ACADEMIA ROMANA
INSTITUTUL DE BIOLOGIE BUCURESTI

TEZA DE DOCTORAT
REZUMAT

Diversitatea Microorganismelor in Gheata Perena
din Pestera “Ghetarul Scarisoara”

Conducator de doctorat:

CS I Dr. CRISTINA LIGIA PURCAREA

Student doctorand:

CORINA ITCUS

BUCURESTI
2018



Diversitatea Microorganismelor in Gheata Perenda din Pestera “Ghetarul Scarisoara” | Corina Ifcus

CUPRINS

B o |

Lizta Figurilor
I T T = 10
L = o 1 1 | |
I T = o 1 R .

Capitolul I - Intruducere R .

1.1
1.2
1.3
1.4

Pesterile de gheati ca parte a cncsfere: ..................................................................... 13
Microbiomul din heatd e e s 14
Microorganisme psthrofile oo s 16
Pestera Ghetarul Scirisoara — desCrierEa ZOMET oo e e 17

Capitolul IT - Importanta cercetarii......c.coeremmmemmmsmemmnsserasssesasmsssmsmesesasssssasssnsns 20
Capitolul ITI - Materiale si Metode ... e cecerese s amen s amenr s mens s annnnens B2

31
32

Lad
Lad

Lad lad L
LA bl

'ul-'l'-...l-'l'-...l-'l'-...l-'l'-.l-'l'-.l-'l'ul-'l'ul-'l
[ el - I N I = N Y
e ey

Prelevarea probelor. ..o e e 22
Analize chimice 51 fIZIC0-CHIMICE oo e e 23
Cultivare microbdand .. 25

Cultivare pe medit Hohide o 2

Bioclog Ecoplates .. OSSOSO OUUO Y. .

Cultivare pe medii sc:-hde OSSO,
Citometrie I fIus e 29
Esttractia ATIN @EIOIMIIC oo e e e e e eem e 30
Amplficare PUR e e e 30
Flectroforezi in gel cu gradient denaturant (DGGE) ..o 34
Analiza secventelor 165185 AR o 33
Analizd FIoenEtICA . oo e e e 33
Analiza datelor de pirosecvenfialiZare ..o s 36
Analizl statistied 36

Eapltolul LI L S, . |

4.1
42
43

Proprietazile chimice si fizico- ch1m1ce a]e pmbelor de gheat:a ................................. 38
Abundenta celulelor microbIBne ..o 40
Diversitatea microorganismelor procariote heterotrofe necultivate din blocul de

gheatd din Pestera SCAMSORTA .o 44

431
432
44

Structura comunititii bacteriene folosind tehnica DGGE. .. SRS .
Diversitatea bacteriilor si arheelor prin pirosecty Eﬂuahzarea EEII.EI 165 -f'LRNr 45
Diiversitatea bacteriilor cultivate din blocul de gheati din Pestera Scmgoa:a pe

medin de Crestere SOLIA oo e e e 63

4.5

Diiversitatea bacteriilor cultivate din blocul de gheati din Pestera Scdrisoara pe

medin de crestere Hohad. oo eman 67

451
452

165 ARNr. ...

453
4.6
461

462
ABRNr..

Cultivarea pe diferite medii de crestere lichide_ . .67

Diversitatea bacteriflor cultivate prin analiza pmﬁlulm DGGE a fragmentelnr de gene
U |

Dul’r_n area pe Bmlug Ei:c:-Plates fDlﬂS:III.I:l- dlfente SUEE de ca.tbcrn SRR - 9.

Diversitatea fungilor din blocul de gheati din Pestera Scans_{:ara ............................ a0

Diversitatea 31 structura comunitinlor de fungi necultivan prin analiza gener 133

Diversitatea zi structora comunititilor de fungi cultivati prin analiza genei 133

Euncluzll T | ||
Direcrii de cercetare sup].u:uentare .................................................................................................. 100
I B L] T o R | 1.
Bibliografie ......cccccccreeccereessrrsssnssssnnssssnsmsssssmsnssssanssnemnnsssmnsssesansnesasmsnsmansnssansessannens LD



Diversitatea Microorganismelor in Gheata Perenda din Pestera “Ghetarul Scarisoara” | Corina Ifcus

INTRODUCERE

Ideea generala a acestei teze de doctorat a fost abordarea acesteia prin intermediul
biologiei moleculare. Obiectivul studiului a fost reprezentat de diversitatea microbiand din
blocul de gheatd din Pestera Scarisoara corelatd cu chimismul probelor si varsta stratelor

de gheata.

Comunitatile microbiene reprezintd un excelent model de studiu al diversitatii
moleculare (delimitare precisd, omogenitate, conditii stabile impuse de temperatura si
compozitia chimica a apei), temperatura scdzuta, pe care cercetdrile ulterioare vor putea sa

le valorifice.

Microcosmosul incorporat in gheatd reprezintd o sursd vastd de specii noi si o
alternativa pentru reconstituirea climatica din trecut. Printre mediile glaciare, pesterile de

gheata reprezintd unul dintre habitatele inghetate, foarte putin cercetate.

In aceasta tezd, pentru a descrie microcosmosul inglobat in gheata perend din
cadrul ecosistemelor carstice in raport cu schimbarile climatice trecute, am considerat atat

conservarea cat si rolul functional al speciilor microbiene in pestera.

Datoritd interesului crescut fatd de microorganismele psihrofilice datoritd
potentialului lor biotehnologic mare, aceastd investigatie a diversitatii microbiene din
blocul de gheatd perena din Pestera Scarisoara, reprezinta primul studiu al biodiversitatii
microorganismelor procariote si eucariote din depozitele de gheata din pesteri in corelatie

cu varsta stratelor de gheata si parametrii geo-climatici.

Depozitele criosferice, cum ar fi ghetarii, contin cel mai bun Inregistrari
paleoclimatice, furnizand date relevante pentru intelegerea variatiilor climatice si evaluarea

impactului antropic asupra mediului.

Depozitele criosferice cel mai putin studiate sunt pesterile de gheatd formate din
acumulari perene de apa (Persoiu & Onac, 2012) si reprezinta cel mai mic grup din cadrul

criosferei globale.

Pesterile de gheata sunt formate de apa care ajunge la faza solida intr-o portiune a
unei pesteri naturale, cum ar fi tuburile de lava sau pesterile de calcar, care inregistreaza

constant o temperaturd sub 0°C in mod constant pe parcursul anului, fiind compuse din
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cantitati importante de gheatad perend si izolate termic fatd de exterior (Barck, 1913;

Wigley & Brown, 1976).

Studiul diferitelor medii de gheata a condus la o mai bund intelegere a rolului si a
mecanismului de adaptare a diversitdtii microbiene in ceea ce priveste aceste tipuri de

habitate extreme.

La nivel international, s-au desfdsurat numeroase studii asupra zonelor care contin
gheata, iar descoperirea vietii in medii deosebit de reci si izolate a modificat notiunea de
zone care permit supravietuirea de pe Pamant. Astfel, la sfarsitul anilor 1990,au fost
descoperite forme de viatd la aproximativ 3590 m adancime in gheata (Karl, et al., 1999;
Priscu si colab., 1999) si in depozitele subglaciare (Sharp si colab., 1999). Microorganisme
s-au intalnit, de asemenea, in permafrost (Rivkina, et al., 2000) si in gheata marina (Junge,

si colab., 2004).

Fundamental in definirea rolului ecologic pe care microorganismele il au in
sistemele 1nghetate este cunoasterea activitatii lor metabolice la temperaturi sub 0°C.
Celulele latente din sistemele inghetate consuma carbon-C, azot-N, fosfor-P si alti nutrienti
vitali si de neinlocuit, spre deosebire de celulele metabolice care participa activ in faze
biogeochimice. Determinarea activitatii metabolice sub temperatura zero a apei ridica
probleme metodologice. Numeroase protocoale au fost stabilite in incercarea de a calcula

nivelul proceselor microbiene la aceste temperaturi extreme (Mikucki, et al., 2011).

Chiar dacd diversitatea microorganismelor prezente in blocurile de gheata
subterane este mai putin studiatd, s-au investigat multe alte medii inghetate, cum ar fi
gheata din Arctica si Antarctica, gheata polard si ghetarii, permafrostul, zonele superioare
ale ghetarilor etc. fiind vizatd cercetarea paleoclimaticd pentru informatiile obtinute din
markerii geochimici (Racovitd & Serban, 1990; Yonge & MacDonald, 1999; Citterio si
colab., 2004; Kern si colab., 2004; Luetscher, 2005; al., 2011). Pesterile de gheatd din
diferite zone de altitudine, unde amestecul de morfologie a cavitatilor subterane si
conditiile lor climatice permit conservarea ghetii, au fost legate de conditiile climatice
azonale ale ghetii (Persoiu & Onac, 2012). Cercetarile partiale cuprind izolarea
procariotelor si eucariotelor (Margesin si colab., 2004; Vincent, 2007; Namsaraev si colab.,

2010; Uetake si colab., 2010) din acest tip de mediu.

Din céte stim, o distributie cronologica microbiana in pesterile alpine care contin

gheatd nu a fost raportatd pana in prezent.
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Investigarea recentd a tuburilor de lava (Teehera si colab., 2017) a evidentiat
prezenta diferitelor comunitati bacteriene si arheene in depozitele de dioxid de siliciu si
calcit (Zak, et al., 2008) si 1n apa din lacurile inghetate. Comunitatea bacteriana inregistrata
in alte medii Inghtate a fost dominatd de specii apartinadnd filumului Proteobacteria (39%),
asemanator cu depozitele recente de gheata din Pestera Scarisoara, urmat de Bacteroidetes
(18%), Verrucomicrobia (8%) si diviziunea OD1 (7%), diversitate intdlnitd in probele
recente 1-S, 1-L si 400-O. Intre timp, mostrele minerale din pesterile vulcanice din Hawaii
au ardtat o abundenta relativ ridicata (86%) de Actinobacteria, asemanatoare straturilor de
gheatd de 900 de ani ale blocului de gheatd alpind, iar specii apartindnd filumului
Euryarchaeota s-au gasit si in pestera de gheatd vulcanica, dar foarte rar reprezentatda (<
1%) spre deosebire de stratele de gheata din Pestera Scarisoara. Cu toate acestea, In ciuda
unor taxoni frecvent intalniti in aceste doua tipuri de pesteri, o diversitate mai mare, OTU-
uri bacteriene unice si o distributie microbiand speciald caracterizeaza structura

procariotica din blocul de gheata perena de la Scarisoara.

*kk

Munca de teren privind prelevarea probelor analizate in aceasta teza a fost realizata
in Pestera Ghetarul Scarisoara, care se afla in Carpatii Occidentali (Muntii Bihor). Pestera
Scarisoara este situatd geografic la 46°2923" latitudine nordicad si 22°48'35" longitudine
estica la o altitudine de 1165 de metri deasupra nivelului marii si este formata in principal
pe calcar. Blocul de gheatd gdzduit de pestera a fost datat pana la peste 13.500 de ani si
este unul dintre cele mai mari, cu un volum de aproximativ 100.000 m*® (Holmlund si
colab., 2005; Persoiu & Pazdur, 2011). O varietate de cercetari si studii privind blocul de
gheatd Scarisoara au fost realizate de mai multi autori pentru a intelege si descrie factorii si
procesele climatice legate de glaciologie (Racovitd, 1927, Serban si colab., 1948, Rusu si

colab., 1970; Racovita & Viehmann, 1987; Racovita, 1994; Racovita & Onac, 2000).

In ultimii ani, datoritd interactiunii dintre masa ghetii si temperatura aerului,
Pestera Scérisoara a devenit un punct de referintd important pentru reconstructia climatica
si pentru schimbarile de mediu (Onac, et al., 2007, Feurdean si colab., 2011, Persoiu et. al.,
2011; Persoiu & Pazdur, 2011). Ghetarul Scérisoara a fost format prin congelarea apei,
spre deosebire de alti ghetari din pesteri (Persoiu, et al., 2011). In timpul sezonului cald
(din primdvara pana in toamna), apa din afara se infiltreaza in zona pesterii (Sala Mare)
care duce la formarea, pe suprafata blocului de gheata, a unui lac adanc de ~ 20 cm care, in

sezonul rece, ia forma solida, rezultand un strat de gheata de grosime similara care contine



Diversitatea Microorganismelor in Gheata Perenda din Pestera “Ghetarul Scarisoara” | Corina Ifcus

sedimente aduse de apa in perioada de vara. Acest proces repetitiv conduce la formarea
stratelor de gheatd cu un continut diferit de sedimente organice si anorganice (Persoiu, et
al., 2011; Persoiu & Pazdur, 2011). In 1949, E. Pop a identificat in calcarul din Pestera
Scarisoara organisme chimolitotrofice, un exemplu fiind bacterile nitrificatoare (Pop,

1949).

*kk

Aceasta teza, constituind un studiu de baza, reprezinta prima caracterizare a
microbiomului din gheata perena acumulata in pesteri, cuprinzand comunitatea bacteriana
totald si cultivata si structura comunitatilor de fungi cultivati provenind din diferite locatii

ale blocului de gheatd Scarisoara, din strate cu o vechime de pana la 2000 de ani .

Pestera Scarisoara (Romania) cuprinde cel mai mare bloc de gheatd subterand din
lume, datat pani la ~10.500 de ani (datat cu '*C), format in calcar. Conditiile specifice de
permafrost ale mediului de pestera in timpul formarii straturilor de gheatd au fost corelate
cu modelele climatice. In acest context, interesul nostru principal a fost identificarea
biodiversitatii microbiene in depozitele de gheatd din Pestera Scarisoara si determinarea
distributiei cronologice a microorganismelor pentru a identifica eventuali biomarkeri
corelati cu clima. Acest studiu cuprinde analiza filogenetica si fiziologica a bacteriilor si
fungilor necultivati si cultivati si a arheelor necultivate izolate din stratele de gheata de

diferite varste si continut organic diferit.

Fiind un mediu putin studiat, cercetarea privind biodiversitatea microbiana din
pesterile de gheatd alpine aduce un mare impact in contextul schimbarilor climatice prin

conservarea speciilor in gheata, care poate fi definiti ca si biomarkeri climatici.

In timp ce microbiomul pesterilor de gheata este aproape nedocumentat, aceasti
investigatie reprezentdnd primul studiu al microorganismelor din Pestera de Gheata
Scarisoara este relevanta pentru cercetarea fundamentald, determinand biodiversitatea unui
tip de ecosistem foarte putin cunoscut prin corelarea diversitatii comunitatilor microbiene

cu varsta stratelor de gheata din pestera, expunere la lumina / intuneric si continut organic.

Cercetarea privind identificarea diversitatii microbiene incorporate in gheatd are un
interes crescut datoritd potentialului biotehnologic aplicativ imens al microorganismelor

psihrofilice ca biocatalizatori in procesele ce au loc la temperaturi scazute.
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Speciile bacteriene noi au fost izolate din gheata perena a acestei pesteri in vederea
identificarii microorganismelor psihrotolerante si psihrofilice cu proprietati Imbunatitite,

utile in bionanotehnologii.

Obiective
1. Studiul densitatii microbiene, viabilitatii, diversitatii si distributiei cronologice a
comunitatilor microbiene din sedimentele de gheata din pestera
2. Caracterizarea filogenetica si fiziologica a bacteriilor si fungilor necultivati si
cultivati, microorganisme izolate din diferite strate de gheata de pana la 2000 de
ani
3. Selectia si caracterizarea speciilor noi adaptate la medii extreme cu potential
aplicativ in biotehnologie
4. Identificarea markerilor microbieni pentru variatiile climatice in timpul formarii
ghetii in aceasta pestera

bR

Lucrarea de fatd este structuratd in doud parti divizate in cinci capitole si contine 39

figuri si 17 tabele.

Prima parte prezintd stadiul actual al cunoasterii, incluzand informatii generale
despre criosferd si pesteri de gheatd din cadrul depozitelor criosferice; microbiomul din
gheatd; microorganisme psihrofile; descrierea zonei de prelevare; importanta cercetdrii;

materiale si metode.

In partea a doua se prezinti contributiile originale, constituite din rezultatele
obtinute in acest studiu precum si discutiile privind diversitatea microbiana din blocul de
gheatd din Pestera Scarisoara. Lucrarea prezentatd se incheie cu un capitol de concluzii
generale si directii de cercetare ulterioare, precedate de o listd de lucrdri publicate pe tema

tezei de doctorat. Bibliografia cuprinde un numar de 172 de lucrari si carti citate in text.

Tehnicile utilizate 1n cercetarea diversitdtii microbiene din blocul de gheata
Scarisoara cuprind o serie de metode dupd cum urmeaza: microbiologice (cultivare pe
mediu lichid / solid), moleculare (extractie ADN, amplificare PCR, DGGE, secventializare
Sanger, pirosecventializare 454, instrumentale (citometrie de flux, microscopie electronica
de baleiaj), chimice (pH, EC, TDS, continut de carbon / azot, salinitate, nutrienti),

bioinformatice (statistica si filogenie).
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Esantioane de gheata apartinand diferitelor varste au fost extrase din stratele de

gheata perena datate cu carbon 14 din Pestera Scarisoara (Persoiu & Pazdur, 2011).

Sapte probe diferite de gheata de 1, 400, 900, 1500 si 2000 de ani au fost prelevate
din diferite locatii ale blocului de gheata. Doud probe de gheata recentd apartinand varstei
de 1 an au fost colectate folosind o procedurd de forare verticald in zona Salii Mari, o
proba (1-S) dintr-o regiune a blocului expusa la soare, iar cealaltd (1-L) situatd in centrul

pesterii, dintr-o zona slab luminata.

Probele de gheata veche (400-O 900-O / I) au fost extrase din peretele de gheata
situat in zona Rezervatiei Mici folosind o forezad orizontala, dupad ce in prealabil au fost

indepartati aproximativ douazeci de centimetri din suprafata peretelui de gheata.

Probele vechi de 1500 si 2000 de ani au fost colectate prin forare verticald. Pentru
fiecare locatie, procedura de prelevare a probelor a fost efectuatd in conditii aseptice, iar

probele de gheatd au fost extrase in triplicat (Hillebrand-Voiculescu si colab., 2014).

Pentru a asocia diversitatea microbiand cu proprietatile chimice si fizico-chimice
ale probelor extrase din gheatd, s-au determinat masa de carbon si azot, impreund cu
masurdtori ale pH-ului, conductivitatii electrice EC si parametrilor privind totalitatea
solidelor dizolvate TDS. Rezultatele aratd ca parametrii probelor de gheatd topita

alterneaza atat cu varsta probei, cat si cu continutul organic al sedimentului.

Analiza rezultatelor provenite in urma pirosecventializarii a ardtat o diversitate
microbiand comuna care cuprinde 161 de OTU-uri distincte (33,7% din organismele
procariote), in timp ce 218 OTU-uri (45,6% din taxoni) au fost impartite intre diferite
stratur1 de gheata. Dintre acestea, cel mai mare numar de filotipuri (41) au fost comune
intre gheata veche de 400 si 900 de ani, in timp ce foarte putine OTU-uri procariote au fost
gasite in gheata recentd 1-L (1-6), 1-S (1-2), comune cu probele mai vechi de gheata 400-
0, 900-0 si, respectiv, 900-I.

Distributia filogenetica a taxonilor bacterieni in cele cinci strate de gheata din
pestera a aratat diferente puternice ale filumurilor de-a lungul blocului de gheata. Taxonii
au fost identificati ca apartinand unui numar de 30 de filumuri, cu o incidentd majord de
Proteobacteria (33,9%), Actinobacteria (25,6%) si Firmicutes (17,2%). Cel mai mare
continut relativ al taxonilor apartinand proteobacteriilor a fost gasit in depozitele de gheatd
fara substrat organic 1-L (54%) si 900-1 (42%). Actinobacteriile au constituit grupul major
al straturilor de gheata de 900-O (pana la 54%) si 900-1 (39%), in timp ce atat probele de
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1-S, cat si cele de 400-O au avut o reprezentare mai mica (11%) ai acestor taxoni. OTU-uri
apartinand filumului Firmicutes au fost observate in principal in gheata de 400-O (pana la
37% din numadrul total). Alte sase filumuri au prezentat o abundenta relativa substantiala (>

1%) in blocul de gheatd din pestera.

Genurile Crenothrix, Cryobacterium si Polaromonas au fost evidentiate in toate
probele de gheatd (cu un procent mai mare de specii apartindnd genului Polaromonas in
proba de gheata 900-I), datoritd continutului de specii psihrofilice. Printre speciile adaptate
la temperaturi scazute, taxoni apartinand genului Chryseobacterium au fost inregistrati in

toate probele de gheata ca si microorganisme psihrotolerante.

Un numar de 7 filumuri apartinind domeniului Archaea au fost identificate in

stratele de gheata de 400 si 900 de ani.

Abundenta relativdi a taxonilor apartindnd filumurilor Crenarchaeota,
Thaumarchaeaota si Euryarchaeota a fost foarte variabild in cele trei straturi de gheata.
Crenarchaeota a predominat in stratul de gheata de 400-O (62%), in timp ce un continut
relativ scazut (2 + 5%) a fost inregistrat in probele de gheata de 900-O si de 900-I1. OTU-
urile apartinand Euryarchaeaota au fost gasite in cea mai mare parte in proba de 900-O
(52%) si 900-1 (95%), in timp ce doar 13% au contribuit la comunitatea arheeana a probei
de 400-O. Thaumarchaeaota a fost prezenta in stratele de gheatd bogate in continut

organic, cu cea mai mare reprezentare in probele de 900-O (45%) si 400-O (25%).

Proprietatile geochimice ale probelor de gheatd din pestera (1-S, 1-L, 400-O, 900-O
s1 900-]) au fost determinate, inregistrand un pH usor alcalin (7,45-8,03), valori scazute ale
conductivitatii electrice (EC) (124,2-15 puS cm-1), continutul total de carbon organic
(TOC) scazand odata cu varsta stratelor si cu continutul de sedimente al ghetii in intervalul

33,38-3,03 mg L-1, iar azotul total (TN) inregistrand valori de 0,53-2,15 mg L-1.

Analiza compozitiei filumurilor microbiene din toate depozitele de gheata
investigate in raport cu parametrii geochimici de gheatd a explicat 88% din diferenta de
date a probelor de gheatd in ceea ce priveste distributia filumurilor bacteriene si arheene

care pare a fi explicata de substratul geochimiei stratelor de gheata.

Astfel, pH-ul a avut mari Incarcari pozitive, in timp ce EC si TOC au Inregistrat
incarcari negative, cu o contributie egald la distributia in functie de proba. Proba de gheata
400-O a aratat un scor mai mare, fiind bine delimitatd de celelalte probe in baza

continutului de TN, cu o corelatie puternica intre Chloroflexi si Firmicutes. Continutul
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relativ al cianobacteriilor si proteobacteriilor din probele de gheata recenta 1-S si 1-L par a
fi influentate de valorile EC. Continutul de Actinobacterii si Chlamydia in stratele vechi de

gheata 900-0O si 900-I aratd o dependenta puternicd de pH-ul substratului de gheata.

Distributia microbiand in stratele de gheatd perend a dezvdluit o comunitate
bacteriana si arheand heterogena in blocul de gheata. Un total de 435 de OTU-uri distincte
apartinand acestor regnuri procariote au fost gasite in stratele recente de gheatd de pe
suprafata blocului, gheata de 400 de ani, formata in timpul Micii Glaciatiuni (LIA) si
gheata de 900 de ani, corespunzatoare Perioadei Medievale Calde (MWP) (Persoiu, et al.,
2011; Persoiu, et al., 2017). Astfel, microorganismele predominante in acest habitat de
gheatd formata recent (1 an), in perioada LIA si MWP corespund filumurilor

Proteobacteria, Firmicutes si Actinobacteria.

OTU-uri bacteriene si arheene specifice au fost gdsite in probele de 400 de ani
(perioada LIA rece si uscatd) si in gheata de peste 900 de ani (perioada calda si umeda),
constituind presupusi biomarkeri pentru caracteristicile climatice din timpul formarii
ghetii. Printre cele 26 de filotipuri unice determinate in gheata formatd in perioada LIA,
OTU-uri apartinand genului Methanobacterium (Euryarchaeota) au evidentiat prezenta
metanogenilor hidrogenotrofici anaerobi (Whitman si colab., 2014). OTU-uri apartinand
Crenarheotelor (MCG), un grup arheean predominant in medii anoxice, Tn principal in
habitatele marine adanci (Fry et al., 2008), cu un posibil rol semnificativ in ciclurile
biogeochimice globale, au inregistrat o proportie ridicata (40-69%) in proba de gheata 400-
0.

Datele actuale despre microorganismul din Pestera Scarisoara au subliniat o
comunitate bacteriana foarte diversd in tot blocul de gheatd din pestera si aparitia diferitilor
taxoni arheeni in stratele vechi de gheatd de 400 si 900 de ani, profiluri variind in functie
de varsta, continutul de sedimente si expunerea la lumind a ghetii. Atat procariotele
heterotrofe, cét si cele autotrofe au fost identificate in depozitele de gheatd recentd si
veche, prezentand grupuri microbiene anaerobe. In plus, variatiile climatice inregistrate in
timpul formadrii stratelor de gheatd in cadrul intervalelor de timp LIA si MWP par a avea
un impact atdt asupra filumurilor bacteriene majore, cat si asupra arheelor, cu
microorganisme distincte identificate pand la nivelul genelor care ar putea servi drept

markeri climatici.
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Analizele au aratat existenta bacteriilor cultivabile in toate probele analizate din
blocul de gheatd Scarisoara, rezultat similar cu alte habitate extreme (Skidmore et al.,

2000, Lee si colab., 2011, Bell E., 2012 ).

Analiza secventelor de gene 18S ARNr a evidentiat 23 OTU-uri care corespund
fungilor cultivati la 4°C (16 OTU) si 15°C (13 OTU) din toate probele de gheata. Dintre
acestea, 21 OTU-uri au fost specifice pentru probe distincte de gheatd in timp ce 7 OTU-
uri apar ca fiind comune intre diferite straturi de gheatd. Secventele rezultate din probele
de gheata au fost inregistrate cu un procentaj de similitudine si acoperire ridicat cu diferite
OTU-uri omoloage apartinand unor medii extreme (de ex., SM 1-1, T1-15 KY614581 cu
Thelebolus sp. GU004225 provenit din solul Antarctic cu un coeficient de identitate de 98
% pe o acoperire de 96%).

In profilul DGGE al probelor cultivate la 4°C si 15°C, drojdiile psihrofilice Mrakia
stokesii s1 Mrakia gelida par sa fie comune pentru toate cele cinci straturi de gheata fiind
cele mai predominante OTU-uri (14). In probele de gheata recenti si de 400 de ani, a fost
gasitd Teberdinia hygrophila (o drojdie criofild) cu o identitate de 98% fiind comuna cu

regiunea Murmansk din Marea Albd din Rusia si cu solul alpin din Muntii Caucazului

(Sogonov et al., 2005 ).

Secventele de fungi, apartinand de 5 filumuri, au fost examinate ulterior printr-o

analiza filogenetica.

Diversitatea fungica din mediile extreme de gheata cum sunt Polii Pamantului este
descrisa sumar: Polul Nord (Butinar, et al., 2011) si Polul Sud (Connell & Staudigel,
2013). Microorganisme fungice cultivabile au fost descoperite in stratele vechi de gheata
din Antarctica (Taylor, et al., 1997; Christner, et al., 2003). In gheata din Scarisoara s-au
identificat tipuri specifice de fungi, majoritatea OTU-urilor putdnd proveni din exterior
fiind prinsi in stratul de gheata in prezenta sedimentelor organice acumulate in timpul verii

(Kern & Persoiu, 2013; Persoiu, 2018).

Fungii identificati in Ghetarul Scarisoara pot oferi date importante despre
schimbdrile climatice. Datorita incalzirii globale, microorganismele care traiesc in gheata
ar putea fi eliberate (Kern & Persoiu, 2013). Studiile privind adaptarea si rolul continutului
fungic al pesterilor de gheatd ar putea aduce informatii valoroase pentru cercetarea si
crioconservarea care ar putea duce la eventuale aplicatii bionanotehnologice (Margesin &

Feller, 2010).
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In aceasti cercetare, 19 OTU-uri izolate din blocul de gheata Scarisoara au impartit
un procent mic de identitate si acoperire cu alte secvente din baza de date GenBank, fiind

inregistrate ca tulpini noi.

CONCLUZII

Prezentul studiu este relevant pentru cercetarea fundamentald, fiind primul studiu

microbiologic asupra comunitdtii microbiene incorporate in gheata din Pestera Scarisoara.

In aceastd cercetare initiala privind diversitatea microbiana captiva in blocul de
gheatd din Pestera Scarisoara (Romania), a fost identificata aparitia microorganismelor

viabile (bacterii si eucariote) in toate stratele de gheata.

Diferente ale profilelor de crestere a comunitatilor microbiene din fiecare proba de
gheata (1-S, 1-L, 400-O, 900-0O, 900-1, 1500-1 si 2000-I) au fost date de expunerea la

lumina, varsta ghetii si continutul organic al probelor.

Compozitia chimica a stratelor de gheatd recenta si veche care incorporeaza aceste
microorganisme a reprezentat schimbdri importante in nivelurile lor ca un rol al
continutului organic si a varstei ghetii. Aceastd ipoteza este sustinutd de o scadere a
cresterii bacteriene observata pentru probele mai vechi de gheata (900-O / I) comparativ cu
o proba organica veche de 400 de ani care sugereazd o densitate mai mica a tulpinilor

cultivabile.

Chiar dacd esantioanele diferd in functie de varstd, exista si o variatie clard in ceea
ce priveste influenta climatului exterior in timpul depunerii stratelor de gheatd din care au
fost colectate probe vechi organice (400-O, 900-O) si gheata limpede (900-1). Probele 900-
O /I provin din depunerea ghetii in perioada medievala caldd (MWP), un interval de timp
cu veri calde si uscate evidentiate de extinderea padurilor de Fagus sylvatica (Vesterdal si

colab., 2008, Feurdean si colab. 2011).

Ca o diferentd, proba de gheatd de 400 de ani este legatd de un strat format in
perioada numiti Mica Glaciatiune (LIA). In acel timp, padurile erau constituite in principal

din Picea abies, un marker pentru solurile acide, predomindnd peisajul din jurul zonei de
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prelevare si indicand o perioadd umeda si rece (Cankar et al., 2006, Feurdean si colab.,

2011).

Conditiile climatice care au persistat in timpul perioadei LIA si MWP au condus la
o scurgere recurentd de volume mari de apa In pestera, transportand cantitati substantiale

de materie organica si substante nutritive care au sporit cresterea diversitatii microbiene.

Aceasta teza este primul studiu asupra unei pesteri de gheata si raporteaza existenta
microorganismelor cultivabile si necultivabile din Pestera Ghetarul Scarisoara (Romania),
in stratele de pana la 2000 de ani vechime, cuprinzand totodatd dependenta de varsta,

temperaturd si substratul organic.

In timp ce, pana in prezent, acest tip particular de nisa ecologici a primit o atentie
foarte limitata, studiul prezent a facut primul pas in descoperirea diversitatii microbiotei
infloritoare in depozitele de gheata subterane din aceastd pestera in corelatie cu schimbarile

climatice trecute.

Secventele de ADN raportate in acest studiu au fost incarcate in baza de date

GenBank sub urmatoarele numere de acces:

e 16S ARNr pirosecventializare 454 Archiva- BioProject numdr acces
PRINA263762, BioSamples corespunzatoare numerelor de acces (1-S),
SAMNO03140080 (1-L), SAMNO03140081 (400-O), SAMNO03140082 (900-
0O) si SAMN 0314 0083 (900-I)

e fragmente 16S ARNr DGGE (bacterii cultivate) - KF85203-KF853221,
KJ454416-KJ454425 si KP219085-KP219133

e fragmente 18S ARNr DGGE - KY614706-KY614719 (fungi necultivati) si
KY614552- KY614602 (fungi cultivati)

In cele din urmd, metodele utilizate In acest studiu converg catre rezultate
interdependente care evidentiaza aceeasi compozitie microbiana, dependentd de varsta si
substrat organic, care se coreleaza cu perioadele climatice si poate duce la crearea unui

model comun.

Directii de cercetare suplimentare

O analiza mai profunda a diversitatii microbiene si a distributiei in stratele de
gheatd diferite ar putea conduce la identificarea markerilor climatici microbieni.
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Screeningul asupra diversitatii metabolice si a fractiei microbiene active din acest
habitat de gheata va contribui la intelegerea rolului microbiomului ghetarilor din pestera
asupra habitatului ecologic.

Compararea comunitatii bacteriene din gheata de pesterd cu cea a ghetarilor alpini,
arctici si antarctici va contribui la Intelegerea particularitatilor formarii microbiomului din
aceste zone extreme si a activitatii / rezilientei In gheata perena de pesterd in comparatie cu
gheata expusa.

O alta directie viitoare este selectarea, izolarea si caracterizarea noilor specii
microbiene adaptate la mediile extreme cu temperaturi scazute care constituie premize
pentru dezvoltarea de tulpini si biomolecule noi pentru aplicatii bionanotehnologice.

Modelele identificate pot fi utilizate in continuare ca puncte de plecare in
dezvoltarea de modele pentru studiile exobiologice ale planetelor care contin gheata.
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