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Rezumat

in articol sunt prezentate date cu privire la influenta erbicidului trifluralina asupra
cresterii si viabilitatii tulpinilor de bacterii, izolate din solurile poluate si celor din
Colectia Nationalid de Microorganisme Nepatogene. in rezultatul cercetirilor au fost
selectate 7 tulpini de bacterii cu capacitate de crestere In prezenta concentratiilor nalte
200-500 mg/L de trifluralind, unele din ele manifestand antagonism fatd de diverse
microorganisme fitopatogene. Aceste tulpini, potentiali distructori ai pesticidelor, pot
contribui la elaborarea tehnologiilor autohtone de bioremediere a solurilor poluate.
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Introducere

Actualmente, activitatea antropogena provoaca poluarea pe scara larga a mediului
natural. Progresul tehnologic, dezvoltarea industriala rapida, cresterea cererii de produse
chimice, ingragaminte minerale, pesticide si produse farmaceutice, pentru sustinerea si
imbunatatirea calitatii vietii omului, duce la contaminarea aerului, apei si solului cu
diferiti poluanti persistenti care prezinta un pericol enorm pentru mediul ambiant.

In Republica Moldova de asemenea persistd problema acutd a poludrii solurilor
cu substante nocive [8, 32], indeosebi 1n jurul fostelor depozite de pesticide [29, 30].
Pesticidele periculoase abandonate si depozitele devastate au un impact negativ asupra
populatiei si mediului [32, 36]. Pesticidele In mod constant, sunt utilizate pentru
protejarea integrata a plantatiilor agricole si silvice de plantele si animalele daunatoare,
microorganismele fitopatogene si bolile endemice transmise de insecte [9, 31]. Utilizarea
lor asigura o eficacitate ridicata si eficientd economica inalta, insa aplicarea continua si
nelimitata a pesticidelor provoaca daune severe, uneori ireversibile, mediului, calitatii
solului si resurselor acvatice, durabilitatii agricole si are un impact negativ asupra
calitatii produselor agricole, implicit asupra sanatatii omului [13, 42].

In Republica Moldova existd 1604 zone potential poluate cu poluanti organici
persistenti [25, 32]. Pentru decontaminarea lor au fost propuse si initiate diferite
activitati [35] ce tin mai mult de tehnologiile costisitoare de excavare a solului poluat
[15, 26], precum si de fitoremediere [7].

Pentru remedierea zonelor contaminate biotehnologiile sunt cele mai preferate
datoritd sigurantei lor ecologice, costurilor reduse si eficientei inalte, care au fost
demonstrate Tn mod repetat in solutionarea diverselor probleme ecologice.
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Utilizarea microorganismelor in degradarea, detoxifierea, mineralizarea sau
transformarea poluantilor din mediul ambiant este cunoscutd sub denumirea de
bioremediere [34, 38]. Bioremedierea este o strategie de utilizare a microorganismelor
pentru transformarea completd sau partiald a poluantilor toxici in produse finale
inofensive sau cu toxicitate si mobilitate scazuta [17, 38, 39].

Inultimele doud decenii, s-au inregistrat progrese vizibile in tehnicile de bioremediere
cu scopul de a restabili in mod eficient mediile poluate printr-o abordare “eco-friendly”
si cost-eficientd, insa nu exista nici o tehnica de bioremediere universala, care ar asigura
remedierea zonelor poluate, indiferent de conditiile climaterice si natura poluantului.

Conform unor cercetatori, cheia pentru rezolvarea multor probleme asociate
cu biodegradarea si bioremedierea substantelor poluante o detin microorganismele
indigene, prezente in microbiota unei anumite zone geografice, inclusiv in solurile
poluate [37], care sunt deja adaptate la conditiile pedo-climaterice existente. Ca urmare,
eficienta tehnicilor de remediere dezvoltate poate fi complet diferitd pentru diverse
regiuni si tipuri de sol. Astfel, elaborarea si implementarea tehnologiilor autohtone de
bioremediere a solurilor contaminate este foarte actuala.

Bacteriile si fungii sunt agenti de reciclare naturali capabili sd transforme substantele
chimice naturale si sintetice in sursd de energie si materie prima pentru cresterea si
dezvoltarea proprie. Microorganismele au capacitatea de a transforma, imobiliza,
sau detoxifica poluantii prin diverse mecanisme [19, 21, 23, 24, 28]. Capacitatea
microorganismelor de a degrada pesticidele este asociatd cu multiplele reactii biochimice
efectuate si cu nivelul inalt de adaptare al acestora la conditiile mediului.

Printre bacteriile heterotrofe capabile sa transforme (distrugd) xenobioticele se
regasesc reprezentanti din diferite genuri, insa cele mai eficiente si des utilizate 1n
diverse tehnologii de bioremediere sunt cele din genul Pseudomonas [2, 18, 22, 40, 41]
si Bacillus [11, 16, 49].

Eficacitatea degradarii contaminantilor de cétre microorganisme depinde, in mare
masurd, de concentratia lor in mediu. Astfel, la concentratii mari substantele chimice
sunt toxice pentru microorganisme, chiar daca aceeasi substantd chimicad este rapid
degradata la concentratii mai mici [27]. Toxinele blocheaza reactiile metabolice, inhiba
cresterea si dezvoltarea microorganismelor, producereca de biomasa necesard pentru
degradarea rapida si eficienta a contaminantilor [1].

Astfel, bioremedierea devine o alternativa din ce in ce mai populard metodelor
conventionale de tratare a mediilor contaminate, bazatd pe activitatea microbiana
naturala, mediata de diferite tulpini sau consortii microbiene, fapt ce evidentiaza
necesitatea si actualitatea cercetarilor ce tin de izolarea si selectarea tulpinilor noi de
microorganisme cu potential bioremediator inalt.

In aceasta ordine de idei, scopul acestor cercetiri consta in selectarea tulpinilor de
bacterii capabile de crestere 1n prezenta trifluralinei.

Obiectivele principale:

- [zolarea din solul poluat cu poluanti organici persistenti a culturilor noi de bacterii
cu capacitate de crestere si dezvoltare 1n prezenta trifluralinei, evaluarea caracterelor
morfologice si activitatii antimicrobiene ale microorganismelor selectate;

- Screening-ul bacteriilor depozitate in CNMN, capabile de crestere si dezvoltare
in prezenta trifluralinei.
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Materiale si metode

Ca obiecte de studiu au servit 37 tulpini de bacterii din Colectia Nationala de
Microorganisme Nepatogene din genurile Bacillus, Pseudomonas, Xantomonas,
Corynebacterium, Sarcina, Micrococcus, Azotobacter, Escherichia, Criptococcus,
Erwinia, Agrobacterium, unele din ele cu activitate antimicrobiana inalta [3, 4, 5] si 6
culturi de bacterii, izolate din solul poluat cu poluanti organici persistenti (POP) din
preajma depozitelor abandonate de pesticide din ordselul Sangera, municipiul Chiginau.
Izolarea si caracterizarea morfologica a tulpinilor de bacterii noi a fost efectuata cu
utilizarea metodelor clasice descrise in literatura de specialitate [6, 43, 44, 47, 52,
53]. Mentinerea culturilor de bacterii a fost efectuatd pe medii agarizate caracteristice
fiecarui grup taxonomic conform metodei standard [45, 50, 51].

Pentru efectuarea cercetarilor, in dependentd de scopul urmarit, au fost utilizate
mediile nutritive agarizate: agar-agar, agar-nutritiv, agar-nutritiv +10% apa,
King B, mediul mineral E8 care contine in g/L: (NH,),HPO, - 0,5; KH,PO, - 0,7; NaCl
- 0,5; MgSO,*7H,0 - 0,8; apa distilata - 1 L; pH 7,2 si mediul nutritiv lichid - bulion
peptonat de carne.

In calitate de (POP) a fost utilizat erbicidul trifluralina [12, 14] (in continuare - TF)
care a fost adaugat la mediile experimentale in concentratii de 50; 100; 200; 250; 300
si 500 mg/L.

Activitatea de crestere a bacteriilor a fost evaluata prin estimare simpla:

“-” lipsa cresterii, “+” - crestere slaba, “++” - crestere moderata, “+++” - crestere
activa si contdarii unitatilor formatoare de colonii (UFC) pe cutii Petri, dupa efectuarea
dilutiilor succesive. Numarul UFC a fost exprimat prin /og,,. Viabilitatea tulpinilor pe
mediile experimentale a fost exprimata in % fatd de martor.

Activitatea antimicrobiand a metabolitilor tulpinilor de bacterii asupra culturilor
fitopatogene a fost determinata prin metoda difuziei, utilizdnd blocurile de geloza
[48]. In calitate de test-culturi au fost utilizate tulpini de fungi si bacterii fitopatogene:
Aspergillus niger, Alternaria alternata, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum,
Fusarium solani, Xantomonas campestris B-60, Xantomonas campestris 8003Db,
Erwinia carotovora, Corinebacterium michiganensis 10.

Toate experientele au fost efectuate in 3 repetari. Prelucrarea statistica a rezultatelor
obtinute a fost efectuata cu utilizarea programului Office Excel 2010.

Rezultate si discutii
Initial, prin utilizarea tehnicilor specifice, din solul poluat cu POP din preajma

depozitelor abandonate de pesticide din oraselul Sangera au fost izolate in cultura pura
6 tulpini de bacterii, care au fost denumite simbolic - tulpina Nr. 1, 2, 3, 4, 5 si 6. Pentru
caracterizarea proprietatilor morfo-culturale a bacteriilor izolate, tulpinile au fost
cultivate pe mediul lichid bulion peptonat de carne si mediile agarizate King B si agar
nutritiv. Astfel, s-a determinat ca pe mediul lichid tulpinile au urmatoarele proprietati:

e Tulpina Nr. 1 — formeaza pe suprafata mediului o pelicula subtire stabild la
agitare;
Tulpina Nr. 2 — formeaza peliculd uniforma la suprafata, stabild la agitare;
Tulpina Nr. 3 — pelicula de forma conica ce tulburd mediul la agitare;
Tulpina Nr. 4 — nu formeaza peliculd;
Tulpina Nr. 5 — formeaza un inel subtire pe peretii vasului la limita dintre faza
lichida si gazoasa;
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e Tulpina Nr. 6 — formeaza peliculd subtire care la agitare se disperseaza in faza
lichida sub forma de fulgi.

Pe medii agarizate coloniile au avut urmatoarele caracteristici:

e Tulpinile Nr. 1 si 3 — colonii rotunde, bombate, de forma circulara cu marginea
intreaga, profilul convex.

Pe mediul King B coloniile sunt opace au consistenta viscoasa, de culoare verzuie, cu
suprafata stralucitoare. Aspectul coloniilor neted de tip ,,S”.

e Tulpile Nr. 2 si 5 — pe mediul agar-nutritiv formeaza colonii mari cca 2 mm, de
forma neregulata, translucide, de consistentd mucoasa, profil plat, margine lobata
cu aspect de tip ,,R”.

e Tulpina Nr. 4 — pe mediul agar-nutritiv formeaza colonii de marime mijlocie,
rotunde, de culoare galbena, marginea intreaga, profil usor convex, de tipul ,,S”.
Mediul King B — colonii rotunde de culoare alba, marginile ondulate, profilul

convex.

e Tulpina Nr. 6 — pe mediul agar nutritiv formeaza colonii mari zbarcite, cu margine
ondulata, suprafata incretita, aspectul coloniei de tip ,,R”.

Rezultatele coloratiei Gram sunt prezentate in tabelul 1.

Tabelul 1. Caracteristica tulpinilor izolate din solul poluat conform coloratiei Gram

Tulpina Caracteristica Gram Tulpina Caracteristica Gram
Nr. 1 G- Nr. 4 G-
Nr. 2 G+ Nr. 5 G+
Nr. 3 G- Nr. 6 G+

Astfel, in baza testelor fiziologo-biochimice efectuate si coloratiei Gram,
tulpinile izolate, Nr. 1, 3 si 4, fac parte din g. Pseudomonas, iar tulpinile Nr. 2, 5 si 6

din g. Bacillus.

In continuare a fost cercetatd capacitatea tulpinilor izolate din solul poluat de a
sintetiza metaboliti cu activitate antagonista fata de diverse bacterii si fungi fitopatogeni.
Astfel, s-a stabilit ca din 6 tulpini testate, 4 poseda activitate antimicrobiand. Tulpinile
Gram— Nr. 1 si 4 manifesta activitate antibacteriana iar tulpinile Gram+ Nr. 2 si 6
activitate antifungica (figura 1).

Figura. 1. Activitatea antifungica a tulpinilor izolate, fata de fitopatogenii 4. niger
(a), A. alternata (b), B. cinerea (¢), F. oxysporum (d) si F. solani (e).

In continuare a fost evaluati capacitatea tulpinilor izolate de a creste in prezenta
TF. Pentru aceasta tulpinile au fost cultivate pe mediul agarizat bulion peptonat de
carne (martor) cu adaos de TF in concentratie de 200 si 250 mg/L. In rezultat s-a stabilit
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ca din 6 tulpini, numai tulpinile Nr. 2, 4 si 6 poseda capacitate de crestere in prezenta
TF in concentratiile susmentionate, celelalte, Nr. 1, 3 si 5 nu au manifestat crestere.
Inhibitia totald a cresterii tulpinilor Nr. 1, 3 si 5 denota toxicitatea Tnaltd a TF pentru
microorganismele din sol, in acelasi timp, viabilitatea de 83,7-93,4% fata de martor a
tulpinilor Nr. 2, 4 5i 6 (figura 2), evidentiaza faptul ca unele din ele posedd un mecanism
puternic de adaptare la conditiile mediului.

In continuare, prin estimarea prezentei sau absentei cresterii, a fost evaluati
capacitatea tulpinilor de bacterii din Colectia Nationald de Microorganisme Nepatogene
de a creste pe diferite medii de cultura, in prezenta TF in diferite concentratii. Screening-
ul a 37 de tulpini a fost efectuat pe 3 medii nutritive agarizate: agar-nutritiv - bogat in
substante nutritive, agar-agar — lipsit de substante nutritive si mediul sintetic E§ in
componenta caruia sunt incluse diferite saruri minerale. Mediile experimentale au fost
suplinite cu TF 1n concentratie de 50, 100 si 200 mg/L, in ultimile doud TF servind ca
sursd unica de carbon.

Ezzza 200 TF EEEER 250 TF  =—t= Martor

110,0 57
1000 o542

90,0 —
80,0
70,0
60,0
50,0

% la martor

Tulpina Nr. 2 Tulpina Nr. 6

Figura. 2. Viabilitatea tulpinilor de bacterii la cultivare pe mediul agarizat bulion
peptonat de carne, suplimentat cu TF in diferite concentratii.

In rezultatul cercetarilor s-a stabilit capacitatea tuturor bacteriilor de a creste si a
se dezvolta pe agar-nutritiv, inclusiv si in prezenta TF, indiferent de concentratia ei. In
acelasi timp, nici o tulpina de bacterii nu a manifestat crestere pe agar-agar suplimentat
cu TF 1n diferite concentratii, fapt ce evidentiaza incapacitatea acestor tulpini de a
utiliza TF in calitate de sursa unica de carbon, in cazul absentei depline a oricaror
substante nutritive. Evaluand cresterea bacteriilor pe mediul mineral E8 s-a determinat
ca din 37 de tulpini, 11 nu manifesta crestere pe acest mediu, nici in proba control
(fara TF), nici 1n prezenta TF. Din 26 tulpini, care au crescut pe mediul mineral ES,
21 au crescut in prezenta a 50 mg/L TF si 7 din ele, la suplinirea mediului cu 100
mg/L de TF. Majorarea concentratiei TF pina la 200 mg/L influenteaza negativ asupra
bacteriilor, doar unele tulpini manifestand semne de viabilitate. Rezultatele cercetarilor
sunt prezentate in tabelul 2.

Astfel, in baza rezultatelor obtinute, pentru cercetarile ulterioare au fost selectate 6
tulpini de bacterii, care au manifestat crestere pe mediul mineral E8 suplimentat cu TF
in concentratie de 50-100 mg/L, luandu-se in consideratie si activitatea antimicrobiana
a acestor bacterii fatd de diverse microorganisme fitopatogene. Aceste 6 tulpini fac
parte din genurile Bacillus si Pseudomonas.
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Tabelul 2. Influenta diferitor medii nutritive, suplimentate cu TF in diferite concentratii,
asupra cresterii tulpinilor de bacterii.

Tulpina

agar-nutritiv

Agar-agar

E-8

Concentratia de
TF (mg/L)
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In continuare, pentru a stabili tulpinile cele mai rezistente la prezenta erbicidului,
a fost majorata substantial concentratia TF in mediul de cultivare pana la 300 — 500
mg/L. Deoarece pe mediul mineral E8 concentratia TF de 200 mg/L a fost fatala pentru
dezvoltarea bacteriilor, In continuare pentru cercetari s-a utilizat mediul agar-nutritiv +
10% apa (martor), care a fost suplinit cu TF 1n concentratiie de 200, 300 si 500 mg/L.

Analizand rezultatele obtinute, prezentate in tabelul 3, putem evidentia 4 tulpini
de bacterii, trei din genul Pseudomonas si una din genul Bacillus, care au manifestat
crestere activa in prezenta concentratiilor foarte Tnalte (300-500 mg/L) de TF in mediul
de cultivare. Probabil, aceste tulpini posedd un puternic mecanism de adaptare la
conditile mediului contaminat, bazat pe sinteza enzimelor si altor metaboliti, necesari
pentru descompunerea contaminantului si utilizarea lui in calitate de nutrient [33].

Tabelul 3. Activitatea de crestere a tulpinilor de bacterii pe mediul
agar-nutritiv+ 10% apa (martor) cu adaos de TF in diferite concentratii.
Tulpina
Mediul B. ;le;’oe;t;van Ps. fluorescens B.s;tzlltsl‘lzlrsnvan Ps. B. subtilis Ps. Zi’;iof @
CNMN-BB-07 | CNMPFB-OT L vz | 7 65 | CNMNBB-OL | (v iN-PsB-07
martor o +++ +++ +++ +++ +++
+ 202 ;ng’ L + et S + + bt
* SOg;ng/L - N AR N - NR.
+
Sog;,“g"“ - +++ +++ +++ ++ ot

Rezultatele obtinute, sunt in concordanta cu studiile biochimice care au demonstrat
ca diverse tulpini de pseudomonade sunt capabile sd degradeze cca 100 de compusi
organici asa ca pesticidele, hidrocarburile, alcanii si compusii poliaromatici. Deseori
aceeasi tulpina poate utiliza ca sursa de azot si carbon mai multi compusi inruditi.
Mai mult ca atat, unele bacterii folosesc contaminantii ca unica sursd de carbon si
energie. Multe bacterii din genul Pseudomonas poseda plasmide care codifica enzimele
ce catalizeaza scindarea compusilor organici aromatici si halogenati [46].

Reactiile enzimatice cheie ale degradarii aerobe se bazeaza pe procesul de oxidare
si sunt catalizate de mono- si dioxigenaze, precum si peroxidaze. Oxigenazele sunt
oxidoreductaze care utilizeaza moleculele de O, pentru a incorpora oxigenul in structura
contaminantului destabilizand-ul [20].

Caile de degradare a unei varietati mari de compusi aromatici sunt asemanatoare prin
obtinerea unor produse intermediare monoaromatice, de tip cateholi si protocatecuate
(sau derivatii lor metilati), care sunt subsecvent degradate in intermediari ai
metabolismului central care intra in ciclul acizilor tricarboxilici si sunt utilizati pentru
biosinteza [10].

Astfel, conform rezultatelor obtinute, putem mentiona ¢d TF posedd un efect
toxic asupra bacteriilor, insd unele din ele poseda mecanisme puternice de adaptare la
prezenta xenobioticului in mediul de cultivare, fapt ce le permite sa supravietuiasca si
sa se dezvolte in conditii de stres. Cele mai active din acest punct de vedere au fost 4
tulpini: Pseudomonas fluorescens CNM-PFB-01, Pseudomonas sp. 65, Pseudomonas
aureofaciens CNMN-PsB-07 si Bacillus subtilis var.mesentericus CNMN-BB-02.
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Concluzii

1. Din solul poluat cu pesticide au fost izolate in culturd pura si caracterizate 6
tulpini de bacterii, 3 dintre care au manifestat activitate antimicrobiana fata de diverse
microorganisme fitopatogene si viabilitate nalta in prezenta concentratiilor mari de TF
de 200-250 mg/L.

2. Din 37 tulpini de bacterii din CNMN au fost selectate 4 tulpini din genurile
Pseudomonas si Bacillus cu crestere activa pe medii cu 300-500 mg/L de TF, care pot
servi ca potentiali distructori ai pesticidelor.

3. Rezultatele obtinute pot contribui la elaborarea tehnologiilor autohtone de
bioremediere a solurilor contaminate cu pesticide.
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