
STUD I A  UN IVERS I TAT I S  

Revist= [tiin\ific= a Universit=\ii de Stat din Moldova 
 

EFECTUL CUPRULUI ASUPRA METABOLISMULUI PROTEIC ŞI GLUCIDIC  

AL BACTERIEI RIZOSFERICE Pseudomonas aureofaciens 

Pavel GRIGORCEA, Ecaterina EMNOVA*, Oxana GANEA 

Catedra Biologie Vegetală  
*Institutul de Genetică şi Fiziologie a Plantelor al AŞM 
 
The evaluation of the impact of copper on protein and carbohydrate metabolism of bacteria Pseudomonas aureo-

faciens CNMN PsB-03 isolated from soybean rhizosphere soil have been made in sand columns experiment. Enhanced 
copper concentrations (100 and 300 ppm Cu/g of dry sand) provoked the realization of ability to plentiful EPS 
synthesis as protective mechanism, and investigated bacteria revealed a high resistance against copper toxicity up to 
concentration 300 ppm Cu/g of dry sand. Essential modifications in intracellular protein composition at three compared 
populations, formed during incubation for 20 weeks at the presence of high copper concentrations and then returned to 
normal cultivation condition, have been not established. 

 
 
Solurile sudice ale Moldovei, utilizate în viticultură, sunt suprasaturate cu cupru tehnogen, în urma utili-

zării multianuale a fungicidelor ce conţin cupru [1]. Conţinutul total de cupru (CMA Cutotal 55 mg/kg de sol; 
Cumobil 3 mg/kg de sol) în solurile cu viţă de vie pot constitui 255 kg/ha (135 mg/kg de sol), în solurile ara-
bile 42 kg/ha (22 mg/kg de sol) [2]. Migrarea metalului toxic din sol prezintă un pericol pentru populaţiile 
tuturor organismelor vii. Dezvoltarea rezistenţei la organisme are loc în procesul de adaptare la anumite 
condiţii ale mediului extern. Reacţiile de apărare includ sinteza metaboliţilor, al căror rol biologic constă în 
neutralizarea acţiunilor negative din mediul extern. Funcţii de protecţie au fost depistate la diverse clase de 
biomolecule (proteine, lipide, polizaharide).  

Rizosfera reprezintă zona ecosistemului edafic unde activitatea microbiană e maximă. Partea aceasta a eco-
sistemului de sol poate avea un rol semnificativ în nutriţia plantelor şi în controlul bioaccesibilităţii poluan-
ţilor toxici. S-a constatat că bacteriile rizosferice ale genului Pseudomonas sintetizează o gamă largă de sub-
stanţe biologic active ce influenţează dezvoltarea plantelor (de exemplu: antibiotice, siderofori, toxine ş.a.) [3]. 
Mai mult ca atât, tulpnile de bacterii cu un nivel înalt de producere a exopolizaharidelor (EPZ) contribuie la 
majorarea agregării solurilor şi, ca rezultat, la îmbunătăţirea regimului nutritiv, hidric şi termic pentru plantele 
de cultură [4].  

Scopul cercetărilor de faţă a constat în evaluarea efectului cuprului asupra metabolismului proteic şi glu-
cidic al bacteriei rizosferice Pseudomonas aureofaciens, izolate din solul aderat rădăcinilor de soia.  

Material şi metode 
În calitate de obiecte de cercetare au fost utilizate populaţia bacteriană izolată din sol rizosferic sub soia 

Pseudomonas aureofaciens CNMN PsB-03 – reprezentatul genului Pseudomonas ce predomină în rizosfera 
plantelor, şi cuprul – un microelement ce intră în compoziţia unor enzime care catalizează procese de oxido-
reducere, reglează metabolismul glucidelor, proteinelor şi ale altor biomolecule. Concomitent, cuprul face 
parte din grupa metalelor poluante, care pot deregla atât procesele biochimice în celulele bacteriene, cât şi 
derula reacţii adaptive (protective) contra efectului toxic al poluantului.  

Ideea experimentului model pentru obţinerea materialului de investigare a constat în imitarea sistemu-
lui de sol cu introducerea periodică şi ocazională a substanţelor organice nutritive şi a fost descrisă de 
noi în [5]. Experimentul a fost efectut după cum urmează: populaţia Pseudomonas aureofaciens a fost 
introdusă în coloane de nisip (11 x 2 cm) cu mediu nutritiv cu zaharoză (SP) [6] ce conţineau 5 mg de 
zaharoză şi 5⋅108 celule la 1g de nisip uscat. Populaţia a fost analizată în trei situaţii diferite: fără Cu şi două 
concentraţii extreme de CuSO4·5H2O: 100 şi 300 mg Cu/kg de nisip uscat. Coloanele au fost incubate la 25oC 
timp de 20 săptămâni până la condiţii anabiotice, ca urmare a epuizării sursei de hrană. Apoi, prima jumătate a 
coloanelor a fost supusă analizei, iar nisipul din a două jumătate a coloanelor a fost suplimentat cu nutriment 
proaspat de mediu SP. Conţinutul acestor coloane a fost analizat după o saptămână de incubare. Parametrii 
analizaţi includeau: numărul rizobacteriilor cu capacitatea de sinteză a exopolizaharidelor (în dependenţă de 
concentraţia cuprului în nisip) – prin metoda însămânţării pe cutii Petri cu mediu SP [7]; carbonul biomasei 
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microbiene – prin metoda de rehidratare şi oxidare bicromatică [8]; sinteza cantitativă a EPZ de către bacteriile 
rizosferice – prin 2 metode: metoda spectrofotometrică după conţinutul carbohidraţilor cu fenol şi acid sulfuric 
[9] şi cea gravimetrică după sedimentarea cu acetonă sau alcool etilic răcite [10]. Activitatea bacteriană a fost 
măsurată după viteza de hidroliză a diacetatului fluorescein (VHDF) [11]. Polimorfismul proteic a fost apreciat 
prin metoda SDS-PAGE [12]. 

Rezultate şi discuţii 
Supravieţuirea populaţiei de pseudomonade fluorescente Pseudomonas aureofaciens în prezenţa con-

centraţiilor ridicate de cupru. Din datele prezenteate în Figura 1 reiese că poluarea mediului de viaţă al 
pseudomonadelor cu cupru provoacă o creştere a conţinutului de carbon al biomasei microbiene (Bc) până la 
un prag anumit de concentraţie a toxicantului, după ce intensitatea înmulţirii celulelor bacteriene scade. 
Adaosul de nutrient proaspăt (săptămâna a 21-a) stimulează acumularea de Bc la ambele concentraţii de 
poluant, însă corelaţia dintre concentraţia de cupru şi carbonul biomasei bacteriene rămâne asemănătoare. 

Fig.1. Carbonul biomasei microbiene în coloanele cu nisip inoculat de 
Pseudomonas aureofaciens  CNMN PsB-03. 
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În Figura 2 este prezentat numărul rizobacteriilor cu capacitatea de sinteză a exopolizaharidelor (EPZ) în 

dependenţă de concentraţia cuprului în mediu (nisip). Din datele obţinute reiese că în perioada de utilizare a 
nutrientului până la anabioză (20 săptămâni) are loc reducerea numărului de rizobacterii producente de EPZ 
aproape de 2 ori, când concentraţia cuprului este de 100 mg/kg nisip şi de 20 de ori, când concentraţia po-
luantului este respectiv de 300 mg/kg nisip faţă de probele de control (fără cupru). Adaosul la amestecul 
nisip-rizobacterii care au supravieţuit până la condiţii de anabioză a nutrientului proaspăt induce o majorare 
abundentă a numărului de rizobacterii producente de EPZ, mai ales în prezenţa a 100 mg Cu/kg nisip. 

Activitatea bacteriană măsurată după viteza de hidroliză a diacetatului fluorescein (Fig.3) denotă că, în 
comparaţie cu martorul (fără cupru), ea creşte în condiţiile când concentraţia cuprului este de 100 mg/kg 
nisip, iar când concentraţia cuprului este de 3 ori mai mare, această activitate scade brusc. 

Astfel, conform rezultatelor acestei experienţe, populaţia bacteriană Pseudomonas aureofaciens – pro-
ducentă de EPZ, a manifestat rezistenţă foarte înaltă faţă de toxicitatea cuprului cu concentraţie de până la 
300 μg Cu/g de nisip uscat. Mai mult decât atât, după introducerea în nisipul poluat a nutrientului proaspăt 
(din media SP), această populaţie bacteriană a fost capabilă de a se dezvolta mai activ, în comparaţie cu martorul 
(nisip fără Cu).  
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Fig.2. Numărul bacteriilor EPZ producătoare în prezenţa cuprului. 
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Fig.3. Efectul cuprului asupra activităţii esterazei (viteza de hidroliză 

a diacetatului fluorescein) a populaţiei bacteriene 
P.aureofaciens  CNMN PsB-03.

Polimorfismul proteic în cadrul populaţiei bacteriene după incubarea indelungată în prezenţa con-
centraţiilor extreme de cupru. Particularităţile influenţei metalelor grele se explică prin faptul că, deşi ma-
joritatea din acestea sunt necesare pentru creştere, ele manifestă şi acţiune toxică asupra celulelor, în temei 
datorită capacităţii de a denatura moleculele proteice [13]. De menţionat că transportul ionilor de cupru în 
celulă se realizează cu ajutorul proteinelor transportoare şi că cuprul intră în compoziţia unei serii de pro-
teine-enzime. S-ar putea de presupus că prezenţa concentraţiilor ridicate de cupru în mediu poate influenţa 
asupra compoziţiei proteinelor intracelulare în populaţiile bacteriene. 

 131



Seria “{tiin\e ale naturii”, 2007 
Nr.1    Biologie                      ISSN 1857-1735 
 

S-a cercetat polimorfismul proteinelor sumare intracelulare la populaţiile de pseudomonade rizosferice 
care au supravieţuit în condiţii extremale – concentraţii ridicate de cupru, cu utilizarea electroforezei SDS-
PAGE. Analiza SDS-PAGE a proteinelor sumare din celulele bacteriene a relevat prezenţa a cel puţin 20 
specii de molecule polipeptidice (Fig.4). Numărul benzilor polipeptidice variază în limitele de 14-22. Ele 
diferă şi după intensitatea coloraţiei, ceea ce relevă prezenţa fracţiilor în concentraţii diferite. S-au evedenţiat 
trei fracţii cu intensitate mare, trei cu intensitate medie şi câteva benzi cu intensitate slabă. 

Fig.4. Polimorfismul proteic în cadrul populaţiei bacteriene pe mediul SP în prezenţa concentraţiilor extreme de cupru: 
1(2) – P. aureofaciens neintoxicată; 3(4) – plus Cu 100 mg/kg nisip; 5(6) – plus Cu 300 mg/kg nisip. 

 
Modificări esenţiale în compoziţia calitativă a proteinelor intracelulare la trei populaţii supuse compara-

ţiei, care s-au format la incubare în decurs de 20 de săptămâni în prezenţa concentraţiilor înalte de cupru, şi 
reîntoarse în condiţii normale de cultivare, n-au fost depistate. Aceasta ne permite să presupunem că are loc o 
menţinere a homeostazei proteice în condiţii extremale – concentraţii ridicate de cupru şi a acţiunii unui me-
canism puternic de protecţie. Atrage atenţia asemănarea ideală a compoziţiei proteice în cele trei populaţii 
studiate, care denotă păstrarea integrităţii populaţiei iniţiale, în pofida faptului că concentraţiile de cupru în 
mediu sunt înalte. 

Efectul cuprului asupra sintezei exopolizaharidelor (EPZ) de către bacteriile rizosferice Pseudomonas 
aureofaciens. Necesitatea celulelor microbiene de a produce mecanisme speciale de rezistenţă faţă de acţiu-
nea toxică a metalelor grele este condiţionată de transportul prin peretele celular şi acumularea metalelor în 
spaţiul periplasmic [14]. Totuşi, unele genuri de microorganisme în comunitatea microbiană posedă capaci-
tatea de sinteză a EPZ, care pot să conţină în structura lor grupe de anioni capabili să lege cationii metalelor 
grele, astfel împiedicând pătrunderea metalelor în celulă. În rezultat, poate fi diminuiat efectul toxic al meta-
lelor pentru populaţiile sensibile de bacterii rizosferice şi pentru plante [15]. 

Un interes deosebit a prezentat cercetarea sintezei EPZ de către bacteriile rizosferice din genul Pseudo-
monas, supuse unei incubaţii îndelungate (20 săptămâni) în nisip, poluat cu concentraţii înalte de cupru. 
Determinarea concentraţiei sumare a carbohidraţilor solubili extraşi cu apă din nisip după incubarea popula-
ţiilor de pseudomonade timp de 20-21 săptămâni a arătat o creştere semnificativă a cantităţii hidraţilor de 
carbon în comparaţie cu martorul fără introducerea metalului (Fig.5). Aceste rezultate vin în concordanţă cu 
datele indicate mai sus despre creşterea numărului de bacterii producătoare de EPZ (Fig.2) şi cu ipoteza refe-
ritor la funcţia de protecţie a exopolizaharidelor în condiţii de poluare a mediului cu metale grele [13,14].  

Pentru compararea menţinerii capacităţii de sinteză a EPZ de către populaţiile de Pseudomonas aureofa-
ciens, extrase după creşterea în nisip nepoluat (martor) şi, respectiv, în nisip poluat cu 100 şi 300 mg/kg de 
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nisip uscat, aceste trei populaţii au fost cultivate pe cutii Petri pe mediul nutritiv cu zaharoză (4%) fără adaos de 
cupru, adică fără presiune selectivă a metalului toxic. EPZ au fost spălate din cutii Petri şi sedimentate 
cantitativ cu acetonă răcită din lichidul separat de celulele bacteriene. S-a constatat că la populaţia formată în 
prezenţa a 100 mg Cu la 1 kg de nisip şi după înlăturarea cuprului din mediul de cultivare se păstrează o înaltă 
capacitate de sinteză a EPZ din zaharoză (a se vedea Tabelul). În mediu se acumulează peste 20% EPZ, deci 
mai mult decât la populaţia-martor. Concomitent, la populaţia creată în prezenţa unei concentraţii mai înalte 
de cupru (300 mg Cu la 1 kg de nisip) după reîntoarcerea în condiţii normale de cultivare (fără surplus de cupru) 
s-a observat o scădere semnificativă a capacităţii de sinteză şi de acumulare în mediu a EPZ (scădere până la 
26% de la nivelul populaţiei-martor).  

Fig.5. Compararea concentraţiilor de carbohidraţi extrase din nisip inoculat 
cu populaţia de Pseudomonas aureofaciens CNMN PsB-03.
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Tabel  
Conţinutul de EPZ acumulat de către populaţiile de pseudomonade rizosferice  

supravieţuite în nisip poluat cu concentraţii extreme de cupru 
 

Varianta Repetări - 
coloane 

Sediment 
din 20 ml 
SN, mg 

Volum 
SN, ml 

EPZ în 
suspensia 

iniţială, mg 

EPZ din 
120 ml 

MN “SP”

% faţă de 
martor 

Productivi-
tatea pe mediu 

“SP”, g/l 
1 9,5 55 522,5 Populaţia-martor 

fără adaos de Cu 2 10,5 55 577,5 
550 100 4,6 

1 11,5 57 655,5 Populaţia din nisip 
cu Cu - 100 mg/kg 2 11,5 57 655,5 

656 120 5,5 

1 3,0 56 168,0 Populaţia din nisip 
cu Cu - 300 mg/kg 2 7,0 25 175,0 

172 26 1,4 

 SN - supernatant; MN - mediul nutritiv; EPZ - exopolizaharide 
 
Concluzii  
În prezenţa unor concentraţii înalte de cupru populaţia de Pseudomonas aureofaciens din solul rizosferic 

realizează o capacitate de sinteză abundentă a exopolizaharidelor (EPZ) ca un mecanism de protecţie şi ma-
nifestă rezistenţă foarte înaltă faţă de toxicitatea cuprului cu concentraţia de până la 300 mg Cu/kg de nisip 
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uscat. Nu au fost depistate modificări esenţiale în compoziţia calitativă a proteinelor intracelulare la trei 
populaţii supuse comparaţiei, care s-au format la incubare în decurs de 20 săptămâni în prezenţa unor 
concentraţii înalte de cupru şi reîntoarse în condiţii normale de cultivare, ceea ce denotă un conservatism al 
homeostazei proteice şi existenţa unui mecanism puternic de protecţie faţă de acţiunea unui astfel de metal 
greu cum este cuprul. 
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