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INTRODUCERE

Larg raspandite la nivel geografic, lacurile sarate sunt ecosisteme cu importantd
economica, culturald, recreativa si stiintificd. Fiind considerate medii lipsite de viata si cu
volaoare economicd si stiintificd redusd, timp indelungat nu au prezentat interes pentru
comunitate (Florn, 2013).

Din punct de vedere economic, lacurile sarate sunt importante surse de minerale (litiu,
uraniu, borax etc), produsi biochimici (ex. proteine; carotenoizi, de exemplu izolati din
cultivarea algei Dunaliella salina) sau pot fi habitat pentru pasarile flamingo. Aceste tipuri de
ecosisteme prezintd o valoare ecologicd importantd datoritd diversitatii speciilor ce se pot
dezvolta in conditiile oferite de un astfel de tip de ecosistem. Totodatd, pot fi si puncte de
atractie pentru activitatea recreationald si de interes turistic, social sau economic (Marea
Moarta sau Mono Lake, California).

In acelasi timp, lacurile sarate sunt expuse conditiilor de schimbiri climatice, dar si
unor factori care le pun in discutie stiinticd si socio-economicd existenta (procesul de
evaporare, scaderile dramatice ale nivelului apei, accentuarea nivelului salinitatii, radiatiile
UV, interventia umana - minerit, poluare, activitati de captare etc). Spre deosebire de apele
dulci, multa vreme, aceste ecosisteme au fost considerate lipsite de importanta.

Este important sa se constientizeze valoarea socio-economicd, balneologica a lacurilor
sarate, dar si impactul negativ al interventei antropice si sd fie elaborate planuri de conservare
si protectie a acestora.

O trasaturd comuna a tututor corpurilor de apd sdrata o reprezinta salinitatea, care este
reprezentatd de suma concentratiilor ionilor (magneziu, calciu, potasiu, sodiu) si anionilor
(carbonat, bicarbonat, clorurd, sulfat) dizolvati. In general, predomini anionul clorura si
cationul de sodiu, clasificand lacurile sadrate in carbonate, clorocarbonate, carboclorurate,
clorosulfate si clorurate. In acelasi timp, salinitatea fiind un parametru influentat de diferiti

factori biotici si abiotici, variaza sezonier si spatial, fiind mai scazuta la suprafata lacului in



comparatie cu apa situatd mai in adancime, fapt care defineste fenomenul de heliotermie al
lacurilor sarate (Grant si Jones, 2016).

In functie de salinitate, lacurile sirate se impart in hiposaline, cu valori ale acestui
parametru care varizi intre 3-20 g L si hipersaline, cu valori ale salinititii peste 50 g L.
Valorile de pH ale corpurilor de apa le grupeaza in lacuri acide, alcaline si neutre, acestea din
urma fiind cele mai frecvente. Valoarea de pH influenteazd in mod direct diversitatea la
nivelul lacului astfel inct cele mai bine reprezentate din acest punct de vedere sunt lacurile
alcaline (Hammer, 1986).

Bacteriile halofile constituie un grup complex de microorganisme adaptate sa
supravietuiasca in medii hipersaline. Ele au fost izolate din lacuri hipersaline, soluri sarate sau
helesteiele de cristalizare a sarii de mare (salterne). Desi multe din bacteriile halofile au fost
izolate din medii sarate, totusi au putut fi izolate si din apa dulce (Larsen, 1962; Sarkar si
colab., 1985; Ramos-Cormenzana, 1990). Pe langa semnificatia ecologica a acestui grup,
microorganismele moderat halofilele prezinta un potential biotehnologic important deoarece
acumuleaza la nivelul citoplasmei concentratii mari de soluti compatibili care pot functiona ca
osmoprotectori si stabilizatori enzimatici si celulari, si produc enzime extracelulare care
prezintd toleranta la saruri, cu aplicabilitate deosebitd in procese biotehnologice (Ramos-

Cormenzana, 1990).

SCOPUL SI OBIECTIVELE TEZEI

Lucrarea de fatd 1isi propune evidentierea la modul general a complexitatii
microbiologice (inclusiv a buclei microbiene) a Lacului Letea si reprezinta primul studiu de
acest fel, fiind asadar de o importanta aparte pentru comunitatea stiintifica si pentru cea
locald, cu impact asupra dezvoltarii studiilor si cercetdrilor viitoare pentru acest ecosistem
unic, cét si pentru Delta Dunarii.

Din anul 1991, Delta Dunarii a intrat In patrimonial mondial UNESCO, cand a fost
clasificatd atat ca rezervatie a biosferei la nivel national, cat si ca parc national conform
TUCN. Situl este protejat ca zona umeda de importantd internationala prin Conventia Ramsar

(Marinescu, 2010).



Lacul Letea este situat in proximitatea satului si a padurii cu acelasi nume, in
regiunea dintre bratele Chilia si Sulina (Popescu si colab., 1987). Este un lac permanent,
neacoperit de vegetatie acvatica (Moldoveanu si colab., 2020). Lacul mai poartd denumirea de
ghiol, termen provenit din limba turca (Saineanu, 1932; Lucaci si colab., 2019). Se presupune
ca ar fi luat nastere In urma surparii pamantului, in anul 1970, iar adancimea variaza intre 4 si

5 metri (Torica, 2006).

Obiectivele principale care au stat la baza elaborarii tezei de doctorat sunt:

1. evaluarea diversitatii microbiene din Lacul sarat Letea, cu salinitate conditionata
sezonier,

2. caracterizarea retelelor trofice microbiene din Lacul sarat Letea,

3. rolul comunitatilor microbiene in functionalitatea sistemului salin,

4. 1izolarea si identificarea microorganismelor cu potential biotehnologic din Lacul sarat

Letea.

Tn vederea atingerii obiectivelor au fost folosite tehnici de:

v microbiologie clasica,

v microscopie opticd,

v’ spectroscopie (XRF),

v" biochimie - screening-ul bacteriilor halofile si halotolerante in producerea de
enzime extracelulare,

V' biologie moleculara - extractic ADN genomic, amplificare PCR cu amorse
specifice, electroforeza in gel de agaroza, analiza secventei ARNr 16S, construirea

de arbori filogenetici.

STRUCTURA TEZEI

Lucrarea este alcatuita din doud parti si contine 36 de figuri, din care 24 n partea de
contributii personale si 25 tabele, din care 13 in partea a doua.
Prima parte prezinta informatii generale despre Delta Dunarii (localizare, factori

climatici si diversitatea la nivelul acestei regiuni).



In partea a doua sunt prezentate contributiile personale asupra rolului
microorganismelor implicate in ciclurile biogeochimice. Au fost izolate, caracterizate si
testate o serie de bacterii moderat halofile si halotolerante. In acelasi timp, s-a urmirit si
capacitatea acestora de a sintetiza enzime extracelulare. Fiecare capitol este structurat in

subcapitole ce cuprind: introducere, materiale si metode, rezultate si discutii, concluzii.

CONTRIBUTII ORIGINALE

1. CARACTERIZAREA PARAMETRILOR FIZICO-CHIMICI Al LACULUI LETEA

1.1. Materiale si metode

1.1.1. Stabilirea punctelor de prelevare

La nivelul Lacului Letea, s-au stabilit trei puncte de prelevare iar cu ajutorul GPS-ului
s-au determinat coordonatele (Rasooli si colab., 2016). Prelevarile s-au desfasurat pe
parcursul a doi ani, octombrie 2016 — mai 2019, sezonier: toamna 2016, primavara, vara,
toamna 2017 si primdvara 2018. Din cele trei puncte au fost prelevate probe de apa in

recipiente sterile si tinute la 4°C in timpul transportului spre laborator pentru investigatii

ulterioare (Azhar si colab., 2014).

1.1.2. Determinarea parametrilor fizico-chimici ai Lacului Letea

1.1.2.1. Determinarea parametrilor fizico-chimici

Cu ajutorul sondei multiparametru Hanna s-au masurat in situ: pH-ul, temperatura
apei, salinitatea, potentialul oxido-reducator (ORP), solidele dizolvate totale (TDS),

conductivitatea si saturatia in oxigen (DO%).



1.1.2.2. Analiza XRF a probelor prelevate

Analiza XRF a probelor de apa prelevate din Lacul Letea s-a realizat prin
spectrometrie de fluorescentd de raze X cu ajutorul aparatului Supermini X-Ray Fluorescence
Spectrometer (Rigaku Corporation, Japan). S-a folosit o metodd semicantitativd de
determinare sub forma procentuald a elementelor usoare, in atmosfera de heliu. Pentru

efectuarea testelor s-a folosit un volum de 10 ml de proba (Neagu si colab., 2014) .

1.1.3. Determinarea anionului clorura

Determinarea continutului de cloruri dizolvate in apa s-a efectuat prin metoda
Mohr (Nielsen, 2017). Principiul acestei metode consta in reactia ionilor clorura cu ionii de
argint, n prezenta bicromatului de potasiu 10% ca indicator. Sub agitare energica, se
formeaza un precipitat de clorurd de argint. In procesul de titrare, la aparitia unei culori rosu-
cardmiziu, specificd pentru cromatul de argint se considera ca reactia dintre ionii de clorura si
cei de argint (Nielsen, 2017) marcheaza finalul titrarii. Volumul total folosit pentru test a fost

de 50 ml.

1.2. Rezultate si discutii

Punctele de prelevare, notate L1, L2 si L3 (tabel 1.2.1) au fost alese astfel incat sa
acopere aproximativ intreaga suprafata a lacului tinand cont de faptul ca, in functie de sezon
si conditionat de rata de evaporare, aceasta suferd modificdri, in sensul ca, In sezonul de
primavard si toamna aria ei este mai mare comparativ cu sezonul de vard. Coordonatele

geografice ale punctelor de prelevare se regasesc detaliate in tabelul 1.2.1.



Tabel 1.2.1. Coordonatele GPS ale punctelor de prelevare (L1- Leteal, L2-Letea2, L3-

Letea3).
Punct de prelevare N E
L1 45°16'51.978" 29°33'10.4184"
L2 45°16'53.0688" 29°33'11.6244"
L3 45°16'51.8628" 29°33'12.0204"

Sonda multiparametru Hanna a furnizat date referitoare la anumiti parametri fizico-

chimici (Tabel 1.2.2).

Tabel 1.2.2. Determinarea unor parametrii fizico-chimici cu ajutorul sondei multiparametu

Hanna.

Sezon Primiavara Vara Toamna

An 2017 2018 2017 2016 2017
Punct L1 L2 L3 | L1 L2 L3|Ll L2 L3 |L1I L2 L3 |L1 L2 L3
prelevare

pH 100 95 94|93 96 95|92 87 93 |96 94 95102 94 104
Temperatura | 52 6,6 54 |194 202 203|275 274 274 |192 192 192| 87 87 86
apa (°C)
Conductivitat | 27,7 27,4 279|139 142 140|422 421 412 |593 562 596|583 584 584
e (mS/cm)

DO 41 49 44132 12 12|27 26 26 |67 69 72 |170 11,7 156
(mg O2/L)

Salinitate | 169 168 166 | 78 82 81 |27,1 270 266 |398 384 399|386 387 387
(PPm)

Legenda: DO = oxigen total dizolvat; Puncte de prelevare: Leteal (L1), pentru Letea2 (L2) si Letea3

(L3)

In ceea ce priveste valoarea pH, in cazul apelor cu continut ridicat de cloruri si sulfati,

aceasta se situeaza in zona valorilor neutre. Prezenta carbonatilor de Ca si Mg determina ca

valoarea pH-ului apei sa fie cuprinsa in intervalul 7,5 - 8,5 unitati de pH. O valoare de pH in

intervalul 8,5 - 12 defineste apele alcaline si usor alcaline si care se caracterizeaza printr-un

continut ridicat al sarurilor de siliciu. Pe de alta parte, apele saline acide caracterizate printr-o

valoare de pH cuprinsa in intervalul 2-3 unitdti poseda aceastd caracteristica in principal ca

urmare a absentei carbonatilor si a capacitatii scdzute ca agenti de tamponare a silicatilor

(Benison si colab., 2007; Bowen si Benison, 2009; Hines si colab., 1992).



In Lacul Letea se observd o variatie a valorii pH pornind de la 8,7 unitati, valoare
inregistratd in vara anului 2017, pana la o valoare maxima de 10,4 unitati, in toamna anului
2017 (tabel 1.2.2). Aceste valori, ale acestui parametru fizico-chimic inregistrate in mod
constant peste valori de 7 unitati, conduc la concluzia ca Lacul Letea poate fi incadrat in
categoria lacurilor cu valori de pH usor/slab alcaline. In acest sens, comparind media
valorilor de pH din perioada de toamna anului 2017 inregistrate pentru Lacul Letea, cu date
din literature de specialitate, se constata ca valorile constatate de 10 unitati de pH sunt
asemanatoare cu valorile obtinute in lacul Altai (Rusia), respectiv 10 — 10,3 unitati (Foti si
colab., 2008).

In raport cu datele din literatura de specialitate (Ramos - Cormenzana, 1993) si in
cazul Lacului Letea s-a observant ca relatia dintre temperatura apei si oxigenul dizolvat este
invers proportionald. Din analiza datelor obtinute de-a lungul celor cinci perioade de
prelevare, s-a constatat faptul ca valorile inregistrate pentru oxigenul dizolvat scad sezonier,
fatd de cresterea temperaturii apei.

Tn acest context, in toamna anului 2016, precum si in verile anilor 2017 si 2018, a fost
inregistratd aceeasi scadere a valorilor oxigenului dizolvat in raport cu valorile crescute ale
temperaturii apei lacului. Acest aspect este confirmat de valoarea ridicata a oxigenului
dizolvat din toamna anului 2017 si valoarea relativ scazuta a temperaturii lacului.

Cercetarile efectuate pentru aceastd lucrare, au aratat faptul cad in urma analizei
probelor de apa s-a consatat faptul ca o serie de compusi au fost: frecvent intdlniti (HgO,
SiO2, AlbO3, K20, Ca0, Fe20s3, Cr.03),intalniti in anumite perioade (MgO, Br, SO3, C02COs,
SrO, CuO, Ge02, Y203, HoOs3, Ir203) intdlniti in urme (TiO2, ZnO, Ga;03, MnO, NiO, HfO,
szOs, Agzo, Ta20s, ZrO2, As203, CSZO).

Din analiza datelor obtinute prin spectroscopie (Figura 1.2.1), s-a constat faptul ca cele
mai mari valori ale celor mai frecventi compusi s-au obtinut in primavara anului 2018. Astfel,
in punctul de prelevare Leteal (L1), procentele de masa pentru Al2O3 si HgO au fost de 3,814,
respectiv 5,303. Pentru Fe;0s3, valoarea maxima s-a inregistrat in punctul de prelevare Letea2
(L2). In ultimul punct, procentele de masa pentru SiO2, K20 si CaO au fost de 6,737; 20,014
$19,688.



Figura 1.2.1. Aparatul Supermini X-Ray Fluorescence Spectrometer

Analizand rezultatele obtinute in acest studiu, in functie de sezon, in punctul de
prelevare Leteal (L1), in toamna anului 2016 si in vara anului 2017 s-a constatat cd a
predominat CaO si K20, ca mai apoi, In primadvara anului 2017, acesti compusi sd nu mai fie
identificati in probele de apa de analizate. Pe de alta parte, compusul Cr2Os a fost identificat
numai In sezonul de primavara din anii mentionati. Dintre toate elementele determinate prin
aceasta tehnica, trei dintre acestea, respectiv SiO2, AlOs si Fe2Os au fost identificate Tn

fiecare sezon de prelevare a probelor, respectiv primavara, vara si toamna (Figura 1.2.2).
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Figura 1.2.2. Prezenta elementelor chimice in punctele de prelevare Leteal (L1) ("16- 2016;
'17-2017; ’18- 2018).

Pe parcursul celor cinci campanii de prelevare a probelor de apa din Lacul Letea s-a
constat c¢a in punctul de prelevare marcat cu L2 (Letea2) predomina trei elemente, respectiv
SiO2, K20, Fe0s. Pe de alta parte, in acest punct de prelevare, elementul Cr.O3 a fost
identificat prin analiza XRF numai in vara anului 2017.



Un alt element cu impact asupra mediului inconjurdtor, si anume Al>Os a fost
identificat In toamna anului 2017 si la valori mai ridicate (3,81% masd) in primdvara anului
2018. Un alt element cu grad ridicat de poluare pentru sistemul investigat este HgO care a fost
identificat in perioadele de vara si toamna ale anului 2017. Pe de alta parte, prezenta specifica
a unor elemente chimice cu impact negativ privind calitatea ecosistemului investigat, ar putea
fi atribuitd si caracterului acestora de metale grele aeropurtate (Stefanut si colab., 2018;
Buekers si colab., 2011) care ajung si se depun in apa Lacului Letea pe calea aerului in functie
de viteza si directia vanturilor.

Figura 1.2.3 ilustreaza grafic datele expuse anterior aratand impactul fiecarui element

asupra starii ecosistemului si a evolutiei (crestere si dezvoltare) microorganismelor din apa
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Figura 1.2.3. Prezenta elementelor chimice in punctele de prelevare Letea2 (L2) (’16- 2016;
'17- 2017; 18- 2018).

Tn contrast cu punctele de prelevare identificate ca L1 si L2, in punctul de prelevare
notat L3 (Letea3) ponderea elementelor identificate prin analiza XRF este diferitd in toate
sezoanele investigate in cadrul acestei lucrari. Se poate remarca insa ca este prezent compusul
SiO2, similar cu punctele de prelevare L1 si L2 si ca este absent compusul Cr203, identificat
n vara anului 2017 n punctul L2.

In ceea ce priveste compusul Fe,Os, care a fost identificat in punctele L1 si L2 in
perioada 2016 - 2018, in punctul de prelevare identificat ca L3, acesta fost detectat in probele
de apa prelevate In primavara si vara anului 2017. De asemenea, din acest punct de prelevare,
in perioada de primavara a anului 2018, nu a fost detectata prezenta metalelor grele, cum ar fi:

HgO, Fe,O3 §i Cr20:s.



Datele din figura 1.2.4 arata ca in primavara anului 2018, cel mai abundent compus a
fost Al,O3 (ca efect al impactului antropic si al aeropurtarii deseurilor menajere sub actiunea
vanturilor — capitolul III), iar cea mai slaba concentratie a fost identificatd in cazul — SiO2, in

toamna anului 2016.
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Figura 1.2.4. Prezenta elementelor chimice in punctele de prelevare Letea3 (L3) ("16- 2016;
'17- 2017; 18- 2018).

Salinitatea depinde de aportul si exportul de apa din ecosistem, astfel incét orice
modificare cit de mica a regimului hidrologic determina modificarea naturii lacului. Aportul
de apa trebuie sa fie in stransa legatura cu procesul de evaporare.

Din datele prezentate in tabelul 1.2.3, se observa faptul ca salinitatea variaza de la 7,81
g L™, valoare inregistratid in primivara anului 2018, la 46,86 g L™, valoare inregistrati in

toamna anului 2017.

Tabel 1.2.3. Variatia sezonierd a continutului in cloruri.

Punct Cloruri (g L)
prelevare Primavara Vara Toamna
2017 2018 2017 2016 2017
L1 11,36 7,81 18,82 25,56 29,11
L2 12,43 9,59 18,46 25,56 39,05
L3 11,72 9,59 19,88 25,56 46,86

Legenda: L1 - Leteal, L2 - Letea2, L3 - Letea3



Din analiza datelor, se observa faptul ca exista o similitudine intre valorile inregistrate
in primdvara anului 2017 si primavara anului 2018 (Figura 1.2.5). Astfel, in primavara anului
2017 s-a inregistrat o valoare de 11,8 g L7 care este apropiati de valoarea obtinuti in
primavara anului 2018 (8,9 g L?). In urma prelevarilor din toamna, dupa analiza probelor de
apa, s-au obtinut valori diferite pentru cei doi ani. In toamna anului 2016, media continutului

n cloruri este de 25,5 g L™ fatd de media continutului din anul 2017 (38,3 g L),
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Figura 1.2.5. Variatia continutului n cloruri (g L) din probele de apa prelevate in perioada
2016 — 2018.

Caracteristica particulard a acestui lac este variatia salinitatii. O explicatie a scaderii
salinitatii din toamna in primavara ar fi aportul de apa dulce prin ploi si zapezi (capitolul 111).
Lunile de vara sunt caracterizate de o crestere a temperaturilor, inducerea fenomenului de
evaporare si o scadere pand la absenta a ploii (Trotsenko si Khmelenina, 2002). Acest lucru
reiese si din analiza datelor meteo de la statia meteorologica din Sulina. Astfel, cele mai
ridicate temperaturi s-au inregistrat in luna iulie si cele mai scazute in luna ianuarie.
Cantititile de precipitatii sunt mari in perioada de toamni comparativ cu alte sezoane. In
toamna anilor 2016 si 2018, au fost precipitatii mai Insemnate cantitativ comparativ cu anul
2018, aspect observat si in valorile clorurilor (Tabel 1.2.3). Pe masura ce temperaturile din
primavara spre vard au crescut si fenomenul de evaporare s-a intensificat iar precipitatiile au

scazut, s-a observat o crestere a salinitatii (Tabel 1.2.3).



2. ROLUL MICROORGANISMELOR IN CIRCUITELE BIOGEOCHIMICE IN
LACUL LETEA

2.1. Materiale si metode

2.1.1. Evidentierea microorganismelor implicate in circuitul biogeochimic al carbonului

Pentru determinarea cantitativd a numarului de bacterii heterotrofe a fost utilizat un
mediu solid cu urmitoarea compozitie (g L™?): extract de levuri, 3; peptond, 10; NaCl, 5; agar
20.

Sterilizarea s-a efectuat prin autoclavare la 120°C, timp de 30 minute.

Pentru analiza, din probele de apa, au fost realizate dilutii seriale, doud repetitii per
dilutie. Un volum de 1 ml din fiecare dilutie a fost transferat in picdturi pe intreaga suprafata a
unei placi Petri, dupa care a fost adaugat mediu de cultura lichefiat si adus la 55-60°C (Cojoc
si colab., 2013).

Pentru determinarea numarului de bacterii heterotrofe, placile Petri au fost incubate la

37°C timp de 48 de ore, dupa care au fost cuantificate (Halder si colab., 2016).

2.1.2. Evidentierea microorganismelor implicate in circuitul biogeochimic al azotului

2.1.2.1. Bacterii amonificatoare

Pentru determinarea numarului de bacterii amonificatoare a fost utilizat un mediu de
culturd cu urmitoarea compozitie (g L™): asparagini, 0,2;solutie de oligoelemente (H3BOs,
2,8; MnSO4x4H:20, 0,2; NaM004x2H0, 0,75; ZnSO4x7H20, 0,24; Cu(NO3)2x3H20, 0,04);
solutie standard Winogradski (KaHPOs, 5; MgSO4x7H-0, 2,5; NaCl, 2,5; Fex(SO4)s, 0,05 g;
MnSOs, 0,05; apa distilata, 1000 ml) 50 ml.

Mediul (5 ml) a fost distribuit in eprubete si s-a sterilizat prin autoclavare -se la 20°C,
30 minute (Lazar si colab., 2004).

Din probele supuse analizei, au fost efectuate in triplicate dilutii seriale zecimale. Din
fiecare dilutie, 0,2 ml s-au transferat in cele trei eprubete cu mediu de cultura. Incubarea

acestora s-a efectuat la 28°C pentru o perioada de 15 zile (Lazér si colab., 2004).



Dupa perioada de incubare s-au adaugat 1-2 picaturi de reactiv Nessler, iar in
eprubetele in care s-a observat aparitia unei culori galben-portocalie, reactia a fost considerata

pozitiva (Lazar si colab., 2004).

2.1.2.2. Bacterii denitrificatoare

Pentru determinarea numadrului de bacterii denitrificatoare a fost utilizat mediul
Pochon cu urmitoarea compozitie (g L™?): KNOs, 2; solutie salini standard Winogradski
(K2HPQg4, 5; MgS04x7H-0, 2,5; NaCl, 2,5; Fe2(S04)3, 0,05; MnSOs4, 0,05; apa distilata, 1000
ml); carbonat de calciu, 5; glucoza, 10; apa distilata, 950 ml.

Mediul a fost sterilizat la 110°C, 30 minute (Lazar si colab., 2004).

Din probele investigate au fost efectuate dilutii zecimale in triplicat. Un volum de 0,2
ml din fiecare dilutie a fost transferat in eprubetele care contin 2,5 ml mediu de cultura.
Eprubetele s-au incubat pentru o perioada de 7-15 zile, la o temperatura de 28 C (Lazar si
colab., 2004).

Dupa incubare, s-au adaugat reactivii Griess I si Griess I, iar aparitia unei culori rosii

a dus la concluzia unui rezultat pozitiv (Lazar si colab., 2004).

2.1.3. Evidentierea microorganismelor implicate in circuitul biogeochimic al sulfului

Pentru determinarea cantitativd a numarului de bacterii sulfat-reducitoare a fost
utilizat mediul de culturd Postgate cu compozitia (g L) urmitoare: fosfat de potasiu, 0,5;
clorurd de amoniu, 1; sulfat de sodiu, 0,5; sulfat de magneziu, 2; lactat de calciu, 3,5.

Sterilizarea mediului s-a realizat la 120°C, timp de 30 de minute. Dupa sterilizare, la
500 ml mediu s-a adaugat extract de levuri 5% 10 ml, FeS0s4 5% 5 ml, NaxS 1% 2 ml,
NaHC03 10% 1-5 ml pana cand pH-ul a fost de 7,2-7,4 (Lazar si colab., 2004).

Din probele de apa au fost efectuate dilutii zecimale in triplicate, iar din acestea 2 ml
au fost transferati in eprubete sterile. Ulterior, in fiecare eprubetd a fost adaugat mediu in
coloana inalta, iar eprubetele au fost incubate timp de 7 zile la 28°C (Lazar si colab., 2004).

Aparitia unui precipitat negru de FeS este un raspuns pozitiv, lipsa precipitatului

reprezintand un raspuns negativ (Lazér si colab., 2004).



2.1.4. Evidentierea microorganismelor specifice lacurilor saline- cazul Lacului

Letea (microorganisme halofile/halotolerante)

Pentru determinarea cantitativd a numarului de microorganisme halofile/halotolerante,
s-a folosit un mediu de culturd cu urmitoarea compozitie (g L™?): yeast extract, 10; proteos-
peptona, 5; glucoza 1; NaCl, 100; MgClox6H.0, 7; MgSO.x7H-0, 9,6; CaCl.x2H-0, 0,36;
KCI, 2; NaHCO3 0,06; NaBr 0,026; agar 20 (Ventosa si colab., 1989).

Din probele de api si sediment supuse analizei, s-au realizat dilutii seriale (10%-10)
in api fiziologica sterild (1 ml proba se suspendi in 9 ml api fiziologica sterild). In placi Petri,
au fost repartizate cate 1 ml din proba si dilutiile acestora, peste care a fost adaugat mediul de

cultura. Testele s-au realizat Tn duplicat, iar incubarea s-a efectuat la 30°C, timp de 7 zile.

2.2. Rezultate si discutii

Rolul microorganismelor in procesul de degradare a substraturilor este extrem de
important. Date din literaturda aratd ca bacteriile heterotrofe reprezinta componenta
semnificativd a buclei microbiene cu rol in asigurarea productivitatii intregului ecosistem
(Besemer si colab., 2005).

Determinarea numarului bacteriilor heterotrofe (unitati formatoare de colonii) s-a
realizat prin insdmantarea probelor pe mediu agarizat. Din datele centralizate in tabelul 2.2.1,
numarul cel mai mic de bacterii heterotrofe a fost determinate in probele de apa prelevate in
vara anului 2017 (3,3x10* U.F.C./mL), iar numirul cel mai mare s-a inregistrat in primivara
anului 2017 (3,1x10% U.F.C./mL). Incepand cu primivara anului 2017, numirul bacteriilor

heterotrofe scade, si se mentine aceasta tendintd pe tot parcursul anului.



Tabel 2.2.1. Dinamica sezoniera (primavara, vard si toamnad) a numarului bacteriilor

heterotrofe.
Punct U.F.C./mL
prelevare Primavara Vara Toamna
2017 2018 2017 2016 2017
L1 3,1x103 18x102 3,4x101 1,71x102 7,2x101
L2 7x102 6x102 8,5x10* 2,06x10° 1,5x10?
L3 8,5x102 12x10? 3,3x10! 1,49x102 1,3x10?

Legenda: L1 - Leteal, L2 - Letea2, L3 - Letea3

Datele inregistrate in figura 2.2.1 evidentiaza prezenta bacteriilor heterotrofe in

probele de apa prelevate de-a lungul anilor 2017 si 2018. Daca in primavara anului 2017,

coloniile erau mai mari ca suprafatd si mai numeroase, pe masura derularii sezoanelor se

observa o scadere atat a numarului cat si a morfologiei acestora.

L3/P/Primivari 2018
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§

Figura 2.2.1. Prezenta bacteriilor heterotrofe izolate din probele de apa prelevate in punctul

L3 (Letea3), in sezoanele de primavaraa, vara, toamna (2017 si 2018).

Circuitul azotului in natura presupune patru etape: fixarea azotului molecular,

amonificarea, nitrificarea (nitritarea si nitratarea) si denitrificarea (Zarnea, 1994).

Din analiza datelor obtinute si prezentate in tabelul 2.2.2 reiese faptul ca cele mai

multe bacterii amonificatoare au fost identifcate in primivara anului 2018 (140x102 cel./mL)

si cele mai putine n toamna anului 2017 (2,5 cel./mL). Valori asemanatoare s-au obtinut in

sezonul de primdvara atat in anul 2017 cat si in anul 2018. Se observa o crestere a numarului

de bacterii amonificatoare in perioada de toamnd si de primdvard urmatd de o scddere in

sezonul de vara.



Tabel 2.2.2. Dinamica sezonierd (primavard, vard, toamnd) a numdrului bacteriilor

amonificatoare.

Punct MPN
prelevare Primavara Vara Toamna
2017 2018 2017 2016 2017
L1 11x10° 140x10? 2,5x10 1,5x10° 25
L2 11x10° 140x10? 2,5x10 9,5x10? 25
L3 2 5x10° 45x10° 2,5x10 9,5x10? 25

Legenda: L1 - Leteal, L2 - Letea2, L3 - Letea3

Din datele obtinute in urma analizelor efectuate si centralizate in tabelul 2.2.3 se

constata faptul ca in toamna anului 2017, bacteriile denitrificatoare au fost in cel mai mare

numar (11x10? cel./mL). In primavara anului 2017, acestea nu s-au mai putut pune in evidenti

si se observa astfel faptul ca bactereiile denitrificatoare sunt abundente in perioada anului cu

temperaturi mai scazute (toamna), numarul lor mentinandu-se mic si relativ constant in restul

perioadelor din an.

Tabel 2.2.3. Dinamica sezonierad (primavard, vard, toamnd) a numdrului bacteriilor

denitrificatoare.

Punct MPN
prelevare Primavara Vara Toamna
2017 2018 2017 2016 2017
L1 0 45 4,5 4x10 11x102
L2 0 110 4,5 20 15x10!
L3 0 140 9,5 20 11x102

Legenda: L1 - Leteal, L2 - Letea2, L3 - Letea3

Din datele prezentate in tabelul 2.2.4 se observd faptul cd cel mai mare numar s-a

inregistrat in primavara anului 2017 (4,5x10? cel./mL). Numirul acestora determinat din

probele de apa prelevate din Lacul Letea este relativ scazut si constant, exceptie facand proba

Leteal (L1) din toamna anului 2016.



Tabel 2.2.4. Dinamica sezonierd (primavard, vard, toamnd) a numrului de bacterii sulfat-

reducatoare.
Punct MPN
prelevare Primavara Vara Toamna
2017 2018 2017 2016 2017
L1 4,5x10? 2,5 4,5 9,5x10 7,5
L2 4,5x10? 2,5 2,5 2,5 7,5
L3 4,5x102 2,5 9,5 2,5 2,5

Legenda: L1 - Leteal, L2 - Letea2, L3 - Letea3

Rezultatele prezentate in tabelul 2.2.5 demonstreaza evolutia numarului de bacterii
halofile, in perioada octombrie 2016 - aprilie 2018. Cel mai mare numar de unitati formatoare
de colonii a fost in primivara anului 2017 acesta variind intre 2,1x10° U.F.C./mL in punctul
de prelevare Letea3 (L3) si 3,7x10% in punctul de prelevare Leteal (L1). Temperatura apei in
aceasti perioada a fost de 5,7°C iar pH-ul de 9,61 unititi. In primavara urmatoare (anul 2018),
s-a inregistrat cel mai mic numar de bacterii halofile, 280 U.F.C./mL, in punctele de prelevare
Leteal (L1) si Letea2 (L2). Temperatura apei a fost in aceastd perioadi de 19,9°C, iar
valoarea pH de 9,46 unitati.

Tabel 2.2.5. Dinamica sezoniera (primavara, vard, toamna) a numarului de bacterii halofile.

Punct UFC/mL
prelevare Primavara Vara Toamna
2017 2018 2017 2016 2017
L1 3,7x10° 280 4,2x10? 770 1,7x10?
L2 3,6x10° 280 4,1x10? 410 1,9x102
L3 2,1x10° 350 1,4x10° 560 2,3x102

Legenda: L1-Leteal, L2- Letea2, L3-Letea3

Rezulatele obtinute centralizate si prezentate in figura VI.2.2 aratad faptul ca, dupa

primavara anului 2017, numarul bacteriilor halofile scade. Dacad in primavara anului 2017,



dimensiunile coloniilor erau reduse, in perioada urmatoare, are loc o crestere in suprafata a
coloniilor si o diminuarea a diversitatii bacteriilor, numarul lor mentinandu-se in mod

constant destul de redus.

L1/P/ Primavara 2017

Figura 2.2.2. Imagini cu colonii de bacterii halofile din punctul de prelevare Leteal (L1) (P-

proba).

3. CARACTERIZAREA BACTERIILOR HALOFILE

3.1. Materiale si metode

3.1.1. Caracterizarea morfologica a bacteriilor halofile

Coloratia Gram este o metoda de a diferentia taxonomic bacteriile pe baza afinitatilor
tinctoriale (Roohi si colab., 2012). Dupa fixarea culturii bacteriene, frotiul se coloreazi cu
violet de gentiand; colorantul reactioneazd cu componentele acide din citoplasma formand un
complex stabil intracelular dupa tratarea cu solutia Lugol. Tn cazul bacteriilor Gram-pozitive,
acest complex insolubil la contacul alcool acetond, nu se decoloreaza. Bacteriile Gram-
negative, neformand acest complex stabil, se decoloreaza. Ulterior, bacteriile Gram negative
trebuie recolorate cu alt colorant de contrast (fuxina) (Lazar si colab., 2004; Rhode, 2011).

Metoda de coloratie Gram (descrisa in anul 1884), totusi este consumatoare de timp,
costisitoare, iar reactivii sunt inlocuiti frecvent. S-a observat ca aceleasi rezultate sunt
obtinute si cu ajutorul unui tratament cu o solutie de 3% KOH (Buck, 1982).

Pe o lama de sticla, se pune o picaturd de 3% KOH. Cu ajutorul unei anse sterile, de pe
mediul de crestere se ia o cantitate micd de culturd de 24 ore, care se transfera in solutia de

KOH. Dupd amestecare, se verifica consistenta prin ridicarea ansei la 1 cm distantd de lama.



Formarea de stringuri certifcd prezenta bacteriilor Gram negative, absenta stringurilor fiind
caracteristica bacteriilor Gram- pozitive (Buck, 1982).

Testul are la baza diferenta chimica a peretelui celular bacterian dintre bacteriile
Gram-—pozitive si Gram-negative. Astfel, in prezenta solutiilor alcaline, peretele celular al

bacteriilor gram-negative este afectat (Davis si colab., 1968).

3.1.2. Caracterizarea biochimici a bacteriilor halofile

Capacitatea unui tulpini bacteriene de a sintetiza oxidaza se evidentiaza cu ajutorul
testului Kovacs. Acest test presupune oxidarea fenil diaminei in indofenol oxidaza, in
prezenta oxigenului atmosferic, cu formarea unei culori violet inchis (indofenolul). Cultura
microbiana trebuie sd fie proaspata (18- 24 ore). Este considerata reactie pozitiva schimbarea
imediata sau in maxim 30 de secunde a culorii. Dacd nu apare nici o schimbare sau culoarea
ramane roz deschis/ violet, atunci raspunsul este considerat negativ.

Catalaza este 0 enzima sintetizatd de multe bacterii aerobe si facultativ anaerobe si
care au rolul de a cataliza descompunerea peroxidului de hidrogen (H20) in apa si oxigen. In
urma contactului unei tulpinei cu peroxidul de hidrogen, se considera reactie pozitiva prezenta

bulelor de gaz (Azhar si colab., 2014).

3.1.3. Incadrarea taxonomici a izolatelor intr-un Domeniu

Pentru incadrarea taxonomica intr-un domeniu al lumii vii, bacteriile selectate au fost
insamantate prin tehnica striurilor pe mediu MH 10% NaCl suplimentat, in doua variante, cu
cloramfenicol (0,002%) si dezoxicolat de sodiu (0,004%). Placile au fost incubate la o

temperatura de 30°C, timp de 48 ore (Oren, 1991).

3.1.4. Influenta salinititii asupra cresterii unor tulpini bacterine

Pentru a evidentia cresterea tulpinilor bacteriene in functie de salinitate, s-a folosit un

mediu de culturd cu urmatoarea compozitie (g L71): NaCl, 100; MgClx6H.,0 7;



MgSQO4x7H-0, 9,6;CaCl>x2H-0, 0,36; KCI, 2; NaHCO3 0,06; NaBr 0,026; yeast extract, 10;
proteose peptona, 5; glucoza 1; agar 20 (Halder si colab., 2006).
Insimantarea s-a realizat prin tehnica epuizarii ansei, iar plicile au fost incubate la 37°

C, timp de 48 ore.

3.2. Rezultate si discutii

Din probele de apa prelevate, au fost realizate dilutii seriale zecimale. Probele si
dilutiile s-au Insdmantat pe mediu specific prin incorporarea in mediu. Dupd incubare si
determinarea numarului de celule viabile (Rasooli et al., 2016), au fost selectate randomic 105
izolate.

Izolatele bacteriene selectate au fost purificate prin pasaje succesive si caracterizate
din punct de vedere morfologic. Pentru punerea in evidenta a diversitatii microorganismelor
izolate pe mediu MH solid, au fost selectate colonii de: culoare alb, crem, roz, galben,
portocaliu, caramiziu; cu marginea intreaga, radiara, ondulata sau neregulata; forma circulara
sau neregulata; profil plat, convex, umbonat, plat ridicat; suprafata luciosa sau rugoasa.

S-a constatat faptul ca din 105 izolate descrise, o mare parte dintre microorganismele
selectate (23) nu am mai putut fi cultivate.

Pe baza afinitatilor tinctoriale a peretelui celular (metoda coloratiei Gram), cele 72
culturi pure izolate din probele de apa si 10 culturi pure izolate din sediment au fost clasificate
ca fiind Gram - negative si Gram - pozitive. S-a observat faptul ca in toamna anului 2016, au
fost izolate doar bacterii Gram - negative. Tn toamna anului 2017, au fost izolate atat bacterii
Gram - pozitive cat si bacterii Gram - negative, numarul acestora din urma fiind dominant.

In ceea ce priveste capacitatea de a produce oxidazi si catalazi, s-a observat o
similitudine intre sezoane. Astfel, in toamna anului 2016 si toamna anului 2017, s-au
identificat izolate ce au rispuns pozitiv, predominant, la testul oxidazei. in probele de api
prelevate in primavara anilor 2017 si 2018 au predominat izolate producatoare atat de oxidaza
cat si de catalaza. In sezonul de vari, dintre izolatele selectate, trei au rispuns pozitiv la
ambele teste, iar doua negativ.

Din 82 de izolate provenite din probele de apa si sediment, 70 au fost producatoare de

oxidaza, 43 de catalaza si 35 izolate au raspuns pozitiv la ambele teste.



Din numadrul total de izolate, 83% au fost oxidazo-pozitive si 52% au fost catalazo-

pozitive (Figura 3.2.1).

W Oxidazo-pozitive m Catalazo-pozitive

B Oxidazo-negative M Catalazo-negative

Figura 3.2.1. Incadrarea izolatelor selectate in functie de raspunsul la testul oxidazd-

catalaza.

Pentru a incadra izolatele intr-un domeniu (Bacteria sau Archaea), mediul MH a fost
suplimentat cu dezoxicolat de sodiu (0,004%) si cloramfenicol (0,002%). Dupa efectuarea
testelor, s-a observat o crestere a izolatelor pe mediu suplimentat cu dezoxicolat de sodiu,
ceea ce le incadreaza in domeniul Bacteria. Actiunea cloramfenicolului asupra bacteriilor
halofile este de a le inhiba cresterea si dezvoltarea (Oren, 1991; Ghosh si colab., 2010).

Pentru a le Tncadra intr-un interval de salinitate, culturile testate au fost insdmantate pe
mediu MH cu salinitati diferite (1M, 2M, 3M, 4M), inclusiv in absenta NaCl.

Din analiza datelor si folosindu-se clasificarea lui Kushner si Kamekura (1988),
izolatele din probele de apa si sediment prelevate din Lacul Letea se Impart in halotolerante si
moderat halofile. In primivara anilor 2017 si 2018, au fost izolate bacterii cu o crestere
accentuata pe mediu fard NaCl.

Tn general, s-a observat o incapacitate a izolatelor selectate de a se dezvolta in prezenta
NaCl 4M, exceptie facand 3 izolate identificate In primdvara anului 2017, 1 izolat identificat
in vara anului 2017, 1 izolat indentificat In toamna anului 2017 si 5 izolate identificate in
primavara anului 2018. Marea majoritate a izolatelor s-au dezvoltat in intervalul de salinitate
0 — 3 M (un numar de 49) (Figura 3.2.2).

oM 1M 2M 3M 4M Numarul de

izolate



Figura 3.2.2. Cresterea izolatelor selectate intr-un anumit interval de salinitate.

CAPITOLUL 4. SCREENING-UL UNOR IZOLATE PRODUCATOARE DE ENZIME
EXTRACELULARE DIN CLASA HIDROLAZELOR

4.1. Materiale si metode

S-a utilizat un mediu MH cu urmitoarea compozitie (g L™?): yeast extract, 10; NaCl,
100; MgClxx6H20, 7; MgSO4x7H.0, 6; CaCl.x2H20, 0,36; KCI, 2; NaHCOs, 0,06; NaBr,
0,026; agar, 20; la care s-a adaugat un substrat caracteristic fiecarei activitati enzimatice, la

concentratii diferite de NaCl (OM-4M).

4.1.1. Hidroliza amidonului

Capacitatea unor tulpini de a degrada mediul de cultura suplimentat cu amidon a fost
evidentiatd prin Tnsdmantarea 1n spoturi a unui mediu MH la care s-au adaugat 2 g de amidon
solubil.

Placile astfel insamantate au fost incubate 48 ore la 28°C prin inundarea placilor cu
solutie Lugol (I2/KI), activitatea amiloliticd s-a observat prin aparitia unui halou in jurul

tulpinii (Rohban si colab., 2009).

4.1.2. Hidroliza cazeinei

Pentru a pune in evidenta activitatea proteazica, s-a Insamantat, in spoturi, mediul MH
descries anterior la care s-a adaugat cazeina 1%.
Aparitia unui inel de precipitare, in jurul soptului, dupa incubare 48 ore la 28°C, indicd

prezenta unei activitati proteolitice (Enache si Kamekura, 2010).



4.1.3. Hidroliza esterazelor

4.1.3.1. Hidroliza Tween 80

Prin adaugarea monooleatului de sorbitol (Tween 80) la mediul MH agarizat se poate
observa activitatea esterazica a tulpinilor selectate. Ele vor fi insamantate, in spot si apoi
incubate la 28°C timp de 48 ore. Prezenta cristalelor de oleat de calciu in jurul bacteriilor

certifica existenta Tween-esterazei (Rohban, 2008).

4.1.3.2. Hidroliza tributirinei

Pentru evidentierea activitatii lipazice s-a folosit mediu MH suplimentat cu tributirina
1%. Insimantarea s-a realizat sub forma de spot, iar incubarea s-a efectuat la 28°C timp de 48
ore. Aparitia unei zone clare in jurul coloniei indicd prezenta activitatii lipazice (Kumar si

colab., 2012).

4.1.4. Hidroliza carboximetil-celulozei (CMC)

Pentru evidentierea activitatii celulazice s-a folosit mediul MH (descris anterior)

suplimentat cu carboximetil-celuloza (Rohban si colab., 2009).

4.1.5. Hidroliza inulinei

Inulinazele pot fi puse in evidenta prin folosirea unui mediu MH avand inulina singura
sursa de carbon. Mediul a fost insdmantat in spot, iar incubarea s-a efectuat la 28° timp de 48
ore. Prezenta haloului din jurul culturii bacteriene indica existenta activitatii inulinazice
(Babavalian si colab., 2014). Dupa 48h la 28° si inundarea placilor cu solutie Lugol (I2/Kl),

activitatea inulinazica s-a observat prin aparitia unui halou in jurul tulpinii.



4.1.6. Hidroliza gelatinei

Pentru evidentierea gelatinezelor, mediul MH descries anterior a fost suplimentat cu
1509 L gelatini (Zarnea si colab., 1992).

Dupi inocularea mediului prin inteparea mediului cu ansa, acesta a fost incubat la 30°
C timp de 24 ore. Ulterior, dupd incubare, probele au fost tinute in frigider timp de 10 minute.

Aparitia fenomenului de lichefiere a mediului a pus in evidenta producerea gelatinazelor.

4.2. Rezultate si discutii

Dupa ce au fost izolate, descrise, caracterizate si purificate, izolatele au fost testate n
vederea identificarii capacitatii de a sintetiza enzime extracelulare cu posibil potential
biotehnologic. Astfel, dintre culturile bacterine izolate si purificate, numai 49 au prezentat cel
putin o activitate enzimatica.

In toamna anului 2016, au fost identificate opt izolate cu capacitatea de a sintetiza
inulaze (7), esteraze (7) si celulaze (1). De asemenea, s-a observat faptul ca nici un izolat nu a
degradat mediul suplimentat cu amidon.

In primivara anului 2017, izolatele au prezentat activitate amilolitica (2), inulinazica
(2), celulazica (4), esterazica (5) si proteolitica (12). Daca in toamna anului 2016, activitatea
inulinazica a predominat, in primavara anului 2017, izolatele au avut predominant activitate
proteolitica. Din 14 izolate cu capacitate de a sintetiza enzime extracelulare, sase izolate au
degradat un singur tip de substrat, cinci izolate au degradat mediul suplimentat cu doua tipuri
de substrat, iar trei izolate au degradat trei tipuri de substrat. Desi patru izolate au avut
capacitatea de a sintetiza cazeina, totusi raza de hidroliza era destul de mica (0,1 cm). Nici un
izolat nu a degradat mediul suplimentat cu tributirina.

Tn vara anului 2017, au fost izolate 11 culturi bacteriene cu activitate enzimatica
extracelulara. Toate cele 11 izolate au avut capacitatea de a degrada mediul suplimentat cu
inulind. Opt izolate au prezentat si activitate proteoliticd iar trei izolate s-au evidentiat si prin
activitate amilolitica. Din cele 11 izolate, trei au sintetizat un singur tip de enzime (inulinaze),

cinci izolate au degradat mediul suplimentat cu doud tipuri de substrat (inulina si cazeina), iar



trei izolate au degradat trei tipuri de substrat (inulind, cazeind si amidon). La fel ca in
primévara anului 2017, nici in vara aceluiasi an nu s-au identificat izolate cu capacitatea de a
sintetiza esteraze si celulaze. In acelasi timp, nici un izolat nu a degradat mediul suplimentat
cu tributirina.

In toamna anului 2017, au fost identificate 7 izolate producitoare de enzime
extracelulare, activitatea prodominanta fiind cea proteoliticd (5 izolate). Se remarca prezenta a
trei izolate capabile sa degradeze mediul suplimentat cu Tween 80. Tulpina C3L2-1 prezinta o
activitate enzimatica extrem de complexa, fiind capabilad sa degradeze mediul suplimentat cu
cazeind, amidon, Tween 80 si inulind. Cel de-al doilea izolat cu activitate enzimatica
extracelulara combinatd este C3L1-3, ce prezintd capacitate de a sintetiza proteaze si esteraze.
Nu s-a izolat nici o culturda microbiana capabild sda degradeze mediul suplimentat cu
tributirina.

Din probele prelevate in primévara anului 2018, noua izolate au prezentat activitate
proteolitica, amilolitica si celulazica. S-a observat faptul ca au predominat izolatele capabile
sd sintetizeze proteaze. Tulpina C4L1-4 a sintetizat si enzime amilolitice. Nu au fost
identificate izolate cu activitate esterazicd si inulinazicd. Nu s-a izolat nici o cultura
microbiana capabild sa degradeze mediul suplimentat cu tributirina.

De remarcat, este faptul ca de-a lungul celor cinci sezoane, nu s-au izolat culturi

bacteriene capabile sa degradeze mediul suplimentat cu gelatina.

Figura 4.2.1. Evidentierea capacitatii unor izolate de a degrada mediul suplimentat cu:

amidon (a), cazeina (b), CMC (c), inulina (d).



5. INCADRAREA TAXONOMICA A UNOR BACTERII HALOFILE INVESTIGATE

5.1. Materiale si metode

5.1.1. Extractia ADN

Pentru extractia ADN s-a folosit kitul DNeasy Blood&Tissue; respectandu-se
protocolul de lucru al producatorului. Dupa extractie si purificare s-a realizat amplificarea 16S
rRNA prin reactia de polimerizare in lant. Pentru aceasta etapa au fost selectate randomic 8
tulpini, detaliate in tabelul V111.2.1.

Pentru aceasta s-au folosit amorsele universale pentru bacterii: 27F
(AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) si 1492R (GCTTACCTTGTTACGACTT). Amestecul
pentru PCR a continut: 1 pl DNA, 12,5 ul GoTaq G2 Hot Start Green Master Mix2x, 1 ul
pentru fiecare primer (10 pl), 9,5 pl apa fara nucleze, intr-un volum final de 25 pl
Amplificarea s-a realizat in Eppendorf Mastercycler pro S urméndu-se urmatorii pasi:
incubare (95°C pentru 2 minute), denaturare (35 cicluri de 30 secunde, la 95°C), aliniere
(54°C pentru 30 secunde), elongarea la 72°C pentru 90 secunde si o singura elongare finala la
72°C pentru 5 minute (Ruginescu si colab., 2018). Produsii PCR au fost purificati folosindu-
se QIAquick PCR purification kit.

5.1.2. Analiza secventei ARNr 16S

Produsii purificati au fost trimisi la o companie comerciald, pentru secventiere -
CeMIA SA (Grecia). Secventele obtinute au fost comparate cu secventele din baza de date

folosindu-se programul NCBI BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

5.2. Rezultate si discutii

In functie de intensitatea activitatii hidrolitice, au fost selectate opt tulpini bacteriene
pentru investigatii ulterioare (o tulpind bacteriand — toamna 2016; cinci tulpini bacteriene —
primavara 2017; doua tulpini bacteriene — vara 2017). Tulpinile bacteriene alese pentru
identificare au fost halotolerante. Patru tulpini (C1L1-2, C1L1-4, C2L1-1, C2L2-5) prezinta

capacitatea de a sintetiza doud tipuri diferite de enzime extracelulare. Tulpina CILI1-9



prezintd capacitatea de a hidroliza mediul suplimentat cu cazeind, carboximetil celuloza si
Tween 80.

Bacteriile halofile ce prezintd capacitate hidroliticd multipla sunt implicate in
muneroase procese biotehnologice (Rasooli si colab., 2016).

Folosindu-se tehnica de secventiere a genei care codifica sinteza rARN 16S
(Amoozegar si colab., 2008), dupa protocolul descris anterior, au fost identificate cele opt
tulpini bacteriene (Tabel V111.2.1).

Tabelul 5.2.1 contine informatii cu privire la cel mai apropiat taxon filogenetic
conform numarului de identificare GenBank. Izolatele au fost identificate ca apartinand

genurilor: Marinobacter, Halobacillus, Virgibacillus, Bacillus, Halomonas si Salinivibrio.

Tabel 5.2.1. Afilierea taxonomica a celor opt tulpini bacteriene izolate din Lacul Letea.

Izolate Cel mai apropiat taxon de izolat (GenBank Similaritate (%)
accession number)
CNL1-9 Marinobacter sp. ME108 (AJ302707.1) 99
CiL1-2 Halobacillus sp. 4TMC2 (MK251570.1) 99
ClL1-4 Virgibacillus sp. Bac332 (CP033046.1) 98
C1L1-6 Marinobacter sp. M71 (FM992844.1) 99
C1L1-9 Bacillus zhangzhouensis c9 (MK696234.1) 99
C1L3-9 Halomonas sp. ALS9(KU714727.1) 98
C2L1-1 Salinivibrio sp. JSM 114060 (JX220752.1) 98
C2L2-5 Salinivibrio proteolyticus AB116 (KY646049.1) 98

Arborele a fost construit prin metoda probabilitatii maxime. Este redata similaritatea >
70%. Rata de 0.02 arata rata de substitutie la 1000 de variante de reconstructie.

Rezultatele prezentate in figura 5.2.2 aratd ca cele 8 tulpini investigate, avand
proprietatea de a hidroliza cel putin doua sau mai multe tipuri de substraturi organice se
grupeaza filogenetic la sase genuri de microorganisme moderat halofile sau halotolerante,
respectiv: Marinobacter, Halobacillus, Virgibacillus, Bacillus, Halomonas si Salinivibrio.

Tulpina C1L3-9 prezinta un grad de similaritate de 99% cu specii ale genului
Halomonas, dar se grupeaza separate in cadrul arborelui filogenetic. Similar, tulpinile C1L1-6

si C1L1-9 se grupeaza cu membrii ai genului Marinobacter, dar separate de acestia cat si intre



ele. Acelasi aspect poate fi observant si pentru tulpinile C2L2-5 si C2L2-1 care se grupeaza
cu membrii ai genului Salinivibrio. Spre deosebire de primele doua cazuri, aceste doua tulpini
formeaza un grup individual intre ele cu o valoare a probabilitatii maxime de 83%.

Tulpina C1L1-9 se grupeaza cu membrii ai genului Bacillus cu o probabilitate maxima
de 100%.

Tulpina C1L1-4 se pozitioneazd impreuna cu membrii apartindnd genului
Virgibacillus cu o probabilitate maxima de 98%, iar tulpina C1L1-2 cu aceeasi probabilitate
maxima se regaseste impreund cu membri ai genului Halobacilus.

Analizand datele prezentate in figura 5.2.2 se pot observa doud grupuri filogenetic
distincte. Unul, cu o probabilitate maximd de 84% este alcatuit din membrii genurilor
Halomonas, Marinobacter si Salinivibrio. In cadrul acestui grup se regisesc cinci dintre
tulpinile investigate.

Celalalt grup, cu o probabilitate maximda de 100% cuprinde genurile Bacillus,

Virgibacillus si Halobacillus, iar trei dintre tulpinile analizate se regasesc in acest grup.

s | Halomonas alkaliantarctica strain CRSS 16S (NR_114902.1)
o Halomonas neptunia strain Eplume1 (NR_027218.1)
100 Halomonas boliviensis strain LC1 186S(NR_029080.1)
100 Halomonas glacief strain DD 39 (NR_114866.1)
| 70 Halovibrio variabilis strain NBRC 102410 (NR_114071.1)

C1L3-9
c1L1-8

| CNL1-9
100
- Marinobacter halotolerans strain CP12 165 (NR_156101.1)
- Marinobacter flavimaris strain SW-145 165 (NR_025799.1)

0 - Marinobacter adhaerens HP15 16S (NR_074765.1)

00 Salinivibrio sharmensis strain BAG (NR_115009.1)
\—MESﬂ/fnfvibn‘o proteolyticus strain AF-2004 (NR_043536.1)
81 Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus strain 18AG (NR_042255.1)
a [ Bacillus zhangzhouensis strain MCCC 1A08372 (NR_148786.1)
o Bacillus australimaris strain MCCC 1A05787 (NR_148787.1)
Bacillus pumilus strain NBRC 12092 (NR_112637.1)
Bacillus xiamenensis strain MCCC 1A00008 (NR_148244.1)
” I—Baciﬂus stratosphericus strain 41KF2a (NR_118441.1)
c1L1-9
Virgibacillus olivae strain E308 (NR_043572.1)
Virgibacillus marismortui strain 123 (NR_028873.1)
Virgibacillus salarius strain SA-Vb1 (NR_041270.1)
Cc1L1-4

CciL1-2

Halobacillus hunanensis strain JSM 071077 (NR_116655.1)
Halobacillus halophilus strain 3 (NR_075035.2)

Halobacillus alkaliphilus strain FP5 (NR_042545.1)

0.020

Figura 5.2.2. Arborele filogenetic construit pe baza secventelor partiale 16S rARN
demonstrand pozitia tulpinilor investigate intre speciile genurilor Marinobacter,
Halobacillus, Virgibacillus, Bacillus, Halomonas and Salinivibrio. Arborele a fost construit
prin metoda probabilitatii maxime. Este redata similaritatea > 70%. Rata de 0.02 arata rata

de substitutie la 1000 de variante de reconstructie.



Rezultatele anterioare sunt sustinute si de datele privind intervalul de salinitate in care
se pot dezvolta tulpinile investigate precum si necesarul de NaCl pentru o dezvoltare optima.
Astfel, tulpinile care se incadreaza in grupul I din structura arborelui filogenetic (Figura 5.2.2)
se dezvoltd intre 0-3M NaCl cu un optim de crestere la 1M. In cel de-al doilea grup se
regasesc tulpinile care au un optim de dezvoltare in intervalul similar de salinitate dar
concentratia optimd de sare pentru crestere tinde citre OM NaCl, in conditiile in care din

compozitia mediului nu au fost eliminate alte saruri de sodiu.

CONCLUZII GENERALE

» Lacul Letea prezinta o salinitate care variaza sezonier. Din toamna pana in primavara,
salinitatea scade datoritd aportului de apa dulce provenit din zdpezi si ploi. Primavara
are loc o concentrare a salinitatii datorita fenomenului de evaporare si a cantitatilor

mici de precipitatii.

» Continutul in cloruri variaza de la 8,9 g/L (primavara anului 2018) la 38,3 g/L (toamna

anului 2017).

» Valoarea de pH variaza intre 8,7 unitati (vara anului 2017) si 10,4 unitati (toamna

anului 2018).

» Cel mai mare numar de bacterii halofile s-a inregistrat in primavara anului 2017,
acesta variind intre 2,1x10° C.F.U./mL in punctul de prelevare Letea 3 si 3,7x103
C.F.U./mL in punctul de prelevare Leteal. In celelalte sezoane, numarul de bacteriile

halofile s-a mentinut relativ scazut in mod constant.

» Numarul cel mai mic de bacterii heterotrofe a fost determinat in probele de apa
prelevate in vara anului 2017 (3,3x10* U.F.C./mL), iar cel mai mare numir de
microorganisme heterotrofe a fost cuantificat in probele din primavara anului 2017
(3,1x10%® U.F.C./mL). Din primivara anului 2017, numirul bacteriilor heterotrofe

scade, ramanand scazut relativ constant in tot timpul anului.



Cel mai mare numar de bacterii amonificatoare a fost identificat in primdvara anului
2018 (140x10? cel./mL) si cel mai mic in toamna anului 2017 (2,5 cel./ mL), valori
asemandtoare obtinandu-se in sezonul de primdvarad atat in anul 2017 cat si in anul
2018. S-a observat o crestere a numarului de bacterii amonificatoare de-a lungul

toamnei si primaverii urmata de o scadere in sezonul de vara.

In toamna anului 2017, bacteriile denitrificatoare au inregistrat cel mai mare numar
(11x10? cel./mL), iar in primdvara anului 2017, nu s-au putut identifica. Se observi
faptul ca bactereiile denitrificatoare sunt abundente in perioada anului cu temperaturi
mai scazute (toamna - iarnd), numarul lor mentinandu-se mic, relativ constant in restul

timpului.

Cel mai mare numar de bacterii sulfat-reducatoare s-a inregistrat in primavara anului
2017 (4,5x10? cel./mL). S-a constatat faptul cd numirul de bacterii sulfat reducitoare
determinat din probele de apa prelevate din Lacul Letea este relativ scazut si constant,

exceptie facand proba Leteal (L1) din toamna anului 2016.

Din 105 bacterii halofile descrise, dupa realizarea pasajelor succesive in scopul

obtinerii de culturi pure, 82 de izolate au putut fi cultivate si supuse ulterior, testelor.

Din cele 82 de izolate provenite din probele de apa si sediment, 70 au raspuns pozitiv
la testul pentru oxidaza, 43 pentru catalaza si 35 izolate au raspuns pozitiv la ambele

teste.

Toate izolatele apartin domeniului Bacteria.

In functie de intervalul la care se dezvoltd in prezenta NaCl, izolatele din probele de

apa prelevate din Lacul Letea se impart in halotolerante (69) si moderat halofile (13).

A fost efectuat screening-ul celor 82 de izolate in vederea identificarii capacitatii de
producere a enzimelor extracelulare. Astfel, un numar de 49 de izolate au prezentat

activitate enzimatica (16 izolate - activitate esterazica, 22 izolate - activitate



inulinazicd; 36 izolate — activitate proteoliticd; sapte izolate — activitate amiloliticd;

sapte izolate — activitate celulozica).

> In functie de intensitatea activitatii hidrolitice, au fost selectate opt tulpini bacteriene
pentru investigatii ulterioare (o tulpina bacteriana — octombrie 2016; cinci tulpini
bacteriene — aprilie 2017; doua tulpini bacteriene — iulie 2017). Tulpinile bacteriene
alese pentru identificare sunt halotolerante. Patru tulpini (C1L1-2, C1L1-4, C2L1-1,
C2L2-5) prezinta capacitatea de a sintetiza doud tipuri diferite de enzime
extracelulare. Tulpina C1L1-9 prezinta capacitatea de a hidroliza mediul suplimentat

cu cazeind, carboximetil celuloza si Tween 80.

» Analiza 16S rARN a demonstrat ca tulpinile CNLI1-9 si C1L1-6 apartin genului
Marinobacter, tulpina C1L1-2 apartine genului Halobacillus, C1L1-4 aprtine genului
Virgibacillus, tulpina C1L1-9 apartine genului Bacillus, tulpina C1L3-9 apartine

genului Halomonas, tulpinile C2L1-1 si C2L2-5 apartin genului Salinivibrio.
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