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INTRODUCERE

Multa vreme s-a considerat ca unele habitate, precum izvoarele fierbinti, deserturile si lacurile
hipersaline, calotele glaciare si abisurile oceanelor sunt sterile. Cercetarile din ultimii 15 ani au
demonstrat ca acestea sunt populate de o mare varietate de microorganisme ,,extremofile”, capabile
sd-s1 mentind procesele vitale si chiar sd se dezvolte in conditii extreme de mediu. Exista si
microorganisme adaptate la mai multe tipuri de stres de mediu, reunite sub denumirea generala de
»poliextremofile”.

Studierea acestor cazuri nu demonstreaza doar principiile de functionare ale vietii in mediile
ostile, ci ofera totodatd si argumente asupra naturii vietii in sine §i asupra proprietatilor primelor
organisme, de a coloniza Terra Tntr-un moment in care conditiile erau cu mult mai ostile decat cele
tolerate de majoritatea formelor de viatad care populeaza in prezent planeta.

Unele din aceste microorganisme extremofile nu pot supraviefui in conditii moderate,
preferate de majoritatea organismelor vii, prezentdnd un grad scazut de adaptabilitate la conditiile
variabile de mediu, in timp ce altele manifesti o flexibilitate mai mare. In aceasta ultima categorie se
incadreaza si bacteriile moderat halofile, care cresc optim la 0,5 — 2,5M NaCl. Un grup aparte este
alcatuit din bacteriile halotolerante, capabile sa creasca la concentratii de sare care depasesc cu mult
limita de 0,5M, dar a céror valoare optima de salinitate este mult mai scazutd (mai mica de 0,2M
NaCl). Multe microorganisme descrise initial ca halotolerante sunt de fapt moderat halofile si
viceversa.

Chiar daca au fost mai putin studiate, comparativ cu microorganismele extrem halofile,
bacteriile moderat halofile si halotolerante populeazd o gama larga de habitate acvatice, terestre, dar
si unele produse alimentare conservate prin sarare.

Aceste bacterii prezinta un deosebit potential aplicativ in domeniul biotehnologic, nu doar
prin producerea unor compusi de interes industrial (enzime, polimeri), ci si datoritd unor proprietati
fiziologice ce pot facilita exploatarea lor in interes industrial (rezistenta la concentratii ridicate de

NaCl, fapt ce minimizeaza riscul de contaminare si cerintele nutritionale simple).

**k*

Prezenta tezd de doctorat aduce contributii la cunoasterea potentialului adaptativ al
bacteriilor moderat halofile si halotolerante in conditii extreme de mediu (stres osmotic), cat si a

importantei aplicative, ce rezulta din capacitatea de sintezd a unor biomolecule precum enzimele



extracelulare halofile, exopolimerii, pigmentii carotenoizi. Cunoasterea anumitor caracteristici legate

de fiziologia acestor microorganisme contribuie la intelegerea naturii halofiliei si halotolerantei.

Sursa de izolare a tulpinilor de bacterii halofile si halotolerante a fost reprezentata de diferite
tipuri de medii saline din Romania, de origine naturala sau antropica, dupa cum urmeaza: peretele de
sare al Minei Unirea (Slanic Prahova), mortar de interventie de pe peretele Mandstirii Humor
(Suceava), precum si lacurile Baia Baciului (Slanic Prahova), Balta Alba (jud. Buzau), Amara (jud.
Ialomita), Movila Miresei (jud. Brdila) si Ocnele Mari (jud. Valcea). Cu exceptia monumentului
istoric investigat, majoritatea situsurilor de prelevare a probelor sunt localizate in partea de sud-est a

Romaniei, Tn zona subcarpatica a Carpatilor Meridionali si de Curbura.

Principalele directii de studiu abordate au vizat izolarea si selectarea unor tulpini bacteriene
halofile si halotolerante din variate habitate saline, aspecte de fiziologie celulara (testarea capacitatii
de crestere in anaerobioza, stabilirea intervalului si a valorii optime de salinitate pentru crestere,
determinarea intervalului de temperatura si de pH in care se desfasoara cresterea, evaluarea capacitatii
de a sintetiza exopolizaharide si de a forma biofilme), cat si aspecte referitoare la particularitatile
metabolice ale acestora (sinteza de enzime hidrolitice extracelulare halofile: amilaze, lipaze, esteraze,
proteaze). Totodatd, s-a avut in vedere selectarea unor tulpini de bacterii moderat halofile si
halotolerante capabile sa sintetizeze enzime hidrolitice extracelulare si exopolizaharide Cu potential
aplicativ.

In cazul Manastirii Humor s-a urmadrit stabilirea originii biopigmentatiei roz pe pictura
murald, precum si testarea unor solutii coloidale de nanoparticule de aur si argint, Tn scopul stabilirii
unei strategii pentru decontaminarea zonelor afectate de biodeteriorare, precum si a unui tratament
de preventie a colonizarilor viitoare.

In vederea izolirii si caracterizarii tulpinilor bacteriene halofile si halotolerante au fost
utilizate tehnici de microbiologie clasica (estimarea numarului de unitati formatoare de colonii,
izolarea tulpinilor pe medii de cultura artificiale si purificarea acestora, selectarea bacteriilor halofile
si halotolerante pe medii cu inhibitori specifici), de microscopie (optica si SEM), de biochimie
(evaluarea prin metode calitative si cantitative a sintezei de enzime extracelulare), de spectroscopie
(UV-VIS, FT- IR - spectrometrie in infrarosu cuplata cu transformata Fourier, XRF - fluorescenta de
raze X), de analiza termica (DSC - calorimetrie cu scanare diferentiald), de biologie moleculara
(extractie ADN genomic, determinarea concentratiei de ADN, amplificare PCR a genei pentru ARNr

16S, electroforeza in gel de agaroza, analiza secventei ARNr 168 si construirea arborilor filogenetici).
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*k*k

Lucrarea de fatd este structuratd in doud parti si contine 75 figuri, din care 72 in partea de
contributii originale si 28 tabele, din care 26 in partea a doua.

Prima parte (capitolele I-V11) prezinta stadiul actual al cercetarilor in domeniu, cuprinzand
informatii generale cu privire la particularitatile fiziologice si biochimice ale bacteriilor moderat
halofile si halotolerante, precum si potentialul lor aplicativ.

Cea de-a doua parte (capitolele VII1-XI) prezinta contributiile originale, constituite din
rezultatele obtinute in studiul bacteriilor moderat halofile si halotolerante izolate din diferite tipuri de
habitate saline din Roméania, reprezentand subiectul tezei de doctorat. Fiecare capitol ce contine
rezultatele cercetarilor proprii este organizat in mai multe subcapitole, iar fiecare dintre acestea
prezinta materialele si metodele utilizate, rezultatele originale si discutiile, precum si concluziile.
Lucrarea se incheie cu un capitol de concluzii generale. Bibliografia contine 306 titluri de lucrari
publicate Tn reviste de profil din tara si strdinatate si este precedata de lista lucrarilor autoarei din
tematica tezei de doctorat.

Capitolul | cuprinde un scurt istoric privind cercetarile asupra bacteriilor halofile si
halotolerante din habitate saline in Romania. Primele preocupari legate de studiul comunitatilor
microbiene din habitate hipersaline s-au referit la lacul sarat Techirghiol (Tuculescu si colab., 1965).
La Institutul de Biologie Bucuresti al Academiei Romane, aceste studii, initiate sub conducerea Acad.
Prof. G. Zarnea, au fost continuate si dezvoltate in ultimii 20 ani.

In capitolul 11 sunt redate particularititile ecologice ale bacteriilor halofile si halotolerante
din habitate saline. Existd doud tipuri de medii importante din punct de vedere biologic, in care
factorul de salinitate interactioneaza cu populatiile microbiene, si anume: solul si apa. Acestora li se
adauga o serie de habitate mai putin obisnuite, precum: unele specii de plante i animale de desert,
unele alimente conservate prin sarare, sau chiar unele picturi murale.

Capitolul 11l cuprinde informatii legate de structura celulard a bacteriilor halofile si
halotolerante, evidentiind doar caracteristicile speciale ale constituentilor celulari, deoarece bacteriile
halofile au multe trasaturi comune cu reprezentantii nehalofili Tnruditi.

Capitolul 1V contine consideratii privind taxonomia si nomenclatura bacteriilor halofile.
Acestea sunt prezente Tn 8 filumuri: Actinobacteria, Bacterioidetes, Cyanobacteria, Firmicutes,
Proteobacteria, Spirochaetes, Tenericutes si Thermotogae si, cu exceptia ordinului Halanaerobiales
(alcatuit doar din bacterii halofile) si a familiei Halomonadaceae (alcatuita aproape in exclusivitate

din specii halofile), se afla intr-0 stransa relatie filogenetica cu reprezentantii nehalofili inruditi.



Tn capitolul V sunt incluse aspecte privitoare la diversitatea fiziologici si biochimica a
bacteriilor halofile si halotolerante. Majoritatea bacteriilor halofile prezintd cerinte nutritionale
complexe la salinitati Tnalte. Acestea pot utiliza ca sursd de carbon si energie atat substraturile
nutritive uzuale, cat si alti compusi greu de degradat (hidrocarburi, compusi organici halogenati).
Diversitatea tipurilor metabolice ale bacteriilor halofile scade odata cu cresterea salinitatii. Printre
bacteriile halofile se numara reprezentan{i ce constituie modele de viatd heterotrofa aeroba si
anaeroba, ca si de fototrofie oxigenicd si anoxigenica, cu nutritie autotrofa, fotoheterotrofa si
chemolitotrofa.

Tn capitolul VI sunt descrise cele doui strategii de adaptare ale bacteriilor halofile prin care
acestea supravietuiesc stresului osmotic generat de prezenta unor concentratii mari de sare in mediu:
strategia ,,sarurilor interne” (salt-in) si strategia ,,solutilor compatibili”.

Tn capitolul V11 este prezentat potentialul bionanotehnologic al bacteriilor moderat halofile
si halotolerante. Multe dintre acestea produc diversi compusi de interes (0smoprotectori, enzime,
polimeri si pigmenti), care isi gasesc aplicabilitatea in domenii precum: medicind, industria
alimentara, a celulozei si hartiei, farmaceutica, cosmetica, agrochimica, textila si in bioremedierea
apelor reziduale si a mediilor poluate. Combinarea biomoleculelor sintetizate de bacteriile halofile si
halotolerante cu diferite nanomateriale prezintd interes pentru procesele de diagnoza, marcare
celular, alcatuirea de biosenzori.

Tn capitolul V111 este descrisa metodologia pe care am utilizat-o pentru izolarea, selectarea si
caracterizarea unor tulpini bacteriene din probe de cristale de sare din peretele Minei Unirea (Slanic
Prahova), precum si rezultatele obtinute. Dintr-un numar total de 13 tulpini bacteriene halotolerante
izolate, majoritatea s-au dezvoltat la temperaturi scazute (12-15°C) si in conditii de intuneric,
demonstrand o buna adaptare la conditiile de microclimat oferite de habitatul de origine. Analiza
BLAST a secventelor ARNr 16S a indicat similitudinea tulpinii halotolerante 1/9 cu Bacillus subtilis
AJ276351, in procent de 100% si a tulpinii 1/12 cu Virgibacillus halodenitrificans AY543168, iar
tulpinile 1/2 si 1/6 au grupat din punct de vedere filogenetic cu speciile Bacillus licheniformis,
respectiv Paraliobacillus quinghaiensis.

Dintre acestea, tulpina Bacillus subtilis 1/9 a prezentat capacitatea de a hidroliza toate cele 6
substraturi enzimatice testate, iar tulpinile 1/1, Bacillus licheniformis 1/2 si Virgibacillus
halodenitrificans 1/12 au sintetizat lipaze halofile, active la concentratii crescute de sare (NaCl 3M),

cu potential biotehnologic in industriile: farmaceutica, agrochimica, oleochimica etc.



Capitolul IX se refera la izolarea, selectarea si caracterizarea unor tulpini de bacterii halofile
si halotolerante din lacul hipersalin, de origine antropica, Baia Baciului (Slanic Prahova). S-au izolat
doua tulpini de bacterii moderat halofile si 0 tulpina halotoleranta si s-a constatat ca intervalul de
salinitate In care are loc cresterea este mai restrans, iar valoarea optima de salinitate este mai scazuta
n cazul tulpinilor moderat halofile, comparativ cu cele inregistrate pentru tulpina halotoleranta.

Tulpinile izolate prezinta cel putin una dintre activitatile hidrolitice extracelulare testate
(hidroliza amidonului, gelatinei, cazeinei, compusului Tween 80), iar Idiomarina loihiensis BB6 si
Marinobacter lipolyticus BB49 prezinta activitati enzimatice combinate. Totodata, tulpina bacteriana
Idiomarina loihiensis BB6 prezinta si capacitatea de a sintetiza un exopolizaharid termostabil, avand
punctul de topire la 207°C si un continut bogat in grupari amino si sulfat, caracteristici ce constituie
un avantaj pentru utilizarea acestuia in aplicatii biotehnologice. Proprietatea de a sintetiza
exopolizaharide extracelulare este corelata, in cazul tulpinii Idiomarina loihiensis BB6 cu capacitatea
acesteia de a forma biofilme.

Tn capitolul X sunt prezentate izolarea, selectarea si caracterizarea unor tulpini de bacterii
moderat halofile si halotolerante din lacurile de origine naturala: Balta Alba (Jud. Buzau), Amara
(Jud. Talomita), Movila Miresei (Jud. Braila) Si Ocnele Mari (Jud. Valcea). S-a constatat ca raportul
stabilit intre numarul tulpinilor bacteriene moderat halofile si cel al tulpinilor halotolerante izolate
este dependent de salinitatea mediului din care acestea au fost izolate. In cazul lacului Balta Alba,
numarul relativ mare de tulpini cu activitate amiloliticd poate fi corelat cu caracterul poliextremofil
al acestui lac, cunoscut fiind faptul ca valorile de pH 8-9 si cele de temperatura intre 30°C si 37°C
favorizeaza sinteza de amilaze la microorganismele halofile, in general si la bacteriile halofile, in
particular.

Capitolul Xl sintetizeaza rezultatele cercetarilor proprii, efectuate pentru prima data in
Romania, privind originea biopigmentatiei roz pe pictura murald, in pronaosul Manastirii Humor
(Judetul Suceava). S-a efectuat izolarea, selectarea si caracterizarea unor tulpini de bacterii halofile
din mortar de interventie prelevat din zona biodeteriorata, precum si testarea actiunii inhibitorii a unor
suspensii coloidale de nanoparticule de argint si aur, in scopul utilizarii lor in strategiile de preventie
a biodeteriorarii.

Prin examinarea SEM a probei de mortar de reparatie a fost identificatd prezenta unui
consortiu microbian alcatuit din celule de forma bacilara si celule bacteriene filamentoase, lungi,
caracteristice actinomicetelor, ce alcituiesc o retea de ,.hife” la suprafata mortarului. In conditii de
laborator fost izolata o tulpind bacteriana halotolerantd, producatoare de pigmenti carotenoizi si
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capabild sa formeze biofilme si o tulpind extrem halofild de granita, din categoria actinomicetelor.
Particularitatile biologice ale tulpinilor bacteriene izolate explicd implicarea acestora in procesul de
biopigmentatie prezent in cazul manastirii Humor. Datele obtinute demonstreaza ca tulpina 5 Hum
(ce grupeaza, din punct de vedere filogenetic, cu specia Halobacillus naozhouensis, conform analizei
secventei ARNr 16S) creste si se multiplica pe tot parcursul anului, in timp ce dezvoltarea tulpinii
Act H are loc numai atunci cand temperatura depdseste valoarea de 20°C, corespunzator perioadei de

primavara tarzie, vard si toamna timpurie.

CONCLUZII

1. Tulpinile de bacterii halotolerante izolate din cristale de sare din peretele Minei Unirea
(Slanic Prahova) se dezvolta in intervale largi de salinitate (0-3M sau 0-4M NacCl), iar majoritatea
prezintd capacitatea de a creste la temperaturi scazute (12-15°C) si in conditii de Intuneric,
demonstrand o buna adaptare la conditiile de microclimat oferite de habitatul de origine, respectiv
Mina Unirea (Slanic Prahova).

2. Tulpinile bacteriene halotolerante izolate din cristale de sare, care grupeaza, din punct de
vedere filogenetic, cu speciile Bacillus licheniformis si Bacillus subtilis, au capacitatea de a creste
facultativ anaerob si prezinta caracter psihrotolerant.

3. Rezultatele obtinute demonstreaza ca in structura peretelui de sare al Minei Unirea (Slanic
Prahova) existd microorganisme halotolerante cu o bogata activitate enzimatica extracelulara,
acestea putand contribui in timp la transformarile geochimice ale depozitului de sare.

4. Capacitatea de a sintetiza esteraze a celor mai multe dintre tulpinile izolate din cristale de
sare recomanda aceste tulpini pentru studii ulterioare privind capacitatea de degradare a lipidelor sau
a apelor reziduale in conditii saline.

5. Activitatea amilazica constatatd In cazul unora dintre tulpinile investigate variaza invers
proportional cu salinitatea. Lipazele halofile sintetizate sunt active la valori ale concentratiei de sare
ce depdsesc valoarea optima de crestere a tulpinilor halotolerante producatoare, prezentand potential
biotehnologic Tn domenii precum industria farmaceutica, agrochimica, oleochimica etc.

6. Din lacul Baia Baciului, au fost izolate tulpini Gram-negative, aerobe si facultativ
anaerobe, ce grupeaza, din punct de vedere filogenetic, cu speciile Idiomarina loihiensis
(halotolerantd) si Marinobacter lipolyticus (moderat halofild) si care prezinta capacitatea de a creste

intr-un interval foarte larg de temperatura (4 - 45°C) si de pH (6-9).
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7. S-a constatat ca tulpina halotoleranta Idiomarina loihiensis BB6 se dezvolta intr-un
interval de salinitate mult mai larg decat tulpina moderat halofila Marinobacter lipolyticus BB49.
Cresterea optima a tulpinii BB6 are loc la o concentratie mai mare de NaCl decat in cazul tulpinii
BB49.

8. Tulpina bacteriana Idiomarina loihiensis BB6 prezinta capacitatea de a sintetiza un
exopolizaharid termostabil, avand punctul de topire la 207°C si un continut bogat in grupari amino
si sulfat, caracteristici ce constituie un avantaj pentru utilizarea acestuia in scopul bioremedierii
mediilor poluate si a apelor reziduale.

9. Cercetarile efectuate pe probe prelevate din lacurile Balta Alba (jud. Buzdu), Amara (jud.
Ialomita), Movila Miresei (jud. Brdila) si Ocnele Mari (jud. Vilcea) au confirmat rolul salinitdtii ca
factor limitant al diversitdtii speciilor bacteriene. Proportia stabilita intre numarul tulpinilor
bacteriene moderat halofile si cel al tulpinilor halotolerante izolate este dependenta de salinitatea
mediului din care acestea au fost izolate.

10. Caracterul poliextremofil al lacului Balta Alba (salinitate intermediard si pH alcalin)
favorizeaza dezvoltarea unui numar relativ mare de bacterii halofile cu activitate amilolitica.

11. Prezenta lucrare de doctorat abordeaza pentru prima data in Romdnia studiul
biopigmentatiei roz pe pictura muralda, evidentiindu-se originea bacteriana a procesului de
biodeteriorare, prin atribuirea rolului de biodeteriogen tulpinii halotolerante 5 Hum, ce grupeaza din
punct de vedere filogenetic cu specia Halobacillus naozhouensis. Aceasta este responsabila de
producerea biopigmentatiei roz in pronaosul mandstirii, datoritd capacitatii sale de a sintetiza
pigmenti carotenoizi si de a produce biofilme.

12. In urma cercetirilor efectuate s-a constatat ca, in cazul manastirii Humor, factorii de
microclimat (temperatura, umiditate relativa), precum si prezenta eflorescentelor, favorizeaza
cresterea, multiplicarea bacteriilor halofile si halotolerante, respectiv colonizarea stratului pictural
si a mortarelor.

13. S-a constatat eficienta nanoparticulelor de argint obtinute din extract de calus de capsun
alb, 1n inhibarea cresterii tulpinii halotolerante 5 Hum, ceea ce le recomanda pentru a fi utilizate prin

incorporarea in mortare structurale sau de reparatie, ih scopul prevenirii procesului de biodeteriorare.
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*
* *

Investigarea particularitatilor fiziologice si biochimice ale tulpinilor bacteriene moderat
halofile si halotolerante izolate din diferite tipuri de habitate saline a contribuit la sporirea
cunostintelor referitoare la capacitatea acestora de a supravietui si de a se multiplica in conditii de
stres osmotic, respectiv la intelegerea naturii halofiliei si halotolerantei.

Rezultatele obtinute in cadrul tezei de doctorat confirma versatilitatea metabolismului si
capacitatea de sintezd a unor biomolecule (enzime extracelulare halofile, exopolizaharide,
pigmenti carotenoizi) de catre bacteriile moderat halofile si halotolerante izolate din habitate saline
din Romdnia, cu aplicabilitate in: medicina, industria alimentara, farmaceuticd, agrochimica si in

bioremedierea apelor reziduale si a mediilor poluate.
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