UNIVERSITATEA “BABES-BOLYAI” CLUJ-NAPOCA
Facultatea de Biologie si Geologie

Scoala Doctorala de Biologie Integrativa

Teza de doctorat

Rezumat

Conducator stiintific: Doctorand:
Prof. Dr. Marcel PARVU Cristina Lorena VACAR

Cluj-Napoca
2024



UNIVERSITATEA “BABES-BOLYAI” CLUJ-NAPOCA
Facultatea de Biologie si Geologie

Scoala Doctorala de Biologie Integrativa

Teza de doctorat

Rezumat

Micromicete implicate in

biodeteriorare si bioremediere

Conducitor stiintific: Doctorand:
Prof. Dr. Marcel PARVU Cristina Lorena VACAR

Cluj-Napoca
2024



Cuprins

|2 4 T 1 () () O TP U PP PR PR 4
LASEA @ fIGUIT ..ttt 5
Descrierea tezei de AOCIONAL ...........cucviriiieiiiieee e 9
CAPITOLUL Lot bttt b et e bt et e et e e 11
Date din HEETALUIE .......ccouiiiieeieeee et e e n e e e r e e n e nne e 11
1. Caracteristici biologice ale MiCroMICELEIOr..........cceiviiiei e 11
2. Biodeteriorare la lucrari de patrimoniu din INtEIiOT .......ccvveiiiieiiiieiiie e 13
A O T (o =1 o] (o] [ TSP T PSPPSR P 14
2.2, FACKON DIOTICH ..o 15

3. Aplicatii ale MICTOMICEIEION ......uiiviiiieiiiie e 17
3.1, APLICALIL CUTENLE ... e s 17
3.2, BIOTBMEMIEIE ...ttt s 18
3.2.1. Provocari ale contaminarii U MEtAle ..........coeviuieiiriiieiie e 19
3.2.2. Fitoremediere a substraturilor contaminate Cu Hg..........cooceveiiiiniiieicnc e 21
3.2.3. Micoremedierea contaminantilor metalici, cu accent asupra Hg.........ccccovvviiiiiinnnnnn, 26
CAPITOLUL Tttt bbb bttt ettt e bt nn e ne e 31
Materiale ST MELOAC.......cuviiiiiiiiiiii et 31
1. Comunitatea de fungi biodeteriorativi ai unor picturi pe PANZaA..........cccvrvriieirerieereerennenns 31
1.1. Izolarea si identificarea fungilor cultivabili de pe picturi pe panza...........ccccevvriviiinnns 31
1.2. Caracterizarea profilului @NZIMatiC...........cceviviiiiiiiiie e 33
1.3. Capaciteatea de solubilizare a pigmentilor ............cocueiiiiiiiiiieiiniese e 34
1.4, ANANIZE STALISTICE ......c.evieeieicee et 35

2. Comunitatea fungica rezistenta la metale dintr-un sit contaminat cu Hg..........ccccocevvevieenee. 35
2.1. Descrierea sitului si prelevarea probelor de SOl .........cccooovveiiiiiini 35
2.2. Analiza elementald @ SOIUIUL .......oovviiiiiiic e 37



2.3. Izolarea micromicetelor si caracterizarea rezistentei la metale...........cccocvviieiiiiiinnnn 37

2.4. Identificarea speciilor si analiza fillogenetiCa............cooviiiieiiiiii e 38
2.5. Biosorptia Hg?" din SOIUIE APOASA.......c.c.erverereriiecreseeieseeeeieseee st tssseesesse s eseessnes 39
2.6. ANALIZE STALISLICE ......oviiiiciiice 40
3. Strategii de rezistentd la Hg in izolatul rezistent Fusarium oXySporum.........cccccceveervereerrenn 40
3.1. Concentratia minima inhibitoare @ H .........ccocoiiiiiiiiiicic e 40
3.2. Capacitati de Indepartare si biosorbtie pentrut HE ..........ccoovviiiiiiiiiiiicicecee 41
3.2.1. Conditii de CUILIVATE ....oouviivieiiiiieiieeii e 41
3.2.2. Procesarea ProbelOr ..o 42
3.2.3. ANAlIZA PrODEION ... 42
3.3. Strategii de rezistentd la Cu, HZ, $1 Z0.......cccoviiiiiiiiiiii 43
3.3.1. Conditii de CUILIVATE .....ceiiiiiiiiiiiici s 43
3.3.2. Procesarea si analiza probelor ........c.cocvviiiiiiiiiiiiii 46
3.4, ANALIZE STALISTICE ... 47
3.5. Analiza bioinformatica a mercur reductazei fungice prezumtive ..........cccoeevvrveiinincieenn. 47
CAPITOLUL T 1ttt bbbttt 49
REZUILALE ST AISCULIL ..e.vviviiiiiiiiiitie e 49
1. Comunitatea de fungi biodeteriorativi ai uUnor picturi Pe PANZA ...........cceerverrreerivenireerineenieens 49
1.1. Diversitatea fungilor CUltIVabili ...........cccooiiiiiiiii 50
1.2. Characterizarea profilului @NZimMatiC............coocoiiiiiiiiiii 51
1.3. Capacitatea de solubilizare a pigmentilor ............cccovveririiiiieiieiine e 56
2. Comunitatea fungica rezistenta la metale dintr-un Sit contaminat cu Hg..........cccccevvvvnenene 60
2.1. Concentratii de metale Tn probele de SOL.........ccooviiiiiiiiiei e 61
2.2. Tipare filogenetice de identitate si rezistentd la metale ale fungilor izolati...................... 62
2.3. Capacititi de indepirtare si biosorbtie pentru Hg?* din solutie apoasi .............cccc.cvene. 71



3. Strategii de rezistenta la Hg in izolatul rezistent Fusarium oXySporum.........cccceeererveriennenn 73

3.1. Limita de rezistentd [a HE ......cocoviiiiiiiie e 73

3.2. Capacitati de indepartare si biosorbtie pentru Hg .........ccoovveiiiiiiiniiiiccceec e 74

3.3. Strategii de rezistentd [a Cu, Hg, $S1 ZN......cccooiiiiiiiiiieii e 80

3.4. Analiza bioinformatica a mercur reductazei fungice prezumtive ..........c.cecvvrveierinereene. 90
CAPITOLUL TV ettt ettt ettt ab e bt e et e et e e naeeanbeenteas 101
(O00] 11 11 4 | TP T TP PT T PP 101
DISEIMINAIE ...ttt b bbbtk h et e e bbbtk b e bt e e et et nb ettt e b e 103
IMIUTEUITIITT .ttt ettt et e e st b e e e b et e me e e nb e e e mn e e b e e e nn e e nne e 106
71 o] [0 - -SSP 107
AANBXA L. 130
AANEXA 2 ..o h R Rt E e n e 131
AANEXA 3 ..t E R ettt e R bt bt n e 132
AANBXA 4 ..o 133
AANBXA S .t 134
AANIEXA B ...t R et R et b et 135
N 41 L PSPPI PR 136
AANBXA 8 ... 137
AANEXA O 1. 138

Cuvinte cheie
Enzime biodeteriorative, solubilizarea pigmentilor, contaminanti metalici, micoremediere,

strategii de rezistentd la metale, mercur, biovolatilizarea mercurului.



CAPITOLUL I

Date din literatura

Micromicetele reprezintd un grup extrem de divers de ciuperci microscopice, care aduc atat
provocdri, cat si oportunititi pentru umanitate. Micromicetele demonstreaza o rezilienta
remarcabild in interactiunile lor abiotice si biotice, adaptandu-se la conditii de mediu dificile prin
exploatarea unor nise ecologice foarte diverse. Descoperirea raspunsurilor fungilor in conditii de
mediu complexe si valorificarea potentialelor beneficii pot servi la dezvoltarea a numeroase
aplicatii.

Biodeteriorarea este alterarea ireversibila a calitatii obiectelor de importantd pentru
umanitate de cdtre divere organisme si microorganisme (plante, alge, insecte, bacterii, fungi).
Biodeteriorarea obiectelor de patrimoniu este un subiect mai putin popular, dar care poate pune in
pericol integritatea operelor de arta de valoare inestimabild. Conservarea in cladirile de patrimoniu
si muzee poate fi o sarcind dificild, din cauza conditiilor interioare nefavorabile si limitarilor
procedurilor de dezinfectie (Fermo and Comite, 2022). Reprezentantii fungici domina compozitia
microorganismelor din aerul si suprafetele din mediul muzeal (Skora et al., 2015). Mai mult, fungii
sunt mai problematici decat bacteriile si joacd rolul cel mai important in biodeteriorarea obiectelor
din muzee, colectii si biblioteci (Kavkler et al., 2022; Sterflinger and Pifar, 2013). Progrese
importante, dar putine, au fost realizate in Intelegerea proceselor metabolice asociate
biodeteriorarii micromicetelor asupra picturilor pe panzad. Abordarea aspectelor legate de
biodeteriorare, cum ar fi speciile implicate si mecanismele de deteriorare, este esentiala pentru a
contribui la dezvoltarea strategiilor de conservare si a tehnologiilor de dezinfectie in domeniul
operelor de patrimoniu.

Bioremedierea este un proces care foloseste microorganisme, plante sau enzime pentru a
degrada, detoxifica sau elimina contaminanti din diferite substraturi. Metalele sunt principalii
contaminanti ce contribuie la contaminarea solului si a apelor subterane in Europa (Panagos et al.,
2013). Elemente chimice toxice precum As, Cd, Hg, Pb sau oligoelemente in concentratii toxice,
Cu, Fe, Mn, Zn, pot persista indefinit in mediu. Pentru mercur exista o preocupare speciald in ceea
ce priveste sdnatatea umana, deoarece este foarte mobil in mediu si tinde sa se bioacumuleze si sa
se biomagnifice in cadrul retelelor trofice. Toxicitatea celulard la Hg se manifesta ca urmare a
afinitatii sale ridicate pentru gruparile tiol ale reziduurilor de cisteind prezente in molecule mici,

precum glutationul, sau in enzime, afectand astfel functionarea acestora. Zonele din jurul punctelor
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critice de poluare cu Hg necesita interventii urgente pentru a restabili siguranta mediului si a reduce
efectele adverse asupra sanatatii umane.

Tehnicile conventionale de remediere a mercurului, de exemplu, incapsularea, vitrificarea,
imobilizarea chimica, depozitarea in gropi de deseuri sau spalarea solului, implica costuri excesive,
munca intensa si perturbari extreme ale solului (Rajendran et al., 2022). Aceste limitari au incurajat
progresul in domeniul bioremedierii, incluzand fitoremedierea, fitoremedierea asistata de
microorganisme sau micoremedierea, ca instrumente pentru remedierea ecologica si durabila a
zonelor afectate de poluarea cu metale. Integrarea fitoremedierii si a asistentei microbiene a aparut
ca o abordare pentru dezvoltarea de strategii inovatoare si durabile de remediere, fiind alternative
rentabile si ecologice la tehnicile conventionale (Wang et al., 2020). Ciupercile micorizante
arbusculare si endofitele fungice pot imbunatati fitoremedierea mercurului prin promovarea
cresterii plantelor si/sau absorbtiei mercurului, in special in radacini, desi mecanismele moleculare
implicate in mobilizarea mercurului din sol in plante nu au fost inca elucidate. Aceste functii sunt
esentiale pentru succesul strategiilor de fitoremediere care vizeaza diminuarea contamindrii CU
metale a solurilor (Tiodar et al., 2021).

Micoremedierea este un tip de bioremediere care foloseste fungi pentru indepartarea,
degradarea sau reducerea toxicitatii a numerosi contaminanti din diverse substraturi. Progresul
acestei biotehnologii este incipient din cauza cunoasterii insuficiente a mecanismelor de
interactiune dintre ciuperci si metale. Micromicetele filamentoase sunt considerate candidati
excelenti pentru remedierea contaminantilor metalici, deoarece detin multiple caracteristici
relevante pentru astfel de scopuri. Aria suprafetei mari a celulelor, cu diverse grupari functionale
incdrcate negativ in structura peretilor celulari si producerea de acizi organici cu proprietati de
legare a metalelor, confera prima linie de protectie impotriva metalelor toxice. In plus, retelele de
hife permit colonizarea matricei poroase a solurilor. La nivel celular, micromcietele detin multiple
sisteme antioxidante, transportatori de metale la nivelul membranei plasmatice si tonoplastului,
molecule ce sechestreaza metale si enzime ce produc specierea metalelor (Kumar and Dwivedi,
2021). Investigarea interactiunii metalelor cu micromicete este importantd pentru avansarea
cunostintelor si a aplicatiilor in domeniul micoremedierii contaminantilor metalici.

Doua tipuri principale de mecanisme sustin supravietuirea micromicetelor in prezenta
metalelor toxice sau 1n exces: pasive/independente de ATP si active/dependente de ATP.

Mecanismele pasive impiedica intrarea metalelor in celule prin adsorbtia la peretele celular sau



sechestrarea de catre metaboliti secretati si sunt adesea asociate cu termenul de biosorbtie (Gadd,
2009). Mecanismele active, denumite colectiv bioacumulare, sunt ntalnite intracelular, ca
transportatori de metale la nivelul membranei plasmatice, molecule de legare a metalelor n citosol
sau compartimentare in vacuole (Fomina and Gadd, 2014).

In plus fata de biosorbtia pasiva si bioacumularea activa, biovolatilizarea a fost raportata
ocazional ca o strategie de rezistenta la Hg in ciuperci (Chang et al., 2020; Chang et al., 2019).
Mecanismul de detoxifiere a Hg?* prin biovolatilizare a fost descris la bacterii. Mercur reductaza
(MerA) este o flavin disulfid oxidoreductaza homodimerica citosolica, care foloseste nicotinamid
adenin dinucleotid (fosfat) (NAD(P)H) ca factor reducétor si flavin adenin dinucleotid (FAD) ca
cofactor (Lian et al., 2014; Barkay et al., 2003). MerA este enzima responsabila pentru reducerea
catalitici a Hg?*, foarte reactiv, la Hg® monoatomic, volatil si relativ inert care poate parisi usor
mediul intracelular prin difuzie prin membrana celulara, evitand astfel toxicitatea celulara. Cu
toate acestea, mecanismul de reducere a Hg?" la ciuperci nu este bine inteles, deoarece

caracterizarea genetica si biochimica detaliata a acestei enzime nu a fost documentata.

Scop si obiective

Scopul cercetarii intreprinse in cadrul acestei teze de doctorat a fost sd avanseze intelegerea
rolului micromicetelor in procesele divergente de biodeteriorare si bioremediere. Obiectivele
principale au fost:

(1) evaluarea diversitatii micromicetelor si a mecanismelor lor deteriorative implicate in
biodeteriorarea picturilor pe panza;

(2) caracterizarea micromicetelor rezistente la metale pentru potentialul lor de
bioremediere a metalelor, cu accent special asupra mercurului (Hg), si stabilirea principalelor

strategii de rezistenta la metale intr-0 micromiceta extrem de rezistenta.
CAPITOLUL 11

Materiale si metode

1. Comunitatea de fungi biodeteriorativi ai unor picturi pe panza

Acest studiu s-a concentrat pe analiza diversitatii comunitatii fungice cultivabile si a
proceselor metabolice implicate in biodeteriorare. 1zolatele fungice au fost recuperate de pe cinci
picturi pe panza, datand din secolele XVIII-XX, cuprinzand patru lucrari in ulei pe panza de la

Muzeul de Arta din Cluj-Napoca si o picturd in guasa pe panza dintr-o colectie privata.
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Prelevarea a fost efectuatd neinvaziv, in conditii aseptice, iar suporturile de prelevare au
fost incubate pe mediu Czapek-Dox agar. Coloniile fungice pure au fost obtinute si utilizate pentru
identificarea moleculara, precum si pentru screeningul activitatilor enzimatice si capacitatea de
solubilizare a pigmentilor. Identificarea moleculara a fost realizata folosind regiuni de spacer
intern transcris (ITS), factor de elongare a translatiei-1 (TEF-1) sau lantul beta de tubulina (Bt2).
Screeningul activitatii enzimatice a fost efectuat in medii de cultura specifice pentru lipaze,
esteraze, lecitinaze, caseinaze, gelatinaze si amilaze si cu benzi de test API ZYM, pentru o serie
de 19 enzime. Capacitatea de solubilizare/degradare a pigmentilor a fost evaluata in mediu de
cultura n care s-au adaugat individual pigmentii de culori primare, rosu, galben, albastru, alb si
negru, folositi frecvent in picturi. Pentru validarea acidifierii mediului prin secretie de acizi
organici, ca posibil mecanism de degradare a pigmentului, a fost adaugat albastru de bromtimol

(pH 6 — galben, pH 7.6 - albastru) in mediul de cultura.

2. Comunitatea fungica rezistenta la metale dintr-un sit contaminat cu Hg

Acest studiu a avut ca scop izolarea si caracterizarea micromicetelor cultivabile cu
potential de bioremediere pentru contaminantii metalici. [zolatii fungici au fost recuperati din sol
de la rizosfera speciilor de plante care colonizeaza un sit contaminat.

Situl din cadrul studiului, fosta fabrica de produse clorosodice din Turda, judetul Cluj,
Romania, cu o contaminare istoricd cu Hg, a fost selectat pentru prelevarea de probe de sol.
Continutul elemental al probelor de sol a fost determinat cu un dispozitiv cu fluorescenta cu raze
X portabil. Micromycetes were recovered from soil samples by a serial dilution method on Czapek-
Dox agar medium. Micromicetele au fost recuperate din probele de sol prin metoda dilutiilor
seriale pe mediu Czapek-Dox agar. Spectrul de rezistenta la metale al izolatelor fungice a fost
investigat pentru 56.2 mg L™t Cd, 63.5mg L™ Cu, 10 mg L Hg, 518 mg L™ Pb, si 490 mg L™ Zn,
adaugate individual in mediu Czapek-Dox agar. Identificarea molecularad a izolatelor rezistente
(Indice de Toleranta — T1>0.5) la metale a fost realizata folosind regiunea ITS. Analiza de Grupare
Ierarhica a fost utilizata pentru a compara modelele de rezistenta la metale cu filogenia fungilor.
Un set de 7 micromciete a fost selectat pentru testul concentratiei minime inhibitoare (MIC), n
baza rezistentei lor superioare la Hg si/sau multiple metale. Eficacitatea indepartirii Hg?" si
capacitatea de biosorbtie a cinci izolate fungice distincte, cu rezistenta superioara la Hg, au fost

stabilite in solutie apoasi contaminati cu 100 mg L™ Hg?*. Concentratia de Hg?* din supernatant
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a fost masurata printr-o metoda de spectrometrie de absorbtie atomica cu generare de vapori reci,

laintervalele 0,5h, 2 h, 6 h, 12 h, 24 h si 48 h.

3. Strategii de rezistentd la Hg?* in izolatul rezistent Fusarium oxysporum

Obiectivele studiului izolatului F. oxysporum P2.7 (ID GenBank: MT913528), rezistent la
Hg, au inclus: (1) stabilirea concentratiei minime inhibitoare pentru Hg in mediu de culturad lichid,
(2) stabilirea principalelor strategii de rezistenta (extracelulare, intracelulare sau biovolatilizare) la
Cu, Hg si Zn, si (3) studiu bioinformatic al mercuric reductaze fungice prezumtive.

Limitele de rezistenta la mercur ale izolatului Fusarium oxysporum P2.7 au fost evaluate
folosind un gradient de concentratii de Hg (0, 60, 80 si 100 mg L™ Hg) in mediul de culturi.

Principalele strategiile de rezistenta la metale ale izolatului F. oxysporum P2.7 au fost
studiate in mediu de culturd Luria Bertani (LB) cu 250 mg L™ Cu, 10 si 100 mg L™ Hg, si 150 mg
L1 Zn. Mediul de culturi filtrat si biomasa, colectate la sfarsitul expunerii de 48 de ore la metale,
au fost procesate si analizate pentru continutul de metale prin metode spectrometrice sau
spectrofotometrice. Un sistem de culturd cu aerare activa a fost conceput pentru a capta Hg
volatilizat, folosind materialul Anasorb C300 in alcatuirea unor capcane atasate la acest sistem.
Pentru a distinge intre fractiile de metale extracelulare si intracelulare, biomasa a fost spalata cu o
solutie de HC1 0,1 M, care desorbe fractia extracelulard, si utilizatd apoi pentru determinarea
metalelor in fractia intrcelulara. Posibilele depunerile celulare de Hg au fost investigate in detaliu
prin TEM.

Studiul bioinformatic al mercuric reductaze fungice prezumtive a inclus generarea unui
arbore filogenetic pentru secvente proteice ale enzimei in cele trei Domenii, examinarea
caracteristicilor cheie pentru activitatea enzimaticd in clase distincte de microorganisme si

modelarea secventelor proteice pentru enzima prezumtiva la Fusarium oxysporum.
CAPITOLUL 111

Rezultate si discutii

1. Comunitatea de fungi biodeteriorativi ai unor picturi pe panza

Prin tehnici de prelevare non-invazive au fost recuperate douazeci si unu de colonii
fungice, apartinand la unsprezece specii distincte, opt genuri si doud ingrengaturi, respectiv
Ascomycota (86%) si Bazidiomycota (14%). Cele mai multe izolate fungice asociate cu picturi in

ulei sau guasa au fost reprezentate de genurile Penicillium, urmate de Aspergillus si Alternaria.
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Comunitatea fungica izolata a reflectat in mare masura diversitatea si abundanta descrisa in studiile
anterioare referitoare la fungii asociati cu picturi pe panza. In plus, au fost identificate si alte
genuri, inclusiv Aureobasidium, Bjerkandera, Cladosporium, Filobasidium, Porostereum si
Trichoderma. Prezenta speciilor identificate a adus ingrijorari cu privire la calitatea aerului
interior, implicarea potentiald asupra sanatatii si conservarea operelor de arta.

Pe baza frecventei si intensitatii activitatii enzimatice analizate, cazeinazele, amilazele si
gelatinazele au fost detectate ca principale enzime biodeteriorative, ce pot facilita colonizarea
picturilor pe panza de catre ciuperci. Mai mult, activitatile si intensitatile fosfatazei acide, N-acetil-
B-glucozaminidazei, naftol-AS-Bl-fosfohidrolazei si p-glucozidazei au fost asociate cu un
potential semnificativ in promovarea colonizarii fungice si deteriordrii picturilor pe panza, in timp
ce esterazele si leucin arilamidaza au fost identificate ca enzime ce pot contribui la procesul de
biodeteriorare. Profilul enzimatic detectat pentru ciupercilor izolate a fost similar intre cele doua
tehnici de picturd investigate.

Pentru 61.9% dintre izolatele fungice s-a observat capacitatea de degradare a pigmentului
albastru in mediu de cultura, prin formarea unor halouri incolore, transparente, la marginea
coloniilor. Printre aceste izolate s-au numarat speciile Aspergillus clavatus, Aspergillus
luchuensis, Aureobasidium pullulans, Bjerkandera adusta, Penicillium chrysogenum si
Trichoderma citrinoviride. Tncorporarea indicatorului de pH, albastru de bromtimol, Tn mediul de
cultura cu pigment albastru, a indicat o scadere a pH-ului, sub 6, prin formarea unor halouri
galbene, transparente la marginea coloniilor cu capacitate de degradare a acestui pigment, in timp
ce in zona necolonizata a mediului, pH-ul s-a situat intre 6 si 7,6 (Figura 1). Aceasta scadere a pH-
ului asociatd cu zonele de degradare a pigmentului albastru de la marginea coloniilor fungice, a
indicat ca secretia de acizi organici este cel mai probabil responsabild de acest fenomen de
biodeteriorare. Acesta este primul studiu care raporteaza capacitatea de degradare a pigmentului
albastru pentru fungi asociati cu picturile pe panza, probabil datoritd secretiei de acizi organici.
Mecanismul poate fi atribuit complexarii acizilor organici secretati cu atomii de Al din structura
retelei exterioare a pigmentului albastru, ce duce la eliberarea cromoforului intern, si astfel la
pierderea culorii specifice. Pentru izolatul T. citrinoviride MD91F4 s-a observat o modificare
distincta in prezenta pigmentilor albastru si alb: dezvoltarea vizibila a unei nuante de galben in
colorarea mediului. Aceastd modificare ar putea fi atribuita secretiei de sorbicilinoide, polichetide

ciclice intélnite la cateva ascomicete inrudite la distanta, cunoscute pentru culoarea lor distincta



galben-portocalie si proprietatile antioxidante, si reprezinta un mecanism suplimentar responsabil

de biodeteriorare.

Modified metal toxicity medium

+ blue pigment + blue pigment
+ bromothymol blue

Figura 1. Capacitatea fungilor de a solubiliza pigmentul albastru, intr-un mediu de toxicitate
metalicd modificat, a fost rezultatul secretiei de acizi organici, evidentiat prin adaugarea de

albastru de bromtimol in mediul care contine pigment albastru (Viacar et al., 2022).

2. Comunitatea fungici rezistenti la metale dintr-un sit contaminat cu Hg

Contaminarea extrema cu Hg la situl studiat a fost confirmata, cu valori ce depasesc pragul
de interventie pentru sol industrial de 3,5 pana la 200 de ori. Rezultatele au indicat un risc ecologic
extrem de ridicat pentru Hg, risc moderat pentru Pb si risc minim pentru Zn, Cu si Cd, in probele
de sol din rizosfera.

Diversitatea celor 32 de izolate fungice cultivabile, cu rezistentd moderata sau mai mare
(Indice de Toleranta — TI > 0,5) la cel putin un metal, a fost ilustrata in Figura 2. Analiza de grupare
ierarhica a TIs individuali pentru Hg, Pb, Cu, Zn si Cd a evidentiat dominanta increngaturii
Ascomycota in solul puternic contaminat cu Hg si a sugerat o suprapunere n general intre tiparele

de rezistenta la metale si filogenia micromicetelor izolate.
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Aspergillus sp. (6.25)

(Stagonosporopsis sp. (3.125

(Phama costaricensis (3.125))

Phylum

D Chytridiomycota
. Mucoromycota
D Ascomycota

Figura 2. (A) Compozitia comunitatii fungice izolate si fenotipurile culturilor la 7 zile de crestere
pe Czapek-Dox agar, cu procentele speciilor indicate intre paranteze (creat cu software-ul
BioRender); (B) filogenia speciilor (arbore de tip neighbor-joining) bazata pe secventele
spacerului transcris intern (Allomyces arbuscula AY997028.1 a fost utilizat ca outgroup); si (C)

dendrograma analizei de grupare ierarhica generata cu indicii individuali de toleranta (Vacar et al.,

2021).
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Frecventa ridicata a fenotipurilor cu rezistentd foarte mare si mare la Hg printre
micromicetele investigate a demonstrat presiunea selectiva exercitata de Hg intr-un mediu extrem
de contaminat. Izolatele cu rezistenta superioara la metale joacad probabil un rol ecologic crucial,
ca ingineri ecologici in situ, reducand biodisponibilitatea acestor elemente si creand microhabitate
favorabile pentru cresterea altor microorganisme sensibile. Izolatele Mortierella alpina, care
apartin increngdturii Mucoromycota si sunt ocazional simbionti ai plantelor, au fost rar recuperate
din probele de sol de rizosfera si au demonstrat sensibilitate la principalii contaminanti, Hg, Pb si
Cu. Este posibil ca aceste izolate sa fi fost implicate de catre speciile de plante indigene in relatii
simbiotice datorita raspunsului lor chemotactic la exsudatele radiculare, indiferent de profilul lor
inferior de rezistenta la metale. Prevalenta Fusarium si a altor genuri identificate, precum
Penicillium, Lecanicillium si Phoma in acest studiu, este in concordanta cu raportarile anterioare
Tn medii contaminate cu Cu, Pb sau Zn. Acest studiu a raportat noi specii sau genuri de fungi
anterior neasociate cu medii contaminate cu Hg, inclusiv Didymella glomerata, Lecanicillium sp.,
Fusarium solani, F. equiseti, Sarocladium sp., Penicillium crustosum, P. brevicompactum,
Cadophora malorum, Phoma costaricensis si Stagonosporopsis sp., multe dintre acestea
prezentand rezistentd foarte mare si mare la Hg.

Izolatele Fusarium oxysporum P2.5 si P2.7 au prezentat valori MIC (mg L), in mediu
solid cu extract de cartof, de 140 si 200 pentru Hg, 2353 si 2092 pentru Zn, si 1568 si 1568 pentru
Pb. Izolatul Phoma costaricensis P2.10 si izolatul Cladosporium sp. TRD3.2 au prezentat valori
MIC pentru Hg de 160, in timp ce izolatul Didymella glomerata P2.16 a avut o valoare MIC de
200 (mg L™). 1zolatul Sarocladium kiliense P2.2 a demonstrat valori MIC de 200 pentru Hg, 1036
pentru Pb, si 381 pentru Cu, in timp ce izolatul S. kiliense TRD5P.6 a prezentat valori de 337 si
160 pentru Cd si Hg, respectiv (mg L™1).

Potentialul de indepartare si biosorbtie a biomasei proaspete dezvoltate de cinci izolate
fungice distincte a fost evaluat intr-o solutie apoasi cu 100 mg L™ Hg?*, in conditii de agitare (120
rpm), pe parcursul unei perioade de contact de 48 de ore (Figura 3). Tn decurs de 30 de minute,
biomasele fungice au indepartat intre 28% si 52% din Hg?* initial. Biomasa produsi de Didymella
glomerata P2.16 a prezentat cea mai mare eficienta de indepartare, 93% dupa 2 ore de incubare.
Adsorbtia aproape a atins echilibrul, in decurs de 12 ore, pentru biomasa tuturor izolatelor. La
finalul perioadei de incubare, eficacitdtile de indepartare a biomaselor fungice proaspete au fost:

97 £ 0,4% (D. glomerata) > 62 + 5,1% (F. oxysporum) = 61 £ 3,9% (Cladosporium sp.) > 56 *
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5,0% (Phoma costaricensis) > 47 £ 8,0% (S. kiliense) (medie + interval de incredere de 95%, n =
3). Capacititile de biosorbtie pentru Hg?" au variat intre 33,8 + 5,8 pentru P. costaricensis si 54,9

+ 11 mg g masi uscati, pentru S. kiliense (medie * interval de Tncredere de 95%, n = 3).
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* Didymella glomerata = Fusarium oxysporum = Phoma costaricensis Cladosporium sp. = Sarocladium kiliense
P2.16 P2.5 P2.10 TRD3.2 TRDS5P6

Figura 3. Potentialul de biosorbtie al mercurului pentru cinci biomase proaspete de izolate fungice
din solutia apoasi cu 100 mg L™ Hg?* pe parcursul a 48 de ore, cu agitatie la 120 rpm: (A)
indepartare si (B) capacitate de biosorbtie; valorile reprezinta medii, barele de eroare reprezinta
intervalele de incredere (n = 3, interval de incredere de 95%) si barele cu litere diferite sunt

semnificativ diferite (confirmat prin testul Tukey, p < 0,017) (Vacar et al., 2021).

3. Strategii de rezistenta la Hg?* in izolatul rezistent Fusarium oxysporum

Valoarea MIC pentru Hg, reprezentand concentratia de Hg in mediu la care cresterea
fungic este opritd, a fost de 100 mg L™ Hg Tn mediu lichid cu extract de cartof (PDB) pentru
izolatul Fusarium oxysporum P2.7.

Capacititile de indepartare si de biosorbtie (Q) a Hg?* pentru biomasa izolatului Fusarium
oxysporum P2.7 au fost de 81,53% si, respectiv, 9,66 mg Hg?* g'* masi uscati, in 200 mL de mediu
LB cu 100 mg L Hg?" adiugat, timp de 48 de ore, la 28°C, cu agitatie la 120 rpm. Din fractia
totala de Hg care a interactionat cu biomasa, 47,57% a fost indepartat prin imobilizare
extracelulara, 30,4% prin acumulare intracelulara si posibil 22,03% prin biovolatilizare.

Micrografiile TEM au evidentiat structura tipica a peretelui celular pentru hifele control
(Figura 4A). Peretele celular al hifelor tratate cu Hg?* (Figura 4B, C) pare si isi piardi integritatea,
deoarece stratul de manoproteine a fost mai putin electrondens decét in celulele control, indicand

o dezintegrare partiala a acestui strat. Alte semne de toxicitate a Hg observate au fost detasarea
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completd a membranei plasmatice de peretele celular sau dezintegrare organitelor cu membrane.
Remarcabil, granule electrondense, cu diametre cuprinse Intre 11 si 60 nm, au fost observate la
nivelul stratului exterior de manoproteine al peretelui celular, la exteriorul membranei plasmatice
si in interiorul celulei in regiunea organitelor dezintegrate, numai in celulele tratate cu Hg?*. Este
probabil ca granulele electrondense si reprezinte agregate de Hg®, datoritd formei lor circulare,

sau alte compusi de Hg, deoarece acestea au fost observate numai in celulele tratate cu Hg?* si par

a fi asociate cu semne de toxicitate celulara in principalele componente celulare.

Figura 4. Micrografii TEM pentru sectiuni transversale ale (A) celulei control de Fusarium
oxysporum P2.7 si (B) ale unor celule tratate cu 100 mg L™ Hg?" timp de 48 de ore in mediu de
cultura LB, detaliate in (C) insertii; CW - perete celular, V - vacuold, C - citoplasma, PM -

membrana plasmatica, EDG - granule electrondense.

Concentratiile de Hg din mediul de cultura la sfarsitul experimentului (48 ore) cu izolatul
Fusarium oxysporum P2.7 in volum de culturd de 50 ml cu 10 si 100 mg L™ Hg?* si 120 rpm, au
fost statistic semnificativ mai mici (p<0,001) in tratamentul inoculat decat in cel neinoculat, la
ambele concentratii initiale de Hg. Variantele inoculate au prezentat o eficacitate de indepartare a
biomasei micromicetei de 93,73 + 0,88% si 83,09 + 0,62% la 10 si respectiv 100 mg L™ Hg?*
(media £ SD, n=3). Capacititile de biosorbtie a Hg?* (mg g masi uscatd) pentru biomasa
micromicetei au fost de 0,288 + 0,015 si 4,75 + 0,793, 1a 10 si respectiv 100 mg L* Hg?*. Biomasa
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aretinut 9,38 +£0,72% s1 12,77 + 3,29%, in timp ce 5,18 £ 0,92% si 14,68 = 0,69% a ramas rezidual
in mediul de culturi, la 10 si, respectiv, 100 mg L Hg?" (media + SD, n=3). Biovolatilizarea a
fost calculatd a fi responsabild pentru indepartarea a 26,45 = 0,42% si 5,29 + 4,2%, la 10 si
respectiv 100 mg L™ Hg?* (media + SD, n=3).

La concentratia non-inhibitoare de 10 mg L™t Hg?*, raspunsul a fost probabil orientat citre
un mecanism care promoveazi reducerea Hg?" si volatilizarea ca Hg®, deoarece volatilizarea
(26,45%) a reprezentat o proportie mai mare din strategiile de rezistenta decat retentia In biomasa
(9,38%). Alternativ, celulele expuse la concentratia inhibitoare de 100 mg L™ Hg?" ar fi putut
initial si-si directioneze raspunsul citre reducerea Hg?*, rezultind o biovolatilizare de 5,29%, pana
cand populatia de celule a fost progresiv inactivata din cauza efectelor toxice ale Hg. Ulterior,
biomasa inactivata ar fi putut functiona ca un adsorbent pasiv pana la saturarea completa, in
concordanta cu capacitatea mai mare de biosorbtie a biomasei la aceasta concentratie.

Modificarea concentratiei de metale (initial 250 mg L™ Cu, 10 mg L™ Hg si 150 mg L
Zn) 1n culturile LB de 50 mL cu aerare activa a fost monitorizata la momentul aditiei metalelor (0
h) si la sfarsitul perioadei de incubare (48 h) (Figura 5A-C). Eficientele de indepartare au fost 6,84
+0,99% pentru Cu, 90,67 = 3,88% pentru Hg si 4,67 = 2,21% pentru Zn (medie + SD, n=6) (Figura
5D). Cu toate acestea, eficienta de indepartare a izolatului F. oxysporum P2.7 a fost semnificativ
diferitd doar pentru Hg, intre tratamentele neinoculate si inoculate (p<0,05), in conditii de aerare
activi. Capacititile de biosorbtie (mg metal g™ masi uscati) ale izolatului F. oxysporum P2.7 au
fost 13,2+ 1,19, 2,51 £ 0,09 s1 2,87 + 0,65 in mediu LB contaminat cu (mg L'l) 250 Cu, 10 Hg s1
respectiv 150 Zn (medie + SD, n=3).
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Figura 5. Concentratiile de Cu (A), Hg (B) si Zn (C) in filtratele culturii izolatului Fusarium
oxysporum P2.7 au fost masurate la inceputul (0 h) si la sfarsitul (48 h) experimentului, in
variantele neinoculate si inoculate A si B. (D) Eficienta de indepartare (%) a izolatului Fusarium
oxysporum P2.7 pentru Cu, Hg si Zn la finalul perioadei de incubare de 48 h; valorile au fost
exprimate ca medie £ SD (n=6). Culturile au fost obtinute in mediu LB, la 28°C, aerate activ timp
de 5 zile, cand s-a adiugat 250 mg L™ Cu, 10 mg L* Hg sau 150 mg L™ Zn, si incubate in

continuare timp de 48 h. Barele de eroare reprezintd SD (medie £ SD, n=3).

Principalele strategii de rezistenta la Cu, Hg si Zn ale izolatului F. oxysporum P2.7 au fost
evaluate pe baza concentratiilor elementelor detectate in biomasele de tip A (biosorbtie totald) si
tip B (fractia de metal intracelulard) (Figura 6). Cu a fost complet imobilizat la nivelul peretilor
celulari ai micromicetei, in proportie de 99,99 + 0,01% (medie = SD, n=3). Doar 14,55 + 8,88%
din Hg detectat a fost asociat cu fractia extracelulard, in timp ce 48,93 = 7,07% a fost asociat cu
fractia intracelulard, rezultand o imobilizare totala in biomasd de 63,48% (medie + SD, n=3). O

fractiune importanta de Hg, 36,51 = 3,11%, a fost asociata cu procesul de volatilizare, capturat de
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capcanele pentru Hg (medie = SD, n=3). Similar cu Cu, Zn a fost detectat in mare parte in fractia
extracelulara, 93,03 + 3,02%, in timp ce doar 6,97 + 3,02% a fost detectat in interiorul celulelor

(medie £ SD, n=3).
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Figura 6. Principalele strategii de rezistenta ale izolatului Fusarium oxysporum P2.7 dupa 48 de
ore de expunere la250 mg L™ Cu, 10 mg L™ Hg si 150 mg L™ Zn, in culturi LB aerate activ. Barele

de eroare reprezinta SD (medie = SD, n=3).

In ansamblu, rezultatele obtinute in culturi lichide cu metale au indicat ca izolatul F.
oxysporum P2.7 a adaptat principalele strategii de rezistentd la Hg in functie de conditiile de cultura
si concentratia initiald de Hg. Imobilizarea extracelulard a fost folositd ca prima strategie de
apirare, sechestrand Hg?" in peretele celular, urmati de acumularea in citosol, unde s-ar fi putut
produce reducerea la Hg®, avand ca rezultat volatilizarea si difuzarea in afara celulelei. Rezistenta
micromicetei impotriva stresului la concentratii ridicate de Cu si Zn a fost atribuita strategiilor de
evitare, cu o acumulare intracelulara limitata sau deloc, deoarece cea mai mare parte a interactiunii
acestor elemente cu biomasa a fost asociatd cu fractia extracelulara.

Biovolatilizarea Hg?* in izolatul F. oxysporum P2.7 a fost un proces dedus care contribuie
la fenotipul sau puternic rezistent la Hg. Rezistenta la Hg prin biovolatilizare a fost raportata
anterior la speciile de micromicete. Cu toate acestea, caracterizarea detaliatd a mecanismelor
fungice responsabile de reducerea Hg?" nu a fost raportati. Secventa cu codul ENH73124.1 din

NCBI (secventa de aminoacizi) a fost adnotata ca mercur reductaza (MerA) in genomul F.
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oxysporum, fara caracterizare biochimica sau genetica, si a fost utilizata pentru a efectua un studiu
bioinformatic comparativ cu enzima caracterizata de la bacterii.

O analiza filogenetica a MerA in cadrul celor trei Domenii de viata a fost utilizatd pentru
a dezvalui calea evolutivd a enzimei prezumtive in Fungi, In raport cu Bacteria. A fost indicat un
posibil stramos comun pentru secventele MerA fungice si cianobacteriene. Majoritatea secventelor
MerA fungice au avut motivul sitului catalitic CLNVGC conservat in comun cu Cyanobacteria,
distinct de motivul CVNVGC conservat la Bacteria si Archaea, sugerdnd o origine comuna a
mecanismului MerA pentru Fungi si Cyanobacteria. Lipsa perechii de reziduri de cisteind a
capatului carboxil-terminal, in structura primard MerA atét la ciuperci, cat si la cianobacterii,
esentiala pentru activitatea enzimei bacteriene, a sustinut ipoteza unui mecanism distinct fata de
cel din bacterii. Aceasta presupunere a fost consolidatd de un studiu care a raportat interactiuni
MerA-glutaredoxini ca alternativi viabild pentru mecanismul de reducere a Hg?* Tn cianobacteria
Synechocystis spp. PCC6803 (Marteyn et al.,, 2013). S-a presupus ca MerA ar putea fi
glutationilatd in timpul reducerii Hg?', apoi deglutationilati de enzima glutaredoxind Grxl,
deoarece atat MerA, cat si Grx1 au fost cruciale pentru supravietuirea celulelor in prezenta Hg.
Mai mult, comutarea activititii enzimelor prin glutationilare/deglutationilare este un proces
biologic specific pentru eucariote (Marteyn et al., 2013).

Modelarea secventei MerA prezumtive la F. oxysporum a prezis o configuratie homo-
dimerica asteptata (Figura 7). Structura cuaternara a secventei proteice modelate s-a potrivit Tn
general cu aceea a enzimei cu structura cristalizatd de la Pseudomonas aeruginosa. In plus,
localizarea celor doud reziduuri de cisteina ale sitului catalitic, Tn interiorul enzimei, s-a potrivit
intre aceste modele. Suprapunerea acestor doud modele a sustinut potrivirea configuratiei lor, desi
S-au putut observa diferente usoare in structura tertiard, ca unghiuri distinctive ale plierilor

lanturilor de peptide.
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Fusarium oxysporum Pseudomonas aeruginosa

Figura 7. Modelarea secventelor de proteine cu SWISS-MODEL pentru MerA prezumtiva la
Fusarium oxysporum si MerA caracterizata la Pseudomonas aeruginosa (benzi colorate, partea de
sus); suprapunerea celor doud secvente de proteine modelate cu molecula de FAD, reprezentata cu
albastru si rosu (model cilindric, partea de jos); insertiile evidentiazd pozitiile reziduurilor de

cisteina conservate ale sitului catalitic (zone rosii sus, inele galbene jos).

CAPITOLUL IV
Concluzii

Examinarea fungilor asociati cu picturi pe panza, datand din secolele XVI11-XIX, a oferit
perspective valoroase asupra rolului micomicetelor in procesele de biodeteriorare. Originalitatea
acestui studiu a constat In examinarea ampla a proceselor metabolice fungice implicate in

biodeteriorare, realizata printr-un screening cuprinzator pentru o serie de enzime si pentru
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solubilizarea pigmentilor. Reprezentantii Ascomycota, in principal din genul Penicillium urmat de
genurile Aspergillus si Alternaria, au fost izolati cel mai frecvent, iar diversitatea fungilor a fost
in general tipicd pentru mediile interioare din muzee. Mai multe enzime cheie asociate cu procesele
de biodeteriorare au fost detectate, sugerand un risc semnificativ pentru lucrarile de arta studiate.
Aceste enzime includ caseinazele, amilazele, gelatinazele, fosfatazele acide, N-acetil-
glucosaminidazele, nafthol-AS-Bl-fosfohidrolazele si B-glucosidazele. Tn plus, majoritatea
izolatelor fungice au prezentat capacitatea de a decolora pigmentul albastru, probabil printr-un
mecanism de complexare a metalelor din structura pigmentului, facilitat de secretia de acizi
organici. Un alt mecanism observat, care ar putea produce modificari estetice ireversibile picturilor
pe panzi, a fost secretia de pigment de catre fungi. In perspectivi, colectia de izolate fungice ar
putea fi utilizatd pentru caracterizarea in profunzime a mecanismelor biochimice si a impactului
acestora asupra constituentilor individuali din compozitia picturilor. Tn plus, ar putea contribui la
studii care evalueaza eficacitatea tehnologiilor de inactivare pentru promovarea practicilor de
conservare.

Studiul micromicetelor rezistente la metale, native unui sit cu contaminare istorica cu Hg
si metale, a avansat potentialul lor semnificativ in scopuri de bioremediere, in special pentru
tratarea substraturilor puternic contaminate cu Hg. Treizeci si doua de izolate de micromicete
resistente la metale au fost recuperate din probele de sol contaminat, folosind tehnici clasice de
cultivare si identificate molecular. Spectrul si gradul de rezistenta la Cd, Cu, Hg, Pb si Zn al
izolatelor fungice a reflectat indicii de risc ecologic generati pentru probele de sol, indicand faptul
cd populatia fungica s-a adaptat la conditiile toxice. Indepartarea Hg?* din solutie apoasa dupi 48
de ore de tratament a fost demonstrata cu rate de eficacitate de 47-97%, si capacititi de biosorbtie
de 33.8-54.9 mg Hg g™! masa uscati, pentru un set de cinci micromicete selectate. Aceste constatiri
subliniaza rolul promitator al speciilor fungice identificate ca mijloace eficiente de micoremediere
pentru substraturi apoase puternic contaminate cu Hg?*, sugerand potentialul lor de aplicare in
eforturile de remediere a mediului inconjurator. Cercetarile ulterioare ar trebui sa se concentreze
pe investigatii detaliate ale mecanismelor moleculare si biochimice implicate in rezistenta la
metale in aceste izolate. Intelegerea determinantilor specifici ai rezistentei la metale este esentiala
pentru avansarea tehnologiilor de micoremediere.

Studiul izolatului extrem de rezistent la metale, Fusarium oxysporum P2.7, pentru limitele

si strategiile de rezistentd, eficacitatea de indepartare si capacitatea de biosorbtie pentru Hg,
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combinate cu examinarea bioinformaticd a mercur reductazei fungice prezumtive, reprezinta o
contributie valoroasa in Intelegerea interactiunii micromicetelor cu Hg si Tn domeniul materialelor
adsorbante noi. Utilizarea culturilor lichide aerate activ cu capcane de Hg atasate, reprezinta o
abordare inovatoare 1n studiul procesului de biovolatilizare a Hg. Izolatul a manifestat o rezistenta
ridicatd la Hg, deoarece cresterea sa a fost opritd la 100 mg L™ Hg?" in mediu lichid. Mai mult,
biomasa micromicetului s-a dovedit a fi foarte eficientd pentru indepartarea Hg?* (81.53-93.73%),
in prezenta substantelor nutritive din mediul lichid, indiferent de concentratia initiald de Hg.
Strategiile principale de rezistenta in izolatul F. oxysporum P2.7 impotriva Hg au fost imobilizarea
celulara (sechestrarea extracelulara si acumulare intracelulard) si probabil biovolatilizarea. Cu
toate acestea, gradul de contributie a acestor strategii de rezistentd a variat in functie de
concentratia initiald de Hg?* si de conditiile de volum si aerare ale culturii. Strategiile de evitare
si/sau imobilizare extracelulara au fost folosite de micromicetd impotriva stresului Cu si Zn. Cu
toate acestea, capacitatile de biosorbtie pentru Cu, relevante pentru dezvoltarea aplicatiilor de
remediere, au fost stabilite pentru biomasa izolatului F. oxysporum P2.7. O secventa de proteina a
mercur reductazei prezumtive, din genomul F. oxysporum, este probabil omologul enzimei
bacteriene caracterizate, datorita prezentei motivului catalitic conservat, a localizarii citosolice
prezise si a conformatiei proteinei modelate. Analizele filogenetice si structurale au indicat 0
posibila origine comund timpurie a acestei enzime pentru cladele Cyanobacteria si Fungi,
implicand un mecanism distinct de reducere a Hg?* comparativ cu cel al bacteriilor. Studiul
reducerii si volatilizarii a Hg?" la fungi este fundamental pentru intelegerea acestui mecanism mai
putin explorat in ciuperci. O caracterizare aminuntiti a mecanismului de reducere a Hg?* in
ciuperci ar facilita progresul tehnicilor de micoremediere si ar ajuta la intelegerea rolului

microorganismelor in ciclul global de specierie a Hg.
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