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Cuvinte cheie: fungi fitopatogeni; extract de Hedera helix, tafonomie, secvente ITS, oase
arheologice, FTIR, microscopie, onicomicoza, naftifina, carotenoizi.

I. Date din literatura
1. Importanta fungilor in activitatea umana

Fungii sunt organisme ubicuitare cu impact economic Insemnat pentru viata omului,
influentdnd o gama larga de activitati antropice. Sunt importante, cu precadere, pentru domeniile
agricol, alimentar, medical, farmaceutic (Kendrick, 2001) si al biotehnologiilor (May si Adams,
1997). Nu poate fi ignorat rolul lor ecologic, fiind in prezent obiect de studiu pentru lamurirea
catorva probleme fundamentale legate de biodiversitate, clasificare si evolutie (Lange, 2014).

Efectul fungilor in domeniile mentionate este atat pozitiv, fiind Intrebuintate pentru
fabricarea berii si a produselor de panificatie, in fermentatii la nivel industrial, pentru producerea
de enzime si compusi farmaceutici utili sau ca sursd de hrand, cat si negativ, cauzand pierderi
financiare importante, prin degradarea si distrugerea alimentelor, materialelor de constructie si

producerea de boli plantelor, animalelor si omului (Kendrick, 2001; Mueller et al., 2011).
2. Micobiomul terestru

Solul este considerat un ecosistem terestru cu o mare diversitate taxonomica si functionala
in ceea ce priveste ciupercile asociate (Orgiazzi et al., 2013). Totalitatea ciupercilor a fost definita
cu termenul de micobiom, diversitatea acestuia fiind strans corelata cu stratificarea solului si tipul
de vegetatie prezent, asigurand legaturile fiziologice si ecologice ale ecosistemului (Dighton,
2016). Ca dimensini, variaza de la drojdii unicelulare si mucegaiuri microscopice pana la ciuperci
cu palarie si picior, de dimensiuni mari (Tonge et al., 2014).

Cunoasterea structurii exacte a comunitatilor fungice din sol conduce la o mai buna
intelegere a interactiunilor ecologice specifice cu plante, pesticide sau cu alte microorganisme
(Baldrian et al., 2012). Identificarea precisa a ciupercilor asociate solului devine astfel foarte
importanta (Orgiazzi et al., 2012). Exista numeroase studii in literatura prin care sunt prezentate
medote de identificare, pornind de la variantele traditionale si ajungand la metode moleculare

clasice si moderne (Guarro et al., 1999; Atkins si Clark, 2004).



2.1. Metode de caracterizare a structurii micobiomului terestru

Metodele clasice de identificare se bazeaza pe caracterele fenotipice, observabile, ale
fungilor. Trasaturile definitorii ale acestora se refera la modul lor de viata, avand in vedere: nutritia,
starea vegetativa, tipul de perete celular, tipul nucleului, modalitatea de reproducere, distributia
lor in natura si importanta lor ecologica. Fungii sunt organisme heterotrofe, care preiau nutrientii
prin absorbtie din mediu, in general imobile, cu talul numit miceliu, format din hife. Peretele
celular este format din glucani, chitina si celuloza, celulele fiind uni sau multi nucleate, haploide
sau diploide. Se pot inmulti sexuat, asexuat sau parasexuat (Webster si Weber, 2007).

Cel mai frecvent, analiza clasica presupune analiza microscopica a probelor pentru o
observare cat mai fideld a caracterelor de interes. Varianta clasica a microscopului optic a fost
imbunatatitd cu variantele de microscopie cu contrast, fluorescentd, citochimie si microscopie
electronica (Guarro et al., 1999). Neajunsurile metodelor clasice de identificare se refera la faptul
ca necesita mult timp pentru a fi realizate, nu sunt cantitative, avand de cele mai multe ori doar
rezultate calitative si se pot solda cu identificari gresite ale speciei de interes (Atkins si Clark,
2004).

O identificare exactd a unei specii pe baza caracterelor morfologice presupune in prima
faza izolarea ei, pe un mediu de culturd, cu exceptia celor necultivabile (Gupta et al., 1993).
Optimizarea conditiilor de crestere a inceput inca de timpuriu (Harley, 1934) pentru ca in prezent
sa existe medii nutritive general intrebuintate pentru o gama variata de specii sau medii special
concepute pentru o anumita specie tindnd cont de toate necesitatile nutritive ale acesteia (Atlas,
2010). Limitarile metodelor clasice de identificare pot fi solutionate cu ajutorul tehnicilor
moleculare. Acizii nucleici au devenit cele mai utilizate molecule tintd in procesul de identificare
a comunitatilor fungile din sol o data cu aparitia reactiei in lant a polimerazei (PCR — Polymerase
Chain Reaction) (White et al., 1990). Dezvoltarea tehnologiei de secventializare permite analiza
high-throughput a micobiomului terestru, oferind o0 modalitat mai buna de accesare a informatiei
legate de diversitatea acestuia, a relatiilor functionale si ecologice dintre comunitati si a evolutiei
acestora (Lindahl et al., 2013).

Una dintre provocdrile analizelor moleculare ale comunitatilor fungice terestre o constituie
alegerea celui mai potrivit barcode in vederea obtinerii unei rezolutii cat mai bune a identificarii

taxonomice. Dezvoltarea amorselor universale care sa vizeze regiuni conservate ale moleculei de



ADN, caracteristice fungilor, dar care sa permita in acelasi timp diferentierea acestora pana la nivel
de specie este una dintre principalele preocupari (Stielow et al., 2015).

Noile tehnici de secventializare, pirosecventializarea si secventializarea de noud generatie
(Next Generation Sequencing — NGS) au condus la aparitia unui numar mare de secvente de fungi
din sol stocate in baze de date specializate FungiBD (Stajich et al., 2012), PHYMYCO-BD (Mahé
et al., 2012) si a pipeline-urilor destinate analizei datelor obtinute prin metabarcoding CLOTU
(Kumar et al., 2011), PLUTOF (Abarenkov et al., 2010), PIPITS (Bélint et al., 2014; Gweon et
al., 2015).

Caracterizarea micobiomului terestru nu presupune doar contabilizarea diversitatii
acestuia, ci si stabilirea functiilor pe care fungi le indeplinesc in structura lui. Identificarea unei
secvente de ADN caracteristice unei specii nu lamureste rolul acesteia in functionarea
micobiomului, nestiindu-se pe baza unei simple recunoasteri, daci ADN-ul apartine unei celule
vii, implicate activ In utilizarea unui anumit substrat ca sursa de hrana sau unei celule moarte sau

dormante (Blagodatskaya si Kuzyakov, 2013).
2.2.  Rolul fungilor in ecosistemul terestru

Fungii deservesc cateva functii de baza in ecosistemul terestru fiind descompunatori,
simbionti sau paraziti. Fungii cu nutritie saprofita asigura circuitul nutrientilor, cu implicatii trofice
importante fiind circuitul carbonului, azotului, sulfului si fosforului (Paul, 2014). Speciile

simbionte se asociaza cel mai adesea cu radacinile plantelor formand micorize.
2.3.  Factori de mediu care influenteaza micobiomul terestru

Factorii ambientali determind variatii temporale si spatiale 1n structura comunitatilor
fungice, fiind hotaratori pentru abundenta si diversitatea speciilor componente (Buee et al., 2009).
Principalii factori care influenteaza direct comunitatile fungice sunt: tipologia si orizontul de sol,
umiditatea, temperatura (care variaza sezonier in majoritatea zonelor de clima), pH-ul, cantitatea

de substante organice disponibile (Tedersoo et al., 2007).
3. Ciuperci tericole cu potential nociv pentru om

Efectul fungilor din ecosistemul terestru asupra societafii umane poate fi interpretat ca fiind
unul negativ, atunci cand acestea produc pagube (De Lucca, 2007). Cateva contexte in care omul

se poate confrunta cu urmarile nocive ale actiunii fungilor din sol sunt: distrugerea recoltelor



agricole (Termorshuizen si Jeger, 2008; Alabouvette et al., 2009), distrugerea patrimoniului
cultural (Marchiafava et al., 1974; Kozlov si Kisternaya, 2014; Wahab et al., 2015) sau potentiali

agenti patogeni pentru sanatatea umana (De Lucca, 2007).
4. Combatere/prezervare/tratament

Ca resursa naturala, solul este exploatat cu precadere prin agricultura (White, 2013).
Sanatatea solului este un concept utilizat in literatura pentru a caracteriza calitatea lui de resursa
naturala (Kibblewhite et al., 2008). In aprecierea acestui atribut se tine cont de proprietitile lui
fizice, chimice si biologice, fiind luate in considerare ecosisteme puternic antropizate, precum cel
agricol si horticol, cat si ecosisteme naturale reprezentate de pasuni si paduri (Frac et al., 2018).
In ceea ce priveste componenta biologica a sanatatii solului, fungii au un rol hotarétor, diversitatea
crescutd a acestora permitdnd ameliorarea calitdfii solului si cresterea productivitatii agricole
(Ramachandra et al., 2018). Doua dintre cele mai frecvente practici agricole, cu rol in diminuarea
diversitatii fungice in sol, sunt utilizarea fungicidelor (Ba¢maga et al., 2016) si a ingragdamintelor
(Weber et al., 2013).

Totodata solul reprezinta mediul ambiental pentru obiectele inhumate ale patrimoniului
cultural. Potentialul de conservare al acestuia este apreciat pe baza capacitatii sale de a dezvolta si
mentine un echilibru, in situ, intre bunurile arheologice si particulele de sol, dupa inhumare pe o
durata cat mai mare de timp (Kibblewhite et al., 2015). Factorii care altereaza echilibrul atins
(schimbarea nivelului de drenare, utilizarea Ingrasdmintelor si fungicidelor in straturile
superficiale ale solului) vizeaza cu precadere schimbarea aciditatii solului si a continutului de
substante organice si minerale (Davidson si Wilson, 2006), cu potential efect direct asupra
structurii comunitatii microbiene prezente (Rousk et al., 2009). Totodatd, multe din speciile de
microorganisme care vin in contact cu obiectele arheologice n timpul depunerii in sol, sunt
transferate, post excavare, in spatiile de depozitare, in care factorii ambientali (umiditate,
temperaturd, nivel de oxigenare) se schimbd radical, conducand la modificarea echilibrului
conservativ la care s-a ajuns in situ (Le Cabec si Toussaint, 2017).

Pentru domeniul medical, utilizarea irationald a fungicidelor constituie o problema
serioasd, determinand aparitia de comunitati rezistente la agenti antifungici preponderent utilizati

Tn domeniul agricol si cel clinic (Ribas e Ribas et al., 2016).



IL. Materiale si metode de cercetare
1. Surse de izolare
1.1. Plante

Fungi fitopatogeni au fost evidentiati pe diverse substraturi ca plante ornamentale (Rosa
spp., Tulipa spp. si Galdiolus spp.), plante de cultura (Daucus carota si Allium cepa) si plante

medicinale (Ranunculus ficaria).
1.2.  Probe arheologice

Pentru evidentierea potentialului efect degradativ al fungilor asupra oaselor arheologice au
fost selectate probe, evident afectate de atac microbian, din siturile de la Feleacu (jud. Cluj), Tarian
(jud. Bihor) si Turdas (jud. Hunedoara). Au fost urmarite efectele fungilor si asupra resturilor
vegetale carbonizate, reprezentate de cariopse de cereale, recuperate din situl arheologic de la

Cetatea Capidava (jud. Constanta).
1.2.1. Sol

Probele de sol analizate provin din siturile arheologice de la Tarian, Feleacu, Turdas
(asociate resturilor osteoarheologice corespunzatoare), si Capidava. Conditiile pedologice difera
intre siturile mentionate, cat si cele ambientale, umiditatea ridicata care caracterizeaza situirle de
la Feleacu, Turdas si Tarian absentand in cazul sitului de la Capidava aflat in interiorul cetatii

neinundabile.
1.3. Unghie umana

Fragmente de unghie afectata de onicomicoza au fost recoltate de la o pacienta in varsta de

85 de ani cu hepatita cronica cu virusul hepatic B (VHB), cu ajutorul unei truse sterile pentru

unghii.
2. Pregatirea probelor pentru analiza
2.1. Plante

Plantele vizibil afectate de atac fungic au fost utilizate ca sursa pentru inoculari i extractii

directe de ADN fara a suferi tratamente anterioare analizei propriu-zise.



2.2.  Probe arheologice
2.2.1. Probe osteologice

Suprafetele oaselor vizibil atacate de fungi au fost curdtate cu apa ultrapura (PCR grade
water, Jena Bioscience, Jena, Germany). Pentru fiecare proba, de pe suprafetele cu coloratii
evidente, s-au obtinut 1g de pulbere utilizind un micromotor dentar (Marathon-3 Champion,

Saeyang Microtech, Daegu, South Korea) si freze dentare autoclavate.
2.2.2. Resturi vegetale carbonizate

Spre deosebire de probele de oase afectate de atac microbian, cariopsele de cereale
analizate nu au putut fi spalate, datorita perisabilitatii lor crescute. Ele au fost expuse la lumina
ultravioleta timp de 10 minute pe fiecare parte (utilizand UVIlink crosslinker, UVITEC,
Cambridge, UK).

2.2.3. Sol

Probele de sol analizate nu au suferit tratamente anterioare analizei propriu-zise.
2.3.  Unghie umana

Fragmentele de unghie colectate au fost sterilizate in etanol 20% timp de un minut.
3. Metode de analiza
3.1.  Metode moleculare
3.1.1. Metoda de analiza dependenta de cultivarea pe mediu
3.1.1.1. Medii de cultura

Pentru izolarea si obtinerea de culturi pure pentru ciupercile fitopatogene s-a folosit mediul
selectiv Czapek-agar continand: 30 g/L sucroza, 15 g/L agar, 3 g/L NaNOg, 1 g/L KoHPO4, 1 g/L
KCI 0.5 g/L MgSO4+7H-0, 0.01 g/L FeSO4+7H20, 2% amidon solubil, 50 pg/mL cloramfenicol
la pH 7.3 Toate mediile au fost sterilizate prin autoclavare la 121° timp de 30 minute. Pentru
obtinerea de culturi pure de Dumontinia tuberosa au fost utilizate mediile cartof-dextroza-agar
(PDA - Potato Dextrose Agar) continand: 500g/L cartof, 20g/L glucoza, 15g/L agar, si 50
pg/mLcloramfenicol si cu mediul Czapek-agar cu amidon continand 30 g/L sucroza, 15 g/L agar,
3 ¢/L NaNOs, 1 g/L K2HPO4, 1 g/L KCI 0.5 g/L MgSQO4+7H20, 0.01 g/L FeSO4+7H20, 2% amidon



solubil, 50 pg/mL cloramfenicol la pH 7.3. Toate mediile au fost sterilizate prin autoclavare la
121° C timp de 30 minute. Pentru a determina speciile de fungi de pe suprafata oaselor de la Tarian,
Feleacu si Turdas si din solul asociat, a fost utilizat mediul de cultura Sabouraud-agar, folosit cu
precadere pentru izolarea drojdiilor si majoritatii fungilor filamentosi, continand: 40 g/L. glucoza,
10 g/L peptona, 15 g/L agar, 50 pg/mL cloramfenicol la pH 5.6 (Atlas, 2010). Dupa inoculare,
placile au fost incubate pentru 5 zile la 22° C.

Pentru identificarea speciilor de fungi care cauzeaza onicomicozad la om, a fost utilizat,
impreuna cu mediul Sabouraud-agar si mediul cu extract de drojdie, peptona si dextroza (YPD -
Yeast Extract-Peptone-Dextrose) continand 0.5% peptona, 0.3% extract de drijdie, 0.5% glucoza
si 30 mg/L cloramfenicol. Dupa inoculare, placile au fost incubate incubate pentru 3 zile la 25°C.
Pentru culturile realizate Tn mediu lichid (YPD), au fost utilizate tuburi Falcon cu volumul de 50
ml, contindand 10 mL de mediu, fiind crescute dupa inoculare la 22° C timp de trei zile, cu agitare
pe un rotor la 100 (GFL Orbital Shaker 3017, Gesellschaf fur Labortechnik mbH, Burgwedel,

Germania).
3.1.1.1. Inoculare

Culturile pure de fungi fitopatogeni au fost obtinute prin inocularea in punct central a
placilor Petri cu mediu Czapek-agar cu fragmente de miceliu/spori preluate de pe materialul
vegetal afectat. Pentru obtinerea de colonii pure de fungi de pe suprafata oaselor arheologice si din
probele de sol, 300 mg de pulbere obtinuta din tesutul osos exterior, respectiv 100 mg de sol, au
fost hidratate cu 500 ul apa ultrapura timp de 2 ore la temperatura camerei. 300 pl din amestec au
fost distribuiti pe placile Sabouraud-agar (Arora, 2003). Fragmentele de unghie afectate de
onicomicoza au fost utilizate pentru inocularea in trei puncte a placilor Petri cu mediu Sabouraud-

agar (Hankin si Anagnostakis, 1975).
3.1.1.2. Extractia ADN-ului

ADN-ul a fost extras din fiecare colonie izolata, aparuta pe mediu de cultura, utilizand
Animal and Fungi DNA Preparation Kit® (Jena Bioscience, Jena, Germany) in conformitate cu

indicatiile producatorului.



3.1.2. Metoda de analizi independenta de cultivare pe mediu
3.1.2.1. Extractia ADN-ului

Din probele osteologice si solul aferent a fost extras direct ADN utilizand
PowerSoil®DNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories, Inc., Carlsbad, USA) pentru 200 mg de
pulbere de os, respectiv 200 mg sol, pentru fiecare din probe, in conformitate cu indicatiile
producatorului. Pentru extractia ADN-ului din resturile vegetale, a fost utilizat protocolul propus
de (Hofreiter et al., 2000).

3.1.3. Markeri utilizati pentru identificarea moleculara

Identificarea speciilor de fungi a fost realizata pe baza regiunii spacer-ului intern transcris,
ITS, fiind amplificat un fragment de 520 perechi de baze cu ajutorul amorselor ITS1 (5°-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") 5i ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTCGATATGC-3") (White et
al., 1990)

3.1.4. Amplificarea fragmentelor de interes

Reactia in lant a polimerazei (PCR - Polymerase Chain Reaction) asigura amplificarea
fragmentelor dorite. Amestecul de reactie folosit a fost urmatorul, pentru un volum final de 25 pl:
1X MangoTaq Colored Reaction Buffer (Bioline), 2.5 mM MgCl. (Bioline), 0.2 mM dNTP
(Bioline), 0.5 mM din fiecare amorsa (Macrogen Sequencing Service, Korea), 1.25U MangoTaq
(Bioline), 2pnl ADN. A fost rulat in paralel controlul negativ, continand toate elementele mediului
de reactie, cu exceptia ADN-ului. Amplificarile au constat din cate 35 de cicluri dupa cum
urmeaza: 95°C pentu 5 minute, 95° C pentru 30 secunde, 56° C pentru 30 secunde si 72° C pentru
30 secunde, 72° C pentru 5 minute, 4° C infinit.

3.1.5. Evaluarea eficientei amplificarii

Produsii de amplificare au fost migrati in gel de agaroza (1.5% agaroza, 0.5pug/ml bromura
de etidiu). Fragmentele de dimensiuni dorite au fost purificate cu FavorPrep™ Gel/PCR

Purification Kit (FAVORGEN, Ping-Tung, Taiwan) conform cu indicatiile producatorului.
3.1.6. Clonarea fragmentelor de interes

Fragmentele amplificate pornind de la ADN-ul extras direct din probele arheologice

osteologice si vegetale respectiv solul aferent au fost clonate utilizdnd CloneJET™PCR Cloning
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Kit (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA) respectand recomandarile producatorului. Pentru
transformare au fost folosite celule competente de Escherichia. coli, tulpina DH5a, rezistenta la
ampicilind. Pentru fiecare proba, au fost alese aleator cate 16 colonii de pe placile (LB si
ampicilind) obtinute In urma transformarii si inoculate ulterior in 5 ml de mediu LB lichid pentru
extractia plasmidelor. Plasmidele au fost purificate utilizand kitul GeneJET Plasmid Miniprep Kit
(ThermoFisher Scientific, Waltham, USA), conform specificatiilor producatorului. Verificarea
prezentei fragmentelor de interes s-a realizat prin digestie cu enzima de restrictic Bgl II
(ThermoFisher Scientific, Waltham, USA).

3.1.7. Secventializarea fragmentelor de interes

Fragmentele generate prin amplificarea ADN-ului extras din speciile izolate Tn prealabil pe
mediu de cultura au fost secventializate utilizand amorsa ITS 1 (White et al., 1990), iar pentru
fragmentele clonate a fost utilizatd amorsa pJET1.2F a vectorului folosit pentru clonare.

Secventializarea a fost realizata folosind serviciul oferit de at Macrogen Inc. (Seoul, South Korea).
3.1.8. Analiza secventelor

Secventele obtinute au fost verificate manual, utilizand programul BioEdit versiunea 7.0.9
(Tom Hall, Ibis Biosciences). Secventele au fost comparate cu cele din bazele de date ale National
Centre for Biotechnology Information (NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) utilizand
BLASTN (Basic Local Alignment Search Tool) pentru a identifica secventele similare (Altschul
et al., 1997). Secventele au fost depuse in baza de date GenBank avand numerele de acces:

MF373466- MF373487, MF399498-MF399539.
3.1.9. gPCR (quantitative Polymerase Chain Reaction)

Pentru cuantificarea moleculelor de fungi prezente in probele arheologice si in cele de sol
au fost folosite amorsele FR1 (5’-AICCATTCAATCGGTAIT-3") si FF390 (5°-
CGATAACGAACGAGACCT-3’) (Chemidlin Prevost-Boure et al., 2011) care tintesc un
fragment de 390pb din gena pentru ARN ribozomal 18S.

Pentru curba standard s-a folosit un plasmid pJET1.2 continand fragmentul de interes care
a fost secventializat in prealabil, sirul concentratiilor urmdrite fiind intre 102-10°. Amplificirile au
avut loc n Rotor-Gene® Q (QIAGEN, Hilden, Germany) utilizdnd SensiFASTTM SYBR No-
ROX Kit (Bioline, London, UK). Reactiile s-au desfasurat intr-un volum final de 20 pl, 1x
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SensiFAST SYBR No-ROX Mix, 0.5 mM din fiecare amorsa, 1.5 ul de ADN si 6.5 ul H20. A fost
utilizat un program de PCR in trei pasi, dupa cum urmeaza: 95°C pentru 3 minute, (95°C pentru
10 secunde, 56°C pentru 15 secunde, 72°C pentru 15 secunde)X 40. Au fost utilizate duplicate

pentru fiecare proba cat si controale negative.
3.2. Metode fizice
3.2.1. FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy)

Spectroscopia in infrarosu cu transformata Fourier a fost utilizatd pentru identificarea
speciilor de fungi izolate de pe oasele arheologice, cat si pentru evaluarea integritatii structurale a
tesutului osos extern. Spectrele FTIR au fost inregistrate cu ajutorul spectrometrului JASCO 4100
(Jasco, Tokyo, Japan) al Institutului de Cercetari in Bio-Nano-Stiinte. Coloniile de fungi din
culturile pure au fost depuse pentru masuratori intre doua tablete de KBr obtinute din 200 mg de
sare cu ajutorul unei prese hidraulice. Pentru probele de osteologice, 2 mg de praf de os au fost
omogenizate cu 200 mg KBr si transformate ulterior in tablete (Surovell si Stiner, 2001). Spectrele
au fost Tnregistrate la temperatura camerei, in intervalul spectral 400-6000cm™, avand rezolutia

spectrald de 4cm™.
3.2.2 Microscopie electronica

Imaginile de microscopie electronicd de scanning pentru probele osteologice au fost
nregistrate cu FEI Quanta 3D FEG dual beam electron microscope (FEI, Eindhoven, Netherlands),
al Institutului de Cercetari in Bio-Nano-Stiinte, la un voltaj de acceleratie de 30kV. Probele au fost
acoperite cu un strat de 5nm de aur pentru a amplifica semnalul electronilor secundari. Acoperirea
a fost realizatd cu ajutorul Q150R ES automatic Sputter Coater (Quorum Technologies Ltd.,
Laughton, UK), in atmosfera de argon (Flegler et al., 1993).

Imaginile de microscopie electronica de scanning si transmisie pentru probele de fungi
izolate de pe substraturile vegetale, respectiv unghie au fost obtinute cu JEOL JEM 1010 electron
microscope (Japan Electron Optics Laboratory Co., Tokyo, Japan) al Centrului de Microscopie
Electronica Profesor Constantin Craciun al Universitdtii Babes-Bolyai. Pregatirea probelor pentru
microscopia de scanning a constat in uscarea acestora in CO> lichid, aderarea pe grile de carbon
(Agar Scientific, Cambridge, England) si acoperirea lor cu un strat de 10 nm de aur. Pentru
microscopia electronicd de transmisie probele fixate cu 2.7% glutaraldehida (Electron Microscopy

Sciences, Fort Washington, USA) si uscate au fost inserate in rasina (Electron Microscopy
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Sciences, Fort Washington, USA) si depuse pe grile de cupru acoperite de carbon coloidal
(Electron Microscopy Sciences, Fort Washington, USA) si colorate negativ cu citrat de plumb si

acetat de uranil (Electron Microscopy Sciences, Fort Washington, USA) (Hayat, 2000).

4, Metode de tratament

4.1. Testarea extractelor vegetale cu activitate antifungica

Materialul vegetal folosit pentru prepararea extractul testat, Hedera helix a fost colectat din
Gradina Botanica din Cluj-Napoca si depozitat la Herbarul Universitatii Babes-Bolyai (voucher
CL 664210). Prepararea extractului a fost realizata prin repercolare la temperatura camerei timp
de trei zile (Sundaram si Gurumoorthi, 2012) a unor fragmente de frunze (0.5-1 cm), extrase cu
50% etanol (Merck, Bucuresti, Roméania), in Laboratorul de Micologie al Universitdtii Babes-
Bolyai. Raportul de extractie a fost de 1:1.

Determinarea activitatii antifungice a extractului a fost evaluata prin concentratia minima
inhibitoare (MIC — Minimum Inhibitory Concentration) in comparatie cu fluconazole (Krka, Novo
Mesto, Slovenia) si un control contindnd mediu nutritiv si etanol. Substantele testate au fost
introduse in mediul de crestere. Procentul de inhibitie a cresterii miceliului (P) a fos calculat
utilizand formula P=(C-T)x100/C, unde C reprezinta diametrul coloniei control si T diametrul
coloniei tratate (Nidiry si Babu, 2005).

4.2.  Testarea produselor antifungice comerciale naftifina si bifonazol

Doua produse farmaceutice cu efect antifungic, Exoderil (cu 10 mg/ml naftifna ca substanta
activa, Sandoz GmbH Kundl Austria) si Canespor (cu 10 mg/ml bifonazol ca substantd activa,
KVP Pharma + Veterinar Produkte GmbH, Kiel, Germany) au fost testate pe probele de fungi
izolate de pe unghie. Concentratia minima inhibitoare responsabila pentru inhibarea cresterii a
50% din populatia asupra careia a fost testata (MIC50) a fost determinata spectrofotometric pe
baza densitatii optice la 600nm pentru ambele antifungice. Concentratiile testate pentru obtinerea
MIC50 au fost de 0, 0.005, 0.01, 0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.6, 1.2, 3.6, 10.8, 50, 100, 500, 1000 mg/I
pentru naftifna si 0, 0.015, 0.03, 0.06, 0.12, 1, 10, 50, 100, 500, 1000 mg/l pentru bifonazol
(Carrillo-Munoz et al., 1999).
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4.3.  Teste de depigmentare/repigmentare

Pentru specia Rhodotorula mucilaginosa, izolata atat de pe oase arheologice cat si de
unghie a fost evidentiat efectul naftifinei ca inhibitor al sintezei carotenoizilor. Coloniile
depigmentate au fost obtinute prin resuspendarea unei colonii de R. mucilaginosa control in solutie
de naftifind de 1 mg/ml diluata cu 20% etanol, Tnainte de Insdmantarea pe mediu de culturd. Metoda
a fost inspiratd din modul de administrare a hidrocloratului de naftifind ca unguent in tratarea
micozelor superficiale.

O altad variantd de evidentiere a depigmentarii produse de naftifind coloniilor de R.
mucilaginosa a constat in introducerea substantei in concentratii de 0.1 mg/ml, 0.2 mg/ml in
mediul de crestere SDA finainte de inoculare. Coloniile depigmentate au fost obtinute dupa
incubare la 22°C timp de 3 zile. Reinocularea mediului de crestere fara naftifind cu colonii
depigmentate a condus la obtinerea de colonii repigmentate. Experimentele au fost realizate in
triplicat in cadrul Departamentului de Chimie al Facultatii de Chimie si Inginerie Chimica a

Universitatii Babes-Bolyai.
4.4. Evidentierea rolului carotenoizilor

Concentratia de 1.2 mg/1 naftifina a fost selectatd pentru investigarea rolului carotenoizilor
in mecanismele de aparare impotriva stresului oxidativ ale celulelor de R. mucilaginosa. Au fost
utilizati cate 20 pl de cultura pentru inocularea a 10 ml mediu YPD cu naftifind, respectiv fara
naftifind. Un set de experimente a constat in expunerea timp de 40 min la radiatie UV flacoanele
Erlenmeyer inoculate. Un al doilea set experimental a constat Tn crearea unui mediu hipoxic in
flacoanele de crestere, barbotdnd argon timp de 60 s, atat pentru culturile tratate cu naftifina cat si

pentru cele netratate.
4.5. Maisurarea cantititii de carotenoizi

Pentru determinarea cantitatii de carotenoizi au fost utilizate suspensii lichide, omogene,
de 2 ml, spalate de trei ori cu 1 ml de solutie de NaCl 0.9%. 900 pl din suspensie au fost
centrifugati, iar solutia salind indepartatd. Depozitul a fost resuspendat in 1.8 ml DMSO si agitat
pentru lizarea celulelor si obtinerea carotenoizilor in solutie. Tuburile au fost centrifugate la
20000g pentru depunerea resturilor celulare. Supernatantul a fost folosit pentru masurarea

spectrului UV-Vis in intervalul 200-800 nm cu ajutorul spectrofotometrului Varian Cary 5000 UV-
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Vis-NIR Spectrophotometer (Agilent Technologies, Santa Clara, US). Absorbanta maxima a fost

Tnregistrata la 512 mn, fiind utilizata ca indicator al continutului total de carotenoizi.
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ITI.  Rezultate si discutii
1. Fungi fitopatogeni
1.1. Testarea extractului de Hedera helix

Activitatea antifungicad a extractului de Hedera helix a fost determinatd prin testarea
diferitelor concentratii ale acestuia prin incorporarea in mediul mediul de crestere Czapek-agar.
Extractul a fost comparat cu antimicoticul comercial fluconazol, introdus la randul sau in mediul
de crestere si cu un control in care a fost adaugat etanol in mediul Czapek-agar (Tabelul 1).

Concentratiile de extract folosite pentru determinarea activitatii antifungice au fost de: 6,
8, 10, 12 14% pentru A. niger; 3, 6, 8 10% pentru B. cinerea; 3, 6, 8 10% pentru B. tulipae; 3, 6,
8,10 12% pentru F. oxysporum; 3, 6, 8 10% pentru P. gladioli si 3, 6, 8 10% pentru S. sclerotiorum.
Concentratiile de fluconazol utilizate au fost de 0.2, 0.4, 0.5, 0.6 mg/ml pentru A. niger, 0.04, 0.12,
0.2, 0.24 mg/ml pentru B. cinerea, 0.04, 0.12, 0.2, 0.24 mg/ml pentru B. tulipae, 0.04, 0.12, 0.16,
0.2 mg/ml pentru F. oxysporum, 0.2, 0.32, 0.4, 0.5, 0.6 mg/ml pentru P. gladioli si 0.04, 0.08, 0.12,
0.16 mg/ml pentru S. sclerotiorum (Rosca-Casian et al., 2017).

Concentratia minima inhibitoare (Minimum Inhibitory Concentration - MIC) defineste
concentratia minima a substantei testate care inhiba total dezvoltarea vizibilda a unui miceliu
(Andrews, 2001). Valorile MIC-urilor extractului de H. helix asupra speciilor studiate au fost 14%
pentru A. niger, 12% pentru F. oxysporum si 10% pentru B. cinerea, B. tulipae, P. gladioli si S.
sclerotiorum. Comparativ, pentru fluconazol, s-au obtinut valori ale MIC-urilor de 30% pentru A.
niger si P. gladioli, 16% pentru S. sclerotiorum, 12% pentru B. cinerea, B. tulipae si 10% pentru

F. oxysporum.
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Tabelul 1 Testarea efectului extractului de Hedera helix si a fluconazolului asupra speciilor
Aspergillus niger, Botrytis cinerea, Botrytis tulipae, Fusarium oxysporum, Penicillium gladioli si
Sclerotinia sclerotiorum. P - procentul de inhibitie a cresterii a miceliului,  — efectul extractului
de Hedera helix,  — efectul fluconazolului, C — control, rezultatele reprezinti medii+SD calculate
pentru 4 replicate.

Concentratia Concentratia
extractului de  Diamtrul de fluconazol = Diamtrul
Specie Hedera felix coloniei P2 (%) coloniei PP (%)
(1:1) folosit (mm) (%) (mg/ml)  (mm)
(%0)
C 22 0 C 22 0
6 18 18.18+0.81 10 0.2 11 54.13+0.50
Aspergillus 8 15 31.81+0.50 20 0.4 7 68.18+0.50
niger 10 8 63.63+0.57 25 0.5 3 86.36+0.57
12 2 90.90+0.57 30 0.6 0 100
14 100
C 65 0 C 65 0
Botrytis 3 44 32.30+0.50 2 0.04 40 38.46+0.50
cinerea 6 11 83.07+0.81 6 0.12 20 69.23+0.95
8 4 93.84+0.95 10 0.2 3 95.38+0.50
10 0 100 12 0.24 0 100
C 62 0 C 62 0
Botrytis 3 41 33.87+0.50 2 0.04 50 19.35+0.50
wlipae 6 10 83.87+0.50 6 0.12 24 61.29+0.81
8 3 95.16+0.57 10 0.20 3 95.16+0.50
10 0 100 12 0.24 0 100
C 32 0 C 32 0
3 29 9.37+0.57 2 0.04 20 37.5+0.50
Fusarium 6 17 46.87+050 6 0.12 8 75+ 0.50
oxysporum 8 12 62.5+050 8 0.16 2 93.75+0.57
10 4 87.5+0.81 10 0.20 0 100
12 0 100
C 15 0 C 15 0
3 11 zg'ggi 10 0.2 11 26.66+0.50
Pe’}'c(;!"ll?m 6 7 5333081 16  0.32 9 40+0.50
gladiotl 8 3 80+0.57 20 04 6 602 0.50
10 0 100 25 0.5 3 80+0.50
30 0.6 0 100
C 64 0 C 64 0
Sclerotinia 3 31 51.56+0.50 2 0.04 30 53.12+0.50
selerotiorum 6 15 76.56+0.57 4 0.08 15 76.56+0.50
8 3 95.31+0.81 6 0.12 4 93.75+0.57
10 0 100 8 0.16 0 100
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2. Fungi asociati probelor arheologice
2.1.  Fungi asociati oaselor arheologice
2.1.1. Evaluarea gradului de degradare a oaselor arheologice

Potrivit scorurilor tafonomice atribuite prin analiza antropologica oasele arheologice
analizate prezintd un nivel bun de conservare globald, remarcandu-se local alterari ale culorii
pentru toate probele analizate si exfolieri ale tesutului osos extern Tn cazul probei de la Feleacu.

Fragmente ale zonelor pigmentate de pe suprafatd oaselor au fost examinate la microscopul
electronic de scanning, remarcandu-se pe suprafata osului de la Feleacu prezenta unui biofilm
fungic al speciei Stachybotrys chartarum. Pe suprafetele oaselor de la Turdas si Tarian se remarca
prezenta tesutului osos superficial, fara celule microbiene vii.

In general, in contextul oaselor arheologice, markerii biodegradarii evidentiati pe suprafata
probelor analizate au fost acumularea de pigmenti (Piepenbrink, 1986), incorporarea de fragmente
celulare din mediu (Garland, 1989), microtunele, crapaturile superficiale si adanciturile
(Marchiafava et al., 1974; Hackett, 1981). Pentru probele de la Feleacu si Tarian, nu au putut fi
observate astfel de remodelari ale tesutului osos superficial, dar pentru proba de la Turdas se
remarcd prezenta de crapaturi superficiale s1 adancituri cu diametrul de 6 um.

Spectroscopia in infrarosu cu transformata Fourier permite evaluarea modificarilor aparute
in reorganizarea componentei minerale respectiv organice (Stiner et al., 2001), deoarece
hidroxiapatita, respectiv colagenul absorb lumina infrarosie incidentd la lungimi de unda diferite
(Beasley et al., 2014).

Pentru tesutul osos superficial al celor trei probe analizate au fost Inregistrate spectrele
FTIR, pe baza carora au fost calculati trei dintre cei mai utilizati indici pentru evaluarea degradarii
componentei minerale respectiv organice in timp. Factorul de separare in infrarosu (Infrared
Splitting Factor - IRSF) exprima cat de bine sunt organizate cristalele de hidroxiapatita in structura
osului (Berna et al., 2004) si a fost calculat adunand valorile maxime ale absorbantei la 565 cm™
si 605 cm™ si impartind suma la valoarea minima inregistratd intre cele doud varfuri (Surovell si
Stiner, 2001). Raportul carbonatului la fosfat (C/P) evalueaza transformadrile suferite de
componenta minerald, fiind corelat negativ cu IRSF (Nielsen-Marsh si Hedges, 2000) si a fost
calculat impartind valoarea absorbantei la 1415 cm™ la cea de la 1035 cm™ (Wright si Schwarcz,

1996). Raportul amidei la fosfat (Am/P) estimeaza degradarea componentei organice si a fost
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calculat impartind valoarea absorbantei la 1640 cm™ la cea de la 1035 cm™ (Trueman et al., 2004).
Pierderea colagenului favorizeaza procesele de recristalizare in faza minerala fiind la randul sau
invers corelat cu IRSF (Nielsen-Marsh si Hedges, 2000).

Valorile indicilor IRSF, C/P si Am/P pentru probele de la Feleacu, Turdag si Térian au fost
au fost comparate, remarcandu-se pentru proba de la Turdas cea mai ridicata valoare a IRSF (3.02),
corelata cu cele mai scazute valori ale C/P (0.32) si Am/P (0.237) spre deosebire de proba de la
Tarian caracterizata prin cea mai scazuta valoare a IRSF (2.14) si cele mai ridicate valori ale C/P
(0.473) si Am/P (0.713). Diferentele observate intre cele doud probe pot fi explicate pe baza datarii
celor doua necropole la mileniul al V-lea a Chr pentru Turdas, respectiv secolul al XIX-lea p Chr
pentru Tarian. Valorile obtinute pentru proba de la Feleacu (IRSF = 2.55; C/P = 0.527; Am/P =
0.477) sunt intermediare celor de la Turdas si Tarian, explicate de faptul ca necropola a fost datata
intre secolele al Xlll-lea si al XVI-lea p Chr. Valoarea C/P a probei de la Feleacu este insa cea mai
ridicata dintre cele trei probe. Corelatia liniara (Trueman et al., 2008) si inversa (Bartelink et al.,
2014) cu IRSF ar trebui sa plaseze valoarea C/P a probei de la Feleacu sub cea a osului de la Tarian.
Valoarea este insa mai mare decat intervalul raportat pentru probe arheologice 0.15-0.35, indicand
depunerea de carbonat preluat din mediu pe suprafata osului.

Totodata, diferentele observate ar putea fi explicate independent de vechimea probelor, de
alti factori ca tipul de os arheologic analizat (Feleacu — fragment tibie, Turdas — fragment tibie,
Tarian — fragment scapuld), modul de preparare a probelor (Hollund, 2013) sau prezenta
microorganismelor care afecteaza structura osului (Muller et al., 2011). Numarul redus de probe
si absenta replicatelor nu permit evidentierea unei corelatii intre vechime si valorile indicilor

obtinuti.
2.1.2. Specii izolate pe mediu de cultura

Speciile de fungi izolate de pe oasele arheologice de la Feleacu, Turdas si Tarian, respectiv
din solurile aferente sunt sumarizate in Tabelul 2. Pe baza secventei ITS au fost identificate 14
specii si 2 genuri de fungi apartinand claselor Sordariomycetes, Eurotiomycetes, Leotiomycetes,
Dothideomycetes din increngatura Ascomycota, Microbotryomycetes, Tremellomycetes din
increngatura Basidiomycota si Mortierellacetes din increngatura Mucoromycota. Reprezentantii
increngaturii Ascomycota domind raportat la cei din increngaturile Basidiomycota si
Mucoromycota, situatie care se suprapune cu cea descrisa in literatura, privind frecventa celor trei

Tncrengaturi in structura micobioamelor din sol (Dai et al., 2013; Benucci et al., 2018).
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Pe oasele arheologice din siturile de la Feleacu, Turdas si Tarian au fost identificate
ciupercile Stachybotrys chartarum (la Feleacu), Aspergillus versicolor, Aspergillus ustus si
Rhodotorula mucilaginosa (la Turdas), Penicillium chrysogenum, Cryptococcus saitoi si
Rhodosporidiobolus ruineniae (la Tarian) (Tabelul 2). Tn probele de sol aferente au fost identificate
un numar mai mare de ciuperci decat pe oase. In solul de la Feleacu au fost identificate speciile de
ciuperci Stachybotrys chartarum, Penicillium chrysogenum, Aspergillus versicolor, si o specie a
genului Geomyces, n cel de la Turdas au fost identificate speciile Pseudogymnoascus pannorum,
Mortierella alpina, Dactylonectria macrodidyma si Entoleuca mammata, iar in proba de la Tarian
speciile Stachybotrys chartarum, Penicillium chrysogenum, Pseudogymnoascus pannorum,
Alternaria alternata, Ilyonectria radicicola, Solicoccozyma aeria si 0 specie a genului Thielavia
(Tabelul 2).

Tabelul 2 Specii de fungi identificate in probele de os si sol de la Feleacu, Turdas si Tarian pe
baza secventei ITS dupa izolarea pe mediu Sabouraud-agar.

Substrat Sit Specie [Numar de acces in NCBI] Clasa increngituri
Os Feleacu Stachybotrys chartarum [MF373466] Sordariomycetes Ascomycota
Sol Feleacu Stachybotrys chartarum [MF373467] Sordariomycetes Ascomycota

Penicillium chrysogenum [MF373468] Eurotiomycetes Ascomycota
Aspergillus versicolor [MF373469] Eurotiomycetes Ascomycota
Geomyces sp. [MF373470] Leotiomycetes Ascomycota
Os Turdas Aspergillus versicolor [MF373471] Eurotiomycetes Ascomycota
Aspergillus ustus [MF373472] Eurotiomycetes Ascomycota
Rhodotorula mucilaginosa [MF373473] Microbotryomycetes  Basidiomycota
Sol Turdas  Pseudogymnoascus pannorum [MF373474] Leotiomycetes Ascomycota
Mortierella alpina [MF373475] Mortierellacetes Mucoromycota
Dactylonectria macrodidyma [MF373476] Sordariomycetes Ascomycota
Entoleuca mammata [MF373477] Sordariomycetes Ascomycota
Os Tarian Penicillium chrysogenum [MF373478] Eurotiomycetes Ascomycota
Cryptococcus saitoi [ MF373479] Tremellomycetes Basidiomycota
Rhodosporidiobolus ruineniae [MF373480] Microbotryomycetes Basidiomycota
Sol Tarian Stachybotrys chartarum [MF373481] Sordariomycetes Ascomycota
Penicillium chrysogenum [MF373482] Eurotiomycetes Ascomycota
Pseudogymnoascus pannorum [MF373483] Leotiomycetes Ascomycota
Alternaria alternata [MF373484] Dothideomycetes Ascomycota
llyonectria radicicola [MF373485] Sordariomycetes Ascomycota
Solicoccozyma aeria [MF373486] Tremellomycetes Basidiomycota
Thielavia sp. [MF373487] Sordariomycetes Ascomycota
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Speciile identificate prin izolare pe mediu de cultura prezinta celule viabile. Patru dintre
speciile identificate Stachybotrys chartarum, Penicillium chrysogenum, Aspergillus versicolor si
Pseudogymnoascus pannorum au fost prezente in mai multe izolate din probele de os sau sol din
situri de la Feleacu, Turdas si Tarian fiind cel mai probabil contaminanti ai spatiului in care probele
au fost depozitate. Cele patru specii au fost frecvent descrise in literatura ca ocupanti ai aerului din
spatii inchise (Kuhn si Ghannoum, 2003) si din depozite ale obiectelor cu importanta istorica
(Kavkler et al., 2015).

Punctul de patrundere a speciilor, in depozitul Centrului de Bioarheologie al Institutului de
Cercetari Interdisciplinare in Bio-Nano-Stiinte, nu poate fi determinat cu exactitate, dar prezenta
lor Tn mai multe probe atat de os, cat si de sol din situri arheologice diferite indica faptul ca au
patruns o data cu probele in spatiul de depozitare. Probele de la Feleacu si Turdas au fost printre
primele depuse in depozit, urmate de cele de la Tarian. S. chartarum a fost singura specie izolata
de pe suprafata osului de la Feleacu, regasindu-se si in proba de sol corespunzatoare si in proba de
sol de la Tarian. Absenta speciei cultivate in probele de la Turdas de os si sol si in proba de os de
la Tarian ar putea indica faptul ca a fost preluata in depozit de pe proba de la Feleacu, raspandindu-
se usor intre probele osteologice depozitate in cutii de carton (substrat nutritiv preferat de aceasta
specie) (Betancourt et al., 2015). Aceeasi explicatie pentru modul de raspandire ar putea fi aplicata
si pentru speciile Penicillium chrysogenum, Aspergillus versicolor si Alternaria. alternata
caracterizate prin capacitatea de a utiliza celuloza ca substrat nutritiv (Zyani et al., 2009).

Speciile Stachybotrys chartarum, Penicillium chrysogenum, Aspergillus versicolor,
Pseudogymnoascus pannorum, Alternaria alternata, Aspergillus ustus, Rhodotorula mucilaginosa
si genul Geomyces (Kuhn si Ghannoum, 2003) au fost frecvent raportate in literatura ca poluanti
ai mediului 1n care se dezvolta, eliberand in atmosfera spori, toxine sau alergeni cu potentiale
implicatii asupra sanatatii umane cauzand afectiuni pulmonare sau disfunctii neurologice (Viegas
et al., 2015). R. mucilaginosa este una dintre speciile izolate de pe suprafata osului de la Turdas si
este adeseori asociata cu afectiuni la nivel cutanat (Findley et al., 2013), in special la indivizi cu
un sistemul imunitar deficitar, fiind caracterizata in detaliul in capitolul III. 3. al lucrarii de fata ca
agent al onicomicozei (Mot et al., 2017).

Dintre speciile identificate prin cultivare, Penicillium chrysogenum este singura care ar
putea fi implicatd in degradarea post excavare a tesutului osos din probele osteologice analizate.

Specia produce colagenaze, enzime care au ca substrat colagenul (de Albuguerque Wanderley et
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al., 2016). Potentialul degradativ este insa limitat, colagenul din tesutul osos fiind inglobat in
matricea de hidroxiapatitd (Trueman si Martill, 2002), iar P. chrysogenum nu produce acizi

organici (Van Den Berg et al., 2008) care ar putea dizolva continutul mineral (Kendall et al., 2017).
2.1.3 Diversitatea comunitaitii fungice atribuita independent de cultivarea pe mediu

Speciile de fungi si alge verzi identificate pe oasele arheologice de la Feleacu, Turdas si
Tarian, respectiv n solurile aferente sunt sumarizate in Tabelul 3. Pe baza secventei ITS au fost
identificate 33 specii si 2 genuri de fungi apartinand claselor Oomycetes (increngatura Oomycota),
Saccharomycetes  Sordariomycetes, Eurotiomycetes, Leotiomycetes, Dothideomycetes
(increngdtura Ascomycota), Microbotryomycetes, Tremellomycetes si Agaricomycetes
(increngatura Basidiomycota) si Chlorophyceae (increngatura Chlorophyta a regnului Plantae).

Pentru unele din fragmentele din regiunea ITS utilizate pentru interogarea bazelor de date
de secvente nucleotidice a fost obtinut atributul de Uncultured sp., insemnand ca secventa este
similard cu o secventa obtinuta printr-0 metoda independenta de izolarea pe mediu de crestere, a
carei denumire de gen si specie nu este publicd in baza de date.

Pe oasele arheologice din siturile de la Feleacu, Turdas si Tarian au fost identificate
ciupercile Stachybotrys chartarum, Stachybotrys echinata, Chaetomium murorum si Thielavia
hyalocarpa (la Feleacu), Stachybotrys chartarum, Aspergillus versicolor, si Alternaria alternata
(la Turdas) Stachybotrys chartarum, Cryptococcus albidus, Daedaleopsis confragosa, Omphalina
mutila, Cladosporium herbarum, Rhodosporidiobolus runinae, Epicoccum nigrum si Volutella
ciliata (Tarian) (Tabelul 3). In probele de sol aferente au fost identificate un numar mai mare de
specii de fungi decét pe oase. In solul de la Feleacu au fost identificate speciile Stachybotrys
chartarum, Acremonium persicinum, Stachybotrys eucylindrospora, Stachybotrys chlorohalonata,
Stachybotrys kampalensis, Penicillium solitum si Aspergillus nomius, in cel de la Turdas speciile
Stachybotrys chartarum, Phialophora hyalina, Ramaria decurrens si Chaetomidium leptoderma,
iar in proba de la Tarian speciile Kazachstania barnetti, Bremia lactucae, Neocudoniella radicella,

Entoloma asterosporum, Epicoccum nigrum si o specie a genului Thelebolus (Tabelul 3).
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Tabelul 3 Specii de fungi si alge verzi identificate in probele de os si sol de la Feleacu, Turdas si

Tarian pe baza secventei ITS fara izolare pe mediu.

Numair de

Substrat Sit Specie [Numir de acces in NCBI] clone Clasa ingrengitura
Os Feleacu Stachybotrys chartarum [MF399498] 13 Sordariomycetes Ascomycota
Stachybotrys echinata [MF399499] S Sordariomycetes Ascomycota
Chaetomium murorum [MF399500] 2 Sordariomycetes Ascomycota
Thielavia hyalocarpa [MF399501] 3 Sordariomycetes Ascomycota
Uncultured sp. [MF399502] 1
Sol Feleacu Stachybotrys chartarum [MF399503] 7 Sordariomycetes Ascomycota
Acremonium persicinum [MF399504] 2 Sordariomycetes Ascomycota
Stachybotrys eucylindrospora [MF399505] 7 Sordariomycetes Ascomycota
Stachybotrys chlorohalonata [MF399506] 1 Sordariomycetes Ascomycota
Stachybotrys kampalensis [MF399507] 5 Sordariomycetes Ascomycota
Penicillium solitum [MF399508] 1 Eurotiomycetes Ascomycota
Aspergillus nomius [MF399509] 1 Eurotiomycetes Ascomycota
Os Turdas Stachybotrys chartarum [MF399510] 5 Sordariomycetes Ascomycota
Aspergillus versicolor [MF399511] 4 Eurotiomycetes Ascomycota
Tetracystis sp. [MF399512] 8 Chlorophyceae Chlorophyta
Spongiochloris spongiosa [MF399513] 2 Chlorophyceae Chlorophyta
Chlorosarcinopsis eremi [MF399514] 2 Chlorophyceae Chlorophyta
Alternaria alternata [MF399515] 2 Dothideomycetes Ascomycota
Uncultured sp. [MF399516] 1
Sol Turdas Stachybotrys chartarum [MF399517] 5 Sordariomycetes Ascomycota
Phialophora hyalina [MF399518] 10 Eurotiomycetes Ascomycota
Ramaria decurrens [MF399519] 2 Agaricomycetes Basidiomycota
Chaetomidium leptoderma [MF399520] 6 Sordariomycetes Ascomycota
Uncultured sp. [MF399521] 1
Os Tarian Stachybotrys chartarum [MF399522] 2 Sordariomycetes Ascomycota
Cryptococcus albidus [MF399523] 3 Tremellomycetes Basidiomycota
Daedaleopsis confragosa [MF399524] 2 Agaricomycetes Basidiomycota
Omphalina mutila [MF399525] 2 Agaricomycetes Basidiomycota
Cladosporium herbarum [MF399526] 2 Dothideomycetes Ascomycota
Rhodosporidiobolus runinae [MF399527] 3 Microbotryomycetes  Basidiomycota
Epicoccum nigrum [MF399528] 7 Dothideomycetes Ascomycota
Volutella ciliata [MF399529] 2 Sordariomycetes Ascomycota
Uncultured sp. [MF399530] 1
Sol Tarian Kazachstania barnetti [MF399531] 3 Saccharomycetes Ascomycota
Bremia lactucae [MF399532] 2 Peronosporea Oomycota
Thelebolus sp. [MF399533] 2 Leotiomycetes Ascomycota
Neocudoniella radicella [MF399534] 2 Leotiomycetes Ascomycota
Entoloma asterosporum [MF399535] 2 Agaricomycetes Basidiomycota
Epicoccum nigrum [MF399536] 3 Dothideomycetes Ascomycota
Tetracystis sp. [MF399537] 6 Chlorophyceae Chlorophyta
Spongiochloris spongiosa [MF399538] 3 Chlorophyceae Chlorophyta
1

Uncultured sp. [MF399539]
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Majoritatea speciilor identificate pentru probele de os si sol din cele trei situri arheologice
sunt frecvent intalnite in sol (Kuhn si Ghannoum, 2003) si in spatii de depozitare a obiectelor cu
valoare istorica (Koul si Upadhyay, 2018). Pentru probele de la Feleacu se remarca cu precadere
prezenta speciilor din genul Stachybotrys. Pe langa specia S. chartarum, prezenta si in probele de
la Turdas si Tarian, au fost identificate patru specii precum S. echinata, S. eucylindrospora, S.
chlorohalonata, S. kampalensis, caracteristice sitului de la Feleacu, localizat Tntr-un mediu inchis,
reprezentat de interiorul bisericii din localitate. Numarul ridicat de specii ale genului Stachybotrys,
doar in probele de la Feleacu, readuce in discutie posibilitatea ca ele sa fi constituit punctul de
patrundere a ciupercilor in spatiul de depozitare, a carui raspandire sa fie favorizata de materialul
celulozic al cutiilor de depozitare folosite pentru stocarea probelor. Totodatd, genul are o
raspandire ubicuitara concluzia de mai sus putand fi influentata de numarul mic de clone analizate

(24 clone/proba (os/sol)/sit arheologic).
2.1.4. Cuantificarea ADN-ului fungic

Numarul de molecule de ADN fungic a fost cuantificat pentru probele de os si sol de la
Feleacu, Turdas si Tarian fiind exprimat ca numar de copii ale genei pentru ARN 18S /mg proba
(os/sol) (Error! Reference source not found.). Comunitatea fungica cea mai numeroasa a fost
inregistratd in proba de sol de la Tarian (3.34E+09), pe cand cea mai putin numeroasa a fost
inregistrata in proba de sol de la Turdas (9.28E+02), diferenta fiind de sapte ordine de marime
ntre probele cu valori extreme. Comparand valorile obtinute pentru probele de os se remarca cea
mai ridicata valoare in proba de la Feleacu (8.07E+06), comparativ cu cele de la Turdas si Tarian
cu valori foarte apropiate (5.14E+03). Proba de os de la Feleacu a fost singura pe suprafata careia
a fost evidentiata cu ajutorul microscopiei prezenta de celule fungice (Stachybotrys chartarum).
Pentru probele de la Feleacu (8.07E+06) si Turdas (5.14E+03) se pot remarca valori mai ridicate
pentru comunitatile fungice de pe oase comparativ cu probele de sol aferente de la Feleacu
(2.36E+06) si Turdas (9.28E+02). Valorile ar putea fi explicate de faptul ca unele celule fungice
ar fi putut adera sau au putut fi incorporate in tesutul osos superficial (Garland, 1989), in contrast
cu particulele de sol care ar putea fi spalate in mod constant de moleculele de apa ambientala care
se infiltreaza. Raportul intre dimensiunea comunitatilor este inversat pentru probele de la Téarian,
nregistrandu-se 3.34E+09 molecule/mg proba pentru solul analizat si 5.14E+03 molecule/mg
proba pentru os, solul de la Tarian conferind conditii propice dezvoltarii comunitatii fungice

(Jumpponen et al., 2010). Dimensiunile comunitatilor nu pot fi explicate doar prin interpretarea
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valorilor ca fiind proprii unui context in situ al probelor, avand in vedere faptul ca a fost semnalata
prezenta de posibili contaminanti indusi in timpul excavarii si analizei probelor, respectiv in timpul
depozitarii.

215. FTIR

Spectroscopia in infrarosu cu transformatd Fourier permite inregistrarea modalitatilor
particulare de vibratie ale principalelor tipuri de legaturi chimice (C-C, C-H, C-O, H-O) din
structura celulard a fungilor. Cateva tipuri de legaturi pot fi utilizate ca discriminanti pentru
identificarea speciilor de fungi, fiind inregistrate spectre, majoritatea regasindu-se intre 600-4000
cm ! (Salman et al., 2010).

Au fost Inregistrate spectrele FTIR pentru toate coloniile izolate pe mediu de cultura, dar
doar 5 din cele 20 de spectre au fost utilizabile ulterior in Tincercarea de confirmare
spectrofotometrica. Doua dintre probe provin de pe suprafatd osului de la Tarian fiind speciile
identificate molecular ca TARIAN 1 — Cryptococcus saitoi, TARIAN_3 — Rhodosporidiobolus
ruineniae, una din solul de la Tarian TARIAN 4 — Stachybotrys chartarum, iar probele de la
Turdas provin din sol fiind identificate ca TURDAS 5 — Pseudogymnoascus pannorum si
TURDAS_7 — Entoleuca mammata (Tabelul 2).

Pentru niciuna din speciile mentionate nu au fost inregistrate, pana in momentul de fata, in
literatura spectrele FTIR neexistand o baza pentru comparatii. Totodata, spectrele mentionate nu
sunt identice cu alte spectre ale unor specii cunoscute, putand fi autentice, insa veridicitatea lor nu
a fost confirmata prin masurdtori multiple de spectre obtinute din multiple culturi independente

pentru aceeasi specie.
2.2.  Fungi asociati resturilor vegetale carbonizate

Pentru cariopsele carbonizate de la Capidava nu s-a reusit amplificarea fragmentului de
ADN pentru secventa ITS. Frecvent, cerealele descoperite in situri arheologice sunt carbonizate
(Bilgic et al., 2016), fenomen datorat de cele mai multe ori unor incendii secundare aparute in
situri (Matuzeviciute et al., 2018) sau depunerii acestora sub forma carbonizata (Gustafsson,
2000). De cele mai multe ori, procesul de ardere este asociat cu o buna prezervare a plantelor
arheologice (Antolin si Buxd, 2011), nu doar sub aspect morfologic, ci reusindu-se, de multe ori
cu succes, amplificarea de molecule de ADN vechi, endogene materialului vegetal (Bilgic et al.,

2016). Tn solul asociat au fost identificate 4 specii din clasa Dothideomycetes, increngitura
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Ascomycota. Uncultured sp. este identica cu secventa unei ciuperci micorizante din increngatura
Glomeromycota (Corradi et al.,, 2004). Speciile identificate apartin predominant genului
Alternaria (A. tenuissima, A. alternata, A. brasssicae) si genului Aureobasidium (A. pullulans) si
sunt frecvente in sol, fiind caracterizate ca fitopatogeni pentru un numar mare de plante tericole
(Pethybridge et al., 2006; Huang et al., 2009).

Numarul de molecule de ADN fungic a fost cuantificat si pentru proba de sol de la
Capidava, fiind exprimat ca numar de copii ale genei pentru ARN 18S /mg sol si comparat ulterior
cu valorile obtinute pentru probele similare din siturile de la Feleacu, Turdas si Tarian.
Dimensiunea comunitatii fungice de la Capidava (7.67E+03) este mai mare decat cea de la Turdas
(9.28E+02), dar mai redusd decat cele inregistrate in probele de la Tarian (3.34E+09) si Feleacu
(8.75E+05). Diferentele legate de dimensiunea populatiilor pot fi explicate prin conditiile
ambientale diferite, marcate de lipsa umiditatii pentru proba de la Capidva, care favorizeaza totusi

dezvoltarea unei comunitati fungice mai numeroase decat la Turdas.
3. Fungi patogeni la om
3.1. Rhodotorula mucilaginosa ca agent al onicomicozei

Onicomicozele sunt infectii multifactoriale caracterizate prin ingrosarea, decolorarea si
deformarea unghiilor, fara a induce durere (Cengiz et al., 2018). Diagnosticul onicomicozei este
realizat initial prin evaluarea vizuala directa a unghiilor afectate, ulterior, fragmente din unghie
sunt indepartate si utilizate pentru izolarea pe mediu a agentilor infectiosi §i pentru constatarea
gardului de invazitate al acestora (Velasquez-Agudelo si Cardona-Arias, 2017).

Majoritatea infectiilor se datoreaza actiunii combinate a unor specii care prefera keratina
ca substrat nutritiv (dermatofite) sau unor mucegaiuri si drojdii fara preferinta pentru keratina
(non-dermatofite) (Westerberg si Voyack, 2013). Rhodotorula mucilaginosa este unul dintre
agentii patogeni la om cauzatori ai onicomicozei (da Cunha et al., 2009). Prezenta speciei R.
mucilaginosa a fost confirmata molecular, pe baza secventei ITS, in proba obtinuta din unghia
infectata.

R. mucilaginosa face parte din clasa Microbotryomyecetes din increngatura Basidiomycota,
fiind o specie care prezinta celule ovale, aderente unele la suprafata celorlalte, fara a forma hife ,

care produc carotenoizi (Frengova si Beshkova, 2009).
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Carotenoizii sunt precursori colorati ai vitaminei A cu proprietati antioxidante (Mata-
Gomez et al., 2014). Sinteza lor porneste de la acetil coenzima A, care este transformata initial in
izopentenil pirofosfat si apoi in licopen care poate fi transformat in numerosi alti carotenoizi
(Goodwin, 1952). Carotenoizii au rolul de a anihila speciile reactive de oxigen de la nivel celular,
protejand celulele de stresul foto-oxidativ. R. mucilaginosa produce patru tipuri de pigmenti
torularhodin, torulen, 3 — caroten si y — caroten (Mata-Gomez et al., 2014). Sinteza carotenoizilor
este favorizata de factori ca expunerea la lumina ultravioleta, stres oxidativ sau osmotic (EI-Banna
et al., 2012). Torularhodin asigura supravietuirea celulelor in lumina ultravioleta (Moliné et al.,
2010) si impreuna cu 3 — carotenul previne efectul citotoxic al speciilor reactive de oxigen (Moore
si Breedveld, 1989).

3.2.  Testarea antifungicelor comerciale naftifina si bifonazol asupra speciei Rhodotorula

mucilaginosa

Asupra speciei R. mucilaginosa a fost testata pentru efectul antifungic naftifina (substanta
activa din produsul farmaceutic Exoderil in compozitia caruia se afld in concentratie de 10 mg/ml).
MIC50 a fost determinat pe baza densitatilor optice (OD — Optical Density) la 600 nm ale culturilor
in mediu lichid cu extract de drojdie, peptona si dextroza (YPD) la concentratii de 0.005, 0.01,
0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.6, 1.2, 3.6, 10.8, 50, 100, 500, 1000 mg/1 naftifind. Valoarea MIC50 de
55*14 mg/l este similard cu valoarea de 0.5 mg/l raportata in literatura pentru naftifina testata
asupra speciei R. rubra (fosta denumire a speciei R. mucilaginosa) (Carrillo-Munoz et al., 1999).

Pentru concentratii scazute de naftifina s-a observat depigmentarea coloniilor analizate,
fara a fi afectatd cresterea celulard. Efectul compusului asupra depigmentarii si concentratia
minimd necesard pentru depigmentare (MDC) au fost determinate prin urmarirea absorbantei la
512 nm concomitent cu cea a densitatii optice la 600nm. Scaderea continutului de carotenoizi
(continutul total fiind estimat prin valoarea absorbantei la 512 nm) corelatd direct cu cresterea
cantitatii de naftifind, poate fi asociatd cu o scadere a densitatii optice de la 2.4 la 2.3, sugerand
mentinerea aproape constantd a numarului de celule independent de variatia naftifinei. Valoarea
MDC este de 0.088+0.02 mg/l, comparabild cu valoarea de 0.008 mg/l raportata in literatura ca
fiind concentratia inhibitoare a naftifinei Tn sinteza carotenoizilor pentru specia de bacterii
Staphylococcus aureus (Chen et al., 2016).

La nivel celular, naftifina afecteaza ultima enzima (farnesil difosfate sintaza) implicata in

sinteza izoprenoidului izopentenil difosfat (IPP). IPP este un produs comun in caile de sinteza ale
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ergosterolului si licopenului (Verwaal et al., 2007), concentratiile mici de naftifind determinand
scaderea licopenului celular (Chen et al., 2016), in detrimentul ergosterolului (cu rol esential in
structura membranelor celulare fungice) afectat doar de concentratii mai ridicate ale naftifinei
(Carrillo-Munoz et al., 1999).

Spectrele UV-Vis au fost masurate pentru carotenoizii extrasi din coloniile de R.
mucilaginosa tratate cu naftifind. Varfurile de absorbtie ale celor trei pigmenti celulari majori au
fost inregistrate astfel: B — caroten (475 nm), torulen (512 nm) si torularhodin (544 nm) (Perrier et
al., 1995). Conformatia varfurilor se modifica o data cu cresterea concentratiei de naftifina testate,
indicand o crestere a continutului relativ de B — caroten o datd cu scaderea continutului de
torularhodin si torulen. La concentratii mai mari de 1.2 mg/l naftifind sinteza carotenoizilor este
total inhibata.

Un alt produs antifungic comercial, bifonazol (substanta activa din produsul farmaceutic
Canespor In compozitia cdruia se afld in concentratie de 10 mg/ml), a fost testat asupra speciei R.
mucilaginosa. MIC50 a fost determinat pe baza OD-ului la 600 nm ale culturilor in mediu YPD
lichid la concentratii de 0, 0.005, 0.01, 0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 1.2, 2.4, 10, 50, 100, 500, 1000
mg/l bifonazol. Valoarea MIC50 de 4.44+0.8 mg/1 este similara cu valoarea de 0.3 mg/l raportata
in literatura pentru bifonazol testatd asupra speciei R. rubra (fosta denumire a speciei R.
nucilaginosa) (Carrillo-Munoz et al., 1999). Comparativ cu MIC50 obtinut pentru naftifina,

valoarea MIC50 a bifonazolului este mai mica cu un ordin de marime.

Spre deosebire de naftifina, bifonazolul nu interfereaza cu calea de sinteza a carotenoizilor.
Efectul antifungic se datoreazd inhibarii sintezei ergosterolului prin inhibarea activitifii HMG-

CoA-reductazei responsabile de demetilarea 4,4',14-trimetilsterolilor (Berg et al., 1984).
3.3.  Evidentierea rolului carotenoizilor

Carotenoizii au rol in protejarea celulelor in conditii de stres (stres oxidativ, expunere la
UV), motiv pentru care blocarea sintezei acestora ar putea fi corelatd cu existenta unor celule mai
putin rezistente la conditiile de stres. Continutul de carotenoizi (prin absorbanta la 512 nm) si
cresterea celulard (prin densitatea optica la 600 nm) au fost evaluate concomitent pentru colonii
control de R. mucilaginosa, colonii tratate cu naftifind si colonii repigmentate in conditii de

crestere normale, respectiv in conditii de stres reprezentate de hipoxie si expunere la UV.
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Astfel, colonii control au fost comparate cu colonii control tratate cu naftifina (1.2 mg/l),
cu colonii repigmentate, cu colonii control expuse la lumind UV timp de 40 minute, cu colonii
tratate cu naftifina (1.2 mg/1) expuse la lumina UV timp de 40 min, cu colonii control barbotate cu
argon timp de 60 secunde si cu colonii tratate cu naftifind (1.2 mg/l) barbotate cu argon timp de
60 secunde.

Tratamentele aplicate influenteaza usor rata cresterii celulare, astfel valorile ODegoo-urilor
pentru coloniile control de R. mucilaginosa, respectiv pentru cele tratate cu naftifind si
repigemantate raman constante, in jurul valorii de 3 (cu o usoara crestere a valorii ODsgo pentru
coloniile repimentate), in timp ce, pentru probele expuse la UV valorile ODgoo-urilor scad pana in
jurul valorii de 2.5, iar pentru cele dezvoltate in mediu hipoxic au fost inregistrate cele mai scazute
valori ale OD-urilor, apropiate de 2. Atat in cazul expunerii la UV, cat si in mediu hipoxic, valorile
ODeoo-urilor inregistrate pentru coloniile tratate si cu naftifind (UV-+naft si arg+naft) sunt mai
ridicate decét pentru coloniile omoloage pigmentate (UV si arg).

Continutul total de carotenoizi este cel mai ridicat pentru colonia control de R.
mucilaginosa si are valori similare pentru colonia repigmentatd. Expunerea la UV si mediul
hipoxic au determinat o scadere a continutului de carotenoizi (de la 0.18 in control la 0.03 in proba
expusa la UV si 0.04 in proba barbotata cu argon), independent de prezenta naftifinei. Coloniile
tratate cu naftifind au valori comparabile ale Abssi2 Tnregistrandu-se 0.016 pentru control,
respectiv 0.006 pentru UV+naft si 0.007 pentru arg+naft.

Rata de supravietuire celulard mai buna a coloniilor tratate cu naftifind (1.2 mg/l) in conditii
de stres (UV+naft si arg+naft), comparativ cu cele netratate, supuse acelorasi conditii (UV si arg)
se poate datora stimuldrii producerii de ergosterol in contextul blocarii cdii de sintezd a
carotenoizilor de catre naftifina (Carrillo-Munoz et al., 1999). La nivel celular, ergosterolul are rol
fundamental in sistemul de membrane, incluzand membrana celulard ca atare, microdomeniile
acesteia (reprezentate de asocierile lipidelor cu glicoproteine membranare, importante n
semnalizarea celulard, transportul la nivel membranar si fluiditatea membranei), picaturile de
grasime din citoplasma, vacuolele si mitocondriile (Lv et al., 2016). Efectul fungicid al luminii
UV asupra drojdiilor se datoreaza in primul rand distrugerii membranelor celulare (Ozcelik, 2007).
Naftifina influenteaza ultrastructura celulelor de R. mucilaginosa (Error! Reference source not
found.E si F), remarcandu-se picaturi de lipide mai voluminoase in citoplasma celulelor, la

concentratia de 1 mg/ml, corelate, probabil, cu cresterea cantitatii de ergosterol (Lv et al., 2016).
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Iv. Concluzii

Extractul etanolic din frunze de Hedera helix a prezentat activitate antifungica impotriva
ciupercilor fitopatogeni testate (Aspergillus niger, Botrytis cinerea, Botrytis tulipae, Fusarium
oxysporum, Penicillium gladioli si Sclerotinia sclerotiorum) intr-o maniera dozata, cu valori ale
concentratiei minime inhibitoare (MIC) cuprinse intre 10% si 14%. Rezultatele au fost
comparabile cu cele obtinute pentru fungicidul comercial fluconazol (valori ale MIC-uri cuprinse
intre 10% si 30%), motiv pentru care extractul de iedera ar putea fi un agent fungicid eficient in
controlul si tratamentul bolilor plantelor, ca mucegaiul gri, putregaiul alb si a celor responsabile
de ofilirea frunzelor.

Studiului comunitatilor fungice asociate oaselor/solurilor din siturile arheologice de la
Feleacu, Turdas si Tarian a condus a condus la identificarea de specii de ciuperci raportate frecvent
in literatura 1n diverse probe de sol sau in mediul ambiental al incaperilor inchise reprezentate de
spatii de depozitare sau Incédperi de locuit. Evaluarea comunitatii fungice este adusa in discutie in
raport cu gradul de conservare al oaselor arheologice excavate, Tnainte si in timpul
depozitarii/procesarii lor. S-a incercat stabilirea Structurii comunitatii fungice in momentul
sapaturii arheologice si urmarirea evolutiei speciilor endogene, respectiv a contaminantilor
exogeni, pentru evaluarea potentialului lor degradativ si ca factori de risc pentru sanatatea
cercetatorilor. A fost utilizata o abordare interdisciplinara care implica evaluarea vizuala
macroscopicd, microscopia electronicd de scannig, spectroscopia in infrarosu cu transformata
Fourier si barcode-uri fungice (ITS, gena pentru ARN18S) pe probe izolate in prealabil pe mediu
de cultura sau analizate direct, fara izolare.

Rhodotorula mucilaginosa a fost identificatd si confirmata molecular ca agent al
onicomicozei la 0 pacienta in varsta de 85 de ani cu hepatita cronica cu virusul hepatic B. Totodata,
specia a fost izolatd si pe osul din situl arheologic de la Turdas. Pentru agentii antifungici naftifna
(10 mg / ml, substanta activa in Exoderil) si bifonazol (10 mg / ml, substanta activa in Canespor)
au fost evidentiat efectul fungicid, determinandu-se valorile MIC50. Mecanismele actiunii
antifungice ale naftifinei si bifonazolului n celulele de R. mucilaginosa au fost similare, afectand
calea biosintetica a ergosterolului. Numai naftifina afecteaza, Tnsa, calea biosintetica a
carotenoizilor, determinand depigmentarea coloniilor de R. mucilaginosa. Depigmentarea ste un
proces reversibil; celulele de drojdie tratate cu naftifnd reludnd productia de carotenoizi dupa

transferul pe mediu de cultura fara antifungic. Spectrometria UV-vis a permis detectarea
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modificarilor continutului de carotenoizi n celulele de drojdie depigmentate, evidentiind variatii

in compozitia principalilor carotenoizi (torularhodin, torulen, 3 — caroten).
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