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Teza este structurată în două părţi principale: Consideraţii teoretice şi date 

din literatur ă, în care sunt descrise datele din literatura de specialitate cu privire la 

tematicile de cercetare abordate, şi Contribu ţii originale care prezintă partea 

experimentală abordată în manieră proprie.  

În primul capitol sunt prezentate aspecte generale referitoare la 

Saccharomyces cerevisiae un eucariot model utilizat ca potenţial biosorbent. Sunt 

prezentaţi factorii externi şi interni care influenţează capacitatea Saccharomyces 

cerevisiae de preluare a metalelor din mediiile poluate, în special din mediul aquatic. 

În al doilea capitol sunt discutate noţiuni şi date despre metalele grele, evidenţiindu-se 

sursele de metale grele în mediu înconjurător, impactul metalelor grele asupra 

mediului înconjurător, îndepăratarea metalelor din mediu înconjurător, toxicitatea 

metalelor grele şi efectul lor asupra  celulelor de Saccharomyces cerevisiae.  În al 

treilea capitol sunt prezenatate modalităţile de manipulare a celulelor de 

Saccharomyces cerevisiae în vederea creşterii capacităţii de a acumula metale grele. 

Obiectivul principal al acestei teze l-a reprezentat obţinerea unor linii de 

Saccharomyces cerevisiae capabile să acumuleze cantităţi semnificative de ioni 

metalici cu potenţial poluant, precum şi crearea unor sisteme celulare cu rol în 

bioremedierea apelor poluate cu metale grele. Acest obiectiv a fost atins prin studiul 

mecanismelor moleculare implicate în bioacumularea ionilor metalici.   

Activitatea prezentată în teză a urmărit cinci direcţii de cercetare.  

Bioremedierea apelor contaminate cu metale grele prin tehnici clasice fizico-

chimice este scumpă  şi nepotrivită în cazul efluenţilor voluminoşi care conţin materii 

organice complexe şi concentraţii mici de metale contaminante. Abordările 

biotehnologice alternative au beneficiat de o atenţie sporită în ultimii ani. Liniile de 

celule modificate prin inginerie genetică, care ar putea hiperacumula metale grele 

poate fi un instrument valoros în îndepărtarea unor astfel de ioni din medii apoase. 

Prima direcţie de cercetare a tezei se referă la obţinerea prin mutageneză 

chimică a unor linii de Saccharomyces cerevisiae care să fie rezistente la concentraţii 

mari de metale grele şi, de asemenea, sa fie capabile să acumuleze aceste metale într-o 

formă non-toxică, cu scopul de a le folosi pentru bioremedierea apelor uzate sau 

contaminate. În urma studiilor efectuate, s-au obţinut două linii de Saccharomyces 

cerevisiae tolerante la concentraţii mari de Ni2+ şi o linie tolerantă la concentraţii 

ridicate de Co2+; aceste linii au prezentat capacitatea de a acumula metalele respective 

în vacuole. Un aspect important îl constituie faptul că liniile mutante obţinute au avut 
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capacitatea de a scădea concentraţia de ioni metalici din mediu într-un singur ciclu de 

creştere, ceea ce le face buni candidaţi în vederea utilizării lor în procesele de 

bioremediere.  

În a doua direcţie de cercetare s-a studiat posibilitatea utilizării unor linii –

“kamikaze” cu potenţial crescut de bioacumulare a metalelor grele, dar care sunt ucise 

în procesul de bioremediere. Cea mai interesantă a fost linia celulară defectivă în 

pompa ATP-azică Pmr1p, responsabilă de detoxifierea celulară prin excluderea 

metalelor prin calea secretorie. S-a demonstrat că linia nul-mutantă pmr1∆ a avut o 

capacitate crescută de a îndepărta Mn2+, Cu2+, Co2+ sau Cd2+ din efluenţi sintetici, 

datorită  abilităţii de a hiperacumula aceşti cationi.  

Datorită acumulării crescută a metalelor, liniile celulare mutante a fost mai 

eficiente decât cele de tip sălbatic în îndepărtarea metalelor grele din efluenţi sintetici 

care conţineau cationi în concentraţie de 1-2 mM, cu o selectivitate ce a scăzut în 

ordinea Mn2+> Co2+> Cu2+ şi, de asemenea, au fost mai eficiente în îndepărtarea Mn2+ 

şi Cd2+ din efluenţii sintetici ce conţineau cationi în concentraţie de 20-50 µM, 

selectivitatea fiind Mn2+> Cd2+. 

Totodată, s-a dovedit că celulele pmr1∆ au avut o tendinţă generală de a 

acumula cantităţi mari de ioni metalici, în comparaţie cu celulele care exprimă gena 

PMR1 în mod normal. 

A treia direcţie de cercetare a urmărit obţinerea unor linii hiperacumulatoare 

de metale grele, nu prin eliminarea unor gene implicate în detoxifierea celulară, ci, 

dimpotrivă, prin supraexprimarea unor gene care codifică transportori pentru ionii 

metalici. De asemenea, s-au studiat efectele supraexprimării genei asupra capacităţii 

celulelor de a bioacumula ioni metalici.  

Pho84p, este o proteină responsabilă de absorbţia de înaltă afinitate şi 

transportul fosfatului anorganic prin membrana plasmatică, fiind de asemenea 

implicată în absorbţia de mică afinitate a metalelor grele din celulele de 

Saccharomyces cerevisiae. În acestă parte a tezei s-a demonstrat că, în condiţiile unui 

excedent de ioni metalici, celulele de drojdie care supraexprimă gena PHO84 

dobândesc o capacitate crescută de a bioacumula Mn2+, Cu2+ sau Co2+, iar în unele 

fenotipuri genetice, celulele devin hiperacumulatoare. 

Supraexprimarea genei PHO84 în celulele de Saccharomyces cerevisiae a 

declanşat răspunsul la proteinele incorect pliate (UPR), mediat de Ire1p, proteina 
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Pho84p putând fi găsită din abundenţă doar în celulele ire1∆ (lipsite de gena care 

codifică o kinază transmembranară ce transmite semnalul despre existenţa proteinelor 

incorect pliate către RE). În condiţiile existenţei unui exces de metale grele în mediu, 

supraexprimarea genei PHO84 a condus la creşterea acumulării ionilor metalici în 

celulele de tip sălbatic, acumularea fiind exacerbată prin deleţia genei IRE1. Celulele 

pmr1∆ (lipsite de gena care codifică o pompă ATP-azică de tip P, care transportă Ca2+ 

şi Mn2+ în aparatul Golgi), hiperacumulează Mn2+ chiar din mediu de creştere normal, 

atunci când supraexrimă gena PHO84, un fenotip care este destul de limitat la plantele 

hiperacumulatoare de metale.  

Pentru o mai bună înţelegere a mecanismelor implicate în adaptarea şi 

supravieţuirea celulelor la stresul produs de metalele grele, în a patra direcţie de 

cercetare s-au studiat efectele expunerii la concentraţii ridicate de metale transmise în 

interiorul celulei, prin intermediul mesagerului secundar Ca2+. Folosind celule de 

Saccharomyces cerevisiae care exprimă o fotoproteină transgenică sensibilă la Ca2+, 

s-a constatat că printre metalele testate, doar excesul de Cd2+ a fost transmis rapid prin 

creşterea [Ca2+]cit. 

Celulele de drojdie răspund printr-o creştere bruscă a Ca2+ citosolic atunci 

când sunt expuse la Cd2+, şi în mai mică măsură la Cu2+, dar nu şi când sunt expuse la 

Mn2+, Co2+, Ni2+, Zn2+ sau Hg2+. Răspunsul la concentraţii ridicate de Cd2+ depinde în 

principal de Ca2+ extern (transportat prin canalul Cch1p/Mid1p), dar şi de Ca2+ 

vacuolar (eliberat în citoplasmă prin canalul Yvc1p). Adaptarea la concentraţii mari 

de Cd2+ a fost influenţată de variaţiile apărute în homeostazia Ca2+. Datele obţinute în 

această parte a tezei indică faptul că prezenţa unor concentraţii mari de Cd2+ în mediul 

este semnalizată prin descărcări imediate şi bruşte de Ca2+ citosolic. Aparent, aceste 

descărcări bruşte de Ca2+  manifestate prin picuri ascuţite în spectrele de luminiscenţă, 

permit adaptarea la concentraţii mari de Cd2+, în timp ce absenţa semnalizării prin 

[Ca2+]cit sau descărcări mari şi persistente de [Ca2+]cit sunt responsabile pentru 

hipersensibilitatea la Cd2+. 

Având în vedere că unele linii celulare care s-au dovedit a fi 

hiperacumulatoare de metale grele mor din cauza toxicităţii metalelor respective, în a 

cincea direcţie a studiului s-a încercat utilizarea unor antioxidanţi din plante pentru a 

proteja celulele de stresul indus de prezenţa metalelor în celule.  

Fructele  de Vaccinium corymbosum L. sunt o sursă bogată de antioxidanti şi 

se consideră că consumul lor poate contribui la protecţia împotriva stresului oxidativ. 



Lavinia L. Ruţă                               Mecanisme moleculare implicate  în bioacumularea ionilor metalici 
 

 9 
 

Patru specii de afine au fost utilizate în studiu, şi s-a constatat că extractele cu 

conţinut total ridicat de antocianidine au prezentat un efect protector semnificativ faţă 

de toxicitatea cadmiului şi a H2O2. Atât extractele de afine, cât şi cianidina pură 

prezintă efecte protectoare faţă de expunerea la cadmiu a celulelor, într-un mod 

dependent de doză, dar fără a interfera în mod semnificativ cu acumularea cadmiului 

în celulele de drojdie. 

S-a demonstrat astfel că extractul de Vaccinum corymbosum are un efect 

protector faţă de celulele de Saccharomyces cerevisiae expuse la ionii de Cd2+, unul 

dintre cele mai toxice metale studiate.  

În lumina datelor prezentate, dintre substanţele testate, extractele de afine pot 

fi considerate drept candidaţi interesanţi pentru protejarea celulelor de Saccharomyces 

cerevisiae potenţial utilizabile ca bioremediatori ai apelor contaminate cu ioni 

metalici, având efecte benefice împotriva expunerii la Cd2+. 
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