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1. INTRODUCERE

In contextul actual al schimbarilor climatice rapide, suplimentarea cunostiintelor
legate de diversitatea, activitatea metabolica si rolul ecologic al microorganismelor din
habitate reci este foarte importantd, in special tindnd cont cd majoritatea biosferei este
caracterizatd de temperaturi scazute, 20% din suprafata terestra fiind acoperitd de gheata
(Margesin & Miteva, 2011; Yadav et al., 2017). Mai mult, datorita stabilitatii si activitatii la
temperaturi scazute a compusilor moleculari din microorganismele adaptate la aceste
temperaturi, acesti compusi au un important potential aplicativ in diversele
bionanotehnologii si industrii.

Pentru a intelege rolul in ciclul biogeochimic al comunitatilor microbiene ce apartin
habitatelor reci, si pentru descoperirea de noi bacterii cu caracteristici functionale specifice
ce pot fi utilizate ca noi surse imbunatatite in biotehnologii si medicind, investigarea
diversitatii, mecanismelor de adaptare la rece, impactul climatic si caracteristicile
functionale cu caracter aplicativ al acestor tipuri de comunititi microbiene constituie o
prioritate a colaborarilor din cercetare.

Péna in prezent, studiile asupra microbiomului din pesterile de gheata au fost limitate.
Majoritatea datelor obtinute s-au axat pe fungi si bacterii necultivabile din gheata acumulata
in ultimii 1500 ani (Hillebrand-Voiculescu et al., 2013, Tebo et al., 2015, Itcus et al., 2018,
Brad et al., 2018a), foarte putine informatii oferite despre microorganismele de pestera
cultivabile (Popa et al., 2012; Hillebrand-Voiculescu et al., 2014; Itcus et al., 2016). Este
astfel importantd realizarea de studii detalitate despre microbiomurile active de pestera,
pentru deslusirea biodiversitatii si a caracteristicilor functionale ca rdspuns la variatiile
climatice si geochimice, cat si pentru obtinerea de noi tulpini si biomolecule microbiene cu
potential aplicativ in diversele industrii si Tn medicina.

Conform Organizatiei Mondiale a Sanatatii (OMS), rezistenta la antibiotice,
consideratd una dintre primele 10 amenintéri globale (Meng et al., 2022), este fenomen
natural antic, ce dateaza dinaintea presiunii moderne de selectie produsa de utilizarea
necontrolati a antibioticelor in mediul clinic si industrial (A/len et al., 2010). Mecanismele
de rezistenta la antibiotice au fost intens studiate (Kohanski et al., 2010; Thi et al., 2011),
majoritatea studiilor de rezistenta la antibiotice a microorganismelor adaptate la temperaturi
scadzute fiind axate in principiu pe habitate reci cunoscute: Antarctica, Arctic, ghetari de la
altitudini Tnalte, pesteri, permafrost (By! et al., 2013; Tam et al., 2015; Ambrozic Avgustin et
al., 2019; Belov et al., 2020; Mogrovejo et al., 2020; Ali et al., 2021), dar pana in prezent nu



existd informatii legate de rezistenta microorganismelor izolate din pesteri de gheata.
Asadar, este cunoscut acum, faptul cd microorganimele non-patogene din mediu au
potentialul de a fii rezervor de gene de rezistenta, transferabile la bacterii patogene.

Tulpinile bacteriene din medii naturale ce se prezinta cu rezistenta crescuta la compusi
antimicrobieni uzuali, constituie o buna sursd de biomolecule cu activitate antimicrobiand
impotriva altor bacterii din mediu sau patogene (Zada et al., 2021; Kochhar et al., 2022).
Microorganismele adaptate la temperaturi scazute capabile sd produca compusi
antimicrobieni au fost predominant izolate din solul din regiunile reci (Belov et al., 2020;
Kralova et al., 2021). In acelasi timp, activitatea antimicrobiani a microorganismelor din
probe polare acvatice a fost slab studiatda (Lo Giudice & Fani, 2016). Mai mult,
microorganismele extremofile cu proprietati metabolice unice si versatile au potential de
aplicatie biotehnologica in multe zone industriale, motiv pentru care bacteriile din habitate
extreme — temperatura scazutd (capabile sa dezvolte biomolecule pentru supravietuirea in
conditii dure) sunt considerate drept sursd de noi bioprodusi, inclusiv de noi agenti
antimicrobieni (Siddiqui, 2015; Dasila et al., 2022).

Studiile asupra microorganismelor cultivabile din pesteri de gheata — habitate unice,
izolate, fara lumina si oligotrofe (Purcarea, 2018) — pentru obtinerea bacteriilor cultivabile
din gheata perena de pesterd, si pentru determinarea caracteristicilor lor metabolice si
fenotipice, in particular sensibilitatea la antibiotice si compusi antimicrobieni cunoscuti, sunt
dupa topirea ghetarilor, a microorganismelor blocate in diversele depozite de gheata, in solul
si apa mediului inconjurator, ceea ce poate avea un impact negativ asupra populatiei umane.

Tinand cont de toate aceste prioritati, studiul ce a stat la baza acestei teze de doctorat,
constituie prima caracterizare a diversitdtii, structurii si funtiei comunitétii bacteriene totale
si potential active, si cultivarea de tulpini bacteriene din cronosecventa de gheata de 13000
ani din Pestera Ghetarul Scarisoara, Romania.

Obiectivele principale urmarite:

(1) deslusirea structurii comunitatii bacteriene totale si potential active de-a lungul
carotei de 13000 ani din Pestera Ghetarul Scarisoara, fiind cel mai vechi microbiom
caracterizat din gheatd de pestera;

(2) izolarea si identificarea tulpinilor bacteriene din cronosecventa de gheata veche de

13000 ani;



(3) caracterizarea profilului de rezistentd la antibiotice, potentialului de activitate
antimicrobian si profilul biochimic al acestor tulpini bacteriene vechi, iubitoare de
temperaturi scazute;

(4) determinarea si analiza secventei genomice complete a tulpinii bacteriene
psihrofile, cu rezistentd multipld la antibiotice Psychrobacter sp. SC65A.3 , izolata din
stratul de gheata de 5000 ani.

Acest studiu, bazat pe metode dependente si independente de cultivare si analize
biochimice, a constat in: (i) prelevarea unei carote de gheata de 25.33 metrii, corespunzand
unei cronosecvente de 13000 ani, din blocul de gheatd perena al Pesterii Scarisoara,
Romaénia, (ii) secventierea prin tehnica Illumina a genei 16S ARN ribozomal, pentru
obtinerea comunitatilor procariote totale si potential active prezervate din ultima parte a
perioadei glaciare, si analiza corelata a diversitatii si compozitiei taxonomice cu variatiile
climatice si geochimice, (iii) izolarea bacteriana, identificarea geneticd si caracterizarea
functionala a izolatelor bacteriene de pestera, si (iv) secventierea si analiza genomica.

Teza de fata, este Impartita in doud parti majore. Prima parte este dedicata stadiului
actual al cunoasterii al extremofilelor in particular microorganismelor adaptate la
temperaturi scazute, fiind Impartitd in 3 subcapitole: (i) biologia microorganismelor din
habitate extreme; (i7) caracteristicile functionale ale microorganismelor active la temperaturi
scazute; si (iii) descrierea genului Psychrobacter. Cea de-a doua parte a lucrarii reprezinta
contributiile personale, incepand cu scopul si obiectivele tezei de doctorat, si continuand cu
un capitol dedicat metodologiei de lucru. Urmadtoarele 3 capitole reprezintd rezultatele
experimentelor originale. Teza de doctorat se incheie cu un capitol de concluzii generale si
perspective, anexele cu tabele suplimentare utilizate in aceastd lucrare, lista cu publicatiile

relevante din subiectul tezei si bibliografia utilizata.



2. STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

2.1 Biologia microorganismelor din habitate extreme

2.1.1 Extremofilele
Microorganismele extremofile sunt clasificate in functie de parametrii primari care
influenteazd mediul: acidofile, alcalifile, endoliti, hipoliti, halofile, metalotolerante,
oligotrofe, piezofile, radiorezistente, xerofile, toxicotolerante, termofile, hipertermofile,
psihrofile (Horikoshi & Bull, 2011; Rampelotto, 2013; Zgonik et al, 2021).
Microorganismele extremofile se gasesc in general in habitate asociate conditiilor extreme
(Polul Nord si Sud, tropice, deserturi, oceane, vulcani, lacuri sarate etc.), dar si in habitate
“mai putin” extreme, precum pesteri, pesteri de gheatd, ghetari, izvoare termo-minerale
naturale (Zgonik et al., 2021).
2.1.2 Microorganismele mediilor reci
Psihrofilele sunt definite drept organisme cu o temperaturd optimad de crestere de
<15°C, o temperaturd maxima de crestere de aproximativ 20°C si o temperatura minima de
<0°C (Morita, 1975), iar termenul de psihrofil” este folosit pentru a descrie orice
microorganism activ in habitate reci (Mikucki et al., 2011). Psihrofilele au distributie larga,
pornind de la habitatele inghetate (permafrost, ghetari, lacuri inghetate perene, banchize,
adancul oceanelor si calote glaciare polare) (Priscu & Christner, 2004; Margesin & Miteva,
2011; Anesio & Laybourn-Parry, 2012; Yadav et al., 2017) si pana la suprafata si interiorul
intestinelor pestilor marini, izvoare, lacuri, rauri si solul din zonele temperate (Zarnea &
Popescu, 2011).
2.1.3 Pestera Ghetarul Scarisoara
Pestera Ghetarul Scarisoara este localizat in Muntii Bihor, Carpatii de Est, in partea de
Nord-Vest a Romaniei, la o altitudine de 1165 m deasupra nivelului marii. Pestera
calcaroasd, cu o lungime de 700 m si 105 m adancime contine unul dintre cei mai mari
(100,000 m>) si mai vechi ghetari de pesterd din lume, si unul dintre cel mai vechi ghetari
localizati intr-o zona cu clima temperata (Holmlund et al., 2005; Persoiu & Pazdur, 2011;
Persoiu et al., 2017). Pestera Ghetarul Scarisoara poate fii accesata printr-un aven de 60 x
48 metrii, la baza ciruia se afli intrarea (17 x 24 metrii) in Sala Mare de 3000 m? a pesterii,
unde se afla localizat depozitul subteran de gheatd, ce alcatuieste “podeaua” Pesterii
Scarisoara, fiind inconjurat de 3 pasaje partial neinghetate (Racovita & Onac, 2000; Brad et

al., 2018).



Pestera Scirigoara este una dintre cele mai explorate pesteri de gheatd din lume
(Persoiu et al., 2017), fiind studiata de-a lungul ultimului secol pentru deslusirea proceselor
climatice si glaciologice asociate (Racovita & Onac, 2000; Persoiu et al., 2011), si pentru
reconstructia schimbarilor climatice si de mediu din regiune (Onac et al., 2007; Feurdean et

al., 2011; Persoiu & Pazdur, 2011; Persoiu et al., 2017).

2.2 Caracteristici functionale ale microorganismelor active la

temperaturi scazute

2.2.1 Rezistenta la antibiotice a bacteriilor din medii reci
Rezistenta la antibiotice preocupa toate aspectele legate de medicind si sdnatate
(umane si veterinare), securitatea alimentard si dezvoltarea sociald, ceea ce face descoperirea
de noi antibiotice sa fie cruciala pentru controlul bolilor infectioase si pentru evitarea de
pierderi masive economice (Lewis, 2020; Meng et al., 2022). Prospectarea microbiomului
habitatelor extreme poate reprezenta o abordare promitatoare atat in vederea descoperirii de
compusi antimicrobieni noi (Nunez-Montero & Barrientos, 2018), cét si pentru intelegerea
evolutiei rezistentei la antibiotice.
2.2.2 Activitatea antimicrobiana a bacteriilor din habitate reci
Potentialul antimicrobian al bacteriilor adaptate la temperaturi scazute a fost investigat
anterior, in principal datoritd capacitatii acestora de a produce biomolecule cu proprietati
particulare, inclusiv compusi antimicrobieni cu structurd si activitate biologica specifica
(Hemala et al., 2014). Studiile de screening al activitatii antimicrobiene s-au axat pe bacterii
din solurile polare si antarctice (Nedialkova & Naidenova, 2005; Shekh et al., 2011; Lee et
al., 2012a; Pan et al., 2013), lacuri polare (Lo Giudice & Fani, 2016), si habitate marine
antarctice si arctice (Lo Giudice et al., 2007a; Yuan et al., 2014). Se crede ca, datorita
caracteristicilor unice ale pesterilor (intuneric, umiditate crescutd, temperaturi scazute
constante, oligotrofism), acestea ar putea fii surse potentiale de microorganisme capabile sa
producd compusi cu activitate antimicrobiand si anticancerigend (Zada et al., 2021), dar nu
chiar daca nu au fost studiate in amanunt drept potentiala resursa de compusi antimicrobieni
noi cu aplicatie farmaceutica.
2.2.3 Enzime active la temperaturi scazzute cu potential aplicativ
In ultimele decenii, multe procese biotehnologice industriale au inceput si utilizeze
(Keshwani et al., 2015; Khan & Selamoglu, 2020). Biomoleculele de origine mezofila sunt

cele mai uzuale, dar au stabilitatea si eficienta cataliticd limitate ca raspuns la diferitele
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conditii din procesele catalitice industriale. Din acest motiv, recent, interesul s-a centrat pe
microorganismele extremofile, capabile sa depaseascd conditiile de stres din mediile
extreme, datoritd caracteristicilor unice ale enzimelor produse (Lavin et al., 2016a; Vila et
al., 2019). Tinand cont de faptul ca temperaturile scazute reduc reactiile chimice adiacente
nedorite care au loc in timpul proceselor industriale (Siddiqui, 2015), utilizarea enzimelor
active la temperaturi scazute (microorganisme psihrofile) a fost recent extinsad in diverse
industrii:  industria alimentara si furajerd, farmaceuticd, medicala, industria

biocombustibililor, productia de energie si altele (Cavicchioli et al., 2011).
2.3 Descrierea genului bacterian Psychrobacter

Genul bacterian Psychrobacter (familia Moraxellaceae, clasa Gammaproteobacteria)
a fost pentru prima data raportat in 1986, cand a fost descrisa specia Psychrobacter immobilis
(Juni & Heym, 1986). Speciile de Psychrobacter sunt caracterizate de colonii
crem/albicioase, uniforme, circulare si convexe, cu margini intregi si consistentd untoasa, in
timp ce unele tulpini se pigmenteaza roz pal, spre portocaliu (Bowman et al., 1997; Bowman,
2006). in general, celulele sunt Gram-negative, dar au abilitatea de a retine colorantul cristal-
violet — se coloreazd Gram-pozitiv — motiv pentru care genul Psychrobacter este considerat
Gram-variabil. Stric aerob, creste pe majoritatea mediilor comune si complexe, majoritar
psihrotrofe (prospera la temperaturi scazute), tolereaza un interval larg de concentratii de
saruri (Juni, 2005; Bowman, 2006; Welter et al., 2021).

Genul Psychrobacter are distributie extinsa, diferitele specii fiind izolate dintr-o
varietate de habitate, majoritatea reci si saline (Rodrigues et al., 2009; Lasa & Romalde,
2017). Pana in prezent, doar cateva studii referitoare la rezistenta la antibiotice a speciilor
de Psychrobacter au fost efetuate (Romanenko et al., 2002; Bowman, 20006; Petrova et al.,
2009; Dziewit et al., 2013; Abd-Elnaby et al., 2016). Majoritatea tulpinilor descrise de
Psychrobacter au drept caracteristica preferinta pentru temperaturi scazute, ceea ce explica
interesul industrial si biotehnologic axat pe existenta de noi enzime si proteine active la
temperaturi scazute, cu aplicabilitate vastd, din acest gen (Rothschild & Mancinelli, 2001;

Bowman, 2000).



CONTRIBUTII PERSONALE

3. SCOPUL SI OBIECTIVELE TEZEI

In ciuda datelor noi descoperite despre microbiomul diferitelor habitate reci,
informatiile legate de comunitatea microbiana totala si potential activa a pesterilor de gheata
perend sunt limitate (Purcarea, 2018). Studiile care alcatuiesc acestd tezd reprezintd o
caracterizate structurald si functionala de pionierat a comunitatii bacteriene prinse intr-o
carotd de gheatd cu o vechime de 13000 ani din Pestera Ghetarul Scarisoara — habitat de
gheatd perend, unic, izolat, lipsit de lumina si cu continut limitat de nutrienti. Obtinerea de
informatii legate de: caracteristicile structurale si functionale ale microorganismelor din
aceste habitate inghetate, mecanismele de adaptare la conditiile extreme si de variatie a
temperaturilor, contributia acestora la biogheochimia ecosistemului, si de potentialul lor

aplicativ, este importantd pentru cercetarile atat fundamentale cat si aplicative.

Scopul studiului: investigarea comunitatii bacteriene din cronosecventa de gheatd de
13000 ani a Pesterii Scarigoara, utilizind metode microbiene si biochimice dependente si
independente de culturd, cu scopul de a scoate in evidentd caracteristicile structurale si
functionale ale comunitatilor totale si potential active, ale tulpinilor bacteriene izolate,

cat si potentialul lor aplicativ.

Obiectivele studiului:

1. Determinarea diversitatii si structura comunitatii, cat si impactul
geochimic si climatic asupra bacteriilor totale si potential active gésite in
cronosecventa de gheata de 0-13000 ani din Pestera de gheata Scarisoara.

2. Izolarea de tulpini bacteriene din cronosecventa de gheata de pestera
veche de 13000 ani.

3. Stabilirea profilului de rezistentda la antibiotice, activitatea
antibicrobiana si profilul biochimic al tulpinilor bacteriene izolate din acest tip de
habitat izolat, ca raspuns la variatiile climatice.

4. Determinarea si caracterizarea secventei genomice complete a unei
tulpini bacteriene din Scarisoara psihrofile, cu rezistentd multipla la antibiotice

(Psychrobacter sp. SC65A.3).
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4. MATERIALE SI METODE

4.1 Prelevarea probelor de gheata

O carota de gheata de 25.33 metrii a fost prelevata din Sala Mare a Pesterii Ghetarul
Scarisoara, prin forare verticala in blocul de gheatd perena cu ajutorul unui foreze electrice
PICO modificata (Koci & Kuivinen, 1984). Conditii aseptice de colectare au fost asigurate
prin utilizarea de alcool etilic de laborator si flambare. Fragmentele de gheata recuperate au
fost transferate in pungi de plastic sterile, si transportate citre laborator n recipiente speciale,
sub conditii permanente de inghet, unde au fost depozitate pana la procesare la -20°C. Varsta
probelor de gheati a fost determinati prin radiodatare AMS cu '*C (Persoiu et al., 2017) si
extrapolare lineara.

4.2 Procesarea probelor de gheata

Probele de gheata (250-mL) au fost dezghetate la 4°C, iar biomasa microbiana a fost
colectata prin filtrare pe membrane MF sterile de 0.22-um (Merck Millipore, Germany) in
conditii aseptice, folosing un sistem de filtrare din otel inoxidabil cu pompa de vacum
(Merck Millipore, Germany).

4.3 Tehnici independente de cultivare

4.3.1 Citometrie in flux

Tehnica de citometrie in flux a fost utilizatd pentru masurarea densitatii celulelor
microbiene din probele de gheatd, folosind un sistem BD Accuri C6 Plus (BD Biosciences,
USA). Densitatea celulara a comunitdtii microbiene totale: 1 ml suspensie celulard din
fiecare proba topitd de gheatd, incubata in prezenta a 1x SYBR Green I (Lonza Group,
Switzerland). Comunitatea potential activa: 100-uL gheatd proaspat topitd, incubatd in
prezenta a l-pg mL™!' iodurd de propidiu (PI) (ThermoFisher Scientific, Germany).
Densitatea celulelor viabie a fost calculata prin scdderea numarului de celule marcate cu PI
(celule moarte) din numarul de celule marcate cu SYBR Green I (celule totale).

4.3.2 Extractie ADN/ARN total

Din probe selectate de gheatd a fost extras ADN si ARN total, urmarind protocolul
kitului molecuar specific de extractic ADN/ARN, modificat cu o etapa aditionala de liza.

4.3.3 Secventierea Illumina a genelor 168 ARN ribozomal

Profilul procariotic al microbiomului Scérisoara a fost determinat prin secventierea
prin tehnica Illumina a genei 16S ARN ribozomal, folosing regiunea variabild V3-V4, iar
secventierea ampliconilor marcati s-a realizat urilizind platforma Illumina MiSeq PE300

(McGill University, Génome Québec Innovation Centre, Canada).
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4.3.4 Analiza secventelor

Secventele Illumina obtinute au fost analizate utilizind metode bioinformatice,
statistice si filogenetice.

4.4 Tehnici dependente de cultivare

4.4.1 Medii de cultivare

Urmatoarele medii au fost utilizate In toate metodele dependente de cultivare: R2A,
R2B, TSA, TSB, MHA, MHB, NA, LB agar si lichid.

4.4.2 Izolarea tulpinilor bacteriene

28 probe de gheata au fost dezghetate, si 2 mL din fiecare proba au fost inoculati in
mediu R2B, la 4°C si 15°C timp de 120 zile. Dilutii seriale (10° - 107') din culturi imbogitite
au fost realizate pentru inoculare in placa, iar colonii diferite morfologic au fost izolate si
purificate sub aceleasi conditii de cultivare.

Intervalul de temperatura de crestere al izolatelor a fost determinat prin cultivare pe
mediul R2A la 4°C, 10°C, 15°C, 20°C, 25°C, 30°C si 37°C pentru 30 zile. Intervalul de
salinitate de crestere al bacteriilor izolate din pestera a fost testat pe mediul LB, la 15°C sub
agitare, in prezenta a diferite concentratii de NaCl si MgCla.

4.4.3 Ildentificarea tulpinilor bacteriene

Identificarea genica a izolatelor bacteriene a fost realizata prin secventierea genei 16S
ARN ribozomal obtinutd din ADN genomic, la Macrogen, Olanda.

4.4.4 Test de sensibilitate la antibiotice

Prin metoda Kirby-Bauer (disc difuzimetricd) a fost stabilitd sensibilitatea la
antibiotice a izolatelor de pestera, utilizand 28 de discuri impregnate cu diferite antibiotice
(OXOID, UK). Profilul de sensibilitate la antibiotice a fost determinat prin prezenta (S) sau
absenta (R) unei zone de inhibitie (Matuschek et al., 2014).

4.4.5 Potentialul de activitate antimicrobiana

Activitatea antimicrobiand a izolatelor bacteriene a fost evaluatd impotriva a doud
tulpini patogene de referintd si 20 de izolate patogene clinice apartinand Colectiei
microbiene a Institutului de Cercetare al Universitatii Bucuresti. Supernatantul lipsit de
celule obtinut din izolatele de pestera a fost testat impotriva patogenilor utilizand o metoda
similara tehnicii Kirby-Bauer (Lavin et al., 2016).

4.4.6 Caracterizare biochimica

Caracterizarea functionala a izolatelor de pestera a fost realizatd la 15°C, utilizand

protocolul specific sistemelor test API 20NE si API ZYM (BioM¢érieux, France).

12



5. REZULTATE: BACTERII NECULTIVATE SI POTENTIAL
ACTIVE DIN GHEATA DE PESTERA VECHE DE 13000 ANI

5.1 Colectia de gheata si analiza probelor de cronosecveta

Probele de ADN genomic si complementar selectate din carota de gheatd de 13000
ani, folosite pentru secventiere, corespund codurilor SC si SCR. Probele selectate au
apartinut unui interval de varsta de aproximativ 300 ani pentru primul mileniu, si 1000 ani
pentru restul de probe. Secventele genelor 16S ARN ribozomal neprelucrate, ale ambelor
tipuri de comunititi (ADNg si ADNc), au fost incarcate in baza de date Sequence Read
Archive (SRA) cu numarul de acces SRP157726.

5.2 Geochimia probelor din carota de gheata a Pesterii de Gheata Scarisoara

Analizele fizicochimice si geochimice pentru 15 probe de gheata topitd au fost
realizate in cadrul Laboratorului de Hidrogeochimie, Institutul de Speleologie “Emil
Racovita”, Bucuresti Romania, de cétre Dr. Constantin Marin si Dr. Alin Tudorache.

Cum era de asteptat pentru o pestera calcaroasa, calciu (Ca) a fost componenta
predominanta, in timp ce carbonul dizolvat organic (COD) si anorganic (CAD), sodiu (Na),
potasiu (K), magneziu (Mg), siliciu (Si), si anionii sulfat (SO4) si clor (CI) au reprezentat
constituentii majori ai probelor de gheati de pestera. In acelasi timp, manganul (Mn), fierul
(Fe), borul (B) si fosforul (P) au aparut in concentratii mult mai mici.

Profilul de concentratie al compusilor chimici majori de la nivelul blocului de gheata
a sugerat o distributie temporald neomogend, cu fluctuatii ale concentratiei in functie de
varsta stratului de gheatd. Valori ridicate au fost inregistrate in stratele de gheatd depuse in
ultimul mileniu, cat si intre 4500 si 5000 ani. Concentratii mai mari de COD, Si, Ca, P si Na
au fost observate si in stratul de gheatd de la 7000 ani, cat si in stratele mai vechi (Figura
V.2).

5.3 Densitatea celulelor microbiene din cronosecventa de gheata Scarisoara

Densitatea microbiana a variat considerabil de-a lungul carotei de gheatd, ambele tipuri
de comunitati prezentand o crestere generala odata cu varsta depozitelor perene de gheata,
un declin intre stratele de gheatd de 700 si 5000 ani, o crestere brusca in stratul de 6000 ani,
si mult mai pronuntata in stratele mai vechi de 10000 ani (Figura V.3).

5.4 Rata metabolica a bacteriilor potential active

Ratele metabolice ale microbiomului din gheata de pestera calculate in baza densitatii

celulare a comunitatii potential active si a continutului de carbon organic dizolvat din fiecare

strat de gheatd (Price & Sowers, 2004), au fost variabile la 0°C, temperatura caracteristica
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ghetii perene Scarisoara (Persoiu et al., 2011). Aceasta variatie a corespuns unui metabolism
de mentenantd n majoritatea stralelor blocului de gheata, cu exceptia probelor de la 400,

5000 si 7000 ani, unde s-a evidentiat un metabolism activ.
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Figura V.2 Profilul de distributie al compusilor geochimici de-a lungul carotei de gheata
Scarisoara veche de 13000 ani. (Paun et al., 2019)
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Figura V.3 Profilul variatiei temporale a densitatii celulelor microbiene de-a lungul carotei de
gheatd Scarisoara pentru comunitatile totale (albastru) si viabile (rosu). (Paun et al., 2019)

14



5.5 Diversitatea probelor de gheata din Scarisoara

5.5.1 Indicii statistici ai secventierii Illumina

Secventirea Illumina a genelor 16S ARN ribozomal ale comunitatii totale (ADN
genomic) a produs un numar de 6037525 citiri filtrate post controlul calitatii (QC) si o medie
de 2546 unitati taxonomice. In urma secventierii comunititii bacteriene potential active
(ADN complementar) au reiesit 1290207 citiri filtrate post controlul calitatii si o medie de
585 unitati taxonomice.

5.5.2 Curba de rarefactie

Curbele de rarefactie observate pentru unititile taxonomice ale probelor de ADN
genomic si complementar au aratat o saturatie partiala la 23560 si 21080 secvente per proba.
Acest lucru indicd o imagine extensiva dar incompletd a diversitatii microbiene totale si
potential active.

5.5.3 Alfa si beta diversitatea

Indicii de alfa diversitate calculati pentru secventele probelor de ADN genomic au scos
in evidentd cea mai mare diversitate la nivelul stratului de 100 ani, cat si In stratele formate
in ultimele 2 milenii, in timp ce diversitatea cea mai scazuta a fost observata in probele
SC6K, SC4K si SC11K. Nu a fost observatd a dependetd intre unitdtile taxonomice
observabile si indicii de alfa diversitate in cronosecventa de gheatd. Variabilitatea indicilor

pentru alfa diversitatea probelor de ADN complementar au fost direct corelate cu numarul
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Figura V.6 Analiza PCoA pentru distributia unitatilor taxonomice de-a lungul carotei de 13000
ani. Variatia ampliconilor genei 16S ARNr pentru probele triplicate de ADNg si probele de
ADN0C, a fost analizata pentru comunitétile totale (albastru) si potential active (rosu). (Paun et al.,
2019)
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de unitati taxonomice observabile, demonstrand o diversitate neuniformd a bacteriilor
potential active regésite n carota de gheata din Scarisoara veche de 13000 ani.

Analiza PcoA pentru diferentele unitatilor taxonomice din cele 15 strate de gheata, a
indicat o distinctie clard intre compozitia bacteriand a comunitatii totale si cea a comunitatii
potential active, observabila prin cele doud grupari separate ale unitatilor taxonomice de
ADN genomic si complementar. Nu s-a observat o grupare in functie de varsta pentru nici
una dintre cele doud comunitati (Figura V.6).

5.6 Structura comunititii procariote din carota de gheata Scarisoara

Totalitatea unitatilot taxonomice a fost de 99.18% din filotipurile bacteriene, in timp
ce <0.45%o au fost reprezentate de Archaea si 0.819% au fost neatribuite. Au fost identificate
38 filumuri, 103 clase, 137 ordine, 274 familii i 625 genuri pentru comunitatea procariota
totala, si 31 filumuri, 74 clase, 103 ordine, 215 familii si 414 genuri pentru comunitatea
bacteriana potential activa.

5.6.1 Comunitatea bacteriana totald

Distributia globala a filumurilor bacteriene la nivelul comunitatii totale, in blocul de
gheatd de pesterd, a ardatat dominanta filumurilor taxonomice Actinobacteria si

Proteobacteria (Figura V.7).
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0.01
Detection Threshold (Relative Abundance (%))

Figura V.7 Compozitia comunitatii bacteriene totale la nivel taxonomic de filum. Axa Y reprezinta
nivelul de prevalenta din carotd. (Paun et al., 2019)

De-a lungul cronosecventei de gheata, filumurile Proteobacteria si Actinobacteria au
avut cea mai mare abundenta relativd in majoritatea stratelor de gheata, cu exceptia probei
SC7K unde Firmicutes a fost dominant. La nivel de clasa, Actinobacteria a avut cea mai

amre abundentd relativd in majoritatea stratelor, in timp de Alpha-, Beta-, Gamma si
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Deltaproteobacteria au fost prezente in diferite proportii in blocul de gheata (Paun et al.,
2019). Dintre taxonii principali regasiti in blocul de gheatd din Scarisoara, Cryobacterium a
fost predominant in SC6K, iar Pedobacter a avut cea mai mare abundenta relativa in stratele
vechi de gheatd (SC10K, SC13K, SC9K and SC5K). Stratul SC3K a fost abundent in
Aeromicrobium si Arthrobacter, in timp ce taxoni de Escherichia_Shigella au avut o
prezentd ridicata in stratul de 4000 ani.

5.6.2 Comunitatea bacteriana potential activa

Distributia globala a filumurilor bacteriene la nivelul comunitatii potential active, in
blocul de gheatd de pesterd, a scos in evidentd abundenta relativd mare a filumurilor

Proteobacteria si Firmicutes (Figura V.13).
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Figura V.13 Compozitia comunitatii bacteriene potential active la nivel taxonomic de filum. AxaY
reprezinta nivelul de prevalenta din carota. (Paun et al., 2019)

Profilul de distributie al bacteriilor potential active din carota de gheatd a scos in
evidentd distributia omogena a filumurilor Proteobacteria si Firmicutes de-a lungul
cronosecventei de gheatd, in timp ce filumurile Actinobacteria si Bacteroidetes au fost mult
mai slab reprezentate in caroti. In comunitatea bacteriani potential activd, la nivel
taxonomic de clasa, Clostridia (Firmicutes), Beta- si Gammaproteobacteria au avut cea mai
crescutd abundenta relativa din intregul bloc de gheata. Genurile dominante ale comunitatii
potential active identificate de-a lungul blocului de gheatd au avut distributie uniforma intre
stratele de gheatd, cu genurile Pseudomonas, Clostridium sensu stricto 9 si 13,
Janthinobacterium si Stenotrophomonas dominand proba de 10000 ani, si fiind prezent si in
stratele formate in ultimiele 4 milenii.

5.6.3 Comunitatea de Archaea a cronosecventei de gheatd din Scarisoara

Comunitatea de Archaea a reprezentat sub 1% din carota de gheatd a Pesterii
Scarisoara. In ambele tipuri de comunitati au fost observate 2 filumuri, 2 clase, 3 ordine, 4

familii si 4 genuri arheene.
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5.6.4 Dependenta de mediul inconjurator

Analiza redundantei (RDA) distributiei filumurilor ambelor tipuri de comunitati in
relatie cu paramentrii geochimici ai probelor de gheatd a fost utilizatad pentru a explica
varianta librariilor de ADN genomic si complementar. Axele canonice formate din cativa
parametrii geochimici co-varianti, au scos in evidentd corelatia neasemanatoare dintre
distributia filumurilor comunitatilor procariote totale si potential active cu chimismul ghetii,
pentri filumurile Firmicutes, Proteobacteria si Actinobacteria. Modificari la nivelul
distributiei filumurilor corelata cu continutul de CAD/COD observat, a sugerat importanta
tipului de carbon (organic/anorganic) in formarea comunitatii microbiene (Paun et al., 2019)
(Figura V.23).

Analiza coordinatelor principale (PCoA) a variabilitatii unitatilor operationale
taxonomice din comunitatile procariote de gheatd, bazata pe continurul de carbon organic
din fiecare probad, a indicat o grupare restransa a taxonilor microbieni totali din stratele de
gheata cu continut ridicat si scdzut de carbon, ceea ce poate insemna ca factori de mediu mai
complexi sunt implicati in formarea compozitiei microbiene din stratele vechi de gheati. In
cazul comunitatii potential active, o corelatie mult mai stransa a fost observata pentru acesti
parametrii, sugerand astfel o contributie importantd a proceselor post-depozitionale in
formarea comunitatii potential active din probele de gheatda SCR4K si SCR7K (Paun et al.,
2019).
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Figura V.23 Grafic RDA pentru dependenta filumurilor bacteriene din Scarisoara de parametrii
geochimici. Distributia filumurilor pentru (A) probele triplcat de ADNg si (B) ADNc a fost
analizata 1n relatie cu parametrii geochimici relevanti: pH, CAD, COD, Ca, Na, K, Fe, Si. (Paun
etal., 2019)
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6. REZULTATE: BACTERII CULTIVATE DIN GHEATA VECHE DE
13000 ANI DIN PESTERA SCARISOARA

6.1 Izolarea si identificarea bacteriilor
6.1.1 Izolarea tulpinilor bacteriene din carota de gheata Scdrisoara
Inocularea a 28 probe de gheata topitd din Pestera Scarigoara pe mediu R2A la 4°C si

15°C a dus la izolarea si purificarea a 146 colonii bacteriene (Figura VL.1).

Figura V1.1 (A) Izolarea coloniilor bacteriene si (B) purificarea izolatelor bacteriene obtinute pe
mediul R2A la 4°C si 15°C.

6.1.2 Izolarea ADN, amplificarea genelor 16S ARNr si corespondenta taxonomicd

Dintre cele 146 de tulpini, 97 au fost izolate la 15°C si 49 la 4°C. ADN genomic total
a fost extras din toate tulpinile de pestera pentru identificare moleculara, iar pe baza
amplificarii PCR a genei 16S ARN ribozomal,secventele nucleotidice au fost desemnate
taxonomic cu ajutorul analizei BLAST, rezultand in 4 filumuri, 34 genuri si 56 specii. Din
totalul de tulpini bacteriene identificate, in baza secventei genei 16S ARNr si varsta stratului
de gheatd, 70 de izolate au fost selectate pentru caracterizare. Aceste tulpini au fost
recuperate din 19 strate diferite de gheatd din cronosecventa, la un interval de aproximativ
300 ani.

6.1.3 Distributia taxonomicd a izolatelor bacteriene de-alungul carotei de gheatdi de

pesterd veche de 13000 ani

Distributia filumurilor de-a lungul carotei de gheatd Scéarisoara a indicat prezenta
Actinobacteria 1n toate stratele, cu exceptia celor de 7000 si 11000 ani, speciile de
Proteobacteria s-au regasit in 12 din 19 strate, in timp ce Firmicutes si Bacteroidetes au fost

izolate din doar 6 strate.
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6.1.4 Temperatura de crestere si morfologia tulpinilor bacteriene din Scarisoara

Tulpinile bacteriene izolate din Scarisoara au fost inoculate pe 4 medii diferite pentru
investigarea potentialelor modificari morfologice ce pot aparea datoritd substraturilor
diferite de crestere, si pentru a determina preferinta pentru mediul de crestere al fiecarui
izolat. Variatia mediilor de crestere a provocat mici diferente morfologice pentru majoritatea
izolatelor la nivelul pigmentului si formei coloniilor, si un potential inhibitor in cresterea
acestora.

Intervalul de temperaturd de crestere al izolatelor bacteriene din Scarigoara a variat
intre un minim de 4°C (60 tulpini) sau 10°C (10 tulpini), si un maxim de 15°C, 20°C, 25°C,
30°C sau 37°C, o singurd tulpina avand maximul de crestere la 28°C (Figura VIL.6). in baza
intervalului de crestere descris de Morita in 1975, 5 izolate de pestera pot fi clasificate ca

psihrofile, iar restul de 65 de tulpini drept prihrotolerante. 4 psihrofile si 9 psihrotolerante

izolate din gheata de pestera au avut omologie cu bacterii specifice habitatelor reci.
Actinobacteria Proteobacteria
4-15°C 4-20°C 10-30°C 4-15°C
‘ I 10-25°C 0
Bacteroidetes Firmicutes

N

4-28°C

Figura V1.6 Intervalul de temperatura de crestere al filumurilor bacteriene din Scarisoara. (Paun
etal., 2021)

6.2 Caracterizarea functionald a tulpinilor bacteriene izolate din gheata din
Scarisoara

6.2.1 Rezistenta la antibiotice

Profilul de rezistenta al izolatelor de pesterd, testat impotriva a 28 antibiotice (17
clase), a scos 1n evidenta 3 fenotipuri: 25 tulpini au avut fenotip multi rezistent la antibiotice

(MDR), 8 tulpini au avut fenotip de rezistentd extensiva (XDR), si 2 tulpini au prezentat
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fenotip pan-rezistent (PDR). Bacteriile Gram-negative (Proteobacteria si Bacteroidetes) au
avut o rezistentd mult mai largd impotriva majoritatii antibioticelor testate, comparat cu
rezistenta izolatelor Gram-pozitive (Actinobacteria, Firmicutes).

Trei tulpini de Actinobacteria au prezentat fenotip XDR, in timp ce 9 tulpini au avut
fenotip MDR, rezistente la 20-25 din 28 antibiotice (Figura VL.7). Zece izolate
Proteobacteria au avut fenotip MDR, 4 tulpini fenotip XDR iar 2 tulpini au prezentat fenotip
PDR (Figura VL.8).

Izolatele Bacteroidetes Gram-negative s-au caracterizat prin rezistentd larga la
antibiotice, toate tulpinile avand rezistentd la peste 50% dintre antibiotice. O rezistenta la
antibiotice mult mai mica a putut fii observata pentru izolatele Gram-pozitive de Firmicutes,
o singura tulpina fiind caracterizatd prin fenotip MDR (Figura V1.9).
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Figura VI.7 Sensibilitatea la antibiotice a izolatelor de pesterd Actinobacteria — % de
sensibilitate la doza standard (verde) si de rezistentd (albastru) a tulpinilor la 28 antibiotice
testate. (Paun et al., 2021)
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Figura VIL.8 Sensibilitatea la antibiotice a izolatelor de pesterd Proteobacteria — % de

sensibilitate la doza standard (verde) si de rezistenta (albastru) a tulpinilor la 28 antibiotice

testate. (Paun et al., 2021)
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Figure VI.9 Sensibilitatea la antibiotice a izolatelor de pestera (A) Bacteroidetes si (B)
Firmicutes — % de sensibilitate la doza standard (verde) si de rezistentd (albastru) a tulpinilor la

28 antibiotice testate. (Paun et al., 2021)

6.2.2 Impactul climatic asupra rezervorului de rezistentd la antibiotice a bacteriilor

din gheata de pestera

Analiza rezistentei la antibiotice a tulpinilor de pesterd in relatie cu schimbarile
climatice din timpul procesului de depozitie al ghetii, a scos in evidentd un profil variabil de
rezistentd de-a lungul carotei de 13000 ani. Au predominat fenotipuri MDR, XDR si PDR
in gheata recentd, in Perioada Caldd Medievala (MWP; 953-1124 ani), Perioada Calda din
Holocen Mijlociu (MHWP; 4751-5335 ani) si in stratul de 7500 ani (Figura V1.10).

Izolatele bacteriene regasite in gheata acumulata in timpul perioadelor climatice LIA

(Mica Glaciatiune), MWP si MHWP, au avut un profil de rezistenta divers, bacteriile izolate
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din perioadele climatice calde (MWP si MHWP) prezentand o rezistentd la antibiotice mai
crescutd decét cele din perioada climatica rece (LIA) (Figura VI.10).

6.2.3 Activitatea antimicrobiand

11 tulpini bacteriene din Scarisoara (5 Actinobacteria, 5 Proteobacteria, 1 Firmicutes)
au fost selectate In abza parametrilor de crestere si a profilului de rezistenta la antibiotice, In
vederea caracterizarii lor din punct de vedere al activitatii antimicrobiene. Toate izolatele
selectate au avut activitate antimicrobiana impotriva a 3 tulpini patogene: Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa CN11 si MRSA 19081 F1.

In mod notabil, a fost tulpina izolata de la 13000 ani de P. grimontii SC97A.2, care a
avut activitate antimicrobianad impotriva a 14 patogeni testati, in timp ce cea mai mica
activitate a fost Inregistratd pentru tulpinile din Scarisoara B. toyonensis SC86E.3 si
Pseudarthrobacter sp. SC86E.4, avand efect inhibitor doar impotriva a 6 patogeni fiecare.
Suplimentar, 8§ tulpini patogene testate au avut rezistentd completa.

6.2.4 Caracteristici biochimice

Cele 11 tulpini bacteriene selectate au fost caracterizate biochimic prin determinarea
profilului de activitate enzimatica folosind sistemul test API (Analytical Profile Index) ZYM
(Gruner et al., 1992) si prin stabilirea substratelor asimilate utilizand sistemul API 20NE.

Caracteristicile functionale obtinute in baza testelor API ZYM au scos in evidentd un
profil enzimatic distinct al tulpinilor bacteriene de pestera, nici una dintre acestea avand
capacitatea de a metaboliza substratele a-chimotripsina si a-fucosidza. Toate tulpinile izolate
au avut activitate enzimatica crescuta pentru Leucin arilamidaza (4-5) si pentru Naftol-AS-
BI-fosfohidrolaza (3-5).

Mai mult, sistemul test API 20NE a scos in evidenta profilul distinct de utilizare a
substratelor, 11 izolate fiind capabile sa hidrolizeze B-glucosidase, in timp ce toate izolatele
nu au putut reduce nitratii la nitrogen si au testat negativ pentru producerea de indol,
fermentarea glucozei si dihidroliza argininei. Aceste izolate bacteriene din pestera au scos
in evidentd un model variabil de asimilare a substratelor, toate tulpinile fiind capabile sa

asimileze malatul, iar 10 tulpini au putut folosii glucoza drept substrat nutritiv.
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7. REZULTATE: IZOLAREA, CARACTERIZAREA FUNCTIONALA
SI SECVENTIAREA GENOMULUI TULPINII BACTERIENE
Psychrobacter sp. SC65A.3

7.1 Isolation and identification of Psychrobacter sp. SC65A.3
O colonie pigmentatd roz/portocaliu a fost izolata la 4°C din proba de gheata de 5335
+ 54 de ani. Aceasta tulpina bacteriana (SC65A.3) s-ar putea dezvolta atat pe mediul R2A,
cat si pe TSA intr-un interval de temperatura de 4°C - 15°C, fiind clasificata ca psihrofila
conform lui Morita (1975). Identificarea taxonomica a SC65A.3 a fost realizatd prin
amplificarea PCR a genei 16S ARNTr si secventierea nucleotidelor, iar analiza BLAST a
aratat o identitate de 97% cu o tulpind omoloaga de Psychrobacter izolata din medii reci.
7.2 Caracterizarea functionald a Psychrobacter sp. SC65A.3
7.2.1 Profil de rezistenta la antibiotice
Aceastd tulpina bacteriand a prezentat o rezistenta ridicatd la toate antibioticele cu
spectru ingust, la metronidazol si la 12 din 21 dintre antibioticele cu spectru larg utilizate.
Avand in vedere rezistenta observata la 19 din 28 de antibiotice, Psychrobacter sp. SC65A.3

ar putea prezenta un fenotip de rezistenta la mai multe medicamente (Figura VIIL.2).

Figura VII.2 Evaluarea rezistentei la antibiotic a tulpinii SC65A.3 din Scarisoara.

7.2.2 Activitate antimicromiand
Activitatea antimicrobiana a SC65A.3 a aratat inhibarea atat Impotriva tulpinilor de
colectare ATCC de S. aureus, cat si de E. coli si a 12 din cei 20 de agenti patogeni clinici

testati. Cel mai important, SC65A.3 a prezentat o activitate antimicrobiand Impotriva
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agentilor patogeni Gram-negativi apartinand genurilor Enterobacter (2 tulpini) si cate 3 atat

din Pseudomonas (3 tulpini) cét si Klebsiella (3 tulpini) si E. coli (Tabel VIL.2) .

Tabel VIL.2 Activitatea antimicrobiand a Psychrobacter sp. SC65A.3.
Activitate antimicrobiana a

Test pat
est patogen Psychrobacter sp. SC65A.3 (+/-)
Staphylococcus aureus ATCC 25923 +
Escherichia coli ATCC 25922 +

Enterobacter asburiae 19069 ONEI -
Enterobacter cloacae 19069 ONE2
Enterobacter cloacae 19069 ONE3
Pseudomonas CN11
Pseudomonas aeruginosa 19053 CNES

Pseudomonas aeruginosa 19053 CNE6
MRSA 19081 F1
MRSA 19081 S1 -
MRSA 388 -
Klebsiella 8 -
Klebsiella 19094 CK1 +
Klebsiella 19094 CK2 +
Klebsiella 19094 CK3 +
Acinetobacter 19047 ENE4 -
Acinetobacter 19047 CNES -
Acinetobacter 19047 CNE3 -
Acinetobacter 18032 C3 -

Enterococcus falcium 19040 E1 +
Enterococcus falcium 19040 E2 +
Enterococcus falcium 19040 E3 +

Total 14

7.2.3 Caracterizarea biochimicd

Screening-ul activitatilor enzimatice ale SC65A.3 folosind sistemul de testare API
ZYM a evidentiat o serie de activitati enzimatice ridicate, cum ar fi lipaza (C14), fosfataza
alcalind, esteraza (C 4), esteraza lipaza (C 8) si naftol-AS-BI- fosfohidrolaza (Tabel VIL.3).

Profilul de utilizare a substratului tulpinii Scarisoara, determinat folosind sistemul de
testare API 20NE, a aratat capacitatea de a reduce nitratii la nitriti, de a metaboliza ureea si

de a avea o activitate pozitiva de hidroliza a esculinei si a citocrom oxidazei (Figura VILS).

Figura VILS5 Sistemul API 20NE pentru tulpina din Scarisoara Psychrobacter sp. SC65A.3.
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Tabel VIL.3 Evaluarea activitatii enzimatice a Psychrobacter sp. SC65A.3 cu API ZYM

No. Activitate enzimatica | Potential aplicativ Rezultate
1 |Control 0
Diagnostic clinic; teste cromogene; industria

2 [Fosfataza alcalina

laptelui
3 |Esteraza (C 4) Prelucrare alimentard; industriile bauturilor,
parfumurilor, farmaceutice si chimice;
4 |Esteraza Lipaza (C 8) agriculturd i degradarea materialelo
sintetice
[ndustria detergentilor; industri
5 |Lipaza(C 14) farmaceutica; biocombustibili; industria de
relucrare a alimentelor
6 |Leucin arilamidaza Industria alimentara
7 |Valin arilamidaza
8 |Cistin arilamidaza
9 [Tripsina Industria de prelucrare a alimentelor

10 Ja-chimotripsind
11 |Fosfataza acida
12 |Naftol-AS-Bl-fosfohidrolaza Markeri clinici pentru diferite boli
13 |o-galactozidaza
14 |B-galactozidaza
15 |B-galactozidaza

Producerea de microorganisme indigene cu
16 |o-glucosidaza activitate prebiotica; industria
Ibiocombustibililor; biosenzori medicali

17 |B- glucosidaza
18 |N-acetil-B-glucozaminidaza |Aplicatii clinice
19 |o-manozidaza
20 |a-fucozidaza

=N =3 L% =] p— ccclc»—u—n

Intervalul de salinitate pentru cresterea tulpinii SC65A.3 a fostde 0 M — 1,9 M NaCl

si OM — 0,9 M MgCla, cultivat la 15°C in mediu LB timp de 7 zile.
7.3 Secventierea si analiza intregului genom

Intregul genom al tulpinii SC65A.3 a fost secventiat in vederea identificarii
elementelor structurale asociate cu rezistenta naturala la antibiotice a acestei tulpini captive
in gheata pentru ultimele 5 milenii si pentru eventuale studii viitoare care investigheaza noi
enzime si molecule active la temperaturi scazute.

Ansamblul genomului de novo a generat un contig circular unic de 3046103 baze
lungime, cu un continut de GC de 42,52%. Analiza BLAST a aratat cel mai mare scor de
omologie cu Psychrobacter cryohalolentis [CP022043.2]. Analiza genomului SC65A.3
asamblat a aratat prezenta a 2602 gene (Tabelul VIL.7). Adnotarea functionala folosind baza

de date EggNOG a identificat un numar de 2536 de regiuni de codificare (CDS), din care 29
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de loci/gene au fost asociate cu rezistenta la antibiotice, majoritatea apartinand categoriei

mecanismului de aparare cu notatia EggNOG ,,V”.

Table VII.7 Adnotarea genomului pentru tulpina din Scarisoara SC65A.3
Contig name Length Number of genes CDS tRNA | rRNA

SC65A.3 3,046,103 2,602 2,536 50 15

A fost efectuatd o analiza filogenetica cu probabilitate maxima (secventa genei 16S
ARNTr) pentru a arata relatia dintre tulpina SC65A.3 Psychrobacter si cele mai apropiate 17
specii de referintd (Figura VIL.9). Analiza a indicat o afiliere strdnsd cu tulpinile de
Psychrobacter psihrotolerante si psicrofile, grupandu-se cu 5 specii de Psychrobacter
psicrofile: P. adeliensis, P. okhotskensis, P. urativorans, P. glacincola si P. cryohalolentis.

(Figura VIL9).

Psychrobacter adeliensis DSM15333 NRI117631.1%

5 Psychirobacter okhotskensis MDI7 NR024806.1*

Psychrobacter urativorans DSMI14009 NRO42221.1%

O

14 i)

Psychrobacter glacincola DSMI 2194 NRO42076.1%

[Psychrobacter sp. 5C654.3)

|

34

Psychrobacter crvohalolentis K5 NRO75055.1%*

Psychrobacter glaciei Blc20019 NRI148850.1

Psychrobacter fjordensis BSw21516B NR148330.1

o
@
54

\c
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Psychrobacter luti NF11 NR025532.1

Psychrobacter fiigidicola DSMI12411 NRO42222.1%

Escherichia coli ATCC25922 MW029931.1

Figura VII.9 Analiza filogenetica cu probabilitate maxima intre tulpina SC65A.3 (rosu) si cele
mai apropiate 17 specii de referinta (* = psychrophilic Psychrobacter species).



8. CONCLUZII GENERALE SI PERSPECTIVE

Acest studiu raporteaza investigarea microbiomului din Scarisoara din cea mai veche
gheata acumulata in pesteri si s-a concentrat pe identificarea si caracterizarea structurii si
functiei comunitatii bacteriene pornind de la prelevarea unei cronosecvente de gheata veche
de 13000 de ani din Pestera de Gheata Scarisoara, Romania.

Au fost investigate atdt comunitatile bacteriene totale, cat si cele potential active,
precum si tulpinile bacteriene izolate, pentru a extinde cunostintele despre acest microbiom
special de mediu rece si pentru a evidentia potentialul siu aplicativ. In plus, a fost obtinut si
caracterizat pentru prima datd intreg genomul unei tulpini izolate din gheata de pestera veche
de 5.335 £ 54 ani din Scarisoara.

Diferiti taxoni bacterieni comuni habitatelor reci au dominat ambele tipuri de
comunitati, dezvaluind un model distinct de abundenta relativa a bacteriilor totale si potential
active in cronosecventa de gheata.

Comunitatea bacterianad necultivata (probe de ADNg) a fost dominata in majoritatea
stratelor de gheatd de Actinobacteria si Proteobacteria, cu exceptia stratului de gheatd vechi
de 7.000 de ani, unde Firmicutes a fost cel mai dominant filum.

In comunitatea potential activi (ADNc), cronosecventa a fost dominati de
Proteobacteria si Firmicutes, cu o distribuitie omogena. OTU-urile apartindnd Bacteroidetes
au fost gdsite 1n toate stratele de gheata, din ambele tipuri de comunitati, dar mai putin
reprezentate decat celelalte trei filumuri proeminente.

Aceste date se coreleaza si cu numarul scazut de tulpini izolate de Bacteroidetes gasite
in gheata de la Scérisoara. Chiar dacd Firmicutes a fost unul dintre filumurile dominante ale
comunitatii potential active, un numar destul de mic de tulpini bacteriene din gheata de la
Scarisoara au fost izolate si caracterizate.

Densitatea globald a celulelor microbiene determinata in blocul de gheata Scérisoara
este destul de scazuta, evidentiindu-se valori crescute in stratul vechi de 6000 de ani.
Corelarea densitatii celulelor microbiene cu continutul de carbon organic dizolvat (COD) si
concentratiile de siliciu a relevat contributia majora a proceselor de depunere in modelarea
abundentei microbiomului in blocul de gheata din pestera.

A fost observat un microbiom mai activ, capabil sa creasca in stratele de gheata asociat
cu o comunitate mai abundenta si un continut mai mare de COD, facand continutul de carbon
organic al probelor carotate din Scarisoara sd fie potential responsabil pentru modelarea

compozitiei comunitatii bacteriene din acest bloc de gheata peren.
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Au fost izolate 70 de tulpini distincte active la temperaturi scazute, identificate prin
secventierea genei 16S ARNT si caracterizate in ceea ce priveste temperatura de crestere,
rezistenta la antibiotice, profilurile de activitate enzimatica si antimicrobiana. Aceste tulpini
reprezintd primele bacterii izolate din gheata perena din pestera, acumulata in ultimii 13.000
de ani, oferind, de asemenea, prima dovada bazata pe cultivare a unui rezistom din acest tip
de mediu.

Izolatele bacteriene din gheata Scarisoara au fost repartizate in 4 filumuri, 34 de genuri
si 56 de specii, predominand Actinobacteria, urmate de Proteobacteria, Firmicutes si
Bacteroidetes. Procentajul scazut de identitate a genei ARNr 16S (<97%) cu omologii bazei
de date omoloage in cazul a 18 dintre tulpini ar putea corespunde unor presupuse noi specii
de pesteri de gheata.

Pe baza profilului temperaturii de crestere, au fost identificate 5 psihrofile, in timp ce
restul au fost bacterii psihrotolerante. 13 dintre izolatele din Scarisoara au fost omoloage cu
tulpini raportate in alte medii reci, dintre care 11 au fost caracterizate ca fiind psihrotrofe.

Profilul de susceptibilitate la antibiotice al tuturor izolatelor bacteriene din Scérisoara
arelevat faptul ca tulpinile Gram-negative au fost mai rezistente la majoritatea antibioticelor
testate in comparatie cu cele Gram-pozitive. 35 de tulpini din Scarisoara au prezentat
fenotipuri MDR, XDR si PDR.

Prevalenta fenotipurilor de rezistentd la medicamente In gheata perena de la Scérisoara
a fost coroborata cu rezistenta multipla a probelor vechi de gheatd din permafrost, sol arctic
si probe dintr-o pestera izolatd de la suprafata de peste 4 milioane (D'Costa si colab., 2011;
Perron. si colab., 2015), aratand existenta unui rezistom divers, In care rezistenta este
corelatd cu mecanismele de adaptare la frig, precum si cu HGT a genelor de rezistenta
antimicrobiana asociate integronilor dintre comunititile bacteriene locale (Miller et al.,
2014).

Datorita profilului de rezistentd extins si a activitdtii antimicrobiene a tuturor
izolatelor, 1n special impotriva agentilor patogeni Gram negativi, aceste tulpini de bacterii
din pestera, extrase din cronosecventa de gheatd veche de 13000 de ani ar putea oferi
raspunsuri importante care ar putea ajuta la deslusirea evolutiei rezistentei naturale si clinice
la antibiotice (Paun si colab., 2021).

Profilul activitatii enzimatice ale izolatelor adaptate la temperaturi scazute selectate
din Scarisoara a indicat potentialul lor ca o sursa valoroasa de noi catalizatori pentru diverse

industrii, inclusiv biomarkeri clinici si diagnosticare, industria alimentara si a produselor
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lactate, productia de biocombustibili, industria prebiotici si biosensing medical,
farmaceutic, productia de cosmetice si detergenti.

Intreaga secventd a genomului unei tulpini izolate din Scarisoara a fost determinata si
caracterizatd pentru prima datd. Secventa genei 16S ARNr a tulpinii psihrofile din
Scéarisoara SC65A.3 a fost omoloagd in proportie de 97% cu o tulpind arctica de
Psychrobacter glaciei (Zeng si colab., 2016), prezentand rezistentd la 19 din 28 de
antibiotice si avand activitate antimicrobiand impotriva a 14 patogeni testati. Pe baza
profilului biochimic al SC65A.3, aceasta tulpina bacteriana are potentialul de a fi explorata
in continuare pentru a obtine biocatalizatori performanti activi la temperaturi scazute utilizat
in diferite industrii (Gheorghita et al., 2021).

Pe langa activitati enzimatice promititoare cu potential aplicativ industrial, datele
raportate reprezintd prima caracterizare a rezistentei la antibiotice si a activitatii
antimicrobiene a unei tulpini bacteriene izolate din gheata perend din Pestera Scarisoara.

Intreaga secventa a genomului acestei tulpini va fi exploratd in continuare pentru a
elucida baza moleculard a rezistomului natural al tulpinii SC65A.3, pentru a identifica noi
molecule pentru combaterea rezistentei vaste la antibiotice si presupusi noi biocatalizatori
de inalta stabilitate, activi la temperaturi scazute.

Genomul SC65A.3 reprezintd un contig unic circular de 3.046.103 baze omoloage
(identitate 97%) cu o tulpina de Psychrobacter cryohalolentis provenita din permafrostul
siberian (Bakermans si colab., 2006) care contine 2602 gene, 2536 gene CDS, 50 de gene
care codifici ARNt si 15 gene care codificd ARNr. Dintre acestea, au fost evidentiate un
numar de 29 de gene presupuse a fi implicate in rezistenta la antibiotice.

Studiile ulterioare vor face obiectul unei investigatii aprofundate a diferitelor cai
metabolice si gene functionale ale acestei tulpini izolate din Pestera Scarisoara exploatand
informatiile secventei genomului prin analiza structurald, precum si structura functionald
prin RT-PCR si clonarea genelor pentru obtinerea si caracterizarea de noi biocatalizatori

recombinanti activi la temperaturi scazute.
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