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I. Introducere

Ideea generala a acestei teze de doctorat a constituit-o abordarea prin mijloace
moleculare a biodiversitatii. Tinta studiului a fost reprezentatd de comunitatile de
cianobacterii termofile asociate unor izvoare geotermale (termominerale), rezultate in
urma unor foraje in Campia de Vest a Romaniei. Aceste comunitati reprezintd un
model excelent de studiu al diversitdfii moleculare (delimitare precisd, omogenitate,
conditii stabile impuse de temperaturad si de compoziia chimica a apei), al capacitatii
colonizatoare a cianobacteriilor si totodata o sursd de proteine (gene) rezistente la
temperatura ridicata, pe care cercetarile ulterioare o vor putea valorifica. Proiectul a
vizat 5 comunitati cianobacteriene asociate unor foraje diferite in ceea ce priveste
temperatura si alte proprietafi fizico-chimice ale apei forajelor: Ady Endre, Beltiug,

Ciocaia, Marghita si Sacuieni.

I1. Conceptul de specie la procariote

Clasificarea procariotelor este cea mai tanara si dinamica ramurd a taxonomiei
organismelor vii.

Printre conceptele de specie actuale descrise in literatura, doua par a fi universal
aplicabile si care ar putea servi la clasificarea tuturor organismelor vii, inclusiv a
procariotelor: PhSC (”Phenetic Species Concept”) si ESC (”Evolutionary Species
Concept”) (Rosello-Mora s1 Amann, 2001).

Conceptul fenetic si/sau politetic de specie este un concept de similaritate bazat

pe caractere care nu sunt in mod necesar universale pentru membrii unitdtii
sistematice. Acesta este conceptul care a fost adoptat pentru definirea speciilor
procariote, care pana acum pare a fi stabil si operational.

Conceptul evolutionist de specie a fost considerat drept cel mai teoretizat dintre

concepte. El presupune analiza filogeneticd a organismelor pe baza compararii
evolutiei diversilor markeri filogenetici.

Conceptul de specie procariotd din zilele noastre rezultd din Tmbunatatirile
empirice a ceea ce s-a considerat a fi o unitate, dezvoltarea si imbunatatirea
clasificarilor taxonomice pentru procariote fiind legatd de dezvoltarea tehnicilor
moleculare moderne.

Conceptul fenetic de specie (PhSC) este cel adoptat pentru definirea speciilor

procariote, care pand acum pare a fi stabil si operational.



Viitorul conceptului de specie procariot va fi puternic influentat de secventarea
completa a genomurilor. Fiind secventate sute de genomuri procariote, microbiologia
va putea in curadnd sd acceseze baze de date enorme, furnizdnd informatii care vor

avea un impact deosebit asupra conceptelor actuale de specie.

III. Filogenia moleculara a bacteriilor pe baza analizei comparative a
unor gene conservate

Analiza comparativd a secventelor ARN din subunitdtile ribosomale mici
joaca un rol central in identificarea si taxonomia microbiana, chiar si in ziua de azi, in
perioada genomicii.

Introducerea genelor pentru ARNr 16S in studiile de filogenie a dus la
revolutionarea acestora si, in final, la reorganizarea viului in 3 supraregnuri de sine
statdtoare: Archaea, Bacteria si Eukarya (Woese, 1987; Ludwig si colab., 1993).

Desi avantajele acestui marker sunt bine cunoscute, cu referire atat la
continutul de informatii, cat si la complexitatea bazei de date de secvente, este Tn mod
universal acceptatd ideea cd ARNr 168 reflectd doar n linii mari istoria evolutiva.

Markeri filogenetici aditionali trebuie sd fie luati In considerare pentru o
filogenie mai detaliata.

Existenta celor trei supraregnuri ale vietii este bine sustinuta de gene ce
codifica proteine cu un nivel ridicat de conservare: factorul de elongare Tu (1 alfa),
proteina de soc termic Hsp60, subunitatile ARN polimerazei si aspartil-, leucil-,
triptofanil-, tirozil-ARNt sintetazele. Daca recunoastem cd ATPazele FiFy s1 ViV
reprezintda markeri paralogi, atunci acestia nu pot fi folositi pentru evaluarea
conceptului celor trei supraregnuri deoarece lipsesc secventele ortoloage eucariote si
archeale sau sunt reprezentate doar de duplicatii genice cu functie incertd (Ludwig si
Schleifer, 2005).

Chiar dacd exista unele discrepante in ceea ce priveste topologia globalad si
detaliatd a arborilor, viziunea de ansamblu oferitd de filogenia ARNr poate fi cu
adevarat schimbatd numai daca problema paralogiei si a transferului genic lateral este
rezolvatd pentru markerii alternativi folositi. In stadiul actual al cunoasterii, ARNr

ramane cea mai informativa moleculd pentru analizele filogenetice.



IV. Comunititi cianobacteriene arhaice si actuale

Comunitdtile procariote au dominat suprafata terestrd timp de mai bine de 3
miliarde de ani, ele predominand astazi in biotopuri speciale de tipul izvoarelor
termale, a mediilor cu o salinitate ridicata si a izvoarelor sulfuroase. Recent, tot mai
multi cercetatori pun accent pe studierea vietii in izvoarele termale deoarece ei sunt de
parere ca acestea sunt echivalente cu cele in care a inceput viata pe Pdmant.

In cele cateva comunititi microbiene fosile foarte bine conservate (din Africa
si Australia), datand din perioada arhaicd, au fost identificate o serie de taxoni
bacterieni, cu aspect filamentos, cel mai probabil cianobacterii din ordinul
Oscillatoriales (Walsh, 1992; Schopf, 1992, 2002; Wacey, 2009).

Comunitatile microbiene actuale, dezvoltate in izvoare termale din diferite
regiuni de pe Glob, sunt caracterizate de o diversitate scdzutd a taxonilor
cianobacterieni, cel mai probabil datoratd conditiilor fizico-chimice restrictive ale
izvoarelor termale.

Majoritatea comunitatilor termofile de pe Glob, care se dezvoltd la o
temperaturd mai micd de 74°C, sunt dominate de cianobacterii filamentoase din
ordinul Oscillatoriales. Dintre genurile care predomind amintim Phormidium,
Leptolyngbya, Lyngbya, Mastigocladus, Oscillatoria. Asadar, pe baza biodiversitatii
cianobacteriilor din comunitdtile fosile si din cele actuale, poate fi propusa o analogie

intre comunitatile stravechi si cele actuale, dezvoltate in jurul izvoarelor termale.

V. Metode moleculare de investigare a diversititii comunitatilor
microbiene asociate diverselor habitate

De-a lungul timpului, determinarea diversitdfii microorganismelor din
ecosisteme naturale si artificiale s-a dovedit a fi o problema dificila. Abordarea clasica
de determinare a bacteriilor din probe naturale se baza pe tehnici dependente de
culturi de imbogatire, In paralel cu diverse teste biochimice si fiziologice. Aceste
metode, insa, nu reflectd structura comunitatii, ci mai degraba selectivitatea mediului
de crestere. Totodata, aceste tehnici sunt consumatoare de timp si resurse, organismul
investigat putand devia de la caracterele fiziologice si genotipice pe care le prezinta in
populatia naturald, iar doar o fractiune foarte mica (0,1-10%) din bacterii sunt

cultivabile in laborator.



Datorita faptului cd majoritatea studiilor care aplicd amprentarea ADN asupra
comunitatilor microbiene se bazeazd pe ARN ribosomal, in cele ce urmeaza vom
discuta mai pe larg despre diferite metode ce folosesc ca marker aceasta gena.

Tehnici de hibridare a acizilor nucleici

a) Hibridarea reciprocd a ADN din comunitdti distincte determind dacd 2
esantioane contin aceleasi organisme, indiferent de compozitia lor.

b) Hibridarea cantitativa, bazatd pe sonde oligonucleotidice marcate
fluorescent. Aceasta abordare fie poate fi una de tip “dot-blot” (Rainey si colab.,
1994), care presupune investigarea unui amestec de acizi nucleici izolati , fie una in
situ a celulelor intregi, care presupune investigarea unei populatii fixate folosind
sonde oligonuleotidice (Amann si Fuchs, 2008).

Analiza ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis)

= Fragmentele amplificate prin PCR din genele ARNr 16S dintr-o populatie
microbiana mixta, chiar dacd au aceeasi lungime, totusi prezinta diferente la
nivel nucleotidic.

» Un mod de a detecta aceste diferente este construirea unor biblioteci de clone
ADNr 16S, digestia clonelor individuale endonucleaze de restrictie si
compararea profilelor obtinute pentru discriminarea fragmentelor diferite
(Mwrichia si colab., 2010).

Analiza T-RFLP (Terminal-Restriction Fragment Length Polymorphism)

= Are loc marcarea printr-un compus fluorescent a uneia dintre amorse,
detectabil cu ajutorul unui analizator genetic bazat pe fluorescenta.

=  Produsii PCR sunt obtinuti prin folosirea amorselor ADNr 16S universale,
apoi sunt digerati cu endonucleaze de restrictie si supusi unei electroforeze
capilare (Avaniss-Aghajani si colab., 1996).

Analiza SSCP (Single-Strand Conformation Polymorphism)

= In conditii nedenaturante, ADN monocatenar prezintd structuri secundare
diferite, datorita Tmperecherii specifice a nucleotidelor.

=  Schimbarea unui singur nucleotid poate altera conformatia unei catene ADN
si va permite ca doud fragmente ADN care diferd printr-un singur nucleotid sa
poata fi deosebite (Orita si colab., 1989).

Analiza LH-PCR (Length Heterogeneity PCR)

= Amprentarea se poate realiza si pe baza variatiilor naturale de lungime ale

fragmentelor nucleotidice.



=  Protocolul tipic implica amplificarea PCR a unui fragment genic cu una dintre
amorse marcatd fluorescent, urmata de electroforeza produsilor de amplificare
pe un analizor genetic (Suzuki si colab., 1998).

= Daca fragmentul marker folosit este regiunea ITS, atunci tehnica poartd
numele de ARISA (Amplified Ribosomal Intergenic Spacer Analysis) (Fisher
si Triplett, 1999).

Amprentarea rep-PCR

= Aceastd metodd foloseste amorse care pot amplifica regiuni repetate din
genom, dispersate in mod specific pentru o anumita specie; ampliconii sunt
migrafi electroforetic, rezultdnd amprente genomice complexe si foarte
specifice.

= Aceastd tehnica nu poate fi aplicata direct comunitatilor microbiene, ci doar
pentru identificarea speciilor/tulpinilor izolate si cultivate in laborator
(Colwell si colab., 1981; Muralitharan si Thajuddin, 2011).

Analiza RAPD (Random Amplified DNA Polymorphism), AP-PCR (Arbitrarily

primed-PCR), DAF (DNA Amplification Fingerprinting)

=  Aceste tehnici folosesc amorse cu specificitate scazuta, scurte, de aproximativ
10 nucleotide (RAPD), 18 nucleotide (AP-PCR) sau 6-8 nucleotide (DAF)
pentru a genera profile de amprentare genomica specifice.

=  Amorsele se aliniazi simultan la mai multe regiuni ale genomului. In
principiu, tehnicile scaneaza genomurile la o constangere scazuta pentru
amplificarea unor fragmente scurte repetate.

Analiza DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)

= Este o metoda prin care fragmente de ADN de lungime identicd sau aproape
identica, dar cu secventa nucleotidica diferita, pot fi separate electroforetic.

= Separarea este bazatd pe schimbari in mobilitatea electroforetica a
fragmentelor de ADN care migreaza vertical intr-un gel de poliacrilamida cu o
concentratie crescatoare de agenti denaturanti ai ADN (formamida si uree)
(Muyzer, 1993).

Studiile integrate ce combind metodele moleculare de investigare a compozitiei
speciilor si abundenta grupurilor microbiene importante, cu masurarea anumitor
procese si parametri naturali, sunt adoptate pe scard tot mai larga. Aceste studii au
potentialul de a relationa structura comunitatilor cu functiile si activitatile microbiene

complexe. Totusi, rolul ecologiei microbiene clasice nu ar trebui sa fie subestimat.



Studiile moleculare insotite de investigatiile bazate pe culturi, vor ajuta si in viitor la
identificarea organismelor existente in naturd cu scopul de a descoperi bogatia

biodiversitatii reprezentatd de comunitdtile microbiene naturale.

VI. Metodologia de abordare a studiului

Metodologia de abordare a acestui studiu (fig. 1) a presupus colectarea
materialului biologic, studierea lui prin microscopie optica si electronica, urmata de
izolarea ADN pentru analize ulterioare folosind metode de biologie moleculara:
Automated Ribosomal Intergenic Spacer Analysis (ARISA), Amplified Ribosomal
DNA Restriction Analysis (ARDRA) si Denaturing Gradient Gel Electrophoresis
(DGGE).

Comunitatile de cianobacterii asociate izvoarelor termominerale din Campia de
Vest a Romaniei prezintd, teoretic, o biodiversitate scdzutd impusa de conditiile
fizico-chimice ale apei. Datorita acestui fapt, am considerat ca investigarea lor
folosind doar 3 dintre tehnicile descrise anterior (ARISA, ARDRA si DGGE), pe baza
markerului ADNr 16S si a secventei ITS, este suficienta pentru a oferi o imagine de

ansamblu asupra diversitdtii taxonilor cianobacterieni ce formeaza aceste comunitati.

Comunitate microbiana

Esantion 1 Esantion 2

Fixare cu Extractie T
formol
A 4 A 4 \ 4 y
OPTIC SEM ADN

VL A 4 A 4
ARISA \iDRA DGGE

A 4 A 4 v \ 4 A 4

Integrarea rezultatelor si analiza comparativa

Fig. 1. Metodologia de abordare a studiului biodiversitatii cianobacteriilor din comunitatile
termofile din Campia de Vest a Romaniei.



VII. Material si metode

Esantionarea materialului biologic

Au fost prelevate in total 4 esantioane distincte, pentru studiile de microscopie
optica, electronica si pentru analizele moleculare (DGGE, ARISA, ARDRA).

Studiul morfologic

Investigarea morfologicd a constat atat in observarea cu ajutorul unui
microscop optic Olympus cu scopul identificarii taxonilor cianobacterieni din
comunitate, cit si o analizd prin microscopie electronica scanning (SEM) pentru
observarea modului de organizare spatiald a comunitatii.

Izolarea ADN

Izolarea ADN a fost efectuata prin 3 tehnici individuale: un protocol clasic
elaborat in laborator si doud kit-uri comerciale.

Abordarea molecularad

a) Analiza ARISA

Principiul metodei constd in migrarea prin capilarul unui analizor genetic a
unor fragmente de ADN marcate in prealabil cu un fluorocrom (FAM), aparatul
determinand fragmentele diferite pe baza lungimii lor. Astfel, folosind o pereche de
amorse specifice, a fost amplificatd regiunea ITS cianobacteriand din ADN-ul intregii
comunitati, fregmentele obtinute fiind supuse apoi electroforezei prin capilarul unui
analizor genetic ABIPrism 310.

b) Analiza ARDRA

Au fost utilizate amorse specifice cianobacteriilor pentru amplificarea
fragmentului ADNr 16S+ITS. Diferentierea s-a efectuat prin ligarea fragmentelor in
vectorul plasmidic pTZ57R/T (Fermentas) si separarea ulterioara prin electroporare in
celule de Escherichia coli.

Pentru identificarea fragmentelor distincte s-a recurs la digestia cu
endonucleaza de restrictie Taql urmatd de electroforeza produsilor obtinuti.

Profilele de restrictie diferite au fost identificate prin analiza gruparilor
(“cluster analysis”), efectuata pe baza lungimii estimative a fragmentelor rezultate in
urma digestiei.

Fragmentele cu profil de restrictie diferit au fost secventate, secventele partiale
obtinute fiind comparate cu cele stocate in baza de date de nucleotide NCBI prin
metoda BLAST pentru identificarea taxonilor.

c) Analiza DGGE



Utilizand o pereche de amorse specifice cianobacteriilor, a fost amplificat prin
PCR un fragment din gena pentru ARNr 16S direct din ADNg izolat din probele de pe
teren. Produsii de amplificare obtinuti au fost migrati electroforetic pe un gel de
poliacrilamida cu uree si formamida ca agenti denaturanti.

In cazul comunititii de la Marghita, au fost izolate 8 fragmente din gelul de
poliacrilamida, dupa DGGE. Aceste fragmente au fost folosite ca matrite pentru re-
DGGE si compararea profilurilor.

Deoarece majoritatea profilelor au fost similare celui initial, amplificat din
ADNg al intregii comunitati, a fost construita a bibliotecd de clone folosind aceeasi
pereche de amorse pentru fiecare fragment (5 clone/fragment, in total 40 de clone).
Fiecare clond a fost supusa unei noi DGGE si s-a incercat secventarea ei.

Fragmentele izolate din gel sau cele din biblioteca de clone de la Marghita au
fost secventate, secventele partiale obtinute fiind comparate cu cele stocate in baza de

date de nucleotide NCBI prin metoda BLAST pentru identificarea taxonilor.

VIII. Rezultate si discutii

Descrierea biotopurilor si investigatii morfologice

Izvoarele geotermale (fig. 2) reprezintd biotopuri stabile, ideale pentru studiul
biodiversitatii comunitatilor cianobacteriene asociate acestora datorita faptului ca nu

sunt supuse variatiilor termice sezoniere.

Fig. 2. Iconografia unor foraje termominerale si a comunitatilor cianobacteriene asa cum au
fost observate in momentul prelevarii probelor. a-b. Beltiug (jud. Satu-Mare), c-e. Ciocaia
(jud. Bihor), f. Marghita (jud. Bihor). Sagetile indica aglomerarile de biomasa cianobacteriana
(“cyanobacterial mats”).



Au fost selectate 5 comunitdti cianobacteriene termofile pentru investigatii
morfologice si moleculare: Ady Endre, Beltiug, Ciocaia, Marghita si Sacuieni.

Temperatura apei termominerale variaza in cele 5 izvoare investigate de la 55°C
pana la 67°C.

Observatiile prin microscopie optica au indicat prezenta unui numar redus de
taxoni cianobacterieni in cele 5 comunitati, o posibild consecintd a proprietatilor
fizico-chimice ale apelor termominerale.

Dintre taxonii identificati, Symploca thermalis, Mastigocladus laminosus,
Phormidium janthiphorum si Symploca meneghineana sunt tipici izvoarelor termale.

Imaginile SEM obtinute (fiind exemplificatd comunitatea de la Marghita in fig.
3) au aratat faptul cad structurile comunitatilor investigate se inscriu in tiparul
comunitatilor cianobacteriene de acest gen, fiind similare modelului trilaminar de

organizare al unei comunitati cianobacteriene propus in literatura.

» 7 S TR

Fig. 2. (continuare). Iconografia unor foraje termominerale si a comunitatilor cianobacteriene
asa cum au fost observate iIn momentul prelevarii probelor. g-h. Marghita (jud. Bihor), i-j.
Ady Endre, k-m. Sacuieni. Sagetile indicd aglomerdrile de biomasa cianobacteriana
(“cyanobacterial mats”).



Fig. 3. Structura  comunitdtii cianobacteriene (“cyanobacterial mat”) de la forajul
termomineral de la Marghita (jud. Bihor) observatd in microscopie electronicd scanning
(SEM). a. suprafata, cu filamente cianobacteriene orientate relativ uniform, b-c. fractura
transversala prezentand structura in profunzime, d-e. strat lax format din filamente dispuse in
retea, f-h. bacterii dispuse 1n ochiurile retelei sau in resturile peretilor celulari ai
cianobacteriilor.



Investigarea biodiversitatii prin metode moleculare

a) Investigarea biodiversitatii prin metoda DGGE
Profilul DGGE (fig. 4) a indicat existenta a 3 taxoni cianobacterieni in
comunitatea de la Ady Endre, 4 in cea de la Beltiug, respectiv 6 in comunitéatile de la

Ciocaia si Sacuieni.

ADY ENDRE-DGGE BELTIUG-DGGE
T 1 2 3 T 1 2 3 4

CIOCAIA-DGGE SACUIENIDGGE

T 1 2 3 4 5§ & T 1 2 3 4 5 &

Fig. 4. Profilul DGGE al fragmentelor ADNr 16S amplificate cu perechea de amorse 359F-
781R(b) din comunitatile de la: a - Ady Endre; b - Beltiug; ¢ - Ciocaia; d - Sacuieni. Figura
prezinta atat profilul Intregii comunitati (T), cat si al fragmentelor izolate din gelul de
poliacrilamida si re-amplificate (indicate prin cifre).

In cazul comunitatii cianobacteriene de la Marghita (fig. 5; tab. 1), electroforeza
in gel cu gradient denaturant a evidentiat o serie de neajunsuri ale acestei metode
(Coman si colab., 2011), care 1n final pot duce la o apreciere incorecta a biodiversitatii

microbiene asociate unui anumit biotop: existenta operonilor multipli in acelasi



genom, existenta unor domenii multiple de topire in aceeasi secventd si hibridarea

intre fragmente ADN provenite de la taxoni strans inruditi.

MDGGE-1 MDGGE-2 MDGGE-3
1 2 3 4 5 12 3 45 1 2 3 4 5

MDGGE-4 MDGGE-5 MDGGE-6
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

MDGGE-7 MDGGE-8
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Fig. 5. Profilurile DGGE ale bibliotecilor de clone de la Marghita construite pornind de la
cele 8 fragmente izolate initial din gelul de poliacrilamida, dupd DGGE pe ADN genomic al
intregii comunitati. Pentru fiecare fragment au fost selectate 5 clone, fragmentul partial ADNr
16S a fost reamplificat din fiecare clona si supus din nou electroforezei in gel cu gradient
denaturant.



Tabel 1
Similaritatea de secventa a fragmentelor din bibliotecile de clone MDGGE de la Marghita
obtinute din cele 8 fragmente izolate initial din gelul de poliacrilamida dupa DGGE.

Clona Cea mai apropiata potrivire GenBank (NCBI)
MDGGEI1-1 Uncult. bact. Geyserite B1 (identic cu M1-3); ns.”
MDGGEI1-2 Leptolyngbya sp. CCMEEG6116
MDGGEI1-3 Uncult. bact. Geyserite Bl
MDGGE1-4 Uncult. bact. Geyserite Bl
MDGGE1-5 Uncult. bact. Geyserite B1 ( identic cu M1-3);ns
MDGGE2-1 Phormidium pseudopristleyi ANT.ACEV5.4
MDGGE2-2 Phormidium sp. NIVA-CY A202
MDGGE2-3 Leptolyngbya sp. 0BB30S02
MDGGE2-4 Uncult. cyanobact. clone R8-R60
MDGGE2-5 Uncult. cyanobact.clone R8-R60 (identic cu M2-4);ns
MDGGES3-1 Plectonema sp. HPC-49
MDGGE3-2 Leptolyngbya sp. 0BB30S02
MDGGE3-3 Oscillatoriales cyanobact. BC007
MDGGE3-4 Phormidium sp. NIVA-CY A202
MDGGE3-5 Leptolyngbya sp. 0BB30S02
MDGGE4-1 Uncult. cyanobact. clone 02D2720
MDGGE4-2 Leptolyngbya sp. 0BB30S02
MDGGE4-3 Leptolyngbya sp. 0BB30S02
MDGGE4-4 Phormidium animale CCALA140
MDGGE4-5 Leptolyngbya sp. N62DM (identic cu M4-3); ns
MDGGES5-1 Leptolyngbya sp. 0BB30S02 (ident. M7-2+M7-3);ns
MDGGES5-2 Uncult. bact. Geyserite Bl
MDGGES3S-3 Uncult. bact. Geyserite B1(identic cu M10-2); ns
MDGGE5-4 Leptolyngbya sp. 0BB30S02 (ident. M7-2+M7-3);ns
MDGGES-5 Leptolyngbya sp. 0BB30S02 (ident. M7-2+M7-3);ns
MDGGE®6-1 Uncult. bact. Geyserite Bl
MDGGE®6-2 Uncult. bact. Geyserite Bl
MDGGE®6-3 Uncult. bact. Geyserite Bl
MDGGEG6-4 Uncult. bact. Geyserite Bl
MDGGE6-5 Uncult. bact. Geyserite Bl
MDGGE7-1 Leptolyngbya sp. 0BB30S02
MDGGE7-2 Leptolyngbya sp. 0BB30S02
MDGGE7-3 Leptolyngbya sp. 0BB30S02
MDGGE7-4 Leptolyngbya sp. 0BB30S02 (identic cu M7-3); ns
MDGGE7-5 Leptolyngbya sp. 0BB30S02 (identic cu M7-2); ns
MDGGES8-1 Leptolyngbya sp. 0BB30S02 (identic cu M7-3); ns
MDGGES-2 could not be sequenced
MDGGES-3 Uncult. bact. Geyserite Bl
MDGGES8-4 Uncult. bact. Geyserite B1 (identic cu M8-3); ns
MDGGES-5 Uncult. bact. Geyserite B1 (identic cu M8-3); ns

*ns- nesecventat



Rezultatul interogarii BLAST (tab. 2) indica faptul cd majoritatea taxonilor
identificati prin metoda DGGE si secventare apartin cianobacteriilor filamentoase din
grupul Oscillatoriales. Astfel, au fost observate urmatoarele genuri cianobacteriene:
Ady Endre: Leptolyngbya, Phormidium; Beltiug: Oscillatoria, alte Oscillatoriale;
Ciocaia: Arthrospira, Oscillatoria, Lyngbya, Phormidium; Marghita: Leptolyngbya,
Phormidium, Plectonema, alte Oscillatoriale; Sacuieni: Leptolyngbya, Phormidium,
Geitlerinema, Microcoleus.

Tabel 2

Identitatea fragmentelor ADNr 16S amplificate din benzile excizate din gelul de
poliacrilamida dupd DGGE

Nr. fragm. Identitate

Comunitatea DGGE obs. Fragmentul Cea mai apropiata potrivire GenBank (NCBI) (%)
AE DGGE-1 Leptolyngbya compacta GSE-PSE28-08A 98

Ady Endre 3 AE DGGE-2 Phormidium corium 0416 98
AE DGGE-3  Uncult. Leptolyngbya sp. isol. DGGE band 3-5 98

Uncult. cyanobacterium clone TDNP-

B DGGE-1 wbc97 251 1 123 %6

Beltiug 4 B DGGE-2 Oscillatoria sp. LEGE06018 96
B DGGE-3 Oscillatoria sp. MMG-3 97

B DGGE-4 Oscillatoriales cyanobacterium BC007 97

C DGGE-1 Arthrospira platensis Sp 11 98

C DGGE-2 Oscillatoria sp. LEGE06018 99

Ciocaia 6 C DGGE-3 Lyngbya birgei CCC 333 95
C DGGE-4 Phormidium sp. 195_A12 97

C DGGE-5 Uncult. bacterium clone clone JW56-B11 94

C DGGE-6 Uncult. bacterium clone clone JW56-B11 96

S DGGE-1 Leptolyngbya sp. CR_10M 99

S DGGE-2 Leptolyngbya sp. GSE-PSE28-08A 96

Sicuieni 6 S DGGE-3  Uncult. cyanobacterium clone Mat-CYANO-S22 100
S DGGE-4 Phormidium cf. formosum P-FW 98

S DGGE-5 Geitlerinema sp. CR_13M 98

S DGGE-6 Microcoleus sp. SAG2212 99

b) Investigarea biodiversitatii prin metoda ARISA
Biodiversitatea relativd a cianobacteriilor din comunitatile investigate a fost
determinatd prin numararea varfurilor ("peak”-urilor) din electroforegrama rezultata
in urma electroforezei capilare (fig. 6), care corespund, cel putin teoretic, unor taxoni
cianobacterieni. Astfel, au fost observate 5 fragmente la Ciocaia, 6 la Sacuieni, 7 la
Ady Endre, 8 fragmente la Beltiug si 13 la Marghita. Lungimea fragmentelor ITS
amplificate variaza de la aproximativ 310 pb pana la aproximativ 780 pb.
c) Investigarea biodiversitatii prin metoda ARDRA
Dupa evaluarea profilelor de restrictie si secventare (tab. 3), a fost observat
faptul ca majoritatea taxonilor identificati apartin, cel mai probabil, cianobacteriilor

filamentoase din grupul Oscillatoriales.
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Fig. 6. Profilul ARISA al fragmentelor ITS cianobacteriene amplificate din ADN

genomic al comunitatilor investigate



Tabel 3

Identitatea secventelor partiale ADNr 16S obtinute prin metoda ARDRA din ADN genomic al

celor 5 comunitati cianobacteriene investigate

Clona Taxonul cu cel mai mare grad de similaritate Identitate %
ADY ENDRE
AE1 Leptolyngbya compacta GSE_PSE28 08A 99
AE3 Leptolyngbya laminosa ETS 08 98
AE21 Spirulina laxissima SAG 256.8 97
AE23 Leptolyngbya sp. 0BB32S02 97
BELTIUG
Bl Leptolyngbya sp. CR_1.26 96
B2 Oscillatoria sp. LEGE06018 95
B4 Oscillatoria acuminata 97
B5 Oscillatoriales cyanobacterium BC007 96
Bl11 Gemmatimonas aurantiaca T-27 95
B13 Uncultured Gemmatimonas sp. A1631 96
B26 Uncultured Gemmatimonas sp. A1631 95
CIOCAIA
C1 Oscillatoria earlei NTAP0O16 92
C2 Arthrospira platensis Sp-11 97
C3 Leptolyngbya sp. LEGE 07319 99
Cc7 Phormidium animale PMC239.04 99
Cl6 Phormidium sp. 195-A12 99
MARGHITA
M1 Gemmatimonadetes bacterium 100M2_B10 90
M2 Leptolyngbya antarctica TM1FOS73 93
M4 Phormidium pseudopristeleyi ANT.ACEVS5.3 98
M5 Phormidium sp. MBIC10025 96
M6 Oscillatoriales cyanobacterium BC007 96
M12 Uncultured bacterium GBII-5 92
M21 Phormidium sp. 195-A12 98
M24 Gemmatimonas aurantiaca T-27 92
M29 Microcoleus steenstrupii 148-2A 97
M36 Leptolyngbya sp. CR_L14 95
M40 Uncultured Gemmatimonas sp. A1631 92
M43 Microcoleus sp. HTT-U-KK5 95
M44 Uncultured Gemmatimonas sp. A1631 92
SACUIENI
S1 Leptolyngbya sp. CR_10M 96
S2 Phormidium pseudopristleyi ENCB-AD17 97
S3 Leptolyngbya sp. GSE-PSE28-08A 97
S5 Microcoleus sp. HTT-U-KK5 99
S6 Gemmatimonas aurantiaca T27 93
S16 Leptolyngbya sp. BX10 95
S20 Geitlerinema sp. CR_13M 97




Astfel, in urma ARDRA au fost observate urmatoarele genuri cianobacteriene
probabile (tab. 3): Ady Endre: Leptolyngbya, Spirulina; Beltiug: Leptolyngbya,
Oscillatoria; Ciocaia:  Oscillatoria, Arthrospira, Phormidium; Marghita:
Leptolyngbya, Phormidium, Microcoleus; Sacuieni: Microcoleus, Phormidium,

Leptolyngbya, Geitlerinema.

Tabel 4
Numarul taxonilor si identitatea genurilor cianobacteriene identificate in comunitatile
investigate
Numar taxoni
Comunitatea cianobacterieni Genuri cianobacteriene identificate
identificati
Ady End DGGE 3 Leptolyngbya, Phormidium, Spiruli
y Endre ARDRA 4 eptolyngbya, Phormidium, Spirulina
. DGGE 4 . .
Beltiug ARDRA 4 Leptolyngbya, Oscillatoria
Ciocaia DGGE 4 Arthrospira, Oscillatoria, Lyngbya,
ARDRA 5 Phormidium
. DGGE 8 Leptolyngbya, Phormidium, Microcoleus,
Marghita ARDRA 8 Plectonema
Sacuieni DGGE 5 Microcoleus, Phormidium, Leptolyngbya,
ARDRA 6 Geitlerinema

d) Concluzii

Abordarea moleculard s-a bazat pe analiza, independentd de tehnicile de
cultivare a microorganismelor in laborator, genei pentru ARNr 16S si a regiunii ITS
(Internal Transcribed Spacer) ce desparte aceastd gena de cea pentru ARNr 23S.

Utilizarea celor 3 metode moleculare (DGGE, ARISA si ARDRA) in paralel a
dus la identificarea unui numdr mai mare de taxoni cianobacterieni in comunitatile
investigate comparativ cu aplicarea unei tehnici singulare (tab. 4).

Desi comunitatile investigate au inceput sa se dezvolte in anii 1970 doar,
abundenta taxonilor este similara, in unele cazuri chiar mai mare, altor comunitati
cianobacteriene din izvoare termale.

Taxonii cianobacterieni identificati in comunitdtile investigate apartin
ordinului Oscillatoriales, predominand genurile Phormidium si Leptolyngbya.
Mastigocladus laminosus, specii ale genului Symploca, precum si Geitlerinema

thermale, identificati pe baza caracterelor morfologice, nu au fost evidentiati folosind



metodele moleculare, punand sub semnul intrebarii acuratetea abordarii clasice,
morfologice, in studiile de biodiversitate microbiana.

Speciile apartindnd genului Leptolyngbya prezinta o distributie destul de
limitatd in izvoare termale la nivel global. Acestea au mai fost intdlnite doar in
Groenlanda, Mexic si Tailanda, la o temperatura cuprinsa intre 40°C si 74°C si un pH
de 7-9. In comunititile din Campia de Vest a Romaniei, genul Leptolyngbya a fost
intalnit la Ady Endre, Beltiug, Marghita si Sacuieni.

Genul Phormidium prezintd o distributie mult mai abundenta, speciile acestui
gen putind fi intdlnite pe toate continentele. In Romania, specii de Phormidium
termofile au fost observate in comunitatea de la Ady Endre, Ciocaia, Marghita si
Sacuieni.

Speciile de Arthrospira sunt destul de neobisnuite in izvoarele termale datorita
conditiilor restrictive din aceste medii precum si datoritd faptului ca aceste specii sunt
planctonice. In cazul comunitatii de la Ciocaia, identificarea unei secvente partiale
ADNTr 16S ca provenind de la Arthrospira platensis poate fi asociatd cu existenta
taxonului Tn comunitatea cianobacteriana. Dat fiind faptul ca este prima semnalare a
unei specii de Arthrospira platensis in izvoare termale, acest fapt trebuie confirmat
prin studii ulterioare.

Singurele izvoare termale de pe Glob in care au fost intdlnite specii de
Spirulina sunt in Argentina si in Mexic, la o temperatura de 35°C-38°C si un pH mai
mare de 9. In studiul de fati, in comunitatea de la Ady Endre a fost identificat un
taxon cu un procent ridicat de identitate a unui fragment ADNr 16S cu Spirulina
laxissima. Acest taxon este semnalat, probabil, pentru prima data in Europa in izvoare
termale, alaturi de alte specii apartinand genurilor Lyngbya (Ciocaia), Plectonema
(Marghita) si Geitlerinema (Sacuieni).

In cazul genurilor identificate in comunititile termofile din CAmpia de Vest a
Romaéniei in urma acestui studiu si care sunt semnalate pentru prima datd in Europa
este necesara o monitorizare pe viitor a comunitatilor din care provin, aldturi de
epuizarea tuturor surselor din literatura care ar putea mentiona acest lucru, pentru a
verifica veridicitatea informatiilor.

Microcoleus steenstrupii, intalnita Tn comunitatea de la Marghita, este
cunoscuti in general ca fiind o specie desertica. Insa, datoritd faptului cd a mai fost

intalnitd si in izvoare termale din Islanda si datoritd identitdtii secventelor partiale



ADNr 16S de 96%, putem spune cel mai probabil cd acest taxon se dezvoltd si in

comunitatea de la Marghita, fiind a doua semnalare de acest gen din lume.

IX. Sunt implicate comunitatile cianobacteriene asociate izvoarelor
geotermale in formarea stromatolitelor moderne?

Comunitatile microbiene actuale au un rol deosebit de important in studiile
evolutive. Uneori, ele pot fi considerate adevarate sisteme analoage celor ce existau
pe suprafata Terrei in urma cu miliarde de ani.

In Campia de Vest a Romaniei, asociate izvorului geotermal de la Ciocaia, au
fost descoperite formatiuni sedimentare recente, stratificate, cel mai probabil
stromatolite actuale (fig. 7). Acest fapt reprezinta un pas important in studiile de
evolutie si viatd incipientd pe Terra deoarece permite investigarea procesului de
mineralizare si fosilizare intr-o comunitate microbiana ce se dezvoltd intr-un mediu
diferit de cel marin.

Pentru a confirma natura stromatolitica a acestor formatiuni, au fost prelevate
3 esantioane (S1, S2, S3) (fig. 7) in vederea investigdrii compozitiei chimice, a
morfologiei acestor microbialite si a biodiversitatii cianobacteriilor.

Analiza elementald (EDX - ”Energy Dispersive X-ray analysis”) (fig. 10, 11) a
indicat faptul ca in probele investigate, atat in straturile superficiale, cat si In
profunzime, predomina O (intre 41,1%-50,4%), C (intre 15,8%-33,6%) si Ca (intre
16,5%-30,1%). Pe langa acestea, au mai fost identificate si alte elemente, Insd cu o
pondere sub 5%: Ba, Sr, Zr, Fe, Na, Mg, S.

Pe baza observatiilor de mai sus putem afirma ca formatiunea sedimentara este
formatd cel mai probabil prin depunerea de CaCOs sub forma grupurilor calcit si
aragonit (calcit - CaCOj3; magnezit - MgCOs; siderit - FeCOs; strontianit - SrCOs;
witerit - BaCO3).



Fig. 7. Structura esantioanelor prelevate din apropierea izvorului geotermal de la Ciocaia. a -
fractura; sdgeata indica un biofilm, cel mai probabil cianobacterian, care incepe sa fie inglobat
in CaCQOs;; b - fotografia unui stromatolit asa cum apare in teren dupa fracturare; c-e - probe
prelevate din teren; c-d - fracturi; e - vedere de sus a rocii; f - structura stromatolitelor
observata in sectiune transversald; sageata indica biofilmul cianobacterian acoperit de CaCOs.
Cercurile de culoare rosie indica zonele din care a fost prelevat material pentru izolarea ADN.



Observatiile de microscopie opticad a sectiunilor fine indicd existenta mai

multor straturi paralele, cu o grosime ce variaza de la cativa pm pana la sute de pm, in

toate cele 3 esantioane analizate (fig. 8 si 9).

Fig. 8. Investigarea prin microscopie opticd a sectiunilor obtinute din esantioanele
stromatolitice S1 (a-b) si S3 (c-f). Se poate observa o compactare a straturilor spre interiorul
stromatolitului si dezvoltarea acestuia in stratul superficial la nivelul centrilor de nucleatie
(precum cel indicat prin sigeatd in fig. d). Microscopia optica de fluorescenta (f) indica urme
ale unor pigmenti clorofilieni, apartinand cel mai probabil unor cianobacterii.
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Fig. 9. Investigarea prin microscopie opticd a sectiunilor obtinute din esantionul stromatolitic
S2. Se poate observa o compactare a straturilor spre interiorul stromatolitului si dezvoltarea
acestuia in stratul superficial la nivelul centrilor de nucleatie (indicati prin sageti).
Microscopia optica de fluorescenta (f) indica urme ale unor pigmenti clorofilieni, apartinand
cel mai probabil unor cianobacterii.



Orientarea biofilmului bacterian este in majoritatea cazurilor paraleld cu
cristalele de CaCOs, uneori formand un adevarat manson in jurul acestora (fig. 12-14).
Filamentele cianobacteriene au o grosime de aproximativ 2,5 um si o lungime de
cativa zeci de pm (fig. 12g). In unele cazuri, acestea se intrepitrund, formand o retea
fibroasa (fig. 12h).

Pe langad cianobacterii, au mai fost observate si alte bacterii, unele
filamentoase (cu un diametru sub 1 pm) (fig. 12f-g; fig. 14g-h) sau bacilare (fig. 12h;
fig. 14h).

Pe baza analizelor morfologice putem afirma cu certitudine ca microbialitele
descoperite la Ciocaia fac parte din categoria stromatolitelor moderne (”’stromatolite
vii”), astfel de formatiuni existand in foarte putine locuri pe Glob. Acestea reprezinta
o descoperire majora, ele fiind un obiect de studiu foarte important pentru
investigarea procesului de organomineralizare si pentru studiile de evolutie a vietii pe
planeta noastra.

Desi cele 5 comunitati cianobacteriene investigate sunt similare din punct de
vedere al biodiversitatii cianobacteriilor, doar la Ciocaia a fost observat un fenomen
de organomineralizare. Asadar, putem spune ca, aldturi de activitatea cianobacteriilor,
un rol foarte important in procesul de organomineralizare este detinut de factorii
abiotici, In cazul de fatd concentratia ionilor HCO;™ (7 g/) si Ca®" (55 mg/l).

Stromatolitele de la Ciocaia prezintd o formad laminard, fiind formate prin
depunere de CaCOj; preponderent sub forma grupelor calcit si aragonit.

A fost observatad o scadere drastica a taxonilor cianobacterieni in stromatolite.
Din cei 5 taxoni cianobacterieni din comunitatea microbiana incipienta, lipsitd de o
mineralizare evidentd, doar unul singur, apartinand genului Leptolyngbya, a putut fi

identificat si in stromatolite.
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Fig. 10. Analiza elementald (EDX) a esantionului S1 asociat izvorului geotermal de la Ciocaia.
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Fig. 11. Analiza elementald (EDX) a esantionului S2 asociat izvorului geotermal de la Ciocaia.
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Fig. 12. Structura esantionului S1 asociat forajului de la Ciocaia observatd in microscopie
electronica scanning (SEM). a - fractura transversald prezentand structura in profunzime, b-d
- biofilm/filamente (sageti albe) fosilizate in jurul cristalelor de CaCOs; (ségeti negre); e-f -
filamente cianobacteriene/bacteriene inglobate in matrita de substante extrapolimerice (EPS)

si fosilizate; g-h - detalii ale unui filament cianobacterian inconjurat de un manson de EPS.
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Fig. 13. Structura esantionului S2 asociat forajului de la Ciocaia observatd in microscopie
electronicd scanning (SEM). a - sdgeata indicd un biofilm bogat in EPS si fosilizat, b-c -
biofilm/filamente (sdgeti albe) fosilizate in jurul cristalelor de CaCO; (sageti negre); e-
sagetile indica biofilmuri microbiene fosilizate.



Fig. 14. Structura esantionului S3 asociat forajului de la Ciocaia observatd in microscopie
electronica scanning (SEM). a-b - fractura transversala prezentand structura in profunzime, ¢
- biofilm microbian bogat in EPS, fosilizat; se pot observa numerosi bacili atasati EPS; d-f -
mangoane de EPS fosilizate, dezvoltate cel mai probabil in jurul unor cristale de CaCO;
(desprinse in momentul pregatirii probelor); g-h - filamente bacteriene.



X. Limite si perspective

Studiul de fatd poate fi continuat pe baza urmatoarelor recomandari:

1) Studierea mai multor izvoare din Campia de Vest a Romaniei pentru o mai
buna intelegere a diversitatii microbiene in aceste biotopuri in timp si spatiu.

2) Utilizarea si a altor tehnici moleculare pentru o mai buna rezolutie; acestea
includ diferite metode de construire a bibliotecilor de clone, folosirea unor amorse cu
specificitate de grup, precum si studii in situ prin FISH (Fluorescence In Situ
Hybridization) sau alte metode de acest gen.

3) Efectuarea unor studii de fiziologie pe baza unor culturi din diferite
comunitati, fiind de observat efectul radiatiilor UV, a diferitilor compusi chimici si a
altor factori fizici sau chimici asupra cresterii. Efectul raspunsului fiziologic al
cianobacteriilor la acesti factori de stres poate fi observat prin diferite studii de

proteomica sau transcriptomica.

XI. Concluzii

Ideea generald a acestei teze de doctorat a constituit-o abordarea prin mijloace
moleculare a biodiversitatii. Tinta studiului a fost reprezentatd de comunitatile de
cianobacterii termofile asociate unor izvoare geotermale (termominerale), rezultate in
urma unor foraje in Campia de Vest a Romaniei.

Rezultatele obtinute in cadrul acestui studiu permit formularea urmatoarelor
concluzii finale:

a. Microscopia electronica de baleiaj (SEM) a evidentiat o structura stratificata
a biofilmului, cu un strat superficial compact, format exclusiv din cianobacterii
filamentoase, urmat — in profunzime — de un strat lax median si un ultim strat cu
numeroase bacterii asociate filamentelor cianobacteriene.

b. Biodiversitatea cianobacteriilor asociate izvoarelor termominerale este
relativ scdzutd si diferitd in cele 5 comunitdti investigate, cu un maxim de taxoni
cianobacterieni in comunitatea de la Marghita (8 taxoni); utlizarea mai multor metode
moleculare in paralel a dus la ientificarea mai multor taxoni cianobacterieni in
comunitatile investigate, comparativ cu folosirea unei tehnici singulare.

c. Secventarea regiunilor {inta din gena ARNr 16S au evidentiat ca majoritatea
taxonilor din comunitatile cianobacteriene studiate apartin ordinului Oscillatoriales,
cu urmatoarele genuri evidentiate: Phormidium, Oscillatoria, Lyngbya, Leptolyngbya,

Plectonema, Geitlerinema si Microcoleus;



d. Microbialitele descoperite la Ciocaia (jud. Bihor) pot fi incadrate in
categoria formatiunilor stromatolitice recente, cu rol important in investigarea
procesului de organomineralizare si in studiile de evolutie a vietii pe planeta noastra.

e. Biodiversitatea cianobacteriilor in microbialite este foarte scazuta, fiind

identificat doar genul Leptolyngbya.
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