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In contextul investigarii microcosmosului habitatelor glaciale, acest studiu de pionierat
reprezintd prima cercetare pe plan international a diversitatii microbiomului din gheata de
pestera. Proiectul a urmarit identificarea si caracterizarea diversitatii structurale si functionale
a comunitatilor microbiene din blocul de gheata perena din pestera Ghetarul Scarisoara n
vederea determinarii cronosecventei microorganismelor procariote si eucariote si identificarii
unor biomarkeri microbieni pentru variatiile climatice din acest habitat.

Obiectivele realizate in proiect au cuprins (1) prelevarea probelor de gheata cu varste
diferite intre 1 si 2000 de ani, avand un continut variabil in sediment organic si provenind din
locatii expuse la lumina sau ntuneric; (2) analiza (fizico)chimica a probelor de gheata; (3)
cultivarea microorganismelor procariote (bacterii fototrofe si heterotrofe) si eucariote (fungi si
alge) din probele de gheata in medii lichide si solide la diferite temperaturi; (4) cuantificarea
microorganismelor cultivate si necultivate din blocul de gheatd si a viabilitatii acestora; (5)
analize microscopice de epifluorescenta si microscopie electronica de baleiaj (SEM); (6)
caracterizarea diversitdtii functionale a comunitatii microbiene cultivate din gheata cu varste
de pana la 900 de ani prin analiza BIOLOG EcoPlates; (7) determinarea diversitatii structurale
a comunitatilor bacteriene heterotrofe si fototrofe cultivate si necultivate si a comunitatilor
fungice prin secventializarea ampliconilor 16S/18S rezultati in urma constructiei de banci de
gene plasmidiale si analizei PCR-DDGE; (8) evidentierea diversitatii archaeene in gheata cu
varste de 400 si 900 de ani; (9) studiul fixarii azotului in conditii de lumina si intuneric de
catre microorganismele fototrofe (cianobacterii si alge) din gheata; (10) izolarea si
identificarea unor tulpini bacteriene criotolerante si criofile din blocul de gheata de 1, 400,
900, 1500 si 2000 de ani; (11) evidentierea impactului compozitiei geochimice asupra
distributiei microbiene in blocul de gheatd si corelarea acesteia cu particularitatile
palaeoclimatice.; (12) identificarea unor potentiali biomarkeri microbieni pentru variatiile

climatic Tn acest habitat.



Tn cadrul proiectului s-au efectuat 7 deplasari pe teren pentru prelevarea probelor de
gheatd din Sala Mare si Rezervatia Mica a pesterii Scarisoara in perioada 2012-2015. Probele
au fost prelevate in conditii aseptice prin carotare verticald i orizontala, utilizand carotier
manual si electric. Probele de gheata analizate 1-S, 1-L, 400-O, 900-O, 900-1, 1500-1, 2000-1
au provenit din strate cu varste diferite intre 1 si 2000 de ani ale stratelor de gheata, expunere
la soare (S) sau lumina indirecta (L) si avand continut ridicat (O) sau scazut (I) de sediment

organic.

Metodologia utilizata a cuprins o paleta larga de tehnici de microbiologie clasica
(cultivare in medii lichide si solide, citometrie de flux, BIOLOG EcoPLates) si moleculara
(PCR, ARDRA, DGGE, constructie de banci de gene prin clonare, secventializare Sanger,
pirosecventializare 454), instrumentalda (microscopie de epifluorescenta si electronica de
baleiaj), analize geochimice (pH, EC, continut de carbon si azot, continut de anioni si cationi),
analize bioinformatice (Qiime, Blast, CodonCode Aligner, BioEdit), filogenetice (ClustalW,
Gblocks si PhyML aLRT) si statistice (PCA).

Principalele rezultate constau in:

e Evidentierea comunitatilor de microorganisme procariote (bacterii si archaea) si

eucariote (totale si fungi) in blocul de gheata perena si in stalagmite de gheata din

pestera Scarisoara. Densitate comunitatilor microbiene este de ordinul 10%-10° celule mI

! avand o viabilitate de 59-78%. Diversitatea microbiana din stratele de gheata cu varste
de pana la 900 de ani a fost evidentiata prin metoda PCR-DGGE a ampliconilor 16S/18S
ARNr/

e Obtinerea unei banci de gene 16S ARNr (182 de clone) reprezentand bacterii

psichrotolerante din proba 900-O cultivate la 15°C in mediul LB.

e Pirosecventializarea 454 a ampliconilor 16S ARNr din blocul de gheata a indicat prezenta

archaeelor metanogene si metanotrofe n stratele de gheata cu vaste de 400 si 900 de ani.

e  Obtinerea de colonii bacteriene §i fungice cu densitate celulara de 10%-10* CFU ml™ din

probele de gheata de péana la 2000 de ani si evidentierea scaderii exponentiale a

continutului microbian cultivabil cu varsta ghetii.

e Structura comunitatilor de bacterii heterotrofe, cianobacterii si fungi cultivate la 4°C si

15°C in diferite medii (R2B, LB, LBG, BG11, BGO, T1, T2) a fost determinata prin




PCR-DGGE si secventializarea ampliconilor 16S ADNTr, conducand la identificarea a 77

filotipuri bacteriene, 16 cianobacterii si 31 funai.

Filotipurile bacteriene dominante din probele cultivate apartin filumurilor Proteobacteria
(clasele B— si y-Proteobacteria), Bacteroidetes, Firmicutes si Actinobacteria. Distributia

acestora in blocul de gheata perend indicd o abundenta relativa distinctd in functie de

varsta ghetii si conservarea unor tulpini bacteriene Pseudomonas si Paenibacillus in

stratele de gheata de varste diferite.

Speciile identificate in blocul de gehatd din Scarisoara sunt omoloage in marea lor

majoritate cu tulpini bacteriene provenind din habitate polare sau alpine, precum si din

pesteri calcaroase sau n roca vuulcanica.

Dominanta bacteriilor fototrofe apartinand filumurilor Cianobacteria si Cholobi in gheata

recenta si Chloroflexi in stratele cu véarste de 400 si 900 de ani. Prezenta fototrofilor
cultivabili a fost identificata doar in cazul straturilor de gheata recenta 1-S si 1-L, avand

activitate metabolica variabila in functie de regimul de luminé/intuneric.

Investigarea diversitatii functionale prin metoda BIOLOG EcoPlates a relevat un indice

de diversitate Shannon-Weaver ridicat in cazul probelor cu continut organic ridicat 1-S si
400-0O si dependenta acesteia de caracteristicile (fizico)chimice ale ghetii, respective de
continutul de carbon organic (TOC) si anorganic (IC) si de continutul de azot (TN) in
cazul microbiotei din probele de gheata de 1 si 400 de ani, si de valorile de pH ale ghetii

pentru probele de 900 de ani.

14 tulpini bacteriene dominante obtinute in urma cultivarii la 4°C si 15°C pe mediul R2A

provenind din probele de gheata analizate cu varste de 1, 400, 900, 1500 si 2000 de ani
identificate pe baza particularitatilor taxonomice corespund speciilor de Pseudomonas,

Rahnella, Pedobacter, Janthinobacterium si Flavobacterium.

Prezenta in gheata de 900 de ani a tulpinii bacteriene Rahnella sp., endofitica pentru
Picea abies corespunzatoare vegetatiei dominante la suprafata pesterii in perioada MPW,
sugereaza potentialul sau de_biomarker climatic pentru acest habitat. De asemenea,
tulpina bacteriana SM15.400-0.62 [KJ454424] din gheata de 400 de ani corespunzatoare

unei clone bacteriene identificate intr-o pestera de lava poate constitui un marker

microbian pentru habitatele de pestera.



Ansamblul rezultatelor obtinute au facut obiectul a 6 articole publicate, 5 in reviste
cotate ISI (IF = 0.542, 1.212, 1.953, 2.140, 1.656) si 1 articol intr-o revista B+, precum si 1
articol in evaluare la revista Acta Carsologica (ISI). De asemenea, 3 articole sunt in curs de
redactere pentru publicare in reviste ISI (Cryosphere, Int. J. Speleol, PLOS ONE) si doua

capitole de carte pentru volumul “Ice Caves” (Elsevier).

Rezultatele proiectului au fost diseminate in cadrul a 14 conferinte internationale si 6
nationale prin 11 prezentari orale si 13 postere prezentate la conferinte internationale si 8

prezentari orale si 1 poster prezentate la simpozioane nationale.

Secventele nucleotidice ale ampliconilor 16S ARNr ai comunitatilor bacteriene
cultivate si necultivate din blocul de gheata de 1, 400 si 900 de ani Obtinute prin analiza
DGGE si pirosecventializare 454 au fost depuse in banca de gene GenBank.
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