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Introducere

O mare parte a biosferei este expusa la temperaturi persistente sau sezoniere sub 5°C (Margesin si
colab., 2007). Aceste medii reci caracterizate prin prezenta unor mase extinse de gheata cuprind
marile adanci (90% din oceane prezinta temperaturi <5°C), deserturile reci si habitatele glaciare
(Margesin si Miteva, 2011). Desi mediile acoperite cu gheata au fost considerate anterior abiotice sau
caun potential depozit creat prin transport stocastic de catre vant (Cowan si Tow 2004), s-a descoperit
ca adapostesc o varietate surprinzatoare de microorganisme care au fost detectate si recuperate prin
tehnici de cultivare (Van de Vossenberg si colab., 1998). Cu toate cd in mediile reci, deficitul de apa
reprezintd o provocare, cercetatorii au demonstrat prin studii de Thcorporare a izotopilor (Christner,
2002; Junge si colab., 2004) si prin vizualizarea microscopica (Bakermans si colab., 2003) ca celulele
bacteriene sunt metabolic active si capabile de proliferare. Tn prezent, mediile reci sunt cele mai pv+-

cercetate de pe Pamant (Buzzini et al., 2012).

S-a constatat ca o multitudine de medii reci de pe planeta noastra, definite ca alcatuind Tmpreuna
criosfera, gazduiesc microorganisme apartinand celor trei domenii ale vietii (Feller, 2013) Bacteria
(Morita, 1975), Archaea (Cavicchioli, 2006) si Eukarya, inclusiv algele ( Morgan-Kiss si colab.,
2006) si fungii (Buzzini si colab., 2012). Habitatele glaciare includ zapada (Maccario si colab., 2019),
gheata glaciara (Miteva, 2008), crioconitele supraglaciare (Edwards si colab., 2014) si sedimentele
subglaciare (Hamilton si colab., 2013), gheata de mare (Bowman si colab., 2011), apa de mare (Han
si colab., 2014) si permafrostul (Mackelprang et al., 2011). Temperatura scazuta, corelata cu deficitul
de apa, a activat un proces deosebit de selectie naturala, care a favorizat speciile cele mai rezistente
si a avut ca si consecintd modelarea atipica a comunitatii microbiene adaptate la rece (Anesio si

Bellas, 2011).
Obiective si contributie

Aceasta teza is1 propune sa contribuie la intelegerea mecanismelor de adaptare la temperaturi scazute
a microorganismelor din habitate inghetate la diferite niveluri de organizare, dezvaluind o serie de
adaptari structurale ale aspartat transcarbamoilazei (ATC-azd), enzima cheie a biosintezei
nucleotidelor pirimidinice, din bacteriile psihrofile Glaciibacter superstes si Rugamonas sp., alaturi
de raspunsurile termice ale celulelor bacteriene si ale microbiomului din gheata in cazul schimbarii
habitatului ca o consecintd a retragerii ghetarilor. Datele coroborate cu privire la dependenta de
temperaturd a microbiomurilor totale si active din gheata, expresia diferentiala a genelor de soc termic

si a celor legate de sinteza ADN si proprietatile structurale ale extremozimelor au contribuit la
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descifrarea rezistentei microbiene si @ mecanismelor raspunsului la variatii bruste de temperatura

pentru a face fata conditiilor extreme si variatiilor climatice in contextul incalzirii globale.

Gheata glaciara acopera o zona semnificativd a planetei si se confruntd in prezent cu o viteza
acceleratd de topire, combinata cu o potentialda remodelare a compozitiei microbiene, ca urmare a
expunerii la o variatie de temperaturi la trecerea spre solul adiacent. Tn acest context, prezenta lucrare
S-a concentrat pe investigarea mecanismelor de adaptare termica a microorganismelor psihrofile si
impactul socului termic asupra microbiomurilor din mediile inghetate la nivel comunitar, celular si
molecular in contextul impactului schimbarilor climatice asupra microbiomurilor din gheata asociate

topirii ghetarilor (Figura1).
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Figura 1. Modelul conceptual al raspunsului celular la incélzire

Investigarea dependentei de temperatura a microbiomului din gheata, a expresiei genice diferentiale
si a proprietatilor structurale / functionale ale enzimei cheie care catalizeaza biosinteza de novo a
nucleotidelor pirimidinice in bacteriile psihrofile a contribuit la descifrarea mecanismelor de adaptare
microbiand la mediile inghetate si la variatii bruste de temperatura pentru a face fata conditiilor

extreme si variatiilor climatice.



Capitolul I: Mecanisme de adaptare la rece

Psihrofilele au evoluat producand enzime active la rece, capabile sd faca fata reducerii ratelor de
reactie chimica induse de temperaturi scazute si trebuie sa Se bazeze pe o retea eficienta si complexa
de mecanisme pentru a reduce daunele folosind o strategie adaptiva cheie care modifica structura si
functionalitatea propriilor enzime. Pentru a descoperi mecanismele de adaptare termica a sintezei de
ADN 1n bacteriile psihrofile, au fost investigate proprietatile structurale ale enzimei cheie care
catalizeaza primii pasi ai biosintezei pirimidinice, aspartat transcarbamoilaza (ATC-aza) de la
Rugamonas sp., tulpina izolata dintr-un lac cu apa dulce din Antarctica, si Glaciibacter superstes
izolat dintr-o pana de gheata din Alaska. Structura primara, secundara si tertiara, precum si distributia
clusterilor hidrofobi Tn ambele enzime active la temperaturi scazute au fost analizate in comparatie
cu alte enzime omoloage psihrofile, mezofile si hipertermofile, pentru a descoperi caracteristicile
structurale de adaptare la rece si adaptari structurale particulare la mediile reci ale acestei enzime

cheie a biosintezei nucleotidelor pirimidinice legate de functia lor la temperaturi scazute.

Aspartat transcarbamoilaza (ATC-aza EC: 2.1.3.2) este o enzima citosolica implicata in prima etapa
a biosintezei de novo a pirimidinei (Berg si colab., 2002). Aceasta enzima este capabild sa efectueze
condensarea L-aspartatului si carbamoil fosfatului (CP) pentru a produce N-carbamoil-L-aspartatul
(CAA) cu obtinerea finala de CTP (Lipscomb si Kantrowitz, 2011). Holoenzima este formata din
doua subunitati catalitice trimerice (c3)2 (34 kDa fiecare) si trei subunitati dimerice reglatoare (r2)3
(17 kDa fiecare) care se combina pentru a forma un complex dodecameric (310 kDa) cu urmatoarea
compozitie a subunitatilor 2(c3):3(r2) (De Vos si colab., 2004). Structura activd dodecamerica
prezinta un comportament alosteric (Macol si colab., 2001) si a fost studiata pe larg folosind enzima

de la E. coli ca model (Helmstaedt si colab., 2001).

Acest studiu cuprinde analiza structurala a ATC-azei din bacteriile psihrofile Glaciibacter superstes
apartinand familiei microbacteriaceelor si izolate din pana de gheata din Alaska, si Rugamonas sp.
apartinand familiei pseudomandaceelor si prelevate dintr-un lac cu apa dulce situat pe Insula King
George (nord-vestul Antarcticii) in comparatie cu alte enzime omologe psihrofile, mezofile si
hipertermofile. Gena pyrB care codifica lantul catalitic al ATC-azei de la G. superstes a fost clonata
si exprimati in E. coli. Tn cazul Rugamonas sp., enzima recombinanti a fost purificati prin

cromatografie de afinitate din proteina de fuziune exprimata heterolog in E. coli.

Scopul acestui studiu este de a determina modificarile structurale la nivel molecular ale enzimei cheie

a caii de biosinteza de novo a nucleotidelor pirimidinice in cazul bacteriilor adaptate la rece, pentru a



intelege mecanismele de adaptare la conditiile extreme de mediu ale acestei clase de enzime esentiale

pentru sinteza ADN in celula.

Concluzii

Acest studiu a oferit o analiza structurala comparativa a ATC-azelor din specii de Rugamonas sp. si
G. superstes prin evaluarea adaptarilor structurale la temperaturi scazute corelate cu enzimele
omologe de la specii mezofile, psihrofile si hipertermofile. Evaluarea omologiei structurii primare a
relevat o conservare completa a resturilor situsului activ in toate ATC-azele de la procariote
investigate, in conformitate cu ubicuitatea si reactia comund catalizatd de aceastd enzima in toate
organismele, in sprijinul conservarii caii de biosinteza a pirimidinei, Tn timpul proceselor evolutive.
O deosebire remarcabila in compozitia aminoacizilor acestora consta in absenta cisteinei, continutul
redus de resturi de acid glutamic atat pentru Rugamonas sp. cat si pentru G. superstes si continutul
crescut de histidine si proline in ATC-aza de la Rugamonas sp. in comparatie cu omologii mezofili

si hipertermofili.

Absenta resturilor de cisteina si numdrul mic estimat de interactiuni ionice din enzima ATCaza ce
apartine bacteriilor psihrofile Rugamonas si Glaciibacter indica atat lipsa puntilor disulfidice cat si
un continut mai mic de punti de sare de la nivelul lantului catalitic al ATCazei, ceea ce sugereaza o

flexibilitate crescuta a enzimelor active la temperaturi scazute.

Modelul structurii secundare al enzimelor psihrofile a evidentiat un numar mai mare de spirale, in
special in cazul ATCazei din G. superstes, ceea ce sugereaza interactiuni imbunatatite intre

subunitatile catalitice ce prezinta o flexibilitate crescuta la nivelul zonei catalitice.

ATCazele psihrofofile analizate au evidentiat numarul si marimea redusa a grupurilor hidrofobe si o
distributie specificd de-a lungul lantului PyrB, favorizand o flexibilitate crescutd a acestei clase de

proteine adaptate la rece.

Modelul 3D al ATCazelor din Rugamonas sp. si G. superstes a evidentiat existenta unor modificari
la interfata subunitatilor in comparatie cu enzimele din E. coli si P. abyssi care ar putea afecta

stabilitatea trimerului si o orientare spatiala diferita a resturilor de la nivelul situsului catalitic.

ATCaza recombinanta din Rugamonas sp. a fost cu succes exprimata in E. coli si purificatd prin

cromatografie de afinitate.

Spre deosebile de enzimele omologe mezofile si heterofile, modificarile observate la nivelul
structurilor primare, secundare si tertiare ale ATCazelor psihrofile par sa favorizeze procesul catalitic

datorita unei flexibilitati sporite atdt a domeniilor enzimatice care adapostesc situsul activ cét si a



subunitatilor de la nivelul de interactiune al trimerului. Plasticitatea crescuta stabilita pentru enzimele
din mediul rece ar putea permite enzimei psihrofile sa 1si mentina activitatea la temperaturi foarte
scazute si ar putea scddea AG de activare prin reducerea distantei dintre resturile situsului de legare

la substrat.

Cercetarea actuala a structuriit ATC-azei de la ambele bacterii psihrofile a contribuit la Intelegerea
mecanismelor de adaptare la rece, subliniind o serie de caracteristici moleculare care favorizeaza
cataliza la temperaturi scdzute intr-una dintre enzimele cheie implicate 1n sinteza ADN si responsabila
de rezistenta bacteriilor care se dezvoltd in mediile inghetate. Investigatii suplimentare privind
caracteristicile functionale si structura cristalind a ATC-azei psihrofile vor corobora ipoteza noastra
si vor extinde evaluarea adaptarilor termice specifice ale enzimei active la temperaturi scazute.
Rezolvarea structurii cristalografice cu raze X a acestei ATC-aze va contribui la relevarea unor
adaptari moleculare suplimentare ale acestei enzime la temperaturi scdzute, in comparatie cu
omologii mezofili si (hiper) termofili, pentru a extinde Intelegerea generala a strategiilor structurale

ale catalizatorilor cheie de la extremofilele adaptate la medii reci.



Capitolul 11: Raspunsul la socul termic al comunitatilor
microbiene din medii reci si modelul de bacterie
psihrofila

Topirea ghetarilor presupune transferul comunitatilor microbiene din gheata catre noi tipuri de
habitate precum solul adiacent, si 0 posibila expunere la variatiile ridicate de temperatura in timpul
ritmului circadian. Raspunsul termic microbian a fost investigat printr-un experiment ciclic de
caldura/inghet timp de 7 zile, examinand modificarile modelului expresiei genice la nivelul
microbiomului unui miez de gheata din pestera de gheata Scarisoara, din solul subglacial islandez si
n tulpina bacteriana psihrofila Glaciibacter superstes, pentru a determina un biomarker enzimatic

pentru rezistenta microbiomului la tratamentul de soc termic.

Modelul de expresie genica care codifica pentru enzima cheie biosinteza nucleotidelor pirimidinice -
aspartat transcarbamoilaza (ATC) si a familiei dnaK (HSP70) a fost determinat prin gPCR, facandu-
se comparatie intre bacteria psihrofild model si cele doua tipuri de habitate reci din punct de vedere
al raspunsului la ciclul termic zilnic si al viabilitatii celulare, cu scopul de a evalua un biomarker
enzimatic pentru raspunsul comunitdtii microbiene la variatiile de temperatura ce au loc in timpul

modificarilor habitatelor din cauza retragerii ghetarului.

Impactul antropic asupra climei are un efect negativ remarcabil asupra ecosistemului, declansand o
scadere a biodiversitatii (Cavicchioli si colab., 2019). Cu toate ca speciile macroscopice aflate pe cale
de disparitie au dobandit interes in ultimii ani, pand in prezent nu a fost efectuata nici 0 evaluare a
impactului schimbarilor climatice asupra ,,Jumii microscopice” referitoare la influenta modificarii
structurii microbiomurilor asupra ciclurilor de nutrienti si a carbonului. In ultimele decenii, incilzirea
globald a produs o crestere a topirii ghetarilor (Weller si colab., 2005), provocand o pierdere mai
mare de gheatd odatd cu transferul comunitdtii inglobate Tn gheata in solul vecin. Odata ce
comunitatea microbiana ajunge in sol, aceasta este expusa la temperaturi mai ridicate si la lumina
directa a soarelui. Viteza crescutd de topire ar putea duce la modificari ale microcosmosului
microbian si la o revizuire a modelului de expresie a genelor. Studiile au demonstrat efectul incalzirii
asupra schimbarii comunitatii microbiene din sol (Frey si colab., 2008). Temperatura este fara
indoiald unul dintre cei mai mari factori de stres care aduce provocari pentru cresterea microbiana.
Prin urmare, intelegerea strategiilor de termotolerantd microbiana ce conduc la rezilienta si adaptare
la medii extreme (Deegenaars si Watson, 1998) ar putea fi cruciald pentru a evalua supravietuirea si

modelarea structurald a microbiomilor.



Pentru a intelege raspunsul comunitatii microbiene din habitate reci la variatiile de temperatura ale
mediului, a fost investigat efectul tratamentului de soc termic asupra modelului de expresie genica al
diferitelor microbiomuri din habitate reci. Experimentul a constat in aplicarea unui ciclu de soc termic
zilnic urmat de incubare la temperatura constanta de 4°C, timp de 1 sdptdmana, pe gheata din pestera
Scarisoara si solul subglacial islandez, n timp ce cultura de Glaciibacter superstes, dupa socul termic
zilnic, a fost alternativ incubatd atdt la 4°C cat si la -18 °C temperaturd constantd. Evaluarea
modificarilor expresiei genice aparute in urma tratamentului termic al microbiomurilor si modelului
bacterian a fost cuantificatda prin RT-PCR folosind biblioteca construita de ADN complementar.
Genele selectate au fost pyrB, ce codifica pentru aspartat transcarbamoilaza (ATC), enzima cheie
pentru biosinteza nucleotidelor pirimidine si dnaK ce codifica pentru proteina de soc termic Hsp70
aflata in legatura cu mecanismele de aparare impotriva stresului termic (Richter si colab., 2010).
Modificarile genelor codificatoare pentru ATC si Hsp70 au fost corelate cu viabilitatea probelor

tratate termic Tn baza evaluarii continutului de celule vii/moarte dupa fiecare etapa de soc termic.

Cuantificarea comparativd a expresiei acestor gene la cicluri repetate de soc termic a evidentiat
raspunsurile microbiene pe termen lung si scurt la variatiile de temperatura legate de sinteza ADN-
ului si strategiile specifice de aparare termica in functie de habitatul microbiomului (gheata si sol) cét

si intr-un model de bacterie psihrofila.
Concluzii

Raspunsul termic dupa ciclurile de 7 zile de soc termic aplicate pe solul ghetarului din Islanda, nucleul
de gheata al pesterii Scarisoara si modelul bacteriilor psihrofile Glaciibacter superstes, a relevat
profiluri complementare de expresie pentru genele care codifica pentru aspartat transcarbamoilaza
(ATC), enzima cheie n biosinteza de novo a nucleotidelor pirimidinice, si pentru familia proteinelor
de soc termic Hsp70, in functie de tipul de habitat (sol versus gheatd) si de complexitatea microbiana

(cultura versus microbiom).

Comunitatile microbiene supuse socului termic au ardtat o crestere a transcrierii genelor in comparatie
cu probele netratate termic. Investigarea raspunsului termic prin metoda RT-PCR a genei care
codifica pentru familia HSP70 a dezvaluit un reglaj in sus atat in cazul culturii de G. superstes céat si
in cazul comunitatii microbiene din gheata, indicAnd astfel un proces de adaptare pe termen scurt.
Raspunsul microbiomului de gheata la stresul termic a dezvaluit o reglare Tn sensul cresterii genelor
implicate in procesele de protectie celulard, cum ar fi HSP70 si un reglaj negativ (down-regulation)
al genei pyrB implicate in procesele de duplicare celulara. Spre deosebire de microbiomul de gheata,

comunitatile microbiene din sol au fost mai putin sensibile la aplicarea socului termic probabil



datorita preadaptarii termice in conformitate cu provenienta lor din gheata inainte de topirea acesteia.
Evaluarea viabilitatii celulare a furnizat o indicatic a modului in care expresia crescuta a genei pyrB
ar putea fi corelata cu duplicarea celulara. Raspunsul la socul termic al expresiei genei pyrB a definit
ATCaza drept potential biomarker enzimatic al impactului temperaturii din mediu asupra
comunitatilor microbiene din gheata si sol, oferind un posibil instrument pentru a evalua rezistenta

microbiomului atunci cand este expus la variatii de temperatura.

Analizele comparative ale variatiilor in profilul de expresie al genelor ATC si HSP70 dupa sapte zile
de tratament de soc termic au contribuit la intelegerea echilibrului dintre strategiile pe termen scurt
si pe termen lung pentru supravietuirea celulelor microbiene dupa tulburari de mediu in functie de

tipul de habitat.

Coroborarea modelului de expresie a genelor modificate si a proprietatilor structurale/functionale ale
enzimei cheie a sintezei de novo a nucleotidelor pirimidine din bacteriile adaptate la rece vor furniza
cunostintele noastre despre mecanismele de adaptare la conditii extreme de mediu atunci cand se

schimba habitatele din cauza topirii ghetarilor.



Capitolul 111: Impactul stresului de soc termic asupra
diversitatii structurale si functionale a microbiomurilor
totale si active inglobate in gheata.

Pentru a descoperi impactul variatiei termice a mediului asupra microbiomului din gheata atat la nivel
taxonomic, cat si metabolic, S-a efectuat o analizd metatranscriptomica a ARNr total extras din
depozite de gheata veche de 900 de ani, din Pestera ,,Ghetarul de la Scarisoara”. Extractia ARN a fost
realizatd pe baza unui protocol dezvoltat specific in aceasta teza, iar bibliotecile de ADNc pentru
fiecare etapa au fost secventializate folosind o platforma Illumina NextSeq. Metatranscriptomica
Shotgun a microbiomului din gheata in varsta de un mileniu de la Pestera Scarisoara, supusa unui
tratament de soc termic ciclic timp de 3 zile, a constituit prima caracterizare a comunitatii microbiene
active din acest tip de habitat. Au fost astfel obtinute informatii taxonomice si functionale asupra
variatiei bacteriilor potential active, speciilor de Archaea si Eukaria, si asupra cailor metabolice si

genelor bazate pe analize de ARN ribozomal si mesager.

Prin acest experiment se doreste completarea informatiilor referitoare la procesele microbiene
necunoscute ce au loc dupa dezghetul stratului superior de gheata din acest habitat interesant si izolat,
oferind o prima viziune asupra distributiei post-perturbare a microbiomului din ghetd, expresiei

genelor si a proceselor de pradare ce au loc in vederea obtinerii 1n final a unei comunitati stabile.

Gheata poate fi consideratd o matrice de stocare a microorganismelor, reprezentand o sursd de
diversitate genomica si un rezervor de noi specii microbiene (Ma si colab., 2000). Recent, au fost
efectuate investigatii asupra comunitatilor microbiene dintr-o serie de medii inghetate, inclusiv
permafrost (Schostag si colab., 2019), straturi de gheatd antarctice (Abyzov si colab., 2005), gheata
polarda (Ma si colab., 1999), gheata de mare (Nichols si colab., 2005) si, de asemenea, lacuri
subglaciare (Rogers si colab., 2013). Printre aceste habitate, pesterile de gheata furnizeaza informatii
limitate cu privire la microbiomul din depozitele subterane de gheata perena acumulate in aceste
habitate izolate (Purcarea, 2018). Prezenta microorganismelor in gheata din pestera Scarisoara a fost
mentionata pentru prima data in stalagmitele de gheatd formate in zona Mica Rezervatie (Hillebrand-
Voiculescu si  colab.,, 2013), urmate de studii asupra comunititilor microbiene
cultivabile/necultivabile din blocul de gheta perena (Hillebrand-Voiculescu si colab., 2014), si asupra
distributiei cronologice a bacteriilor cultivate in straturile de gheata vechi de pana la 900 de ani (Itcus
si colab., 2016). Cu toate ca metoda de cultivare a oferit un pas Tnainte in screeningul microbian,
cercetatorii au constientizat limitarile tehnicilor dependente de cultura, datorate problemelor de

necultivabilitate in descrierea diversitatii microbiomurilor (Hug si colab., 2016). Pentru a depasi



aceasta problema, au fost realizate studii utilizand electroforeza cu gel de denaturare (DGGE) pentru
a descoperi diversitatea fungica (Brad si colab., 2018), in timp ce o identificare mai avansatd a
secventelor a fost obtinuta cu ajutorul tehnicilor moleculare, incluzand 454-pirosecventializarea
comunitatii procariote (ltcus si colab., 2018) si Secventializarea de ultima generatic (NGS) a
comunitatilor fungice din straturi de gheta veche de pana la 1500 de ani, pe baza secventializarii
Illumina a genei ITS2 (Mondini si colab., 2019).

Toate aceste rapoarte bazate pe secventializarea ADN ofera informatii despre comunitatile
microbiene totale, in timp ce pana in prezent nu au fost furnizate date legate de microbiomul activ
din punct de vedere metabolic din acest habitat. Recent, comunitatile bacteriene totale si potential
active dintr-un nucleu de gheata cu o vechime de pana la 13.000 de ani din pestera Scarisoara au fost
determinate prin secventializarea genei 16S rRNA cu ajutorul platformei Illumina (Paun si colab.,
2019), sugerand existenta unei comunititi microbiene active la nivelul acestui habitat. Tn acest
context, unul dintre studiile dezvoltate in aceasta teza s-a concentrat pe investigarea microbiomului
activ din gheata perena din pestera Scarisoara, folosind secventializare Illumina shotgun a ARN si
reconstituirea metatranscriptomica a comunitatilor microbiene procariote §i eucariote totale si active.
Proba de gheata 900-O a fost aleasd 1n baza determinarilor anterioare ale diversitifii mari a
procariotelor (Itcus si colab., 2018) si fungilor (Mondini si colab., 2019). Complexitatea
microbiomului din proba 900-O poate fi atribuita climatului cald si umed specific formarii stratului
de gheata caracteristic Perioadei Medievale Calde (MWP), ceea ce ar fi putut duce la o acumulare

mai accentuata de sedimente si materie organica cauzata de ploile abundente (Persoiu si colab., 2017).

Desi rapoartele despre metatranscriptomii din habitatele inghetate au indicat prezenta in gheatd a
microorganismelor active (Rogers si colab., 2013), acesta este primul studiu care dezviluie
comunitatile microbiene procariote si eucariote active din gheata perena a unei pesteri, in baza
secventializarii [llumina a metagenomurilor ARN ribozomal si mesager. Mai mult, datele din aceasta
teza raporteaza schimbarile ce au loc la nivel taxonomic si metabolic in comunitatile microbiene
totale si active, ca raspuns la un tratament de soc termic de 3 zile, urmat de o etapa de incubare la 4°C
timp de 14 zile, pentru a intelege impactul pe care topirea ghetarului il are asupra microbiomului

inglobat in gheata.



Concluzii

Pana 1n prezent, aceasta este prima dovada a unui microbiom activ in gheata perena din pesteri si a
efectului pe care un tratament termic il are asupra microbiomurilor totale si active din gheata. Este
cunoscut faptul cd schimbarile de temperatura perturba homeostazia microbiana alaturi de o
distributie modificata a taxonilor, in timp ce prea putin este cunoscut referitor la raspunsul genelor.
Aceasta caracterizare a modificarilor structurale si functionale ale unei comunitati microbiene
generate de o crestere a temperaturii si de o perioada de incubare prelungita poate ajuta la sporirea
intelegerii habitatelor aflate in curs de schimbare si al impactului ecologic al acestora, datorat topirii

ghetarilor.

Studiul actual asupra microbiomului prezent in depozitele de gheatd din pestera Scarisoara a relevat
o comunitate potential activd complexd (ARNr) in acest habitat si a confirmat prezeta
microorganismelor active (ARNm) in straturile de gheta de 900 de ani vechime. Microbiomul
potential activ din acest habitat inghetat a scos la iveald o comunitate complexa, avand o compozitia
distincta ce sustine rezistenta la socul termic si raspunsul functional specific in cazul variatiei termice
ciclice intre 4°C-25°C. Comunitate microbiana presupusa a fi potential activa a fost dominata de
taxoni copiotrofi capabili sa utilizeze rapid sursa de carbon eliberata prin topirea ghetii. Filumurile
Proteobacteria si Bacteroidetes au dominat comunitatea, indicand astfel o rezistenta sporita la in cazul
stresului termic, spre deosebire de filumurile Firmicutes si Actinobacteria care au prezentat o scadere
a abundentei relative si, prin urmare, o capacitate redusa de a face fata cresterilor de temperatura.
Archaea, caracterizata in principal prin clasa Methanomicrobia ce apartine filumului Euryarchaeota,
a avut o prezenta slaba in TO, fiind foarte afectata de socul termic, fara a prezenta o crestere a
abundentei relative chiar si dupa o incubare prelungitd. Comunitatea fungica a fost aparent cea mai
afectata de socul termic, cel mai mare numar de citiri fiind alocat filumurilor Blastocladiomycota si
Chytridiomycota adaptate la habitatele acvatice, in timp ce filumurile Basidiomycota si Ascomycota
au prezentat o scadere a abundentei lor relative, ceea ce indica o rezistenta scazuta la socul termic.
Microeucariotele, desi afectate de cresterea temperaturii, au prezentat (dupa incubare prelungitd) o
crestere a abundentei lor relative. Flagelatele heterotrofe precum Stramenopiles, au prezentat cea mai
crescuta prezenta dupa o saptamana si au atins maximul dupa 14 zile. Proliferarea acestui grup de
protozoare a desemnat un proces de pradare ridicat bacteriilor, fiind favorizat de dimensiunile reduse

(comparativ cu alte protozoare), grabind timpul de duplicare.

Analiza modelului diferential de expresie a genelor a ajutat la descoperirea factorilor de rezistenta
implicati In mecanismul de adaptare al microorganismelor. Tratamentul cu soc termic a determinat

activarea transcriptiei genelor care codificd proteinele chaperon (familia HSP60), superoxid



dismutazele si factorul SigmaE alternativ al activitatii polimerazei, conferind celulelor microbiene o
rezistentd suplimentari la stresul termic. in conformitate cu prezenta dominanti a claselor de bacterii
prevazute cu un mod de viatd copiotrof, a fost observata o usoara crestere a genelor asociate ciclului
Acidului Tricarboxilic (ciclul TCA) urmata de o usoara reducere dupa 14 zile. Expresia genelor care
codifica pentru Polihidroxialcaloati (PHA) a fost crescuta in cazul tuturor probelor, indicand astfel o
activitate crescutd 1n stocarea energiei. Reglaj genetic suplimentar a fost observat in cazul genelor
implicate in reglarea carbonului si a nitrogenului, si a motilitatii celulare tindnd cont de mediul apos.
Incubarea prelungita (T14) a aratat o crestere a transcrierii pentru activarea mecanismului de aparare,

sugerand Inceperea competitiei pentru sursele nutritive similare.



Capitolul 1V: Impactul climatic si geochimic asupra
comunititilor fungice incorporate in gheata

Investigatia noastra furnizeaza prima secventializare a genei ITS2 prin Illumina MiSeq a
microbiomului din gheata veche de 1500 de ani din Pestera de Gheata Scarisoara, pentru a determina
distributia temporala a comunitatilor fungice din depozitele de gheata ale pesterii in raport cu variatia
climatica in timpul depunerii perene de gheatd si Cu configuratia geochimica. Distributia taxonilor in
straturile de gheata formate in perioade mai calde (perioada caldd medievald) si perioadele mai reci
(mica epoca de gheata) a fost analizata in vederea identificarii biomarkerilor fungici pentru variatiile
climatice din aceasta pesterd de gheata perend, consolidand relatiile dintre populatia microbiana si
caracteristicile mediului. Corelarea distributiei taxonilor fungici Tn blocul de gheata al pesterii cu
parametrii geochimici ai ghetii a fost, de asemenea, realizata pentru a evalua impactul compozitiei
chimice a substratului asupra structurii comunitatii fungice. Aceasta lucrare abordeaza lipsa de
informatii referitoare la distributia microcosmosului inglobat in depunerile perene de gheata ale
pesterii, permitand determinarea rolului fungic in acest habitat inghetat si oferind un potential
biomarker fungic pentru a intelege climatul local si efectul substratului geochimic asupra compozitiei

microbiene 1n habitatele inghetate.

Interesul crescut din ultimele doud decenii asupra habitatelor inghetate a condus la investigarea
comunitatilor microbiene din gheata (Brinkmeyer et al., 2003) si la determinarea distributiei spatiale

si temporale a acestora (Itcus et al., 2016) in diverse habitate Inghetate.

Spre deosebire de mediile glaciare expuse terestre si marine, pesterile de gheata sunt printre cele mai
slab explorate habitate reci (Kern si Persoiu, 2013), motiv pentru care, pand in prezent se cunosc
foarte putine informatii legate de comunititile microbiene aferente acestora (Purcarea, 2018). In urma
unor studii recente, bazate pe gena 18S ARNr efectuate pe probe din Pestera de Gheata Scarisoara,
Romania, a fost raportatd prezenta eucariotelor microbiene apartinand speciilor heterotrofe si

fototrofe (Hillebrand-Voiculescu si colab., 2014).

Interesul pentru aceste nise cu gheata izolate si foarte bine conservate, se bazeazad pe potentialul de
reconstituire paleoclimaticd a straturilor de gheatd acumulate (Persoiu si colab., 2017). Diferitele
studii geologice (Racovita si Onac, 2000) si paleoclimatice (Persoiu si colab., 2017) realizate n
ultimele decenii pe depozitele de gheata din Scarisoara, au furnizat informatii climatice si geochimice
asociate cu formarea straturilor de gheatd ale pesterii, utilizate ulterior in studiul impactului acestor
parametrii asupra diversitatii si structurii comunitdtilor microbiene corespunzatoare fiecarui strat de

gheata studiat (Purcarea, 2018). Aceste studii au relevat variatiile climatice care au avut loc in ultimul



mileniu, precum alternanta perioadelor reci si uscate din timpul Epocii mici de gheata (LIA; 1250-
1860 AD) si a Perioada Intunecati Rece (DACP; 400-800 AD), cu intervalele calde si umede din
timpul Perioadei Calde Medievale (MWP; 800-1250 AD) (Persoiu si colab., 2017). Recent, in urma
cercetarilor realizate pe diversitatea microbiand de-a lungul blocului de gheatd perend din pestera
Scarigoara, a fost descoperita prezenta bacteriilor necultivabile (Hillebrand-Voiculescu et al., 2014;
Itcus si colab., 2018; Paun si colab., 2019), a bacteriilor (Itcus si colab., 2016) si fungilor (Brad si
colab., 2018) cultivabili. Desi fungii isi pastreaza viabilitatea in straturile de gheatd pentru cel putin
1000 de ani (Abyzov, 1993; Ma si colab., 1999), tehnicile dependente de cultivare nu au reusit sa
identifice o diversitate crescuti de taxoni fungici (Kochkina si colab., 2012). Tn acest sens, utilizarea
tehnicilor moleculare a permis identificarea acestor tipuri de microorganisme la nivel de gen si specie
(Ghosh, 2017).

Lucrarea de fatd abordeaza lipsa de informatii referitoare la compozitia comunititii fungice
necultivabile din blocul de gheata al pesterii Scarisoara din straturile de gheata vechi de pana la 1500
de ani, in baza secventializarii prin Illumina MiSeq a regiunii ITS2 (internal transcribed spacer 2) de
la nivelul genelor ARNr, in raport cu diferitele configuratii geochimice determinate in cursul
anterioarelor Inregistrari climatice. Din cate stim, acesta este primul raport referitor la distributia
diversitatii fungice necultivabile dintr-o pesterd de gheata perena, utilizand secventializarea de Tnalta

fidelitate.

Concluzii

Tn acest studiu s-a realizat pentru prima dati o secventializare profundi a unei crono-Secvente de
gheata cu o vechime de 1500 de ani, relevand o diversitate fungica extensiva in gheata din Scarisoara.
In urma secventializarii prin Illumina MiSeq a genei ITS2 care a vizat comunitatea fungica inglobata
in gheata din pesterd izolata, a fost obtinut un numar total de 1751957 secvente, care au corespuns la
182 unitati taxonomice operationale fungice. Aceste date sugereaza atat o distributie influentata de
clima si factori geochimici de-a lungul acumularilor de gheata perena, cat si o diversitate in scadere
direct corelata cu varsta ghetii, datorata unui proces de degradare a ADN-ului. La nivel de filum,
Ascomycota a fost prezentd in toate straturile de gheatd, dominand in straturile de gheata depuse in
timpul Epocii mici de gheatdi (LIA) si a Perioadei Intunecate Reci. In acelasi timp, filumul
Basidiomycota a fost predominant in straturile de gheata de 900 de ani vechime, acumulate in cursul
Perioadei Medievale Calde (MWP). Dupa cunostiintele noastre, acesta este primul studiu unde a fost
raportatd prezenta filumului Chytridiomycota intr-un habitat inghetat. Atribuirea la nivel de gen a

relevat prezenta tulpinii fungice Cryptococcus victoriae in toate straturile de gheata analizate, ceea



ce sugereaza o capacitate de adaptare si o rezilientd puternice atribuite acestui ordin taxonomic. Mai
mult, concentratia de Carbon Organic Dizolvat (DOC) a pérut cé are un rol important in distributia
taxonilor Basidiomycota, prezenti in abundenta in straturile de gheata caracterizate printr-un continut
scazut de DOC, fiind 1n acelasi timp depasiti numeric de catre speciile saprofite in gheata bogata in

materie organica.

Acest raport a ajutat la deslusirea efectului climatic global asupra distributiei fungilor in habitatele
inghetate, oferind o primd dovada a identificarii unui potential biomarker fungic pentru variatiile
climatice, coreland modificarile la nivelul biodiversitatii cu evenimentele istorice de mediu n fiecare

punct temporal analizat.



Concluzii generale si perspective

Adaptare structurala a enzimelor la temperaturi scazute

Caracterizarea structurald si compararea ATCazelor recombinante din bacteriile psihrofile
Glaciibacter superstes si tulpina de Rugamonas sp. cu cele ale bacteriilor mezofile Escherichia coli
si Pseudomonas aeruginosa si hipertermofile Pyrococcus abyssi si Aquifex aeolicus a evidentiat
modificari specifice ale structurilor primare, secundare si tertiare, ale reziduurilor care formeaza
interfete de subunitate si domeniu, precum si a distributiei grupurilor hidrofobe ce contribuie la o
stabilitate crescuta si o structura mai flexibila in vederea realizarii reactiei enzimatice la temperaturi

scazute.

Principalele rezultate privind analiza structurala a ATCazelor din Glaciibacter superstes si

Rugamonas sp. sunt:

» Toate resturile de la nivelul situsului activ al ATCazei din tulpinile psihrofile, mezofile si
hipertermofile analizate sunt conservate, in sprijinul reactiei comune catalizate in toate
organismele, independent de temperatura mediului.

«  In comparatie cu omologii mezofili si termofili, structura primara a ATCazei din Glaciibacter
superstes, cat si din Rugamonas sp. a prezentat 0 absenta completa a resturilor de cisteina
(Cys), ceea ce duce la o structura mai flexibila datorita lipsei puntilor disulfidice.

* Ambele ATCaze psihrofile au prezentat un continut redus de acid glutamic (Glu) sugerénd
astfel un numar redus de punti de sare, ceea ce confera o flexibilitate enzimatica crescuta.

» ATCaza din Rugamonas sp. prezinta un continut crescut de histidina (His) care ar putea fi
responsabil de stabilizarea structurii datorita interactiunilor ionice.

» Continutul ridicat de resturi de Prolina (Pro) in ATCaza din Rugamonas sp. ar putea facilita
plierea proteinei.

« Numarul crescut de spirale de la nivelul structurii secundare a ATCazei din G. superstes si
pozitia dezvaluitd de modelul 3D ar putea favoriza interactiunea dintre subunitatile catalitice
pentru a favoriza cataliza la temperaturi scazute si pentru a duce la cresterea interactiunilor cu
solventul.

* Prezenta clusterelor hidrofobe reduse la nivelul interfatei domeniilor CP-ASP ar putea
contribui la plasticitatea imbunatatita a lantului Tn momentul inchiderii domeniilor in timpul

catalizei.



* Clonarea si expresia heterologa in E. coli a genei pyrB recombinante din G. superstes si
purificarea ATCazei recombinante de Rugamonas sp. au fost realizate cu succes in vederea

caracterizarii functionale suplimentare.
Raspunsul celular bacterian la socul termic

Rezistenta celulara legatd de sinteza nucleotidelor pirimidine si raspunsul proteinelor de soc termic
la tratamentul de soc termic al bacteriei psihrofile G. superstes a fost evaluata prin cuantificarea prin
RT-PCR a genelor care codifica pentru ATCaza si pentru HSP70. In uma comparatiei modelelor de
expresie ale celor 2 proteine timp de 7 cicluri zilnice de soc termic, ATCaza a fost stabilita drept

marker promitator al adaptarilor celulare la stresu termic din mediu.

* Modificarile modelului de expresie genica microbiana au depins de starea de inghet/non-
inghet a celulelor Tn timpul ciclurilor termice pentru expresia ATCazei, in timp ce expresia
genei HSP70 a fost independenta de intervalul de temperatura (30°C/4°C sau 30°C/-18°C) al
socului termic

» Schimbarea temperaturii de racire de la 4°C la -18°C dupa socul de caldura a indus o crestere
de 1,5 ori mai mare in expresia genei pyrB, ceea ce sugereaza un raspuns imbunatatit al
sintezei ADN-ului in celuld pentru o adaptare mai rapida la schimbarile de mediu

» G. superstele dispune aparent de o strategie de adaptare pe termen scurt, exprimand un nivel
mai ridicat al genelor care codifica pentru familia HSP70 dupa socul termic, urmat de o
stabilizare dupd 5 zile.

» Raspunsul opus al expresiei genelor pentru ATCaza si HSP70 a fost observat independent fata
de intervalul de variatie a temperaturii. Cea mai accentuata inductie a genei pentru HSP70 a
avut loc dupa cicluri de soc termic de 48 si 96 de ore, in timp ce expresia genei pentru ATCaza
a scazut in primele 48 de ore si a atins pragul maxim dupa 72 si 120 de ore, ceea ce sugereaza
un raspuns complementar al celulei care duce la o protectie celulara eficientd in prima etapa
urmatd de sinteza crescuta a ADN-ului pentru duplicarea celulara.

+ Cuantificarea ATCazei a evidentiat o legatura directa cu viabilitatea celularda in timpul
tratamentului termic, evidentiind aceasta enzima ca un potential marker al raspunsului celular

la stresul de mediu.

Adaptarea termica si raspunsul la soc termic al microbiomurilor habitatelor reci

Studiul actual privind structura comunitdtii microbiene din habitatele inghetate in raport cu geochimia

si variatiile climatice din timpul depunerilor de gheata, si raspunsul comunitatii la tratamentul de soc



termic a furnizat noi date despre impactul temperaturii mediului asupra diversitatii si rezistentei
comunitatii fungice din gheata perena acumulata in ultimii 1500 de ani in pestera Scarisoara, si despre
raspunsurile taxonomice, metabolice si moleculare ale microbiomurilor totale si active din gheata si

din sol la cresterea temperaturii si, respectiv, incubatie prelungita.

Screening-ul distributiei fungice in cronosecventa de gheata din pestera de gheatd Scarisoara, bazata
pe secventializarea ITS2 Illumina a evidentiat relatia dintre distributia geochimica si climatica a
taxonilor fungici, oferind dovezi pentru identificarea unui potential biomarker fungic pentru variatiile
climatice. Principale rezultate sunt:

« Taxonul Basidiomycota predomina in straturile de gheatd caracterizate prin concentratii
scazute de carbon organic dizolvat (DOC), datorita capacitatii de a degrada resursele de
carbon complexe din habitatele cu deficiente nutritive.

* Continutul ridicat de DOC a favorizat prezenta Ascomycota, ceea ce sugereaza ca prezenta
taxonilor copiotrofi depaseste numar de specii oligotrofe.

+ Filotipul Cryptococcus victoriae a fost gasit in toate straturile de gheata analizate, sugerand
versatilitatea metabolica ridicata a acestei specii fungice n diversele conditii geochimice si
climatice.

» Filumul Basidiomycota a fost mai abundent in straturile de gheata formate in perioadele mai
calde si mai umede (Perioada Medievala Calda) asociata cu aparitia acelor de Picea abies care
ar fi putut sa creeze un mediu acid mai ridicat, potrivit pentru versatilitatea ridicata a acestui
filum.

*  Filumul Ascomycota a dominat gheata depusa in timpul Epocii mici de gheata, mai rece si
uscata, probabil asociata cu o dispersie mai ridicata a sporilor, din cauza precipitatiilor reduse
si a ventilatiei crescute in pestera din zonele inconjuratoare.

» Aceasta este prima raportare a filumului Chytridiomycota in habitate inghetate.

« Acest studiu a furnizat dovezi privind identificarea unui potential biomarker fungic pentru

variatiile climatice din acest habitat.

Raspunsul la tratamentul de soc termic al microbiomurilor din gheatarul de pestera si din pamantul
glaciar din Islanda, evaluat prin expresia diferentiala a genelor pentru ATCaze si pentru familia
HSP70 a scos la iveald un model de transcriere complex si complementar al acestor gene care variaza
in functie de tipul de habitat.

* Comunitatea microbiana din sol a prezentat o rezistenta sporita la socul termic datorita

preadaptarii la temperaturi crescute dupa topirea ghetii, ca urmare a transcrierii reduse a genei



HSP70 in timpul tratamentului de soc termic datorita prezentei moleculelor chaperon in
celule.

» Comunitatea microbiand din gheata a dezvaluit o expresie a genei pentru HSP70 mai ridicata
in primele 4 zile de tratament termic, urmata de o reducere a expresiei dupa o saptamana, ceea
ce sugereaza o adaptare mai lenta la socul termic.

» Evaluarea perturbarii microbiene generale bazata pe raportul dintre expresia genelor care
codifica pentru ATCaza si pentru HSP70 a aratat un model similar cu cel observat in cazul
celulelor G. superstes, indicdnd o expresie genica complementara la nivel de microbiom a
celor doua tipuri de gene.

» ATCaza constituie un potential biomarker enzimatic al rezistentei comunitatii microbiene, ca

raspuns la variatii extreme de temperaturd, cuplate direct cu 0 viabilitate celulara ridicata.

Metatranscriptomica ShotGun realizata pe microbiomul din gheata veche de 900 de ani din Pestera
de gheata Scarisoara, ce a fost supus unui tratament ciclic de soc termic (4-25°C) de trei zile si o
incubare suplimentara la 4°C timp de 11 zile a constituit prima caracterizare a comunitatii microbiene
active din acest tip de habitat. Atat datele de ARNr cat si ARNm au relevat o variatie majora a
structurii microbiene imediat dupa aplicarea socului termic, cele mai afectate fiind comunitatile
fungice si microeucariotele. Analiza metatranscriptomicii shotgun, atét pe datele de ARNr, cat si pe
cele de ARNm, a evidentiat o variatie majora a structurii microbiene imediat dupa tratamentul de soc
termic, indicand prezenta taxonilor microbieni cu o rezistenta diferitd la cresterea temperaturii si un

proces de adaptare diferit, asa cum s-a dovedit prin transcrierea diferitelor gene.

+ Comunitatea microbiand potential activa a fost dominatd de taxoni bacterieni cu un
metabolism de tip copiotrof, precum Proteobacteria si Bacteroidetes, ce au capacitatea sa
creasca si sa utilizeze rapid sursa de carbon existenta si, prin urmare, sd depaseasca taxonii
oligotrofi.

« Dintre taxonii bacterieni, Firmicutes, Actinobacteria si Chlorobi au prezentat o scadere a
abundentei relative cuprinsa intre 5-5,5 si 19 ori, cu cel mai mare raspuns dupa un tratament
de 3 zile de soc termic observat la Proteobacteria si Bacteroidetes cu 1,5- respectiv 2,5 ori.

« Comunitatea de eucariote a fost cea mai afectata de cresterea temperaturii, cu o reducere de 8
ori in timpul ciclurilor de soc termic si 10,5 ori de recuperare dupd 14 zile.

» Archaea a fost foarte slab prezenta in toate probele (<0,2%), reprezentata de filumul
Euryarchaeota care arata o reducere de 9 ori a abundentei lor relative dupa ciclurile de soc

termic.



* Microeucariotele au evidentiat o abundenta ridicatd in heterotrofi flagelati, cum ar fi
Stramenopile dupa incubatie prelungita, ceea ce sugereaza capacitatea lor de a se recupera
dupa un soc termic. O ipotezd pentru aceastd recuperare relativa a abundentei se bazeaza pe
natura pradatoare a protozoarelor asupra bacteriilor, subliniind rolul lor in controlul mediului
natural.

* Abundenta crescuta de pana la 2 ori a transcriptilor pentru protectia celulara impotriva
stresului de temperaturd, cu prezenta genelor care codifica moleculele cu activitate de
chaperone 1n plierea corecta a proteinei si enzime cu capacitatea de a reduce efectul negativ
al speciilor de oxigen reactiv (ROS).

* Abundentd mai mare pana la de 4 ori a factorului alternativ sigma pentru polimeraza, indicand
un raspuns direct la stres termic.

» Expresii crescute de pana la 2,8 ori ale genelor implicate in ciclul Acidului Tricarboxilic
(TCA) care demonstreaza prezenta ridicatd a microorganismelor cu metabolismul copiotrof.

* Reglarea pozitiva a genelor implicate in motilitatea celulard de pana la 2 ori, luand in
considerare mediul acvatic.

» Expresii mai mari de pana la 1,3 ori a genelor implicate Tn reglarea carbonului si azotului ce
favorizeaza procesele de eliberare a substraturilor.

* Incubarea timp de 11 zile dupa tratamentul de soc termic a aratat o crestere de 2,5 ori a
expresiei genelor care codificd pentru mecanismele de apdrare Impotriva metabolitilor
secundari, ceea ce sugereaza inceputul competitiei pentru a depasi taxonii ce folosesc surse

similare ca substrat.

Eforturile viitoare ar trebui sa fie indreptate inspre caracterizarea functionald a ATCazei active la
temperaturi scazute si determinarea prin cristalografie cu raze X a acestei enzime din aceste bacterii
psihrofile, in vederea aprofundarii intelegerii relatiei structura-functie din aceasta clasa de enzime
adaptate pentru catalizarea la temperaturi scazute a sintezei metabolitilor cheie. Analiza genelor
specifice si a variatiei de expresie a cailor metabolice ca raspuns la socul termic, bazata pe datele
metatranscriptomice din gheta de pestera obtinuta din diferite medii reci va contribui la intelegerea

impactului asupra microbiomurilor active cauzat de topirea ghetarilor si a modificarilor biosferei.
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