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Introducere

Vulcanii noroiosi si bacteriile HAP-oxidante

Hidrocarburile poliaromatice (HAP) sunt poluanti prioritari care rezultd atat in urma
proceselor naturale catagenetice cat si In urma reactiei antropice de ardere a
combustibilului fosil. HAP sunt acumulate in solurile din zonele industriale si reprezinta
un pericol pentru sdnatatea cetatenilor (Vandenbroucke si colab., 2007; Keith, 2014).

in vederea bioremedierii solurilor contaminate cu HAP, este necesar3 elaborarea unor
noi biotehnologii care ar implica microorganisme HAP-oxidante specilizate, izolate din
ecosisteme, unde HAP sunt prezente datoritda proceselor naturale fara implicarea
factorilor antropici.

Un ecosistem potrivit pentru identificarea microorganismelor HAP-oxidante
specializate este vulcanul noroios. Vulcanii noroiosi sunt formatiuni geologice care se
formeaza In urma proceselor catagenetice naturale (Mazzini si Etiope, 2017). In cadrul
sedimentelor unui vulcan noroios s-ar putea gasi bacterii specializate in oxidarea HAP.
Vulcanii noroiosi reprezinta o alternativa pentru solurile din zonele industriale unde HAP
sunt prezente datorita activitatii antropice si unde bacteriile HAP-oxidante sunt

facultative (Alain si colab., 2006; Abdel-Shafy si colab., 2016).

Bazele de date biologice secventiale si textuale

Unitatea de baza a unei baze de date biologice clasice este secventa biologica. Cele
mai solicitate baze de date biologice (Genbank, UnitProt) sunt bazate fie pe secvente
nucleotidice, fie pe cele proteice (Brown si colab., 2014; Consortium, 2014; Benson si
colab., 2017). Bazadndu-se doar pe secventa biologicd, aceste baze de date poseda un
numar de dezavantaje precum ignorarea contextului studiilor de unde au fost obtinute
aceste secvente. Mai mult decét atat, aceste baze de date nu integreaza concluziile

cercetarilor expuse in articolele publicate.



in vederea solutionarii acestui impas, in cadrul acestui studiu s-a propus un nou tip de
baza de date. in mod specific, s-a propus pentru prima data o baza de date biologica
textuald. Acest tip de baza de date obtine informatie biologica din articolele publicate. in
contrast cu bazele de date clasice, cele textuale au drept baza lexemele cu relevanta

biologica.

Scop si obiective

Scopul acestei tezei reprezinta evidentierea vulcanilor noroiosi terestri ca suport
pentru dezvoltarea comunitatilor bacteriene apte de oxidarea hidrocarburilor

poliaromatice. In vederea atingerii acestui scop s-au fixat doua obiective:

* Evidentierea vulcanilor noroiosi terestri drept medii favorabile pentru studiul si

descrierea abilitatilor hidrocarbonoclastice ale bacteriilor HAP-oxidante.

* Implementarea primei baze de date textuale specializate in vulcanii noroiosi, care
ar extrage date relevante din literatura de specialitate si ar valida rezultatele

obtinute de analiza microbiologica din acesti studiu



Materiale si metode

Prelevarea probelor sedimentare din vulcanilor noroiosi

’

in cadrul acestui studiu, s-a tintit izolarea unor bacterii HAP-oxidante din
sedimentele obtinute din cadrul unui vulcan noroios (Lat: 48°212.0588”N, Long:
27°11'46.9428”E). Sedimentele obtinute din vulcanul noroios au fost extrase cu un
prelevator manual de la diverse adancimi si ulterior au fost amestecate (1:1) pentru a crea

o proba reprezentativa (Figura 1).

Figura 1. Vulcanul noroios investigat. A, B, D, E - vulcanul noroios si localizarea sa, C - proba de noroi.
X - vulcanul noroios analizat, p - parau, h - localitatea Hanc&uti, w - lac de acumulare, z - prabusire de
pamant, y - cdmp cu vulcani noroiosi inactivi.



imbogétirea culturii HAP-oxidante

Pentru a izola microorganismele HAP-oxidante, (1) s-a efectuat o dilutie seriald a

sedimentelor si (2) s-a preparat mediul de imbogatire (Yin si colab., 2020). Sursa de

carbon in mediul de imbogatire a fost fenantrenul si pirenul (PHE si PY).

Analiza microscopica a culturii imbogatite

Dupa izolarea comunitatii de microorganisme HAP-oxidante, s-a efectuat o serie de
analize microscopice. In cadrul acestui studiu s-au efect urmatoarele tipuri de
microscopie:

Microscopia de contrast de faza - analiza culturii vii.
Microscop: Zeiss Axio Scope.Al (Zeiss, Germania)

Microscopia de fluorescentd (CARD-FISH/DAPI) - identificarea bacteriilor si
archaea.

Fixare: Paraformaldehida (2%)

Sonde: EUB3881, ARCH915 si nonEUB338.

Permeabilizare: Lizozim, Achromopeptidaza P, Proteinaza K.
Tiramide: Alexa594

Microscop: Axio Imager Z2 (Zeiss, Germania)

Microscopia electronica de scanare (SEM) - identificarea adaptarilor fizilogice a
bacteriilor in raport cu HAP.

Deshidratare: Leica EM CPD300 (critical point drying)

Microscop: Zeiss Merlin VP Compact (Zeiss, Germania)



Identificarea taxonomicé a culturii imbogétite HAP-oxidante pe baza
secventei genei ARNr 16S

ADN bacterian a fost obtinut cu kit-ul ZR Fungal/Bacterial DNA Miniprep (Zymo
Research, SUA). Gena ARNr 76S a fost amplificatd cu amorsele forward 27F si reverse
1492R. Ampliconii a fost clonati in vectorul pJET1.2 cu ajutorul kit-lui CloneJET PCR
Cloning Kit (ThermoFisher Scientific, SUA). ADN plasmidic a fost purificat si tdiat cu ZR
Plasmid Miniprep (Zymo Research, SUA) si ThermoFisher Scientific, SUA) respectiv.

Ulterior, secventele au fost supuse unei secventializari Sanger.

Analiza transcriptomica

Cultura imbogatita a fost utilizatd pentru analiza transcriptomica. Analizele
microscopice explorative au aratat dominanta numerica a unui tip de bacterii.
Etichetarea genei ARNr 76S a indicat ca aceasta bacterie apartine genului
Pseudomonas. Date fiind aceste date, transcriptomul obtinut a fost aliniat la un genom
de Pseudomonas stutzeri 1I9MN4 (NZCP0O007509.1) cu ajutorul bibliotecii QuasR
(Gaidatzis si colab., 2014). Varianta nedorita a fost eliminata cu biblioteca RUVSeq (k=2)
(Risso, Ngai si colab., 2014). Normalizarea a fost efectuata cu biblioteca EDASeq (Risso,
Schwartz si colab., 2011). Analiza diferentiald a fost calculata cu ajutorul bibliotecii

DESeq2 (Love si colab., 2014).

Crearea algoritmului NLP si constructia bazei de date textuale

Materialele stiintifice au fost colectate din corpul de articole stiintifice open-access
S20RC (Lo si colab., 2020). Materialele textuale (N=118) au fost analizate de algoritmul
muddy_md. Acest algoritm este bazat pe bibliotecile spaCy, sciSpacy si baza de date
NCBI Taxonomy (Honnibal si Johnson, 2015; Honnibal si Montani, 2017; Neumann si

colab., 2019; Schoch si colab., 2020). Produsul generat de muddy_md reprezintd o serie



de tabele, ce contin date referitoare la geologia, chimia si taxonomia afiliatd cu vulcanii

noroiosi. Acest produs a fost utilizat la elaborarea bazei de date muddy_db.

Rezultate si discutii
Cultura HAP-oxidanta

in urma investigatiilor s-a izolat, in premierd, un tandem bacterian HAP-oxidant
alcatuit din Pseudomonas sp. si Pseudoxanthomonas sp. (Figura 2). in prezenta HAP,
aceste bacterii dezvolta o matrice polizaharidica. Acest aspect a fost observat in urma

analizelor microscopice de tip SEM (Figura 3).
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Figura 2. Curbele de crestere ale culturii HAP-oxidante crecute pe fenantren (PHE) sau piren (PY).
Punctele de inflexiune nu prezinta diferente majore, ceea ce denota un metabolism similar indiferent
de HAP cu diverse greutati moleculare.



Analiza diferentiald a genelor exprimate in specia dominanta a culturii
HAP-oxidante - Pseudomonas sp.

Analizdnd transcriptomul bacteriei dominante Pseudomonas sp., crescute in mediu
unde sursa de carbon este fenantrenul si pirenul, s-a observat ca majoritatea genelor
supraexprimate sunt legate direct si tangential cu sinteza matricei polizaharidice si
oxidarea HAP. Spre exemplu, genele responsabile de sinteza piocianinei (aroK'si pstP) au
fost supraexprimate de 6.1 si 3.03 ori fatd de control. Piocianina rezprezintd un compus
esential in transportul electronilor in cadrul biofilmului (Xu si colab., 2005; Das si colab.,

2012; Chen si colab., 2012. (Figura 4).
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Figura 3. Cultura HAP-oxidanta vizualizata prin intermediul microscopului electronic (SEM). Imaginea
releva prezenta atat a coco-bacililor Pseudomonas (x) cat si a bacililor Pseudoxanthomonas (Y),
bacterii care sunt inglobate intr-o matrice polizaharidica (z1, z2).



Mai mult decat atat, a fost observata influenta vitaminelor asupra procesul de sinteza
a matricei polizaharidice. Gena responsabild de sinteza cobalaminei (cobA) a fost
supraexprimatd de 2-4 ori fata de control. Sinteza abundentd a cobalaminei amplifica
sinteza biofilmului (Warren si colab., 2002; Crespo si colab., 2018). Mai mult decat atat,
acest studiu a evidentiat, pentru prima data, cofactorii care ar putea fi inhibitori ai
procesului de sinteza de polizaharide extracelulare si prin extensie a oxidarii HAP. Datele
transciptomice obtinute indicd cad genele responsabile de sinteza tiaminei (tAil) si
riboflavinei (ribA4) au fost puternic subexprimate (Webb si Downs, 1997; Fassbinder si
colab., 2000). Gena thil a fost subexprimate de 32 de ori si 7ibA de 12 ori respectiv. in
afard de genele responsabile de sinteza vitaminelor, genele aferente motilitatii
bacteriene (cysE si carA) au fost subexprimate de 2 si 16 ori respectiv (Sturgill si colab.,

2004; Butcher si colab., 2016) (Figura 4).
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Figura 4. Analiza diferentiala a genelor exprimate in Pseudomonas sp. 10g2FC - log2 fold change;
PHE - fenantren; PY- piren.



Baza de date / aplicatia web - muddy_db

Baza de date muddy_db a fost creata cu ajutorul algoritmului NLP muddy_mine. Baza
de date / aplicatia muddy_db este prima baza de date textuala axata exclusiv pe vulcanii
noroiosi. in comparatie cu bazele de date biologice secventiale, muddy_db extrage
lexeme cu valoare biologica. Aceasta baza de date include toate datele relevante
studiului vulcanilor noroiosi publicate Tn ultimii 20 de ani. Datele incluse in aceasta baza
de date au fost extrase din articole stiintifice open-access cu ajutorul unui noi algoritm,
care este bazat pe ultimele tehnologii de Natural Language Processing (muddy_mine).

Pagina principald (MAP) a aplicatiei reprezintd o harta interactivd unde poate fi
vizualizatd amplasarea geografica a vulcanilor noroiosi. Fiecare Tnregistrare de pe harta
interactiva cuprinde urmatoarele date: localizarea vulcanului noroios, titlul articolul unde
a fost mentionat vulcanul noroios, autorii aticolului si numarul de identificare PMID.
Pagina (ARTICLES) contine articolele datele referitoare la articolele folosite de
muddy_mine si implicit pentru constructia bazei de date. Paginele (BACTERIA si
ARCHAEA) contin unitéatile taxonomice extrase din articolele analizate. Paginele (MUD
VOLCANO, GEOLOGY, METHODS) contin lexemele geologice, terminologia tipica
atribuita studiilor vulcanilor noroiosi si metodele experimentale mentionate in articole

(Figura 5).
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= Menu muddy_db - mud volcano database
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Figura 5. Aplicatia si baza de date muddy_db. Prima baza de date textuala axata pe vulcanii
noroiosi.

Concluzii

Cumulativ, se poate concluziona ca vulcanii noroiosi intr-adevar sunt medii
prielnice pentru dezvoltarea bacteriilor HAP-oxidante. in cadrul acestui studiu a fost
documentat pentru prima data tandemul HAP-oxidant
Pseudomonas/Pseudoxanthomonas. Mai mult decat atat, acest studiu a demonstrat ca
analiza bacteriilor hidrocarbonoclastice izolate din sedimentele vulcanilor noroiosi
poate oferi sugestii pentru elaborarea unor noi tehnologii axate pe bioremedierea solului
sau contracararea medicald a biofilmelor. in mod specific, s-a evidentiat ca riboflavina si
tiamina ar putea fi cofactori implicati in inhibitia dezvoltarii matricei polizaharidice
extracelulare si a procesului de oxidare a HAP.

Baza de date textuala muddy_db elaborata pentru descrierea vulcanilor noroiosi a
validat datele microbiologice obtinute in cadrul acestui studiu si a demonstrat utilitatea

ei In efectuarea unor meta-studii.
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Resurse informatice

Toate datele brute aferente acestui studiu au fost arhivate.

Secventele brute (numdr de acces: PRINA843935) obtinute in urma analizei
transcriptomice sunt disponibile la urmatorul link:
https://doi.org/10.5281/zenodo.4587649.

Algoritmul bioinformatic aferent analizei transcriptomice este disponibil pe

Github (https://github.com/TracyRage/rnaseq_pipeline)

Secventele genei ARNr 76S clonate sunt disponibile la urmatorul link:
https://doi.org/10.5281/zenodo.6538838.

Toate imaginile microscopice sunt disponibile la urmatoarele link-uri: CARD-
FISH/DAPI (https://doi.org/10.5281/zenodo.4553960) si

SEM (https://doi.org/10.5281/zen0do0.5812226).

Codul sursa al algoritmului muddy_mine poate fi accesat la urmatorul link:
https://github.com/TracyRage/muddy_mine.
Codul sursa aferent aplicatiei muddy_db este disponibil pe Github

(https://github.com/TracyRage/muddy_db).

Cuvinte cheie

baza de date textuala, HAP, hidrocarbonoclastic, pseudoxanthomonas, riboflaving,
tiamina, vulcan noroios
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