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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 in viticultura, sunt suprasaturate cu cupru tehnogen, in urma utili-
zarii multianuale a fungicidelor ce contin cupru [1]. Continutul total de cupru (CMA Cuyoa 55 mg/kg de sol;
Cupobii 3 mg/kg de sol) in solurile cu vitd de vie pot constitui 255 kg/ha (135 mg/kg de sol), in solurile ara-
bile 42 kg/ha (22 mg/kg de sol) [2]. Migrarea metalului toxic din sol prezintd un pericol pentru populatiile
tuturor organismelor vii. Dezvoltarea rezistentei la organisme are loc in procesul de adaptare la anumite
conditii ale mediului extern. Reactiile de aparare includ sinteza metabolitilor, al céror rol biologic consta in
neutralizarea actiunilor negative din mediul extern. Functii de protectie au fost depistate la diverse clase de
biomolecule (proteine, lipide, polizaharide).

Rizosfera reprezintd zona ecosistemului edafic unde activitatea microbiana e maxima. Partea aceasta a eco-
tilor toxici. S-a constatat cd bacteriile rizosferice ale genului Pseudomonas sintetizeaza o gama larga de sub-
stante biologic active ce influenteaza dezvoltarea plantelor (de exemplu: antibiotice, siderofori, toxine s.a.) [3].
Mai mult ca atat, tulpnile de bacterii cu un nivel inalt de producere a exopolizaharidelor (EPZ) contribuie la
majorarea agregarii solurilor si, ca rezultat, la imbunatatirea regimului nutritiv, hidric si termic pentru plantele
de cultura [4].

Scopul cercetarilor de fatd a constat in evaluarea efectului cuprului asupra metabolismului proteic si glu-
cidic al bacteriei rizosferice Pseudomonas aureofaciens, izolate din solul aderat radacinilor de soia.

Material si metode

In calitate de obiecte de cercetare au fost utilizate populatia bacteriana izolata din sol rizosferic sub soia
Pseudomonas aureofaciens CNMN PsB-03 — reprezentatul genului Pseudomonas ce predomina in rizosfera
plantelor, si cuprul — un microelement ce intrd in compozitia unor enzime care catalizeaza procese de oxido-
reducere, regleaza metabolismul glucidelor, proteinelor si ale altor biomolecule. Concomitent, cuprul face
parte din grupa metalelor poluante, care pot deregla atat procesele biochimice in celulele bacteriene, cat si
derula reactii adaptive (protective) contra efectului toxic al poluantului.

Ideea experimentului model pentru obtinerea materialului de investigare a constat 1n imitarea sistemu-
lui de sol cu introducerea periodica si ocazionald a substantelor organice nutritive si a fost descrisa de
noi in [5]. Experimentul a fost efectut dupd cum urmeaza: populatia Pseudomonas aureofaciens a fost
introdusa 1n coloane de nisip (11 x 2 ¢cm) cu mediu nutritiv cu zaharoza (SP) [6] ce contineau 5 mg de
zaharoza si 5-10° celule la 1g de nisip uscat. Populatia a fost analizata in trei situatii diferite: fard Cu si doua
concentratii extreme de CuSO4-5H,0: 100 si 300 mg Cu/kg de nisip uscat. Coloanele au fost incubate la 25°C
timp de 20 saptadmani pana la conditii anabiotice, ca urmare a epuizarii sursei de hrana. Apoi, prima jumatate a
coloanelor a fost supusd analizei, iar nisipul din a doud jumatate a coloanelor a fost suplimentat cu nutriment
proaspat de mediu SP. Continutul acestor coloane a fost analizat dupd o saptdména de incubare. Parametrii
analizati includeau: numarul rizobacteriilor cu capacitatea de sinteza a exopolizaharidelor (in dependenta de
concentratia cuprului in nisip) — prin metoda insamantarii pe cutii Petri cu mediu SP [7]; carbonul biomasei

129



Seria “Stiinte ale nalurii”, 2007

Nr.1 Biologie ISSN 1857-1735

microbiene — prin metoda de rehidratare si oxidare bicromatica [8]; sinteza cantitativd a EPZ de catre bacteriile
rizosferice — prin 2 metode: metoda spectrofotometrica dupa continutul carbohidratilor cu fenol si acid sulfuric
[9] si cea gravimetrica dupa sedimentarea cu acetond sau alcool etilic racite [10]. Activitatea bacteriana a fost
masurata dupa viteza de hidroliza a diacetatului fluorescein (VHDF) [11]. Polimorfismul proteic a fost apreciat
prin metoda SDS-PAGE [12].

Rezultate si discutii

Supravietuirea populatiei de pseudomonade fluorescente Pseudomonas aureofaciens in prezenta con-
centratiilor ridicate de cupru. Din datele prezenteate In Figura 1 reiese ca poluarea mediului de viata al
pseudomonadelor cu cupru provoaci o crestere a continutului de carbon al biomasei microbiene (B.) pana la
un prag anumit de concentratie a toxicantului, dupd ce intensitatea inmultirii celulelor bacteriene scade.
Adaosul de nutrient proaspét (sdptamana a 21-a) stimuleazd acumularea de B, la ambele concentratii de
poluant, insa corelatia dintre concentratia de cupru si carbonul biomasei bacteriene ramane asemanatoare.
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Fig.1. Carbonul biomasei microbiene in coloanele cu nisip inoculat de
Pseudomonas aureofaciens CNMN PsB-03.

In Figura 2 este prezentat numirul rizobacteriilor cu capacitatea de sintezi a exopolizaharidelor (EPZ) in
dependentd de concentratia cuprului in mediu (nisip). Din datele obtinute reiese ca in perioada de utilizare a
nutrientului pana la anabioza (20 saptamani) are loc reducerea numarului de rizobacterii producente de EPZ
aproape de 2 ori, cand concentratia cuprului este de 100 mg/kg nisip si de 20 de ori, cdnd concentratia po-
luantului este respectiv de 300 mg/kg nisip fatd de probele de control (fara cupru). Adaosul la amestecul
nisip-rizobacterii care au supravietuit pana la conditii de anabioza a nutrientului proaspat induce o majorare
abundentd a numarului de rizobacterii producente de EPZ, mai ales in prezenta a 100 mg Cu/kg nisip.

Activitatea bacteriand masuratd dupd viteza de hidroliza a diacetatului fluorescein (Fig.3) denota ca, in
comparatie cu martorul (fard cupru), ea creste in conditiile cand concentratia cuprului este de 100 mg/kg
nisip, iar cand concentratia cuprului este de 3 ori mai mare, aceasta activitate scade brusc.

Astfel, conform rezultatelor acestei experiente, populatia bacteriand Pseudomonas aureofaciens — pro-
ducenta de EPZ, a manifestat rezistenta foarte inaltd fatd de toxicitatea cuprului cu concentratie de pana la
300 ug Cu/g de nisip uscat. Mai mult decat atat, dupa introducerea in nisipul poluat a nutrientului proaspat
(din media SP), aceastd populatie bacteriana a fost capabild de a se dezvolta mai activ, In comparatie cu martorul
(nisip fara Cu).
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Fig.2. Numérul bacteriilor EPZ producitoare in prezenta cuprului.
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Fig.3. Efectul cuprului asupra activitatii esterazei (viteza de hidroliza
a diacetatului fluorescein) a populatiei bacteriene
P.aureofaciens CNMN PsB-03.

Polimorfismul proteic in cadrul populatiei bacteriene dupd incubarea indelungatd in prezenta con-
centratiilor extreme de cupru. Particularitatile influentei metalelor grele se explica prin faptul ca, desi ma-
joritatea din acestea sunt necesare pentru crestere, ele manifesta si actiune toxica asupra celulelor, in temei
datoritd capacitatii de a denatura moleculele proteice [13]. De mentionat cé transportul ionilor de cupru in
celula se realizeaza cu ajutorul proteinelor transportoare i cd cuprul intrd in compozitia unei serii de pro-
teine-enzime. S-ar putea de presupus cd prezenta concentratiilor ridicate de cupru in mediu poate influenta
asupra compozitiei proteinelor intracelulare in populatiile bacteriene.
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S-a cercetat polimorfismul proteinelor sumare intracelulare la populatiile de pseudomonade rizosferice
care au supravietuit in conditii extremale — concentratii ridicate de cupru, cu utilizarea electroforezei SDS-
PAGE. Analiza SDS-PAGE a proteinelor sumare din celulele bacteriene a relevat prezenta a cel putin 20
specii de molecule polipeptidice (Fig.4). Numarul benzilor polipeptidice variaza in limitele de 14-22. Ele
difera si dupd intensitatea coloratiei, ceea ce releva prezenta fractiilor in concentratii diferite. S-au evedentiat
trei fractii cu intensitate mare, trei cu intensitate medie si citeva benzi cu intensitate slaba.
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Fig.4. Polimorfismul proteic in cadrul populatiei bacteriene pe mediul SP in prezenta concentratiilor extreme de cupru:
1(2) — P. aureofaciens neintoxicatd; 3(4) — plus Cu 100 mg/kg nisip; 5(6) — plus Cu 300 mg/kg nisip.

Modificari esentiale in compozitia calitativd a proteinelor intracelulare la trei populatii supuse compara-
tiei, care s-au format la incubare in decurs de 20 de sd@ptdmani in prezenta concentratiilor inalte de cupru, si
reintoarse 1n conditii normale de cultivare, n-au fost depistate. Aceasta ne permite sd presupunem cé are loc o
mentinere a homeostazei proteice in conditii extremale — concentratii ridicate de cupru si a actiunii unui me-
canism puternic de protectie. Atrage atentia asemanarea ideald a compozitiei proteice in cele trei populatii
studiate, care denota pastrarea integritatii populatiei initiale, in pofida faptului ca concentratiile de cupru in
mediu sunt Tnalte.

Efectul cuprului asupra sintezei exopolizaharidelor (EPZ) de cdtre bacteriile rizosferice Pseudomonas
aureofaciens. Necesitatea celulelor microbiene de a produce mecanisme speciale de rezistentd fata de actiu-
nea toxica a metalelor grele este conditionatd de transportul prin peretele celular si acumularea metalelor n
spatiul periplasmic [14]. Totusi, unele genuri de microorganisme in comunitatea microbiana poseda capaci-
tatea de sintezd a EPZ, care pot sa contind in structura lor grupe de anioni capabili s lege cationii metalelor
grele, astfel impiedicand patrunderea metalelor in celuld. In rezultat, poate fi diminuiat efectul toxic al meta-
lelor pentru populatiile sensibile de bacterii rizosferice si pentru plante [15].

Un interes deosebit a prezentat cercetarea sintezei EPZ de céatre bacteriile rizosferice din genul Pseudo-
monas, supuse unei incubatii indelungate (20 saptdmani) in nisip, poluat cu concentratii inalte de cupru.
Determinarea concentratiei sumare a carbohidratilor solubili extrasi cu apa din nisip dupa incubarea popula-
tiillor de pseudomonade timp de 20-21 sdptdmani a aratat o crestere semnificativd a cantitatii hidratilor de
carbon in comparatie cu martorul fara introducerea metalului (Fig.5). Aceste rezultate vin In concordantd cu
datele indicate mai sus despre cresterea numarului de bacterii producatoare de EPZ (Fig.2) si cu ipoteza refe-
ritor la functia de protectie a exopolizaharidelor in conditii de poluare a mediului cu metale grele [13,14].

Pentru compararea mentinerii capacitatii de sintezd a EPZ de catre populatiile de Pseudomonas aureofa-
ciens, extrase dupa cresterea 1n nisip nepoluat (martor) si, respectiv, in nisip poluat cu 100 si 300 mg/kg de
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nisip uscat, aceste trei populatii au fost cultivate pe cutii Petri pe mediul nutritiv cu zaharoza (4%) fara adaos de
cupru, adica fara presiune selectivd a metalului toxic. EPZ au fost spilate din cutii Petri si sedimentate
cantitativ cu acetona racita din lichidul separat de celulele bacteriene. S-a constatat ca la populatia formatd in
prezenta a 100 mg Cu la 1 kg de nisip si dupa inldturarea cuprului din mediul de cultivare se pastreaza o Inalta
capacitate de sintezi a EPZ din zaharoza (a se vedea Tabelul). In mediu se acumuleaza peste 20% EPZ, deci
mai mult decét la populatia-martor. Concomitent, la populatia creatd in prezenta unei concentratii mai Inalte
de cupru (300 mg Cu la 1 kg de nisip) dupa reintoarcerea in conditii normale de cultivare (fara surplus de cupru)
s-a observat o scadere semnificativa a capacitatii de sinteza si de acumulare in mediu a EPZ (scédere pana la
26% de la nivelul populatiei-martor).
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Fig.5. Compararea concentratiilor de carbohidrati extrase din nisip inoculat
cu populatia de Pseudomonas aureofaciens CNMN PsB-03.

Tabel
Continutul de EPZ acumulat de catre populatiile de pseudomonade rizosferice
supravietuite in nisip poluat cu concentratii extreme de cupru
Varianta Repetari - | Sediment | Volum EPZ in EPZ din | % fata de | Productivi-
coloane | din20ml| SN, ml | suspensia 120 ml martor |tatea pe mediu
SN, mg initiala, mg | MN “SP” “SP”, g/l
Populatia-martor 1 9,5 55 522,5 550 100 4.6
fara adaos de Cu 2 10,5 55 577,5
Populatia din nisip 1 11,5 57 655,5 656 120 5,5
cu Cu - 100 mg/kg 2 11,5 57 655.,5
Populatia din nisip 1 3,0 56 168,0 172 26 1,4
cu Cu - 300 mg/kg 2 7,0 25 175,0

SN - supernatant; MN - mediul nutritiv; EPZ - exopolizaharide

Concluzii

In prezenta unor concentratii inalte de cupru populatia de Pseudomonas aureofaciens din solul rizosferic
realizeaza o capacitate de sinteza abundenta a exopolizaharidelor (EPZ) ca un mecanism de protectie si ma-
nifesta rezistentd foarte inalta fatd de toxicitatea cuprului cu concentratia de pand la 300 mg Cu/kg de nisip
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uscat. Nu au fost depistate modificari esentiale in compozitia calitativd a proteinelor intracelulare la trei
populatii supuse comparatiei, care s-au format la incubare in decurs de 20 saptimani in prezenta unor
concentratii inalte de cupru si reintoarse in conditii normale de cultivare, ceea ce denotd un conservatism al
homeostazei proteice si existenta unui mecanism puternic de protectie fatd de actiunea unui astfel de metal
greu cum este cuprul.
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