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Capitolul I: Introducere generală 

[Capitolul I a fost parțial 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] 

Apariția eucariotelor, urmată de diversificarea lor rapidă, este considerată ca fiind unul 

dintre evenimentele majore din istoria vieții (Adl et al., 2012; López-García and Moreira, 2015). 

Deși observațiile recente așează eucariotele în vârful evoluției celulare, ca rezultatul unei 

interacțiuni timpurii între o gazdă archeală (Eme et al., 2017) și un endosimbiont 

alfaproteobacterian (Martijn et al., 2018), întrebări privind identitatea exactă și natura 

partenerului archeal încă persistă (Zaremba-Niedzwiedzka et al., 2017; Da Cunha et al., 2018; 

Spang et al., 2018). 

Descoperirea procariotelor din linia Lokiarchaeia pe baza metagenomicii și plasarea lor 

evolutivă ca strămoși direcți ai eucariotelor - o poziție deținută anterior de membrii 

supraîncrengăturii TACK (compusă din încrengăturile Thaumarchaeota, Aigarchaeota, 

Crenarchaeota și Korarchaeota) (Guy and Ettema, 2011) - a accentuat dezbaterea deja reaprinsă 

privind topologia Arborelui Vieții (Zaremba-Niedzwiedzka et al., 2017; Da Cunha et al., 2018; 

Spang et al., 2018). Această descoperire a fost imediat urmată de alte trei încrengături archeale 

candidate (Odin, Thor și Heimdallarchaeia), care împreună cu Lokiarchaeia, formează recent-

definita supraîncrengătura Asgardarchaeota sau "archeele Asgard", numită după zei din 

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

Distribuția geografică a supraîncrengăturii Asgardarchaeota: La data scrierii acestei teze 

(ianuarie 2019), inventarul membrilor Asgardarchaeota a constat din 27 de genomuri asamblate 

prin metagenomică (MAG) depuse în baza de date NCBI Genome, 3 în baza de date MG-RAST 

și 35 de genomuri nepublicate, raportate într-un articol sub formă de preprint (Bulzu et al., 

2018). Cele șaizeci și cinci de MAG-uri includ 10 Heimdallarchaeia, 29 Lokiarchaeia, 25 

Thorarchaeia și un genom din Odinarchaeia. După descoperirea Lokiarchaeia (Spang et al., 

2015) în sedimentele marine din Dorsala Atlantică Arctică, archeele Asgard au fost identificate 

într-o gamă variată de medii caracterizate prin parametri biologici și chimici diferiți (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 că prezența Asgardarchaeota 

este frecvent dedusă exclusiv pe baza genelor pentru ARNr 16S sau a contigurilor individuale 

(Zaremba-Niedzwiedzka et al., 2017; Cai et al., 2018), lista locațiilor geografice care au produs 

genomuri mai mult sau mai puțin complete este semnificativ mai scurtă (Figura 1). 
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Figura 1. Principalele locații geografice de eșantionare care au generat MAG-uri de Asgardarchaeota. 

Lungimea însumată a contigurilor este reprezentată prin barele orizontale, împărțite în funcție de afilierea 

taxonomică. Taxonomia și mediile de viață sunt indicate în legendă. 

Filogenomica supraîncrengăturii Asgardarchaeota: Puținele studii disponibile referitoare la 

poziționarea filogenetică a liniilor evolutive din Asgardarchaeota, față de eucariote și alte archee 

și-au formulat concluziile pe baza analizelor bazate pe: 1) gene codificatoare de ARNr 16S și 

23S utilizate individual sau sub formă concatenată (Spang et al., 2015; Seitz et al., 2016; 

Zaremba-Niedzwiedzka et al., 2017; Y. Liu et al., 2018), 2) proteine ribozomale concatenate 

conservate între archee și eucariote (Spang et al., 2015; Seitz et al., 2016; Zaremba-

Niedzwiedzka et al., 2017; Y. Liu et al., 2018) și 4) gene-marker individuale – „proteine-marker 

pentru eucariote” (abreviat ca ESP) (Spang et al., 2015; Zaremba-Niedzwiedzka et al., 2017; 

Akıl and Robinson, 2018; acest studiu) sau alți markeri relevanți 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 număr de gene codificatoare de proteine ESP (Hartman and Fedorov, 2002) 

detectate în domeniul Archaea (Spang et al., 2015, 2018; Zaremba-Niedzwiedzka et al., 2017). 

Genele ESP identificate codifică omologi ai proteinelor eucariote care acționează în menținerea 

integrității și a traficului membranar, sortarea endozomală, structura ribozomului, N-glicozilare, 

ubiquitinarea proteinelor, structura și dinamica citoscheletului (de exemplu: profilina, actina, 

gelsolina, foliculina) (Spang et al., 2015; Zaremba-Niedzwiedzka et al., 2017; Y. Liu et al., 

2018). 
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Microorganisme cu versatilitate metabolică: Se anticipează că informațiile privind structura 

celulară fină și capacitățile metabolice ale Asgardarchaeota vor ajuta la testarea ipotezelor 

concurente privind originea eucariotelor (Koonin, 2015; Sousa et al., 2016; Bernard et al., 2018) 

oferind în cele din urmă perspective valoroase privind tranziția Archaea-Eukaryota. Cu toate 

acestea, în lipsa unor reprezentanți cultivabili, acest demers științific s-a bazat exclusiv pe 

abordările metagenomice independente de cultivare. 

Scopurile tezei 

În lumina celor mai recente studii, eucariotele sunt prezentate ca rezultatul unei 

interacțiuni dintre o gazdă archeală care împărtășește strămoși comuni cu membri actuali ai 

grupului Asgardarchaeota și un endosimbiont din cadrul alfaproteobacteriilor care, în cele din 

urmă, a dat naștere mitocondriei. De la descoperirea lor inițială în vecinătatea unor venturi 

hidrotermale fierbinți din Atlanticul de Nord, mai multe genomuri ale archeelor din grupul 

Asgard au fost recuperate dintr-o gamă largă de medii de viață prin abordări bazate pe 

secvențierea de ultimă generație. În ciuda acestui fapt, numărul redus de genomuri recuperate și 

natura incompletă a celor disponibile au împiedicat încercările anterioare de a efectua 

caracterizări filogenetice sau metabolice detaliate pentru acest grup. Este important de menționat 

faptul că grupul Asgard de archee a devenit subiectul central al acestei teze ca urmare a detectării 

lor în sedimentele bogate în materie organică (sapropeluri) din lacurile Amara și Techirghiol, în 

faza exploratorie a investigațiilor noastre.  

Obiectivele principale ale acestei teze au fost: 

1. Descrierea și compararea diversității microbiene și implicarea dedusă în procesele 

biogeochimice care probabil se desfășoară în sapropelurile a trei lacuri românești cu salinități 

foarte diferite (Capitolul II). 

2. Clarificarea istoriei evolutive a Asgardarchaeotelor în relație cu eucariotele, alte grupe de 

archee și între diferitele linii evolutive care compun această supraîncrengătură (Capitolul III). 

3. Elucidarea rețelelor metabolice și a trăsăturilor celulare asemănătoare celor eucariote ale 

liniilor evolutive din cadrul Asgardarchaeota (Capitolul III). 

4. Să funizeze primele imagini ale celulelor de Asgardarchaeota folosind metoda CARD-

FISH (Capitolul IV). 
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Capitolul II: Iluminând diversitatea și funcționalitatea microbiană în sapropeluri sărate 

 [Acest capitol există în prezent sub forma unui manuscris aflat în pregătire; părți din secțiunea 

Metode din cadrul acestui capitol au fost publicate ca: Bulzu, P.-A., Andrei, A.-Ş., 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 că nu există un consens între diferitele ramuri ale specialiștilor din domeniul 

științelor mediului, termenul "sapropel" (gr., sapros = putrezit, pelos = sol) (Stein, 2014) este 

folosit în general pentru a descrie sedimente îmbogățite cu carbon organic (> 2% din greutatea 

uscată), de culoare închisă și cu granulație fină formate în corpuri de apă cu stratificație și 

condiții reducătoare (Kidd, Cita and Ryan, 1978; de Lange and ten Haven, 1983; Stein, 2014). 

Sapropelurile se acumulează în mod tipic în corpurile de apă în care rămășițele detritice ale 

macrofitelor acvatice și / sau terestre, fitoplanctonul și zooplanctonul sunt supuse unor 

transformări complexe mediate de microorganisme anaerobe și amestecate cu particule minerale 

fine (de exemplu, carbonați, silicați) (Stankevica et al., 2015; Yermolaeva et al., 2016). În timp 

ce studiile focalizate asupra sapropelurilor marine străvechi au evidențiat ansambluri microbiene 

caracteristice biosferei subterane (Sass and Parkes, 2011; Parkes et al., 2014), există puține 

informații privind comunitățile microbiene care se dezvoltă în sapropeluri saline formate recent. 

În acestă privință, tehnicile de ultimă generație independente de cultivare, cuplate cu analize 

fizico-chimice detaliate, au potențialul de a dezvălui diversitatea, structura și rolurile 

biogeochimice ale acestor organisme. În acest studiu ne-am propus să investigăm diversitatea 

microbiană și rolul microorganismelor identificate în geneza sedimentelor îmbogățite cu materie 

organică din trei lacuri românești cu caracteristici distincte. 

2. Materiale și metode 

Amara, Techirghiol și Ursu sunt lacuri românești formate în mod natural și caracterizate 

prin salinități, regimuri hidrice, nivel de eutrofizare, climat local și mecanisme de geneză care 

diferă semnificativ între acestea (Alexe, 2010; Gheorghievici et al., 2012). În mod deosebit, toate 

cele trei lacuri au depozite mari de sedimente bogate în materie organică (sapropeluri), 

reprezentând astfel modele potrivite pentru descifrarea diversității microbiologice implicate în 

propria lor geneză. 
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Eșantionarea sedimentelor: a fost efectuată pentru analizele chimice și metagenomice în 

lacurile Techirghiol, Amara și Ursu din România. În Lacul Techirghiol, prelevarea de probe a 

fost efectuată în zona de mică adâncime a malului folosind un probator pentru sedimente realizat 

la comandă, în timp ce în lacurile Amara și Ursu, adâncimea crescută a apei nu a permis 

folosirea acestui probator manual, prin urmare, prelevarea de probe fiind efectuată cu o dragă 

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

Extracția ADN-ului ambiental: a fost efectuată din probele de sapropel utilizând un kit de 

izolare dedicat, conform instrucțiunilor furnizate de producător. 

Secvențierea ADN prin metoda “Whole Genome Shotgun” (WGS): a fost efectuată de o 

companie comercială. Cantitatea totală de date brute de secvențiere generată pentru fiecare 

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

Evaluarea diversității microbiene și estimarea abundenței relative: Seturile pre-procesate 

rezultate după secvențierea WGS Illumina au fost submulțite în mod aleatoriu iar secvențele 

putativ codificatoare de ARN al subunității mici ribozomale au fost interogate în fiecare subset 

prin scanarea cu UBLAST (Edgar, 2010) față de cea mai recentă versiune a bazei de date non-

redundante SILVA (v.132, grupate la o identitate de 85%) (Pruesse et al., 2007). Secvențele 

asociate astfel genelor codificatoare de ARNr 16S și 18S au fost comparate utilizând programul 

blastn (Altschul et al., 1990) (valoare e <1e-5) față de baza de date SILVA (v. 132, grupată la o 

identitate de 99%). Secvențele atribuite principalelor încrengături procariote au fost utilizate 

pentru a calcula abundențele lor (exprimate ca procent “%” din totalul secvențelor 

corespunzătoare ARNr de tip 16S sau 18S) în mediile lor de viață. 

Asamblarea și adnotarea secvențelor genelor ARNr din subunitatea mică: Seturile pre-

procesate de secvențiere în perechi Illumina generate pentru toate cele trei probe au fost 

asamblate de novo utilizând programul Megahit (Li et al., 2016) v.1.1.1 cu parametrii impliciți și 

următoarea listă de k-meri: 39, 49, 69, 89, 109, 129, 149. Secvențele codificatoare de ARN 

ribozomal au fost extrase din contiguri folosind SSU-ALIGN (Nawrocki, 2009), filtrate în 

funcție de lungime și încărcate în aplicația online SILVA SINA pentru aliniere și clasificare 

(Pruesse, Peplies and Glockner, 2012). Fișierele conținând rezultatele clasificării taxonomice au 

fost salvate iar alinierile conținând atât secvențele originale cu care s-a realizat interogarea cât și 

cele identificare ca fiind învecinate au fost utilizate în continuare pentru a construi arbori 

filogenetici folosind algoritmul “maximum-likelihood” implementat în programul IQ-TREE 

(Nguyen et al., 2015). 
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Figura 2. Abundențele relative ale încrengăturilor (și claselor din cadrul Proteobacteria) ce constituie ≥ 

0.5% din comunitatea microbiană în cel puțin un set de date, estimate pe baza secvențelor scurte, 

neasamblate, de ARNr al subunității mici. 
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3. Rezultate și concluzii 

Clasificările taxonomice realizate pe baza fragmentelor genei ARNr 16S din secvențele 

metagenomice neasamblate au evidențiat prezența a 34 de încrengături procariote distincte (28 

din domeniul Bacteria și 6 din domeniul Archaea) cu abundențe relative estimate de ≥ 0,5% în 

cel puțin unul dintre cele trei sapropeluri eșantionate (Figura 2). 

Structura și compoziția comunităților microbiene din sapropeluri reflectă proprietățile 

limnologice distincte caracteristice fiecărui lac eșantionat. Fracțiunile procariote în toate 

sapropelurile au fost dominate de bacterii, judecând atât după abundența relativă generală, 

precum și în funcție de diversitatea încrengăturilor. Cu toate acestea, o tendință crescătoare 

pentru prezența archeelor a fost vizibilă în sens cu scăderea salinităților: 7,5% în Ursu, 12,8% în 

Techirghiol și 14,3% în sapropelul din Amara. Au fost identificate mai multe încrengături 

procariote fără reprezentanți izolați în toate cele trei eșantioane. 

În mod deosebit, dovezile de la nivelul genelor codificatoare de ARNr 16S pentru prezența 

archeelor enigmatice din grupul Asgard în sapropelurile lacurilor Amara și Techirghiol au impus 

investigații genomice detaliate focalizate asupra lor, publicate în prezent sub forma unui studiu 

separat (Bulzu et al., 2019). Indiferent de valorile salinităților, inferențele eco-fiziologice au 

demonstrat că micoorganismele prezente în sapropeluri sunt implicate în principal în degradarea 

materiei organice și ciclul sulfului. 

Eucariotele au fost clasificate pe baza secvențelor de gene ARNr 18S detectate în probele de 

sapropel. Grupele taxonomice identificate au acoperit toate nivelurile trofice, variind de la alge 

verzi și macrofite la macronevertebrate. Influxul materiei organice alohtone provenite de la 

plantele circumlacustre și cel din algele autohtone și / sau macronevertebrate în procesul de 

formare a sapropelului a fost confirmată tot prin această abordare. Remarcabil, majoritatea 

taxonilor eucarioți identificați în sapropeluri sunt specifici coloanei de apă fiind dependenți de 

lumină și / sau de prezența oxigenului, fapt care indică prezența condițiilor favorabile de 

conservare a ADN-ului organismelor moarte. Organisme potențial autohtone sapropelului au fost 

fungii și nevertebratele detritivore bentice care au capacitatea de a interacționa cu comunitățile 

procariote locale facilitând astfel descompunerea materiei organice. 
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Capitolul III: Iluminând metabolismul Asgardarchaeota într-o nișă microoxică însorită 

 [Acest capitol a fost publicat parțial ca: Bulzu, P.-A., Andrei, A.-Ş., 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 până în prezent, a reaprins dezbaterea privind existența a numai două domenii ale 

vieții. Deși este evident că archeele Asgard codifică multiple proteine specifice eucariotelor, 

lipsa informațiilor genomice și a investigațiilor la nivel de metabolism au împiedicat realizarea 

inferențelor privind cel mai apropiat strămoș eucariot și a peisajului metabolic care a pus bazele 

apariției arhitecturii subcelulare distinctiv eucariote. Am utilizat tehnici de ultimă generație din 

domeniul metagenomicii, analize filogenetice sensibile și reconstituiri metabolice la scară 

genomică, cu scopul de a ilumina înrudirea îndepărtată cu strămoși archeali ai eucariotelor. 

2. Materiale și metode 

Eșantionare: Amara și Techirghiol sunt lacuri de mică adâncime din sud-estul României ce 

conțin depozite mari de sedimente bogate în materie organică (numite "sapropeluri"). Sedimentul 

pentru analizele chimice și metagenomice exploratorii a fost colectat în lacurile Tekirghiol și 

Amara în octombrie 2017. Succesul recuperării genomurilor de Asgardarchaeota a impus o a 

doua campanie de prelevare de probe pentru analize chimice detaliate în aprilie 2018, în Lacul 

Techirghiol, pe locul prelevării probei din prima campanie. 

Analizele chimice ale sedimentelor: au fost efectuate pentru ambele eșantioane omogenizate 

(0-40 cm Techirghiol și 0 - 10 cm Amara) colectate în 2017 și pentru profilul vertical obținut din 

lacul Techirghiol în 2018. 

Extracția și secvențierea ADN-ului ambiental: ADN-ul a fost extras din aproximativ 10 g de 

probă umedă de sediment omogenizat (0-40 cm Techirghiol și 0-10 cm Amara) colectat în 2017, 

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

Asamblarea și partajarea metagenomurilor: Asamblarea de novo a seturilor de perechi de 

secvențe scurte pre-procesate rezultate în urma secvențierii Illumina a fost realizată folosind 

programul Megahit (Li et al., 2015) v.1.1.1 cu parametri impliciți. Contigurile asamblate au fost 

supuse partajării folosind o combinație de metode dependente și independente de taxonomie. 

Gradul de recuperare și 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% 

și o contaminare sub 3%, au fost considerate genomuri asamblate prin metagenomică (MAG). 

Adnotarea genomurilor: Secvențele codificatoare de proteine au fost prezise de novo cu Prokka 

(Seemann, 2014) pentru toate MAG-urile de Asgard disponibile (35 din acest studiu, 14 

descărcate din baza de date NCBI / Genome). Inferențele metabolice au fost ghidate de 

adnotările funcționale KEGG. InterProScan (v.5.25) (Jones et al., 2014) a fost utilizat pentru a 

adnota domeniile proteice. Potențialele proteine ESP au fost identificate pe baza listelor 

publicate anterior (Zaremba-Niedzwiedzka et al., 2017). 

Arbori filogenetici: Au fost luați în considerare 131 de taxoni pentru analize filogenetice ale 

genelor pentru ARN ribozomal al subunității mici (SSU) și subunității ribozomale mari (LSU). 

Pentru analize filogenomice ale proteinelor ribozomale concatenate au fost considerați 93 de 

taxoni. Secvențele pentru ARNr, precum și cele ale proteinelor au fost aliniate independent 

folosind PRANK (Loytynoja, 2014), curățate de breșe folosind BMGE  (Criscuolo and Gribaldo, 

2010) și concatenate în cadrul fiecărui tip de secvență (ARNr sau proteină). Filogeniile de tip 

“maximum-likelihood” au fost deduse folosind IQ-TREE cu bootstrapping ultrarapid (-bb 1000) 

și testare statistică (-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 multiplă a secvențelor rodopsinelor: Cele trei grupe de rodopsine (tipul-1, 

schizorodopsine și heliorodopsine) au fost aliniate primele folosind T_Coffee  (Notredame et al., 

2000) în modul exact, acest program utilizând informații despre structura proteinelor oriunde 

există, sau comparații ale secvențelor cu omologii lor din bazele de date pentru a crește 

acuratețea. Aceste alinieri individuale au fost aliniate între ele folosind opțiunea de aliniere a 

profilurilor în T_Coffee. 

Reconstrucția arborelui pentru RuBisCO: MUSCLE (Edgar, 2004) a fost utilizat pentru 

alinierea secvențelor (n = 146) subunităților mari ale enzimelor RuBisCO (tipurile I-III) și 

RuBisCO-like (tip IV) (rbcL, K01601). Secvențele care nu au fost generate în acest studiu au 

fost recuperate din studii anterioare (Tabita et al., 2007; Wrighton et al., 2016). Arborii 

filogenetici au fost construiți prin metoda “maximum-likelihood” cu FastTree2 (Price, Dehal and 

Arkin, 2010) folosind un model JTT, aproximare gamma și 100 de iterații de bootstrapping. 

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

2019) au fost descărcate din secțiunea NCBI Genome. În plus, 22 de secvențe de proteine 
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eucariote pentru subunitățile mică (PriS) și 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. Secvențele conținând domenii care aparțin subunităților primazei au 

fost extrase din proteomurile prezise. Cele două subseturi au fost aliniate folosind PRANK (-

protein + F). Arbori filogenetici au fost generați prin metoda “maximum-likelihood” pentru 

fiecare subunitate utilizând IQ-TREE (-bb 1000, -alrt 1000) cu bootstrapping ultrarapid. 

Filogenii pentru glucokinaze și calea kinureninei de la Heimdallarchaeia: Secvențele de 

fosfofructokinază / glucokinază dependente de ADP au fost identificate pe baza numărului KO 

atribuit (K00918), în 3 MAG-uri (AMARA_4, Heimdall_AB_125, Heimdall_LC_3). Secvențele 

recuperate au fost utilizate împreună cu alte 49 de kinaze ale glucidelor publicate într-un studiu 

anterior (Castro-Fernandez et al., 2017). Secvențele de aminoacizi ale enzimelor din calea 

kinureninei - 2,3-dioxigenaza (TDO), kinurenin 3-monooxygenaza (KMO) și 3-hidroxantranilat 

3,4-dioxigenaza (HAAO) - identificate numai în MAG-uri de Heimdallarchaeia au fost utilizate 

alături de secvențele corespunzătoare acestor enzime din 12 genomuri eucariote și 15 de bacterii 

recuperate din baza NCBI RefSeq. MAFFT-L-INS-i (Katoh, 2002) (parametrii impliciți) și 

PRANK (parametrii: -PROTEIN + F) au fost utilizate pentru alinierea secvențelor enzimelor, 

urmate de îndepărtarea breșelor folosind BMGE (-m BLOSUM30 -t AA -g 0.5 -b 3). Arbori 

filogenetici au fost construiți pentru fiecare enzimă prin metoda “maximum-likelihood” folosind 

FastTree2 cu 100 de iterații standard de bootstrapping. 

3. Rezultate și discuții 

Analiza chimică a sedimentelor: Analiza conținutului de săruri solubile în apă din sedimentele 

lacurilor Techirghiol (0-40cm) și Amara (0-10cm) a indicat cationii și anionii dominanți (g ∙ Kg
-

1
): Na

+
 (16,5 și 7,0), K

+
 (1,0 și 0,22), Mg

2+
 (1,1 și 4,0), Cl

-
 (27,7 și 11,2) și SO4

2-
 (0,25 și 13,2). 

Analize filogenomice pentru Asgardarchaeota: Interogările bazate pe omologii au fost 

ultilizate pentru a recupera contiguri asociate cu Asgardarchaeota din metagenomurile asamblate 

de novo pentru două probe de sedimente secvențiate în profunzime, eșantionate din lacuri 

salmastre, de mică adâncine (salinitățile apei porale din fiecare probă: 5,7% în Lacul Techirghiol 

și 3,9% în Lacul Amara). Utilizând o strategie hibridă de partajare și efectuând inspecția 

manuală urmată de rafinarea datelor, am obținut 11 MAG-uri de calitate superioară și medie (> 

50% nivel de recuperare, <2% contaminare) și 24 de calitate redusă (<50% nivel de recuperare, 

<3% contaminare), care acoperă 3 (din patru) linii evolutive din cadrul acestei supraîncrengături. 
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Arborele filogenomic realizat prin metoda “maximum-likelihood”, bazat pe concatenarea 

genelor pentru ARNr din componența subunităților ribozomale mici (SSU) și mari (LSU), a 

prezentat o topologie în care eucariotele s-au ramificat cu un suport statistic solid din interiorul 

Asgardarchaeota. În plus față de reconstituirea modelului de ramificație Asgardarchaeota / 

Eukaryota descris anterior (Zaremba-Niedzwiedzka et al., 2017), am oferit dovezi pentru o 

legătura evolutivă strânsă între Heimdallarchaeia și eucariote. 

Filogenia axată la nivel de genom pentru Asgardarchaeota a dezvăluit un model de origine, 

divergență și descendență, în care grupul Heimdallarchaeia formează ramura bazală a 

supraîncrengăturii iar Thor- / Odinarchaeia cea mai tânără (Figura 3a). Deși diferit în privința 

modelului de ramificare comparativ cu arborele SSU + LSU, s-a constatat că arborele 

filogenomic este robust (Figura 3a) și susține o topologie adusă în atenție de un studiu anterior 

(Zaremba-Niedzwiedzka et al., 2017). Arborele realizat prin metoda Bayesiană folosind 

recodificarea de tip SR4 (Susko and Roger, 2007) a rezolvat cu susținere ridicată monofilia 

dintre Asgardarchaeota / Eukaryota, fără a rezolva totuși topologia internă a supraîncrengăturii și 

punctul exact de ramificare al eucariotelor (Figura 3b). 

 

Figura 3. Filogenomica grupului Asgardarchaeota. a) Filogenie “Maximum-likelihood” (LG + C60, 

matrice generală și 60 de modele de profiluri proteice de substituție de aminoacizi) pentru 

supraîncrengătura Asgardarchaeota. Cercurile verzi evidențiază valori UFBoot mai mari de 95. b) 

Filogenie pentru Asgardarchaeota generată prin inferență Bayesiană (CAT-Poisson, model CAT de 

substituție a aminoacizilor cu rate de schimb globale uniforme). Săgeata neagră indică poziția nerezolvată 

a încrengăturii Lokiarchaeia. 
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În ceea ce privește Thorarchaeia, arborii filogenomici (Figura 3a, b) au arătat că ramurile bazale 

ale acestei încrengături au fost reprezentate de MAG-uri recuperate din sedimentul hipersalin al 

lacului Techirghiol (TEKIR_14 și TEKIR_12S). Celelalte formează un cluster compact (n = 8), 

care pare a fi rezultatul unui eveniment de diversificare mai recent, în medii salmastre. De 

remarcat că această diversitate filogenetică redusă din cadrul Thorarchaeia contrastează cu 

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

Identificarea unei clase noi de rodopsine în Asgardarchaeota: Studii recente care au indicat 

prezența unei familii necaracterizate de rodopsine (Pushkarev et al., 2018) (heliorodopsine; 

abreviate ca HeR) în monoderme (Flores-Uribe et al., 2019) au impus un screening dedicat în 

toate MAG-urile de Asgardarchaeota disponibile. Rezultatele au arătat că MAG-ul 

Heimdallarchaeota RS678 codifică două HeR și ceea ce pare să fie o rodopsină de tip 1 care 

funcționeză ca pompă de protoni (Figura 4), sugerând astfel sensibilitatea la lumină. În mod 

remarcabil, am descoperit că MAG-urile de Asgardarchaeota recuperate în acest studiu codifică 

secvențe de rodopsine similare ca orientare membranară cu rodopsinele de tip 1 și care se 

organizează în urma analizei filogenetice într-un grup monofiletic localizat între HeR și 

rodopsinele de tip 1 (Figura 4). 

Având în vedere poziția lor filogenetică intermediară, ca rodopsine de tip 1 apropiate de HeR și 

prezența trăsăturilor întâlnite atât în tipul 1, cât și în HeR, le-am numit schizorodopsine (gr. 

schizein = "a divide" și "rodopsină"; abreviate drept SzR). Descoperirea recentă a HeR, cu roluri 

funcționale încă obscure (Pushkarev et al., 2018; Flores-Uribe et al., 2019), a descurajat 

speculațiile privind rolul SzR în Asgardarchaeota. Cu toate acestea, multitudinea de rodopsine pe 

care le-am identificat în Heimdallarchaeia (presupuse pompe de protoni de tip 1, HeR și SzR) 

împreună cu SzR prezente în Loki- și Thorarchaeia sugerează că, în timpul istoriei lor evolutive, 

Asgardarchaeota au fost prezente în habitate expuse la lumină. 

Proteine ESP identificate în Asgardarchaeota: Pentru a susține conexiunile filogenetice între 

membrii Asgardarchaeota și eucariote, am analizat toate MAG-urile recuperate și cele 

disponibile public (14 în iulie 2018) pentru prezența potențialelor 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 îmbogățite în ESP, întărind astfel legătura lor 

ancestrală cu eucariotele. În plus, față de ESP raportate (Zaremba-Niedzwiedzka et al., 2017), 

am identificat o subunitate putativă a complexului vezicular de acoperire COPII (asociat cu 

traficul veziculelor intracelulare și secreția) în Thorarchaeia și proteine care conțin domeniul N-

terminal al foliculinei - o proteină specifică eucariotelor în Lokiarchaeia. În plus, am obținut 
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rezultate concludente pentru domeniile asociate cu ESP - Ezrin / radixin / moesin C-terminal și 

ELKS în Lokiarchaeia. 

 

 

Figura 4. Analiza filogenetică a rodopsinelor. Este reprezentat un arbore fără rădăcină obținut prin 

metoda “maximum-likelihood” care include schizorodopsinele (n =  6) din Asgardarchaeota identificate 

în cadrul acestui studiu, heliorodopsine și rodopsine the tipul 1 reprezentative. Ramurile marcate cu 

culoarea roșie reprezintă secvențe identificate în Asgardarchaeota. În total, au fost utilizate 392 de 

secvențe pentru construirea acestui arbore. 

 

Primază specifică eucariotelor în Heimdallarchaeia: În urma adnotării proteinelor, a devenit 

evident că Loki- și Thorarchaeia codifică o ADN primază tipică archeelor, în timp ce un omolog 

distinct, specific eucariotelor, a fost identificat în Heimdallarchaeia. Această observație 

intrigantă a determinat analize filogenetice suplimentare, luând în considerare ADN primazele 

din toate ordinele archeale împreună cu principalii reprezentanți ai liniilor eucariote și a tuturor 

archeelor Asgard disponibile. 
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Reconstituiri metabolice: Reconstrucția metabolică la nivel genomic a pus un accent deosebit 

pe Heimdallarchaeia (Figura 5), deoarece analizele filogenetice au indicat membri acestui grup 

ca fiind cei mai apropiați de strămoșii archeali ai protoeucariotelor. În timp ce modurile de viață 

anaerobe deduse pentru Loki- (Sousa et al., 2016) și Thorarchaeia (Liu et al., 2018) au fost 

considerate a fi însoțite de autotrofie (Sousa et al., 2016) și respectiv mixotrofie (Liu et al., 

2018), pentru Heimdallarchaeia nu au fost realizate reconstituiri metabolice detaliate anterior 

studiului actual. Fiziologia dedusă aici a indicat stiluri de viață mixotrofice (pentru 

Asgardarchaeota în general), indicând simultan prezența transportatorilor pentru absorbția 

materiei organice exogene și a circuitelor metabolice responsabile de catabolismul acesteia. 

 

Figura 5. Reconstrucție metabolică pentru Heimdallarchaeia. Textul din panourile galbene indică 

denumirile căilor și a proceselor metabolice. Abrevieri: ACSS - acetil-CoA sintetază și anhidrază 

carbonică; acyP - acilfosfatază; ampp - AMP fosforilază; APRT - pirofosforilaza AMP; ArsC - arsenat 

reductază (glutaredoxină); BCAA - aminoacizi cu catenă ramificată; CODH - monoxid de carbon 

dehidrogenază; gcvPAB - glicin dehidrogenază; glyA - glicin hidroximetiltransferază; hmp - dioxigenaza 

oxidului nitric; maeA - malat dehidrogenază (decarboxilază); PC - piruvat carboxilaza; PEPCK - 

fosfoenolpiruvat carboxikinaza; pflD - format C-acetiltransferază; PFOR - piruvat ferredoxin 

oxidoreductază; PK - piruvat kinaza; poxL - piruvat oxidaza; PPDK - piruvat, fosfat dikinază; PPP - calea 

pentozofosforică; Rpi-riboza-5-fosfat izomeraza; RuBisCO - Ribulozo-1,5-bisfosfat carboxilază / 

oxigenază; SOD - superoxid dismutaza; TCA - ciclul acizilor tricarboxilici. 
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În timp ce toate încrengăturile din cadrul Asgardarchaeota codifică enzyme ale căii 

glicolitice, s-a descoperit că trei MAG-uri de Heimdallarchaeia (LC_3, AB_125 și AMARA_4) 

utilizează kinazele dependente de ADP non-canonice și, așa cum s-a menționat anterior (Liu et 

al., 2018), în Thorarchaeia nu s-a identificat nici un omolog al glucokinazei. Am considerat că 

ramura non-oxidativă a căii pentozofosforice (PPP), bine reprezentată în acest grup, ar putea 

reprezenta fie un punct de intrare alternativ pentru zaharuri în glicoliză, fie că funcția 

glucokinazei canonice este îndeplinită de enzime încă neidentificate (Brasen et al., 2014). 

Omologii identificați pentru ribulozo 1,5-bisfosfat carboxilaza / oxigenaza (RuBisCO) aparțin 

tipurilor III (Loki- și Heimdallarchaeia) și IV (Loki- și Thorarchaeia). Considerăm că MAG-urile 

codificatoare de RuBisCO de tip III utilizează calea de degradare a nucleotidmonofosfatului 

(Kono et al., 2017), realizând fixarea CO2 prin legarea catabolismului nucleozidelor cu glicoliza 

/ gluconeogeneza. Această concluzie este susținută de co-prezența genelor care codifică: 

RuBisCO tip III, fosforilaze AMP, ribozo-1,5-bisfosfat izomeraze și anhidraze carbonice. 

Deoarece nicotinamid adenin dinucleotidul (NAD
+
) este un cofactor esențial în biochimia 

și energetica redox (Ternes and Schönknecht, 2014), am investigat mecanismele pentru sinteza 

sa de novo. Asa cum era de așteptat, toate încrengăturile din Asgardarchaeota conțin calea 

aspartatului - un set de transformări metabolice care se pot desfășura atât în prezența, cât și în 

absența oxigenului (Gazzaniga et al., 2009). În plus, Heimdallarchaeia conțin și calea exclusiv 

aerobă a kinureninei pentru biosinteza NAD
+
, cunoscută doar în câteva grupe de bacterii și 

eucariote (Ternes and Schönknecht, 2014). Inferențele filogenetice au arătat că această cale, 

considerată a fi prezentă în strămoșul protoeucariot (Ternes and Schönknecht, 2014), a fost 

probabil dobândită de strămoșul grupului Heimdallarchaeia prin transfer lateral de gene de la 

bacterii. Pe baza informațiilor accesibile autorilor acestui studiu, Heimdallarchaeia sunt primele 

organisme din domeniul Archaea la care s-a raportat calea aerobă a kinureninei. 

Dintre toate încrengăturile analizate, ciclul TCA complet a fost identificat în Loki- și 

Heimdallarchaeia. În plus, Lokiarchaeia conțin gene-cheie (izocitrat dehidrogenază, 2-

oxoglutarat-ferredoxin oxidoreductază, ATP-citrat-lyază) care indică un ciclu TCA reducător 

implicat în fixarea autotrofă a CO2. În ceea ce privește fosforilarea oxidativă, în timp ce ATPaza 

de tip V / A apare mai ales completă în Loki- și Thorarchaeia, celelalte componente implicate în 

fosforilarea oxidativă lipsesc sau sunt incomplete, subliniind modurile de viață anaerobe. Pentru 

Heimdallarchaeia am putut identifica ATPaza completă de tip V / A, succinat dehidrogenaza, 

NADH: chinone oxidoreductază aproape completă și, în mod important - citocrom c oxidaza - un 

alt marker distinctiv pentru aerobioză. 
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4. Concluzii 

În acest studiu, propunem că Heimdallarchaeia cuprinde archeele cele mai apropiat 

înruditei față de eucariotele actuale și oferim detalii legate de stilul lor de viață facultativ aerob, 

caracterizat prin capacitatea de a utiliza energia soarelui și prezența unor căi metabolice anterior 

necunoscute în domeniul Archaea. 

Capitolul IV: Vizualizarea Loki- și Heimdallarchaeia (Asgardarchaeota) prin hibridizare 

in situ cu fluorescență și depunere catalizată de reporter (CARD-FISH) 

 [Acest capitol a fost parțial publicat ca un articol în preprint (fără revizie): Salcher, M. M., 

Andrei, A.-Ş., 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 metagenomică (MAG) din cadrul Asgardarchaeota sunt 

recuperate dintr-o varietate din ce în ce mai largă de habitate, extinzând astfel distribuția lor 

cunoscută în mediul înconjurător și oferind acces la zestrea genetică a acestei linii archeale. În 

ciuda poziției lor filogenetice particulare la baza copacului eucariot al vieții, morfologia acestor 

organisme uluitoare rămâne un mister. Pentru a vizualiza acest grup evaziv am aplicat o 

combinație între tehnicile CARD-FISH și microscopia de epifluorescență probelor de sedimente 

hipersaline din zona de coastă folosind sonde CARD-FISH proiectate pentru liniile 

Heimdallarchaeia și Lokiarchaeia, oferind astfel primele dovezi vizuale pentru ambele grupuri. 

Aici, vom arăta că, în timp ce Heimdallarchaeia se caracterizează printr-o morfologie celulară 

uniformă, caracterizată prin localizarea centrală a ADN-ului, Lokiarchaeia prezintă o multitudine 

de forme și dimensiuni care reflectă diversitatea lor filogenetică vastă și distribuția ecologică. 

2. Materiale și metode 

Proiectarea sondelor oligonucleotidice: Am optimizat manual alinierea tuturor secvențelor 16S 

clasificate ca Asgardarchaeota folosind programul ARB (Ludwig et al., 2004) cu ultima versiune 

a bazei de date SILVA (v.132, grupată la 99% identitate) (Pruesse et al., 2007) și am construit un 

arbore RAxML (cu modelul evolutiv GTR-GAMMA, 100 iterații de bootstrap (Stamatakis, 

Ludwig and Meier, 2005)) pentru toate secvențele complete și de înaltă calitate. Toate încercările 

de a construi o sondă generală care vizează toate secvențele Asgardarchaeota (n = 935) au eșuat, 

probabil datorită diversității ridicate din cadrul acestei supraîncrengături. Am proiectat trei sonde 

competitive distincte pentru Heimdallarchaeia și două pentru Lokiarchaeia. Fiecare sondă 
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competitivă a fost utilizată în aceleași concentrații ca și sondele CARD-FISH pentru a preveni 

legarea nespecifică. 

Testarea sondelor: Sondele au fost testate in silico (Yilmaz, Parnerkar and Noguera, 2011) și în 

laborator cu diferite concentrații de formamidă în tamponul de hibridizare până când s-au obținut 

condiții stricte. 

CARD-FISH și vizualizarea celulelor: Am testat sondele în eșantioane de sedimente obținute 

din două locații de unde recent au fost recuperate mai multe genomuri încadrate ca 

Asgardarchaeota folosind metagenomica (Lacurile Techirghiol și Amara, România) (Bulzu et al., 

2018). Șapte straturi de sedimente (0-70 cm, în intervale de câte 10 cm) au fost prelevate din 

Lacul Techirghiol, iar în Lacul Amara a fost realizată eșantionarea stratului superficial de 10 cm. 

Probele au fost fixate cu formaldehidă, tratate prin sonicare, vortexare și centrifugare pentru a 

detașa celulele de particulele sedimentare iar aliquote au fost filtrate pe membrane albe de 

policarbonat (dimensiunea porilor 0,2 µm, Millipore). Metoda CARD-FISH a fost efectuată așa 

cum a fost descris anterior (Ishii et al., 2004). Filtrele au fost contramarcate cu DAPI și 

inspectate prin microscopie de epifluorescență. 

3. Rezultate și discuții 

Figura 6. Imagini obținute în urma aplicării metodei CARD-FISH pentru Heimdallarchaeia folosind 

sonda heim-526. Cadranele din partea stângă (a, d) afișează imaginile suprapuse ale semnalului sondei 

(verde), colorația cu DAPI (albastru) și autofluorescența (roșu), cadranele situate central (b, e) colorație 

DAPI pentru ADN, panourile din partea dreaptă (c, f) marcarea prin CARD-FISH a proteinelor. Bara de 

scală (5µm) din imaginile din partea stângă se aplică tuturor microfotografiilor prezentate în figură. 

Ambele încrengături au fost rare și absente la adâncimi mai mari de 40 cm ale 

sedimentului. Toate Heimdallarchaeia observate au fost asemănătoare în privința dimensiunilor 
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celulei (2,0 ± 0,5 μm lungime x 1,4 ± 0,4 μm lătime, n = 23), cu formă constantă și ADN 

condensat (0,8 ± 0,2 x 0,5 ± 0,2 μm) în centrul celulelor (Figura 6). În contrast, Lokiarchaeia a 

prezentat diferite forme și dimensiuni și am putut distinge cel puțin trei morfotipuri distincte: 

Cele mai frecvente au fost celulele ovoidale mici și mijlocii (2,0 ± 0,5 x 1,4 ± 0,3 μm, n = 30, 

Figura 7 a-c) prezente în diferite straturi de adâncime în Lacul Techirghiol (0-10 cm, 10-20 cm, 

20-30 cm) și în proba superficială de 10 cm din Lacul Amara. O singură celulă rotundă de mari 

dimensiuni (3,8 x 3,6 μm, Figura 7 d-f) cu semnal de fluorescență puternic și ADN condensat în 

centru a fost detectată în 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 μm) au fost prezente la 

adâncimea sedimentelor de 30-40 cm în Lacul Techirghiol și de 0-10 cm în Lacul Amara. 

 

Figura 7. Imagini obținute în urma aplicării metodei CARD-FISH pentru Lokiarchaeia folosind sonda 

loki1-1184. Sunt prezentate trei morfotipuri celulare diferite: (a-d) celule ovoidale mici și mijlocii, (d-f) 

celule rotunde mari și (g-i) celule filamentoase mari. Cadranele din partea stângă (a, d, g) prezintă imagini 

suprapuse ale semnalului sondei (verde), colorația cu DAPI (albastru) și autofluorescența (roșu), 

panourile din mijloc (b, e, h) colorația cu DAPI pentru ADN, cadranele din dreapta figurii (c, f, i) 

marcarea prin CARD-FISH a proteinelor. Bara de scală (5µm) din imaginile din partea stângă se aplică 

tuturor microfotografiilor prezentate în această figură. 

Variabilitatea morfologică constatată pentru Lokiarchaeia reflectă, cel mai probabil, 

eșantionarea mai extinsă a diversității filogenetice în cadrul acestei încrengături. În timpul 

inspecțiilor microscopice, am verificat cu atenție semnalele potențial nespecifice sau 
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autofluorescente la lungimi de undă care nu interferează cu semnalul sondei și nu au găsit nici o 

suprapunere pentru niciuna dintre celulele inspectate. Un set de controale negative a fost aplicat 

pentru a exclude semnalele fals-pozitive datorate legării nespecifice a coloranților sau a acidului 

nucleic din componența 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 reacția CARD necuplată. Toate aceste tratamente 

de control au condus la semnale de fundal scăzute, nespecifice, dar fără o colorare evidentă a 

celulelor. Alte dovezi ale specificității au fost observate în toate celulele hibridizate cu sonda 

pentru Heimdallarchaeia, atît formele, cît și tiparele de colorare cuplate cu DAPI rămânând 

consecvente. 

4. Concluzii 

Examinând aceste prime imagini ale unor celule de Asgardarchaeota, nu am putut trece 

cu vederea potrivirea neașteptată între denumirile lor și aspecte ale morfologiei și ecologiei lor 

deduse ulterior. Inspirați de descoperirea lor inițială în apropierea venturilor fierbinți din zona 

Loki‟s Castle, în largul coastei Norvegiei (Spang et al., 2015), botezul lor inițial după zeități din 

mitologia nordică (Odin, Thor, Loki și Heimdall (Zaremba-Niedzwiedzka et al., 2017)) a fost 

neobișnuit de prescient. 

 

Capitolul V: Concluzii generale 

Studiile detaliate în această teză de doctorat combină abordări de actualitate ale 

secvențierii de înaltă procesivitate a ADN ambiental (eDNA) cu bioinformatica și analizele 

fizico-chimice pentru a descrie biodiversitatea sedimentelor saline, bogate în materie organică 

(sapropeluri) și pentru a dezvălui modurile de viață și istoria evolutivă a archeelor Asgard. 

Primul studiu (Capitolul II) ilustrează biodiversitatea și predicțiile funcționale realizate 

pentru organisme implicate în formarea sapropelurilor existente în trei lacuri cu parametri fizico-

chimici diferiți, localizate pe teritoriul României. Aceasta reprezintă prima încercare de a 

compara grupele microbiene care populează sapropeluri lacustre recent formate prin utilizarea 

metodelor independente de cultivare. Rezultatele au indicat multiple surse pentru materia 

organică detritică ce contribuie la procesul de formare a sapropelurilor. Bacteriile domină 

comunitățile procariote în toate cele trei sapropeluri investigate (din lacurile Amara, Techirghiol 

și Ursu). Taxoni rari și/sau necultivabili care constituie așa-numita “materie neagră microbiană” 

au fost detectați din ambele domenii procariote ale vieții. Identificarea enigmaticelor archee din 

grupul Asgard a îndemnat la investigații detaliate focalizate la nivelul acestui grup taxonomic.      
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Al doilea studiu (Capitolul III) a utilizat tehnicile metagenomicii pentru a reconstitui și 

apoi caracteriza genomurile unor archee aparținând grupului Asgard din sapropelurile lacurilor 

Amara și Techirghiol. Folosind asamblarea de novo și strategii de partajare hibridă, au fost 

reconstituite treizeci și cinci de genomuri parțiale, astfel dublând cantitatea de date genomice 

disponibile pentru acest grup taxonomic. Analizele filogenomice au confirmat topologia 

surprinzătoare a eocitelor remarcată într-un studiu anterior, ce prezintă ramificarea eucariotelor 

din interiorul supraîncrengăturii Asgardarchaeota. O reconstituire a metabolismului pentru 

Heimdallarchaeia a fost realizată în premieră, dezvăluind astfel potențialul lor pentru mixotrofie 

și aerobioză. Am identificat o familie necunoscută de rodopsine, în cadrul archeelor Asgard, pe 

care le-am denumit “schizorodopsine”. Coroborând datele filogenomice cu cele legate de 

capacitățile metabolice, am arătat că grupul Heimdallarchaeia cuprinde cei mai apropiați 

strămoși actuali ai eucariotelor din domeniul Archaea, propunând ca urmare modelul 

“protoeucariotului aerob”.    

Cel de-al treilea studiu (Capitolul IV) a avut ca scop obținerea primelor imagini ale 

unor celule de Loki- și Heimdallarchaeia. Prin combinarea tehnicii CARD-FISH cu microscopia 

optică de epifluorescență s-a observat că toate celulele de Heimdallarchaeia sunt similare în 

privința dimensiunii celulelor și a formei în timp ce Lokiarchaeia sunt reprezentate de celule care 

pot fi încadrate în cel puțin trei tipuri morfologice diferite. Diversitatea mofologică observată a 

fost atribuită volumului redus de date de secvență disponibil pentru Asgardarchaeota la 

momentul realizării aceastui studiu. 
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