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Lista abrevierilor

AAlI — identitatea medie a aminoacizilor

ATP — adenozin trifosfat

BLAST - ustensila simpla de cautare bazata pe alinierea locala
bp — perechi de baze

CARD - depunere catalizata de reporter

CoA — coenzima A

CPR — radiatia increngaturilor candidate

ESP — proteine-marker pentru eucariote

FECA - Primul Stramos Eucariot Comun

FISH — hibridizare cu fluorescenta in situ

Ga — miliarde de ani in urma

ISO — Organizatia Internationala pentru Standardizare
kbp — mii de perechi de baze

LACA — Ultimul Stramos Archeal Comun

LECA - Ultimul Stramos Eucariot Comun

LGT — transfer lateral de gene

LUCA — Ultimul Stramos Universal Comun

Ma — milioane de ani in urma

MAG - genom asamblat prin metagenomica

Mbp — milioane de perechi de baze

NAD  — nicotinamid adenin dinucleotid

NGS — secventiere de ultima generatie

nt — nucleotide

ORF — cadru de citire deschis

PCR — reactia inlantuitd de polimerizare

RT — temperatura camerei

SAG — genom amplificat dintr-o singura celula

SAR — Stramenopile, Alveolata, Rhizaria (supragrup)
SMTZ — zona de tranzitie sulfat-metan

SSU — subunitate mica (ARN ribozomal)

TCA — ciclul acizilor tricarboxilici

THF — tetrahidrofuran

WGS - Whole Genome Shotgun (metoda de secventiere)
WL — Wood-Ljungdahl (cale metabolica)

Cuvinte cheie: Asgardarchaeota, CARD-FISH Asgard, calea kinureninei, eucariogeneza,
protoeucariot, schizorodopsina, sedimente sarate



Capitolul I: Introducere generala

[Capitolul | a fost partial publicat ca: Bulzu, P.-A., Cristea, A., Buda, D.M., Banciu, H.L.
(2019). ‘Asgardarchaeota — a novel prokaryotic group discovered in aquatic sediments that

might shed light on the origin and early evolution of eukaryotes’. Aerul si Apa: Componente ale
Mediului/ Air and Water: Components of the Environment, ISSN 2067-743X. pp. 435-446. doi:
10.24193/AWC2019_43]

Aparitia eucariotelor, urmata de diversificarea lor rapida, este consideratad ca fiind unul
dintre evenimentele majore din istoria vietii (Adl et al., 2012; Lopez-Garcia and Moreira, 2015).
Desi observatiile recente aseaza eucariotele in Varful evolutiei celulare, ca rezultatul unei
interactiuni timpurii intre o gazda archeala (Eme et al., 2017) si un endosimbiont
alfaproteobacterian (Martijn et al., 2018), intrebari privind identitatea exactd si natura
partenerului archeal inca persista (Zaremba-Niedzwiedzka et al., 2017; Da Cunha et al., 2018;
Spang et al., 2018).

Descoperirea procariotelor din linia Lokiarchaeia pe baza metagenomicii si plasarea lor
evolutivd ca strdmosi directi ai eucariotelor - o pozitie detinutd anterior de membrii
supraincrengaturii. TACK (compusd din increngaturile Thaumarchaeota, Aigarchaeota,
Crenarchaeota si Korarchaeota) (Guy and Ettema, 2011) - a accentuat dezbaterea deja reaprinsa
privind topologia Arborelui Vietii (Zaremba-Niedzwiedzka et al., 2017; Da Cunha et al., 2018;
Spang et al., 2018). Aceasta descoperire a fost imediat urmata de alte trei increngaturi archeale
candidate (Odin, Thor si Heimdallarchaeia), care impreuna cu Lokiarchaeia, formeaza recent-
definita supraincrengatura Asgardarchaeota sau "arCheele Asgard", numitd dupa zei din

mitologia scandinava (Zaremba-Niedzwiedzka et al., 2017).

Distributia geografica a supraincrengaturii Asgardarchaeota: La data scrierii acestei teze
(ianuarie 2019), inventarul membrilor Asgardarchaeota a constat din 27 de genomuri asamblate
prin metagenomica (MAG) depuse in baza de date NCBI Genome, 3 in baza de date MG-RAST
si 35 de genomuri nepublicate, raportate intr-un articol sub forma de preprint (Bulzu et al.,
2018). Cele saizeci si cinci de MAG-uri includ 10 Heimdallarchaeia, 29 Lokiarchaeia, 25
Thorarchaeia si un genom din Odinarchaeia. Dupa descoperirea Lokiarchaeia (Spang et al.,
2015) in sedimentele marine din Dorsala Atlantica Arctica, archeele Asgard au fost identificate
intr-o gama variata de medii caracterizate prin parametri biologici si chimici diferiti (Spang et
al., 2015; Seitz et al., 2016; Dombrowski et al., 2017; Zaremba-Niedzwiedzka et al., 2017; Y.
Liu et al., 2018; Tully, Graham and Heidelberg, 2018). Cu toate ca prezenta Asgardarchaeota
este frecvent dedusa exclusiv pe baza genelor pentru ARNr 16S sau a contigurilor individuale
(Zaremba-Niedzwiedzka et al., 2017; Cai et al., 2018), lista locatiilor geografice care au produs
genomuri mai mult sau mai putin complete este semnificativ mai scurta (Figura 1).
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Figura 1. Principalele locatii geografice de esantionare care au generat MAG-uri de Asgardarchaeota.
Lungimea insumata a contigurilor este reprezentata prin barele orizontale, impartite in functie de afilierea
taxonomica. Taxonomia si mediile de viata sunt indicate 1n legenda.

Filogenomica supraincrengaturii Asgardarchaeota: Putinele studii disponibile referitoare la
pozitionarea filogenetica a liniilor evolutive din Asgardarchaeota, fatd de eucariote si alte archee
si-au formulat concluziile pe baza analizelor bazate pe: 1) gene codificatoare de ARNr 16S si
23S utilizate individual sau sub forma concatenatd (Spang et al., 2015; Seitz et al., 2016;
Zaremba-Niedzwiedzka et al., 2017; Y. Liu et al., 2018), 2) proteine ribozomale concatenate
conservate intre archee si eucariote (Spang et al., 2015; Seitz et al., 2016; Zaremba-
Niedzwiedzka et al., 2017; Y. Liu et al., 2018) si 4) gene-marker individuale — ,,proteine-marker
pentru eucariote” (abreviat ca ESP) (Spang et al., 2015; Zaremba-Niedzwiedzka et al., 2017,
Akil and Robinson, 2018; acest studiu) sau alti markeri relevanti cum ar fi factorul de elongare 2
(EF-2) (Narrowe et al., 2018).

Proteinele ESP sunt abundente in archeele Asgard: Studiul genomilor de Asgardarchaeota a
relevat cel mai mare numar de gene codificatoare de proteine ESP (Hartman and Fedorov, 2002)
detectate in domeniul Archaea (Spang et al., 2015, 2018; Zaremba-Niedzwiedzka et al., 2017).
Genele ESP identificate codifica omologi ai proteinelor eucariote care actioneaza in mentinerea
integritatii si a traficului membranar, sortarea endozomala, structura ribozomului, N-glicozilare,
ubiquitinarea proteinelor, structura si dinamica citoscheletului (de exemplu: profilina, actina,
gelsolina, foliculina) (Spang et al., 2015; Zaremba-Niedzwiedzka et al., 2017; Y. Liu et al.,
2018).



Microorganisme cu versatilitate metabolicia: Se anticipeaza ca informatiile privind structura
celulara find si capacitatile metabolice ale Asgardarchaeota vor ajuta la testarea ipotezelor
concurente privind originea eucariotelor (Koonin, 2015; Sousa et al., 2016; Bernard et al., 2018)
oferind in cele din urméa perspective valoroase privind tranzitia Archaea-Eukaryota. Cu toate
acestea, in lipsa unor reprezentanti cultivabili, acest demers stiintific s-a bazat exclusiv pe

abordarile metagenomice independente de cultivare.

Scopurile tezei

In lumina celor mai recente studii, eucariotele sunt prezentate ca rezultatul unei
interactiuni dintre o gazda archeald care impartaseste stramosi comuni cu membri actuali ai
grupului Asgardarchaeota si un endosimbiont din cadrul alfaproteobacteriilor care, in cele din
urma, a dat nastere mitocondriei. De la descoperirea lor initiala in vecinatatea unor venturi
hidrotermale fierbinti din Atlanticul de Nord, mai multe genomuri ale archeelor din grupul
Asgard au fost recuperate dintr-o gama larga de medii de viata prin abordari bazate pe
secventierea de ultima generatie. In ciuda acestui fapt, numarul redus de genomuri recuperate si
natura incompleta a celor disponibile au impiedicat incercarile anterioare de a efectua
caracterizari filogenetice sau metabolice detaliate pentru acest grup. Este important de mentionat
faptul ca grupul Asgard de archee a devenit subiectul central al acestei teze ca urmare a detectarii
lor n sedimentele bogate in materie organica (sapropeluri) din lacurile Amara si Techirghiol, Tn

faza exploratorie a investigatiilor noastre.

Obiectivele principale ale acestei teze au fost:

1. Descrierea si compararea diversitatii microbiene si implicarea dedusd Tn procesele
biogeochimice care probabil se desfasoara in sapropelurile a trei lacuri romanesti cu salinitati

foarte diferite (Capitolul I1).

2. Clarificarea istoriei evolutive a Asgardarchaeotelor in relatie cu eucariotele, alte grupe de

archee si intre diferitele linii evolutive care compun aceasta supraincrengatura (Capitolul 111).

3. Elucidarea retelelor metabolice si a trasaturilor celulare asemdnatoare celor eucariote ale

liniilor evolutive din cadrul Asgardarchaeota (Capitolul 111).

4. Sa funizeze primele imagini ale celulelor de Asgardarchaeota folosind metoda CARD-
FISH (Capitolul 1V).



Capitolul I1: Iluminind diversitatea si functionalitatea microbiana in sapropeluri sarate

[Acest capitol exista in prezent sub forma unui manuscris aflat in pregatire; parti din sectiunea
Metode din cadrul acestui capitol au fost publicate ca: Bulzu, P.-A., Andrei, A.-S., Salcher, M.
M., Mehrshad, M., Inoue, K., Kandori, H., Beja, O., Ghai, R. and Banciu, H. L. (2019) ‘Casting
light on Asgardarchaeota metabolism in a sunlit microoxic niche’, Nature Microbiology. doi:
10.1038/s41564-019-0404-y.

1. Introducere

Cu toate cd nu existd un consens intre diferitele ramuri ale specialistilor din domeniul
stiintelor mediului, termenul "sapropel” (gr., sapros = putrezit, pelos = sol) (Stein, 2014) este
folosit in general pentru a descrie sedimente imbogatite cu carbon organic (> 2% din greutatea
uscatd), de culoare inchisa si cu granulatie find formate in corpuri de apa cu stratificatie si
conditii reducatoare (Kidd, Cita and Ryan, 1978; de Lange and ten Haven, 1983; Stein, 2014).
Sapropelurile se acumuleaza In mod tipic in corpurile de apa in care ramasitele detritice ale
macrofitelor acvatice si / sau terestre, fitoplanctonul si zooplanctonul sunt supuse unor
transformari complexe mediate de microorganisme anaerobe si amestecate cu particule minerale
fine (de exemplu, carbonati, silicati) (Stankevica et al., 2015; Yermolaeva et al., 2016). In timp
ce studiile focalizate asupra sapropelurilor marine stravechi au evidentiat ansambluri microbiene
caracteristice biosferei subterane (Sass and Parkes, 2011; Parkes et al., 2014), existd putine
informatii privind comunitatile microbiene care se dezvolta Tn sapropeluri saline formate recent.
In acesta privinta, tehnicile de ultima generatie independente de cultivare, cuplate cu analize
fizico-chimice detaliate, au potentialul de a dezvalui diversitatea, structura si rolurile
biogeochimice ale acestor organisme. In acest studiu ne-am propus si investigim diversitatea
microbiana si rolul microorganismelor identificate in geneza sedimentelor imbogatite cu materie

organica din trei lacuri romanesti cu caracteristici distincte.

2. Materiale si metode

Amara, Techirghiol si Ursu sunt lacuri romanesti formate in mod natural si caracterizate
prin salinitati, regimuri hidrice, nivel de eutrofizare, climat local si mecanisme de geneza care
difera semnificativ Tntre acestea (Alexe, 2010; Gheorghievici et al., 2012). Tn mod deosebit, toate
cele trei lacuri au depozite mari de sedimente bogate in materie organicd (sapropeluri),
reprezentdnd astfel modele potrivite pentru descifrarea diversitdtii microbiologice implicate in

propria lor geneza.



Esantionarea sedimentelor: a fost efectuatd pentru analizele chimice si metagenomice in
lacurile Techirghiol, Amara si Ursu din Roméania. Tn Lacul Techirghiol, prelevarea de probe a
fost efectuata in zona de mica adancime a malului folosind un probator pentru sedimente realizat
la comanda, in timp ce in lacurile Amara si Ursu, adancimea crescutd a apei nu a permis
folosirea acestui probator manual, prin urmare, prelevarea de probe fiind efectuatd cu o draga

Petite Ponar (Wildco, Saginaw, M1, SUA).

Extractia ADN-ului ambiental: a fost efectuatd din probele de sapropel utilizand un kit de

izolare dedicat, conform instructiunilor furnizate de producator.

Secventierea ADN prin metoda “Whole Genome Shotgun” (WGS): a fost efectuatd de o
companie comerciald. Cantitatea totald de date brute de secventiere generata pentru fiecare

metagenom a fost: 64,5 Gbp - Amara, 57,6 Gbp - Techirghiol si 59,6 Gbp - Ursu.

Evaluarea diversititii microbiene si estimarea abundentei relative: Seturile pre-procesate
rezultate dupa secventierea WGS Illumina au fost submultite in mod aleatoriu iar secventele
putativ codificatoare de ARN al subunitatii mici ribozomale au fost interogate in fiecare subset
prin scanarea cu UBLAST (Edgar, 2010) fata de cea mai recenta versiune a bazei de date non-
redundante SILVA (v.132, grupate la o identitate de 85%) (Pruesse et al., 2007). Secventele
asociate astfel genelor codificatoare de ARNr 16S si 18S au fost comparate utilizdnd programul
blastn (Altschul et al., 1990) (valoare e <le-5) fatd de baza de date SILVA (v. 132, grupata la o
identitate de 99%). Secventele atribuite principalelor increngdturi procariote au fost utilizate
pentru a calcula abundentele lor (exprimate ca procent “%” din totalul secventelor

corespunzatoare ARNr de tip 16S sau 18S) in mediile lor de viata.

Asamblarea si adnotarea secventelor genelor ARNr din subunitatea mica: Seturile pre-
procesate de secventiere in perechi Illumina generate pentru toate cele trei probe au fost
asamblate de novo utilizand programul Megahit (Li et al., 2016) v.1.1.1 cu parametrii impliciti si
urmatoarea listd de k-meri: 39, 49, 69, 89, 109, 129, 149. Secventele codificatoare de ARN
ribozomal au fost extrase din contiguri folosind SSU-ALIGN (Nawrocki, 2009), filtrate in
functie de lungime si Incarcate in aplicatia online SILVA SINA pentru aliniere si clasificare
(Pruesse, Peplies and Glockner, 2012). Fisierele continand rezultatele clasificarii taxonomice au
fost salvate iar alinierile continand atat secventele originale cu care s-a realizat interogarea cat si
cele identificare ca fiind Tnvecinate au fost utilizate Tn continuare pentru a construi arbori
filogenetici folosind algoritmul “maximum-likelihood” implementat in programul IQ-TREE

(Nguyen et al., 2015).
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Figura 2. Abundentele relative ale increngaturilor (si claselor din cadrul Proteobacteria) ce constituie >
0.5% din comunitatea microbiand in cel putin un set de date, estimate pe baza secventelor scurte,
neasamblate, de ARNTr al subunitatii mici.



3. Rezultate si concluzii

Clasificarile taxonomice realizate pe baza fragmentelor genei ARNr 16S din secventele
metagenomice neasamblate au evidentiat prezenta a 34 de increngaturi procariote distincte (28
din domeniul Bacteria si 6 din domeniul Archaea) cu abundente relative estimate de > 0,5% in
cel putin unul dintre cele trei sapropeluri esantionate (Figura 2).

Structura si compozitia comunitatilor microbiene din sapropeluri reflectda proprietatile
limnologice distincte caracteristice fiecarui lac esantionat. Fractiunile procariote in toate
sapropelurile au fost dominate de bacterii, judecand atat dupa abundenta relativd generala,
precum si in functie de diversitatea increngdturilor. Cu toate acestea, o tendintd crescdtoare
pentru prezenta archeelor a fost vizibila in sens cu scaderea salinitatilor: 7,5% in Ursu, 12,8% in
Techirghiol si 14,3% 1in sapropelul din Amara. Au fost identificate mai multe increngaturi
procariote fara reprezentanti izolati in toate cele trei esantioane.

In mod deosebit, dovezile de la nivelul genelor codificatoare de ARNr 16S pentru prezenta
archeelor enigmatice din grupul Asgard in sapropelurile lacurilor Amara si Techirghiol au impus
investigatii genomice detaliate focalizate asupra lor, publicate in prezent sub forma unui studiu
separat (Bulzu et al., 2019). Indiferent de valorile salinitatilor, inferentele eco-fiziologice au
demonstrat ca micoorganismele prezente in sapropeluri sunt implicate in principal in degradarea
materiei organice si ciclul sulfului.

Eucariotele au fost clasificate pe baza secventelor de gene ARNr 18S detectate in probele de
sapropel. Grupele taxonomice identificate au acoperit toate nivelurile trofice, variind de la alge
verzi si macrofite la macronevertebrate. Influxul materiei organice alohtone provenite de la
plantele circumlacustre si cel din algele autohtone si / sau macronevertebrate in procesul de
formare a sapropelului a fost confirmatd tot prin aceastd abordare. Remarcabil, majoritatea
taxonilor eucarioti identificati in sapropeluri sunt specifici coloanei de apa fiind dependenti de
lumind si / sau de prezenta oxigenului, fapt care indica prezenta conditiilor favorabile de
conservare a ADN-ului organismelor moarte. Organisme potential autohtone sapropelului au fost
fungii si nevertebratele detritivore bentice care au capacitatea de a interactiona cu comunitatile

procariote locale facilitdnd astfel descompunerea materiei organice.



Capitolul 111: lluminadnd metabolismul Asgardarchaeota intr-o nisa microoxica insorita

[Acest capitol a fost publicat partial ca: Bulzu, P.-A., Andrei, A.-S., Salcher, M. M., Mehrshad,

M., Inoue, K., Kandori, H., Beja, O., Ghai, R. and Banciu, H. L. (2019) ‘Casting light on
Asgardarchaeota metabolism in a sunlit microoxic niche’, Nature Microbiology. ISSN: 2058-
5276, doi: 10.1038/s41564-019-0404-y.]

1. Introducere

Descoperirea archeelor Asgard, cele mai apropiate rude existente ale eucariotelor,
cunoscute pana in prezent, a reaprins dezbaterea privind existenta a numai doud domenii ale
vietii. Desi este evident ca archeele Asgard codifica multiple proteine specifice eucariotelor,
lipsa informatiilor genomice si a investigatiilor la nivel de metabolism au Tmpiedicat realizarea
inferentelor privind cel mai apropiat stramos eucariot si a peisajului metabolic care a pus bazele
aparitiei arhitecturii subcelulare distinctiv eucariote. Am utilizat tehnici de ultima generatie din
domeniul metagenomicii, analize filogenetice sensibile si reconstituiri metabolice la scara

genomica, cu scopul de a ilumina inrudirea indepartata cu stramosi archeali ai eucariotelor.
2. Materiale si metode

Esantionare: Amara si Techirghiol sunt lacuri de mica adancime din sud-estul Romaniei ce
contin depozite mari de sedimente bogate in materie organica (numite "sapropeluri"). Sedimentul
pentru analizele chimice si metagenomice exploratorii a fost colectat in lacurile Tekirghiol si
Amara in octombrie 2017. Succesul recuperdrii genomurilor de Asgardarchaeota a impus o a
doua campanie de prelevare de probe pentru analize chimice detaliate in aprilie 2018, in Lacul

Techirghiol, pe locul prelevarii probei din prima campanie.

Analizele chimice ale sedimentelor: au fost efectuate pentru ambele esantioane omogenizate
(0-40 cm Techirghiol si 0 - 10 cm Amara) colectate in 2017 si pentru profilul vertical obtinut din
lacul Techirghiol in 2018.

Extractia si secventierea ADN-ului ambiental: ADN-ul a fost extras din aproximativ 10 g de
proba umeda de sediment omogenizat (0-40 cm Techirghiol si 0-10 cm Amara) colectat Th 2017,

utilizand kitul de izolare DNeasy PowerMax (Qiagen, Hilden, Germania).

Asamblarea si partajarea metagenomurilor: Asamblarea de novo a seturilor de perechi de
secvente scurte pre-procesate rezultate in urma secventierii Illumina a fost realizata folosind
programul Megahit (Li et al., 2015) v.1.1.1 cu parametri impliciti. Contigurile asamblate au fost
supuse partajarii folosind o combinatie de metode dependente si independente de taxonomie.

Gradul de recuperare si contaminarea binurilor genomice au fost estimate folosind programul
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CheckM (Parks et al., 2015). Binurile genomice, cu un nivel de recuperare estimat de peste 10%

si 0 contaminare sub 3%, au fost considerate genomuri asamblate prin metagenomica (MAG).

Adnotarea genomurilor: Secventele codificatoare de proteine au fost prezise de novo cu Prokka
(Seemann, 2014) pentru toate MAG-urile de Asgard disponibile (35 din acest studiu, 14
descarcate din baza de date NCBI / Genome). Inferentele metabolice au fost ghidate de
adnotarile functionale KEGG. InterProScan (v.5.25) (Jones et al., 2014) a fost utilizat pentru a
adnota domeniile proteice. Potentialele proteine ESP au fost identificate pe baza listelor
publicate anterior (Zaremba-Niedzwiedzka et al., 2017).

Arbori filogenetici: Au fost luati in considerare 131 de taxoni pentru analize filogenetice ale
genelor pentru ARN ribozomal al subunitétii mici (SSU) si subunitatii ribozomale mari (LSU).
Pentru analize filogenomice ale proteinelor ribozomale concatenate au fost considerati 93 de
taxoni. Secventele pentru ARNr, precum si cele ale proteinelor au fost aliniate independent
folosind PRANK (Loytynoja, 2014), curatate de brese folosind BMGE (Criscuolo and Gribaldo,
2010) si concatenate in cadrul fiecarui tip de secventd (ARNr sau proteind). Filogeniile de tip
“maximum-likelihood” au fost deduse folosind IQ-TREE cu bootstrapping ultrarapid (-bb 1000)
si testare statistica (-alrt 1000) (Nguyen et al., 2015; Hoang et al., 2018). Filogenii de tip
Bayesian au fost construite folosind PhyloBayes MPI 1.8 (Lartillot et al., 2013), cu modelul

evolutiv CAT-Poisson.

Alinierea multipla a secventelor rodopsinelor: Cele trei grupe de rodopsine (tipul-1,
schizorodopsine si heliorodopsine) au fost aliniate primele folosind T_Coffee (Notredame et al.,
2000) in modul exact, acest program utilizdnd informatii despre structura proteinelor oriunde
existd, sau comparatii ale secventelor cu omologii lor din bazele de date pentru a creste
acuratetea. Aceste alinieri individuale au fost aliniate intre ele folosind optiunea de aliniere a

profilurilor in T_Coffee.

Reconstructia arborelui pentru RuBisCO: MUSCLE (Edgar, 2004) a fost utilizat pentru
alinierea secventelor (n = 146) subunitatilor mari ale enzimelor RuBisCO (tipurile I-II) si
RuBisCO-like (tip IV) (rbcL, K01601). Secventele care nu au fost generate in acest studiu au
fost recuperate din studii anterioare (Tabita et al., 2007; Wrighton et al., 2016). Arborii
filogenetici au fost construiti prin metoda “maximum-likelihood” cu FastTree2 (Price, Dehal and

Arkin, 2010) folosind un model JTT, aproximare gamma si 100 de iteratii de bootstrapping.

Constructia arborilor pentru primaze: Toate genomurile de Archaea (n = 3242; 1 martie

2019) au fost descarcate din sectiunea NCBI Genome. In plus, 22 de secvente de proteine



eucariote pentru subunitdtile mica (PriS) si mare (PriL) ale ADN primazei au fost preluate din
baza de date UniProt (https://www.uniprot.org/). InterProScan a fost utilizat local pentru a
adnota proteinele prezise. Secventele contindnd domenii care apartin subunitatilor primazei au
fost extrase din proteomurile prezise. Cele doua subseturi au fost aliniate folosind PRANK (-
protein + F). Arbori filogenetici au fost generati prin metoda “maximum-likelihood” pentru

fiecare subunitate utilizand 1Q-TREE (-bb 1000, -alrt 1000) cu bootstrapping ultrarapid.

Filogenii pentru glucokinaze si calea kinureninei de la Heimdallarchaeia: Secventele de
fosfofructokinaza / glucokinaza dependente de ADP au fost identificate pe baza numarului KO
atribuit (K00918), in 3 MAG-uri (AMARA 4, Heimdall AB 125, Heimdall LC 3). Secventele
recuperate au fost utilizate impreuna cu alte 49 de kinaze ale glucidelor publicate intr-un studiu
anterior (Castro-Fernandez et al., 2017). Secventele de aminoacizi ale enzimelor din calea
Kinureninei - 2,3-dioxigenaza (TDO), kinurenin 3-monooxygenaza (KMO) si 3-hidroxantranilat
3,4-dioxigenaza (HAAO) - identificate numai in MAG-uri de Heimdallarchaeia au fost utilizate
alaturi de secventele corespunzatoare acestor enzime din 12 genomuri eucariote si 15 de bacterii
recuperate din baza NCBI RefSeq. MAFFT-L-INS-i (Katoh, 2002) (parametrii impliciti) si
PRANK (parametrii: -PROTEIN + F) au fost utilizate pentru alinierea secventelor enzimelor,
urmate de indepartarea breselor folosind BMGE (-m BLOSUMS30 -t AA -g 0.5 -b 3). Arbori
filogenetici au fost construiti pentru fiecare enzima prin metoda “maximum-likelihood” folosind

FastTree2 cu 100 de iteratii standard de bootstrapping.

3. Rezultate si discutii

Analiza chimica a sedimentelor: Analiza continutului de saruri solubile in apa din sedimentele
lacurilor Techirghiol (0-40cm) si Amara (0-10cm) a indicat cationii si anionii dominanti (g - Kg°
): Na* (16,5 si 7,0), K* (1,0 si 0,22), Mg?* (1,1 i 4,0), CI' (27,7 si 11,2) si SO4% (0,25 si 13,2).

Analize filogenomice pentru Asgardarchaeota: Interogarile bazate pe omologii au fost
ultilizate pentru a recupera contiguri asociate cu Asgardarchaeota din metagenomurile asamblate
de novo pentru doua probe de sedimente secventiate in profunzime, esantionate din lacuri
salmastre, de mica adancine (salinitatile apei porale din fiecare proba: 5,7% in Lacul Techirghiol
si 3,9% in Lacul Amara). Utilizdnd o strategie hibridd de partajare si efectuand inspectia
manuald urmata de rafinarea datelor, am obtinut 11 MAG-uri de calitate superioara si medie (>
50% nivel de recuperare, <2% contaminare) si 24 de calitate redusd (<50% nivel de recuperare,

<3% contaminare), care acopera 3 (din patru) linii evolutive din cadrul acestei supraincrengaturi.
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Arborele filogenomic realizat prin metoda “maximum-likelihood”, bazat pe concatenarea
genelor pentru ARNr din componenta subunitatilor ribozomale mici (SSU) si mari (LSU), a
prezentat o topologie in care eucariotele s-au ramificat cu un suport statistic solid din interiorul
Asgardarchaeota. In plus fati de reconstituirea modelului de ramificatie Asgardarchaeota /
Eukaryota descris anterior (Zaremba-Niedzwiedzka et al., 2017), am oferit dovezi pentru o

legatura evolutiva stransd intre Heimdallarchaeia si eucariote.

Filogenia axata la nivel de genom pentru Asgardarchaeota a dezvaluit un model de origine,
divergenta si descendentd, in care grupul Heimdallarchaeia formeaza ramura bazald a
supraincrengaturii iar Thor- / Odinarchaeia cea mai tanara (Figura 3a). Desi diferit in privinta
modelului de ramificare comparativ cu arborele SSU + LSU, s-a constatat cd arborele
filogenomic este robust (Figura 3a) si sustine o topologie adusa in atentie de un studiu anterior
(Zaremba-Niedzwiedzka et al., 2017). Arborele realizat prin metoda Bayesiand folosind
recodificarea de tip SR4 (Susko and Roger, 2007) a rezolvat cu sustinere ridicata monofilia
dintre Asgardarchaeota / Eukaryota, fard a rezolva totusi topologia interna a supraincrengaturii si

punctul exact de ramificare al eucariotelor (Figura 3b).
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Figura 3. Filogenomica grupului Asgardarchaeota. a) Filogenie “Maximum-likelihood” (LG + C60,
matrice generala si 60 de modele de profiluri proteice de substitutie de aminoacizi) pentru
supraincrengatura Asgardarchaeota. Cercurile verzi evidentiaza valori UFBoot mai mari de 95. b)
Filogenie pentru Asgardarchaeota generatd prin inferentd Bayesiana (CAT-Poisson, model CAT de
substitutie a aminoacizilor cu rate de schimb globale uniforme). Sageata neagra indica pozitia nerezolvata
a increngaturii Lokiarchaeia.
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In ceea ce priveste Thorarchaeia, arborii filogenomici (Figura 3a, b) au aritat ca ramurile bazale
ale acestei increngaturi au fost reprezentate de MAG-uri recuperate din sedimentul hipersalin al
lacului Techirghiol (TEKIR 14 si TEKIR 1285). Celelalte formeaza un cluster compact (n = 8),
care pare a fi rezultatul unui eveniment de diversificare mai recent, in medii salmastre. De
remarcat ca aceastd diversitate filogenetica redusd din cadrul Thorarchaeia contrasteaza cu

MAG-urile extrem de divergente ale Loki- si Heimdallarchaeia (Figura 3a, b).

Identificarea unei clase noi de rodopsine in Asgardarchaeota: Studii recente care au indicat
prezenta unei familii necaracterizate de rodopsine (Pushkarev et al., 2018) (heliorodopsine;
abreviate ca HeR) in monoderme (Flores-Uribe et al., 2019) au impus un screening dedicat Tn
toate MAG-urile de Asgardarchacota disponibile. Rezultatele au aratat ca MAG-ul
Heimdallarchaeota RS678 codifica doud HeR si ceea ce pare sd fie o rodopsind de tip 1 care
functioneza ca pompa de protoni (Figura 4), sugerand astfel sensibilitatea la lumina. In mod
remarcabil, am descoperit ca MAG-urile de Asgardarchaeota recuperate in acest studiu codifica
secvente de rodopsine similare ca orientare membranara cu rodopsinele de tip 1 si care se
organizeazd 1n urma analizei filogenetice intr-un grup monofiletic localizat intre HeR si
rodopsinele de tip 1 (Figura 4).

Avand in vedere pozitia lor filogenetica intermediard, ca rodopsine de tip 1 apropiate de HeR si
prezenta trasaturilor intalnite atat in tipul 1, cat si in HeR, le-am numit schizorodopsine (gr.
schizein = "a divide" si "rodopsina"; abreviate drept SzR). Descoperirea recenta a HeR, cu roluri
functionale incd obscure (Pushkarev et al., 2018; Flores-Uribe et al., 2019), a descurajat
speculatiile privind rolul SzR in Asgardarchaeota. Cu toate acestea, multitudinea de rodopsine pe
care le-am identificat in Heimdallarchaeia (presupuse pompe de protoni de tip 1, HeR si SzR)
impreund cu SzR prezente in Loki- si Thorarchaeia sugereaza ca, in timpul istoriei lor evolutive,

Asgardarchaeota au fost prezente in habitate expuse la lumina.

Proteine ESP identificate in Asgardarchaeota: Pentru a sustine conexiunile filogenetice intre
membrii Asgardarchaeota si eucariote, am analizat toate MAG-urile recuperate si cele
disponibile public (14 in iulie 2018) pentru prezenta potentialelor proteine ESP. Similar cu
rapoartele precedente (Spang et al., 2015; Zaremba-Niedzwiedzka et al., 2017; Liu et al., 2018),
MAG-urile s-au dovedit a fi semnificativ imbogatite in ESP, intarind astfel legatura lor
ancestrali cu eucariotele. In plus, fati de ESP raportate (Zaremba-Niedzwiedzka et al., 2017),
am identificat o subunitate putativd a complexului vezicular de acoperire COPII (asociat cu
traficul veziculelor intracelulare si secretia) in Thorarchaeia si proteine care contin domeniul N-

terminal al foliculinei - o proteina specificd eucariotelor in Lokiarchaeia. In plus, am obtinut
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rezultate concludente pentru domeniile asociate cu ESP - Ezrin / radixin / moesin C-terminal si
ELKS n Lokiarchaeia.
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Figura 4. Analiza filogeneticd a rodopsinelor. Este reprezentat un arbore fara radacinda obtinut prin
metoda “maximum-likelihood” care include schizorodopsinele (n = 6) din Asgardarchaeota identificate
in cadrul acestui studiu, heliorodopsine si rodopsine the tipul 1 reprezentative. Ramurile marcate cu
culoarea rosie reprezintia secvente identificate in Asgardarchaeota. In total, au fost utilizate 392 de
secvente pentru construirea acestui arbore.

Primazi specifici eucariotelor in Heimdallarchaeia: In urma adnotirii proteinelor, a devenit
evident ca Loki- si Thorarchaeia codifica o ADN primaza tipica archeelor, in timp ce un omolog
distinct, specific eucariotelor, a fost identificat in Heimdallarchaeia. Aceastd observatie
intriganta a determinat analize filogenetice suplimentare, luand in considerare ADN primazele
din toate ordinele archeale impreuna cu principalii reprezentanti ai liniilor eucariote si a tuturor

archeelor Asgard disponibile.
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Reconstituiri metabolice: Reconstructia metabolica la nivel genomic a pus un accent deosebit
pe Heimdallarchaeia (Figura 5), deoarece analizele filogenetice au indicat membri acestui grup
ca fiind cei mai apropiati de stramosii archeali ai protoeucariotelor. In timp ce modurile de viata
anaerobe deduse pentru Loki- (Sousa et al., 2016) si Thorarchaeia (Liu et al., 2018) au fost
considerate a fi insotite de autotrofie (Sousa et al., 2016) si respectiv mixotrofie (Liu et al.,
2018), pentru Heimdallarchaeia nu au fost realizate reconstituiri metabolice detaliate anterior
studiului actual. Fiziologia dedusa aici a indicat stiluri de viatd mixotrofice (pentru
Asgardarchaeota Tn general), indicand simultan prezenta transportatorilor pentru absorbtia

materiei organice exogene si a circuitelor metabolice responsabile de catabolismul acesteia.
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Figura 5. Reconstructie metabolica pentru Heimdallarchaeia. Textul din panourile galbene indica
denumirile cailor si a proceselor metabolice. Abrevieri: ACSS - acetil-CoA sintetazd si anhidraza
carbonicd; acyP - acilfosfataza; ampp - AMP fosforilaza; APRT - pirofosforilaza AMP; ArsC - arsenat
reductaza (glutaredoxind); BCAA - aminoacizi cu catena ramificata; CODH - monoxid de carbon
dehidrogenaza; gcvPAB - glicin dehidrogenaza; glyA - glicin hidroximetiltransferaza; hmp - dioxigenaza
oxidului nitric; maeA - malat dehidrogenaza (decarboxilaza); PC - piruvat carboxilaza; PEPCK -
fosfoenolpiruvat carboxikinaza; pfID - format C-acetiltransferaza; PFOR - piruvat ferredoxin
oxidoreductaza; PK - piruvat kinaza; poxL - piruvat oxidaza; PPDK - piruvat, fosfat dikinaza; PPP - calea
pentozofosforica; Rpi-riboza-5-fosfat izomeraza; RuBisCO - Ribulozo-1,5-bisfosfat carboxilaza /
oxigenaza; SOD - superoxid dismutaza; TCA - ciclul acizilor tricarboxilici.
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In timp ce toate increngiturile din cadrul Asgardarchacota codifici enzyme ale ciii
glicolitice, s-a descoperit ca trei MAG-uri de Heimdallarchaeia (LC_3, AB_125 si AMARA 4)
utilizeaza kinazele dependente de ADP non-canonice si, asa cum s-a mentionat anterior (Liu et
al., 2018), in Thorarchaeia nu s-a identificat nici un omolog al glucokinazei. Am considerat ca
ramura non-oxidativa a caii pentozofosforice (PPP), bine reprezentata in acest grup, ar putea
reprezenta fie un punct de intrare alternativ pentru zaharuri in glicoliza, fie ca functia
glucokinazei canonice este indeplinita de enzime inca neidentificate (Brasen et al., 2014).
Omologii identificati pentru ribulozo 1,5-bisfosfat carboxilaza / oxigenaza (RuBisCO) apartin
tipurilor 111 (Loki- si Heimdallarchaeia) si IV (Loki- si Thorarchaeia). Consideram ca MAG-urile
codificatoare de RuBisCO de tip III utilizeaza calea de degradare a nucleotidmonofosfatului
(Kono et al., 2017), realizand fixarea CO, prin legarea catabolismului nucleozidelor cu glicoliza
/ gluconeogeneza. Aceasta concluzie este sustinuta de co-prezenta genelor care codifica:
RuBisCO tip Ill, fosforilaze AMP, ribozo-1,5-bisfosfat izomeraze si anhidraze carbonice.

Deoarece nicotinamid adenin dinucleotidul (NAD") este un cofactor esential in biochimia
si energetica redox (Ternes and Schonknecht, 2014), am investigat mecanismele pentru sinteza
sa de novo. Asa cum era de asteptat, toate increngaturile din Asgardarchaeota contin calea
aspartatului - un set de transformari metabolice care se pot desfasura atat in prezenta, cat si in
absenta oxigenului (Gazzaniga et al., 2009). Tn plus, Heimdallarchaeia contin si calea exclusiv
aerobd a kinureninei pentru biosinteza NAD", cunoscutd doar Tn citeva grupe de bacterii si
eucariote (Ternes and Schonknecht, 2014). Inferentele filogenetice au aratat ca aceasta cale,
considerata a fi prezentd in stramosul protoeucariot (Ternes and Schonknecht, 2014), a fost
probabil dobandita de stramosul grupului Heimdallarchaeia prin transfer lateral de gene de la
bacterii. Pe baza informatiilor accesibile autorilor acestui studiu, Heimdallarchaeia sunt primele
organisme din domeniul Archaea la care s-a raportat calea aeroba a kinureninei.

Dintre toate increngaturile analizate, ciclul TCA complet a fost identificat in Loki- si
Heimdallarchaeia. In plus, Lokiarchaeia contin gene-cheie (izocitrat dehidrogenaza, 2-
oxoglutarat-ferredoxin oxidoreductaza, ATP-citrat-lyaza) care indica un ciclu TCA reducator
implicat In fixarea autotrofa a CO,. In ceea ce priveste fosforilarea oxidativa, in timp ce ATPaza
de tip V / A apare mai ales completa in Loki- si Thorarchaeia, celelalte componente implicate In
fosforilarea oxidativa lipsesc sau sunt incomplete, subliniind modurile de viatd anaerobe. Pentru
Heimdallarchaeia am putut identifica ATPaza completa de tip V / A, succinat dehidrogenaza,
NADH: chinone oxidoreductaza aproape completa si, In mod important - citocrom c oxidaza - un

alt marker distinctiv pentru aerobioza.
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4. Concluzii

In acest studiu, propunem ci Heimdallarchaeia cuprinde archeele cele mai apropiat
inruditei fata de eucariotele actuale si oferim detalii legate de stilul lor de viata facultativ aerob,
caracterizat prin capacitatea de a utiliza energia soarelui si prezenta unor cai metabolice anterior

necunoscute Tn domeniul Archaea.

Capitolul 1V: Vizualizarea Loki- si Heimdallarchaeia (Asgardarchaeota) prin hibridizare

in situ cu fluorescenti si depunere catalizata de reporter (CARD-FISH)

[Acest capitol a fost partial publicat ca un articol in preprint (fara revizie): Salcher, M. M.,
Andrei, A.-S., Bulzu, P.-A., Keresztes, Z. G., Banciu, H. L. and Ghai, R. (2019) Visualization of
Loki- and Heimdallarchaeia (Asgardarchaeota) by fluorescence in situ hybridization and
catalyzed reporter deposition (CARD-FISH) ', bioRxiv, p. 580431. doi: 10.1101/580431.]

1. Introducere

Genomurile asamblate prin metagenomicd (MAG) din cadrul Asgardarchaeota sunt
recuperate dintr-o varietate din ce in ce mai larga de habitate, extinzand astfel distributia lor
cunoscuta in mediul inconjuritor si oferind acces la zestrea geneticd a acestei linii archeale. Tn
ciuda pozitiei lor filogenetice particulare la baza copacului eucariot al vietii, morfologia acestor
organisme uluitoare rdméane un mister. Pentru a vizualiza acest grup evaziv am aplicat o
combinatie intre tehnicile CARD-FISH si microscopia de epifluorescenta probelor de sedimente
hipersaline din zona de coastd folosind sonde CARD-FISH proiectate pentru liniile
Heimdallarchaeia si Lokiarchaeia, oferind astfel primele dovezi vizuale pentru ambele grupuri.
Aici, vom arata ca, in timp ce Heimdallarchaeia se caracterizeaza printr-o morfologie celulard
uniforma, caracterizata prin localizarea centrala a ADN-ului, Lokiarchaeia prezintd o multitudine

de forme si dimensiuni care reflectd diversitatea lor filogenetica vasta si distributia ecologica.

2. Materiale si metode

Proiectarea sondelor oligonucleotidice: Am optimizat manual alinierea tuturor secventelor 16S
clasificate ca Asgardarchaeota folosind programul ARB (Ludwig et al., 2004) cu ultima versiune
a bazei de date SILVA (v.132, grupata la 99% identitate) (Pruesse et al., 2007) si am construit un
arbore RAXML (cu modelul evolutiv GTR-GAMMA, 100 iteratii de bootstrap (Stamatakis,
Ludwig and Meier, 2005)) pentru toate secventele complete si de inalta calitate. Toate incercarile
de a construi o sonda generala care vizeaza toate secventele Asgardarchaeota (n = 935) au esuat,
probabil datorita diversitatii ridicate din cadrul acestei supraincrengaturi. Am proiectat trei sonde

competitive distincte pentru Heimdallarchaeia si doud pentru Lokiarchaeia. Fiecare sonda
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competitiva a fost utilizatd in aceleasi concentratii ca si sondele CARD-FISH pentru a preveni

legarea nespecifica.

Testarea sondelor: Sondele au fost testate in silico (Yilmaz, Parnerkar and Noguera, 2011) si in
laborator cu diferite concentratii de formamida in tamponul de hibridizare pana cand s-au obtinut

conditii stricte.

CARD-FISH si vizualizarea celulelor: Am testat sondele in esantioane de sedimente obtinute
din doud locatii de unde recent au fost recuperate mai multe genomuri incadrate ca
Asgardarchaeota folosind metagenomica (Lacurile Techirghiol si Amara, Romania) (Bulzu et al.,
2018). Sapte straturi de sedimente (0-70 cm, n intervale de cate 10 cm) au fost prelevate din
Lacul Techirghiol, iar in Lacul Amara a fost realizatd esantionarea stratului superficial de 10 cm.
Probele au fost fixate cu formaldehida, tratate prin sonicare, vortexare si centrifugare pentru a
detasa celulele de particulele sedimentare iar aliquote au fost filtrate pe membrane albe de
policarbonat (dimensiunea porilor 0,2 um, Millipore). Metoda CARD-FISH a fost efectuata asa
cum a fost descris anterior (Ishii et al., 2004). Filtrele au fost contramarcate cu DAPI si

inspectate prin microscopie de epifluorescenta.

3. Rezultate si discutii

a C
5pum
--

Figura 6. Imagini obtinute in urma aplicarii metodei CARD-FISH pentru Heimdallarchaeia folosind
sonda heim-526. Cadranele din partea stanga (a, d) afiseaza imaginile suprapuse ale semnalului sondei
(verde), coloratia cu DAPI (albastru) si autofluorescenta (rosu), cadranele situate central (b, e) coloratie
DAPI pentru ADN, panourile din partea dreapta (c, f) marcarea prin CARD-FISH a proteinelor. Bara de
scala (5pm) din imaginile din partea stanga se aplica tuturor microfotografiilor prezentate in figura.

Ambele increngaturi au fost rare si absente la adancimi mai mari de 40 cm ale

sedimentului. Toate Heimdallarchaeia observate au fost asemanatoare in privinta dimensiunilor
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celulei (2,0 £ 0,5 pm lungime x 1,4 + 0,4 pum latime, n = 23), cu forma constanta si ADN
condensat (0,8 + 0,2 x 0,5 + 0,2 um) in centrul celulelor (Figura 6). Tn contrast, Lokiarchaeia a
prezentat diferite forme si dimensiuni si am putut distinge cel putin trei morfotipuri distincte:
Cele mai frecvente au fost celulele ovoidale mici si mijlocii (2,0 + 0,5 x 1,4 + 0,3 um, n = 30,
Figura 7 a-c) prezente in diferite straturi de adancime in Lacul Techirghiol (0-10 cm, 10-20 cm,
20-30 cm) si in proba superficialda de 10 cm din Lacul Amara. O singura celula rotunda de mari
dimensiuni (3,8 x 3,6 pm, Figura 7 d-f) cu semnal de fluorescenta puternic si ADN condensat in
centru a fost detectatd in Lacul Amara iar celule filamentoase mari (12,0 + 4,3 x 1,4 + 0,5 pm, n
= 6, Figura 7 g-i) cu ADN filamentos, condensat (10,2 + 4,8 x 0,6 = 0,1 um) au fost prezente la

adancimea sedimentelor de 30-40 cm in Lacul Techirghiol si de 0-10 cm in Lacul Amara.

Figura 7. Imagini obtinute in urma aplicarii metodei CARD-FISH pentru Lokiarchaeia folosind sonda
lokil-1184. Sunt prezentate trei morfotipuri celulare diferite: (a-d) celule ovoidale mici si mijlocii, (d-f)
celule rotunde mari si (g-i) celule filamentoase mari. Cadranele din partea stanga (a, d, g) prezinta imagini
suprapuse ale semnalului sondei (verde), coloratia cu DAPI (albastru) si autofluorescenta (rosu),
panourile din mijloc (b, e, h) coloratia cu DAPI pentru ADN, cadranele din dreapta figurii (c, f, 1)
marcarea prin CARD-FISH a proteinelor. Bara de scald (5um) din imaginile din partea stinga se aplica
tuturor microfotografiilor prezentate in aceasta figura.

Variabilitatea morfologica constatatd pentru Lokiarchaeia reflectd, cel mai probabil,
esantionarea mai extinsi a diversitatii filogenetice in cadrul acestei increngituri. In timpul

inspectiilor microscopice, am verificat cu atentie semnalele potential nespecifice sau
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autofluorescente la lungimi de unda care nu interfereaza cu semnalul sondei si nu au gasit nici o
suprapunere pentru niciuna dintre celulele inspectate. Un set de controale negative a fost aplicat
pentru a exclude semnalele fals-pozitive datorate legarii nespecifice a colorantilor sau a acidului
nucleic din componenta sondelor prin utilizarea unei sonde nespecifice (Wallner et al., 1993).
Pentru a evita semnalele false-pozitive datorate peroxidazelor celulare, am efectuat
experimente de control suplimentare, inclusiv reactia CARD necuplata. Toate aceste tratamente
de control au condus la semnale de fundal scazute, nespecifice, dar fard o colorare evidenta a
celulelor. Alte dovezi ale specificitatii au fost observate in toate celulele hibridizate cu sonda
pentru Heimdallarchaeia, atit formele, cit si tiparele de colorare cuplate cu DAPI ramanand

consecvente.
4. Concluzii

Examinand aceste prime imagini ale unor celule de Asgardarchaeota, nu am putut trece
cu vederea potrivirea neasteptata intre denumirile lor si aspecte ale morfologiei si ecologiei lor
deduse ulterior. Inspirati de descoperirea lor initiala in apropierea venturilor fierbinti din zona
Loki’s Castle, in largul coastei Norvegiei (Spang et al., 2015), botezul lor initial dupa zeitati din
mitologia nordica (Odin, Thor, Loki si Heimdall (Zaremba-Niedzwiedzka et al., 2017)) a fost

neobisnuit de prescient.

Capitolul V: Concluzii generale

Studiile detaliate in aceasta teza de doctorat combind abordari de actualitate ale
secventierii de inalta procesivitate a ADN ambiental (¢eDNA) cu bioinformatica si analizele
fizico-chimice pentru a descrie biodiversitatea sedimentelor saline, bogate in materie organica
(sapropeluri) si pentru a dezvalui modurile de viata si istoria evolutiva a archeelor Asgard.

Primul studiu (Capitolul 1) ilustreaza biodiversitatea si predictiile functionale realizate
pentru organisme implicate Tn formarea sapropelurilor existente n trei lacuri cu parametri fizico-
chimici diferiti, localizate pe teritoriul Roméaniei. Aceasta reprezintd prima incercare de a
compara grupele microbiene care populeaza sapropeluri lacustre recent formate prin utilizarea
metodelor independente de cultivare. Rezultatele au indicat multiple surse pentru materia
organicd detriticd ce contribuie la procesul de formare a sapropelurilor. Bacteriile domina
comunitatile procariote in toate cele trei sapropeluri investigate (din lacurile Amara, Techirghiol
st Ursu). Taxoni rari si/sau necultivabili care constituie asa-numita “materie neagra microbiana”
au fost detectati din ambele domenii procariote ale vietii. Identificarea enigmaticelor archee din

grupul Asgard a indemnat la investigatii detaliate focalizate la nivelul acestui grup taxonomic.
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Al doilea studiu (Capitolul I11) a utilizat tehnicile metagenomicii pentru a reconstitui si
apoi caracteriza genomurile unor archee apartinand grupului Asgard din sapropelurile lacurilor
Amara si Techirghiol. Folosind asamblarea de novo si strategii de partajare hibrida, au fost
reconstituite treizeci si cinci de genomuri partiale, astfel dubland cantitatea de date genomice
disponibile pentru acest grup taxonomic. Analizele filogenomice au confirmat topologia
surprinzdtoare a eocitelor remarcatd intr-un studiu anterior, ce prezinta ramificarea eucariotelor
din interiorul supraincrengaturii Asgardarchaeota. O reconstituire a metabolismului pentru
Heimdallarchaeia a fost realizatd in premiera, dezvaluind astfel potentialul lor pentru mixotrofie
si aerobiozd. Am identificat o familie necunoscuta de rodopsine, in cadrul archeelor Asgard, pe
care le-am denumit “schizorodopsine”. Coroborand datele filogenomice cu cele legate de
capacitatile metabolice, am aratat ca grupul Heimdallarchaeia cuprinde cei mai apropiati
stramosi actuali ai eucariotelor din domeniul Archaea, propundnd ca urmare modelul
“protoeucariotului acrob”.

Cel de-al treilea studiu (Capitolul 1V) a avut ca scop obtinerea primelor imagini ale
unor celule de Loki- si Heimdallarchaeia. Prin combinarea tehnicii CARD-FISH cu microscopia
opticd de epifluorescentd s-a observat ca toate celulele de Heimdallarchaeia sunt similare in
privinta dimensiunii celulelor si a formei in timp ce Lokiarchaeia sunt reprezentate de celule care
pot fi Incadrate in cel putin trei tipuri morfologice diferite. Diversitatea mofologica observata a
fost atribuitda volumului redus de date de secventda disponibil pentru Asgardarchaeota la

momentul realizarii aceastui studiu.
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