobacteriilor. 

După adiţia de doturi cuantice în cultura de cianobacterii, am constatat că acestea au migrat 

preferenţial spre filamentul de cianobacterie, rămănând fixate pe acestea.  

 O explicaţie a schimbării de culoare a fluorescenţei naturale de la roşu la purpuriu ar fi 

aceea a suprapunerii culorilor, cum ar fi fluorescenţa naturală roşie a clorofilei cu verdele 

fluorescent al doturilor cuantice utilizate în experiment, iar purpuriul reprezintă o suprapunere 

a culorii roşii cu cea albastră. Aceste constatări pe care le-am pus în evidenţă direct prin 

microscopia de fluorescenţă au fost ulterior explicate prin analiza de imagine digitală, 

realizată pe microfotografiile digitale captate în timpul experimentului. 

În urma analizei digitale automate utilizând programul ImageJ, a opţiunilor din 

program de determinare a intensităţii culorilor primare roşu, verde şi albastru prin analiza 

fiecărei histograme color a imaginilor digitale analizate, precum şi prelucrarea datelor 

obţinute, am constat că intensitatea culorii verzi din imaginile digitale analizate creşte de la T0 

la T3 (după 30 de minute de la adăugarea repetată de doturi cuantice în suspensia de 

cianobacterii), concomitent cu creşterea în intensitate a culorii albastre, în timp ce intensitatea 

culorii roşii a prezentat o curbă 

descendentă. 

 

Figura 17 (Figura 4.79). Analiza 

digitală a evoluţiei culorii fluorescente 

a (Armaşelu şi colab., 2011 ). 

 

 

Din literatura de 

specialitate consultată, am constat că aceasta este prima raportare de analiză digitală automată 

care arată schimbarea culorii fluorescente a filamentelor de cianobacterii, rezultate din 

depunerea, pas cu pas, a doturilor cuantice  pe filamente ale cianobacteriilor (Armăşelu şi 

colab., 2011).  

Figura 18 (Figura 4.80). Evoluţia culorii 
filamentului de cianobacterie (regiunea de 
interes analizată automat)  în fiecare canal 
de culoare: canalul roşu, canalul verde şi 
canalul albastru după  adiţia constantă a 
doturilor cuantice 0560 în suspensia de 
cianobacterie şi extragerea substratului 

fiecarei imagini (original). 
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De reţinut este faptul că intensitatea în canalul verde a crescut de aproximativ 5 ori 

după adăugarea primei cantităţi de doturi cuantice. După adăugarea celei de a doua cantitate 

de doturi cuantice, intensitatea în canalul verde a crescut şi mai mult, iar după adăugarea 

cantităţilor repetate de doturi cuantice, intensitatea canalului verde rămâne aproape constantă. 

În ceea ce priveşte intensitatea fluorescenţei în canalul albastru este mai mare decât în canalul 

de roşu sau în canalul verde chiar în stare naturală (canalul albastru a fost observat în 

imaginile digitale încă de la începutul analizei digitale digitale automată a cianobacteriilor 

filamentoase). 

Citotoxicitatea doturilor cuantice cu fluorescenţă la 490nm, 520nm, 560nm şi 600nm a 

fost studiată la diferite specii de cianobacterii unicelulare, cum ar fi cultura de colecţie 

Synechocystis PCC 6803 şi cultura de cianobacterii unicelulare izolată din izvorul sulfuros 

mezotermal de la Obanul Mare, notată Synechocystis sp. Este cunoscut faptul că doturile 

cuantice afectează transportul de electroni legat de metabolismul energetic, atât la bacteriile 

fototrofe, cât şi la bacteriile heterotrofe.  

La lumină (Figura 19) şi la întuneric (Figura 20) în cazul culturii de colecţie 

Synechocystis PCC 6803 primele diferenţe au fost observate la 3 ore după adăugarea 

resazurinei, atunci când coloana 9 (doturile cuantice adăugate înainte de adăugarea 

resazurinei) arată o uşoară schimbare de culoare, ca rezultat al reducerii resazurinei pentru 

toate tipurile de doturi cuantice utilizate în studiu (483nm, 522nm, 559nm, 609nm şi), aceste 

diferenţe fiind mai evidente după 7 ore de reacţie (rezultatele nu sunt prezentate). Mai multe 

diferenţe între efectele doturilor cuantice incubate împreună cu cianobacterii, fie la lumină sau 

la întuneric, au apărut după 24 de ore. La lumină, după 24 de ore de incubare, în prezenţa 

resazurinei în coloana 1 şi 9 de reducerea este mult mai avansată decât la 7 ore, modificările 

de culoare sunt foarte mici, argumentând astfel că, la lumină, activitatea metabolică este 

inhibata foarte sever de toate tipurile de doturi cuantice. 

Figura 19 (Figura 4.81) . Reducerea resazurinei (culoarea roz-mov) de către Synechocystis PCC 6803 incubat la lumină  cu 200 pg doturi 

cuantice/200μL suspensie de cianobacterii (A- doturi cuantice 483nm; B- doturi cuantice 522nm; C- doturi cuantice 559nm; D- doturi 

cuantice 609nm), la timpul zero şi dupa 24 de ore de incubare la lumină (Ardelean şi colab., 2011). 

Timpul zero: la lumină După 24 de ore: la lumină 
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La întuneric, după 24 de ore de incubare, în coloana 1 şi 9  reducerea este mai avansată 

decât  la 7 ore; diferite grade de reducere sunt vizibile în alte godeuri, susţinând că, chiar şi în 

perioade de incubare mai lungă, la întuneric, cu toate tipurile de doturi cuantice, capacitatea 

de a reduce  resazurina la forma roz, forma semiredusă (resorufin) este prezentă în toate 

condiţiile experimentale. Aceasta este o diferenţă importantă în raport cu incubarea lumină, 

sugerând că citotoxicitatea acestor doturi cuantice asupra culturii de Synechocystis PCC 6803 

este mai puternic la lumină decât la întuneric. Aceste date reprezintă primul raport cu privire 

la citotoxicitatea doturilor cuantice asupra cianobacteriilor mai ridicată la lumină decât la 

întuneric, rezultate care sugerează că interacţiunile dintre celulele fotosintetizatoare şi doturile 

cuantice este mai puternică la lumină, decât la întuneric. 

 

Figura 20 (Figura 4.82).  Reducerea resazurinei de către Synechocystis PCC 6803 incubat la întuneric  cu 200 
pg doturi cuantice/200μL suspensie de cianobacterii (A- doturi cuantice 483nm; B- doturi cuantice 522nm; C- 

doturi cuantice 559nm; D- doturi cuantice 609nm), la timpul zero şi dupa 24 de ore de incubare la întuneric 
(Ardelean şi colab., 2011). 

Ţinând seama de bine-cunoscuta reactivitate chimică mai mare la lumină a acestor 

nanoparticule semiconductoare se poate crede că această reactivitate mai mare ar putea fi 

implicată în citotoxicitatea mai ridicată a acestora la lumină. Dacă există sau nu o interacţiune 

a doturilor cuantice la lumină cu metabolismul fotosintetic al cianobacteriilor intacte este o 

altă întrebare interesantă. Se poate crede că doturile cuantice situate pe peretele celular sau pe 

membrana celulară ar trebui să interacţioneze cu tilacoidele, membranele situat în interiorulul 

citoplasmei, printr-un mecanism necunoscut sau/şi din cauza diametre foarte mici, 4-6 nm a 

acestor doturi cuantice şi pătrunderii lor în interiorul citoplasmei de asemenea, ar putea fi 

luate în considerare (Ardelean şi colab., 2011). 

Activitatea dehidrogenazică brută/de ansamblu. Experimente preliminare au arătat că, 

după 21 de ore de incubare la întuneric sau la lumină, cu toate cele 4 tipuri de doturi cuantice 

utilizate în aceste experimente, la o concentraţie de 1 pg doturi cuantice /1 μL, atât capacitatea 

culturii de colecţie Synechocystis PCC 6803, cât şi a culturii de cianobacterii unicelulare 

Synechocystis sp. pentru a reduce DCPIP singur sau în prezenţa a PMS este complet abolită, 
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ceea ce demosntrează efectul citotoxic al acestor doturi cuantice în condiţiile experimentale 

date.  

În urma acestor rezultate obţinute,  am lansat noi experimente care au fost proiectate 

pentru a masura efectul citotoxic oricât de mic ar fi la un timp de incubare mai mic, şi anume 

o oră sau două ore. Se constata inhibitia totala a reducerii DCPIP in prezenta de FMT de catre 

Synechocystis sp. incubata timp de 1-2 ore la lumina, demostrând efectul citotoxic foarte 

puternic la lumina al doturilor cuantice. Interesant este faptul că incubarea la lumină a culturii 

de Synechocystis PCC 6803 sau a culturii Synechocystis sp.  împreună cu doturi cuantice 

pentru una sau două ore, elimină total capacitatea acestor celule de a reduce DCPIP în 

prezenţa de FMT susţinând încă o dată citotoxicitatea mai ridicată a  doturilor cuantice la 

lumină decât la întuneric, la aceste specii de cianobacterii. 

Un scop important, în toate aceste experimente, îl reprezintă relaţia fizică dintre 

populaţiile microbiene şi doturile cuantice, cu un accent deosebit pe poziţia a doturilor 

cuantice faţă de peretele celular şi membrana celulară. Pare logic să presupunem că primul sit 

de interacţiune intre aceste nanoparticule şi celule este la nivelul peretelui celular, cu toate 

acestea peretele celular are o structura destul de diferită la bacterii Gram-negative (inclusiv 

cianobacterii) şi cele Gram-pozitive. Accesul fizic al doturilor cuantice  la suprafaţa externă a 

membranei celulare (spre peretele celular) este încă o problemă deschisă, precum şi abilitatea  

- dacă există - în cazul în care oricare dintre aceste doturi cuantice cu dimensiuni nanometrice 

sunt capabile să treacă prin membrana intactă (sau deteriorate anterior!) a celulei  pentru a 

pătrunde în citoplasmă. 
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CONCLUZII GENERALE 

 

1. Din probele prelevate din izvorul sulfuros mezotermal de la Obanul-Mare (Mangalia) 

s-au izolat, purificat şi identificat la nivel de gen 8 tulpini de cianobacterii. 

2. Metodele îmbunătăţite de purificare a tulpinilor de  cianobacterii  au stabilit condiţiile 

optime de eliminare a contaminanţilor bacterieni heterotrofi prin adaugarea sursei de carbon 

înaintea antibioticului; antibioticele tienam, augmentin, cefalexina, acid nalidixic au avut efect 

bactericid asupra bacteriilor heterotrofe din culturile experimentate, fundamanet pentru 

punerea la punct a unei metode de obţinere a culturilor axenice de cianobacterii; augmentinul 

a fost folosit pentru prima data pe culturile de cianobacterii în cadrul acestor experimente, 

avand, de asemenea, un puternic efect bactericid asupra heterotrofilor din culturile de 

cianobacterii testate. 

3. Determinarea ratei de creştere a cianobacteriilor în condiţii aerobe lla luminǎ utilizând  

azotului atmosferic ca unică sursă de azot (mediul de cultură  BG0) sau nitratul (mediul de 

cultură BG11)  a condus la obţinerea timpului de generaţie la tulpinile de cianobacterii aflate în 

studiu (Nostoc 1 sp.,  Nostoc 2 sp. , Synechocystis sp. , Oscilatoria sp., Anabaena sp. , 

Synechocystis sp. cultivatǎ  anoxigenic). 

4. Determinarea ratei de creştere la cianobacterii prin calculul  frecvenţei celulelor aflate 

în diviziune (FDC) a evidenţiat: calculul ratei de creştere la două populaţii de cianobacterii 

filamentoase izolate din Obanul Mare (Mangalia), cultivate în laborator, la lumină: pentru 

tulpina de Anabaena sp., rata de creştere maximă pe mediul de cultură BG0 este de 0,039 ore-

1, iar pentru tulpina neformatoare de heterochişti Tychonema sp. rata de creştere maximă pe 

mediul de cultură BG11 este de 0,057 ore-1; pe baza datelor din literatura de specialitate se 

poate afirma că aceasta este primul raport privind utilizarea metodei de determinare a ratei de 

creştere utilizând calcului frecventei celulelor aflate în diviziune (FDC) aplicat pe 

cianobacterii filamentoase (formatoare de heterochişti sau nu); de asemenea, acesta este 

primul raport privind utilizarea metodei de  determinare a ratei de creştere prin calculul FCD 

cuplat cu analiza de imagine automată a imaginilor digitale obţinute la microscop în câmp 

luminos. 

5. Utilizarea pentru prima dată a metodei de determinare directă a celulelor capabile de 

creştere şi multiplicare prin metoda descrisă de Kogure şi colaboratorii (1979) pe 

cianobacterii filamentoase  a condus la următoarele concluzii: în urma experimentelor 

efectuate că 64% şi 71% din celule sunt capabile de creştere şi diviziune. Metoda ar putea fi 

utilizată cu succes pentru determinare directă a celulelor capabile de creştere şi multiplicare în 
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probele naturale care conţin cianobacterii filamentoase, inclusiv a celulelor din cadrul unui 

singur filament individual sau să se diferenţieze filamentele care sunt în creştere (care conţin 

cel puţin o celulă capabilă de creştere şi multiplicare) faţă de restul filamentelor (care nu 

conţin nici o astfel de celulă); doar unele celule din filamentele analizate îşi modifică 

dimensiunile în timpul experimental, sugerând faptul că, în condiţii naturale, doar anumite  

celule  realizează creşterea celulară; din consultările literaturii de specialitate, nu există 

aplicaţii ale metodei descrise de Kogure şi colab. (1979) pe cianobacterii filamentoase, doar o 

singura raportare pe cianobacterii unicelulare (Lucilla şi colab., 1996); de asemenea, s-au 

combinat tehnicile de microscopie în câmp luminos cu cele de analiză de imagine digitală în 

studierea cianobacteriilor filamentoase tratate cu acid nalidixic.  

6. Studierea prin metode spectrofotometrice a proprietăţilor redox la nivel nivel 

populaţional la unele tulpini de cianobacterii izolate a condus la obţinerea diferitelor valori  

ale activitătii dehidrogenazice per ansamblu. 

7. În timpul incubării la lumină a cianobacteriilor în prezenţa unui acceptor artificial de 

electroni (MTT) modificările în intensitatea culorilor la nivel de filament sunt semnificative,  

comparativ cu timpul iniţial, în canalul  roşu,verde şi albastru, scăderile fiind la 91,7%, 89,8% 

şi respectiv 86,8%, în concordanţă cu viteza mai mare de reducerea  a MTT în condiţii de 

lumină; în timpul incubării la întuneric modificarile în intensitatea culorilor la nivel de 

filametent sunt foarte mici comparativ cu timpul iniţial (scăderi de până la 95-97%), 

comparativ si cu cu rezultatele obţinute  în timpul incubării la lumina, în concordanţă cu 

viteza de  reducere foarte mică a MTT în conditii de intuneric. Existenţa variabilităţii pentru 

fiecare filament individual de cianobacterie sugerează că intensitatea metabolică este diferită 

pentru diferite filamente  de cianobacterii (la nivel de individ biologic); la nivel de celulă 

individuală, pentru totalitatea celulelor din filament, există o mare variabilitate a valorilor 

obţinute în timpul incubării la lumină, ceea ce sugereaza că intensitatea metabolică este 

diferită pentru celulele din cadrul individului biologic, reprezentat de filamentul 

cianobacterian; aceste rezultate reprezintă primul raport cu privire la utilizarea analizei 

automate de imagine digitală pentru măsurarea reducerii unor trasnportatori de electroni 

artificiali la nivel celular la cianobacteriile filamentoase formatoare de heterochişti. 

8. Prin marcarea cianobacteriilor cu doturi cuantice (CdSe/ZnS) s-a constat că 

intensitatea culorii verzi din imaginile digitale analizate creşte de la timpul iniţial după 30 de 

minute de la adăugarea repetată de doturi cuantice în suspensia de cianobacterii, ca urmare a 

acumularii doturilor cuantice la suprafaţă filamentelor cianobacteriene, concomitent cu 

creşterea în intensitate a culorii albastre, în timp ce intensitatea culorii roşii a prezentat o 
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curbă descendentă, astfel la timpul iniţial valorile mediei pixelilor in cele trei canale de 

culoare, constatându-se după un minut că aceste valori au suferit schimbări în cele 3 canale de 

culoare. Valoarea de intensitate a pixelilor din canalul roşu a scăzut foarte lent după primul 

tratament cu doturi cuantice,  dar după al doilea tratament această valoare scade la jumatate si 

apoi devine staţionar. Aceast comportament poate fi atribuit variaţiei fluorescenţei roşii a 

clorofilei a din cianobacteriile  filamentoase. Canalul verde poate fi considerat ca fiind 

următorul canal de variaţie în intensitate a fluorescenţei verzi a doturilor cuantice; metoda 

experimentată se aplică cu succes atât cianobacteriilor dulcicole, cât şi cianobacteriilor 

marine. 

9. Studierea efectului citotoxic al doturilor cuantice asupra  cianobacteriilor  la lumină şi 

la întuneric a dus la următoarele concluzii: citotoxicitatea doturi cuantice asupra culturii de 

Synechocystis PCC 6803 (tulpinǎ de colectie) este mai puternică în timpul incubării la lumină 

decât la întuneric. Interesant este faptul că incubarea la lumină a culturii de Synechocystis 

PCC 6803 sau a culturii  izolate Synechocystis sp. împreună cu doturi cuantice pentru una sau 

două ore, elimină total capacitatea acestor celule de a reduce DCPIP în prezenţa de PMS 

susţinând încă o dată citotoxicitatea mai ridicată a  doturilor cuantice la lumină decât la 

întuneric, la aceste specii de cianobacterii. La lumină, doturile cuantice înhibă total activitatea 

dehidrogenazică brută, atât la cultura  Synechocystis PCC 6803, cât şi la cultura Synechocystis 

sp., chiar şi după o oră de incubare. Până la această dată, consultând literatura de specialitate, 

acesta este primul raport privind toxicitatea ridicată a doturilor cuantice faţă de cianobacteriile 

incubate la lumină, în comparaţie cu incubarea la întuneric. La întuneric, după 1-2 ore de 

incubare cu doturi cuantice, se induce în cultura de Synechocystis PCC 6803 o creştere 

puternică a activitatăţii dehidrogenazei (de la 260% la 1000%!) în timp ce  în cultura 

Synechocystis sp.  are loc o scădere de 60-90%. 

Din analiza rezultatelor prezentate se poate afirma faptul că toate obiectivele propuse 

în cadrul tezei au fost atinse, iar rezultatele obţinute sunt originale,  cu  caracter de noutate pe 

plan naţional şi unele chiar pe plan internaţional. 
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