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Prefata

Teza doctorala de fatd reprezinta rezultatul a cinci ani (2018-2023) de cercetare
desfasurata in cadrul Departamentului de Biologie Moleculara si Biotehnologie al
Facultatii de Biologie si Geologie, Universitatea Babes-Bolyai (Cluj-Napoca, Romania),

sub Indrumarea riguroasa a Prof. Dr. Habil. Horia Leonard Banciu.

Aceasta cercetare oferd o imagine de ansamblu asupra diversitatii si functiilor
comunitatilor bacteriene asociate cu sedimente uscate si umede dintr-un numar selectat
de pesteri din Romania, incluzand atat pesteri pristine sau cu impact antropic redus, cat
si pesteri turistice. Studiul se concentreaza pe intrebari esentiale privind comunitatile
microbiene, predominant bacteriene - precum taxonomia, diversitatea (functionald),
adaptarile la nise specifice si conectivitatea acestora - pentru a intelege mai bine rolurile
lor in retelele trofice din pesteri, utilizdnd o gama variata de metode pentru a obtine

aceste informatii.

Aceasta lucrare a fost sustinuta printr-un grant al Ministerului Cercetarii, Inovarii si
Digitalizarii, CNCS/CCCDI - UEFISCDI, proiectul DARKFOOD (numarul 2/2019), in cadrul
PNCDI III (Director de proiect: CSI Dr. Oana Teodora Moldova, Institutul de Speologie

,Emil Racovita”, Departamentul Cluj-Napoca, Cluj-Napoca, Romania).

Finantarea cercetarii doctorale a inclus, de asemenea, bursa doctorald si o bursa de
cercetare acordata prin proiectul POCU/380/6/13/123886 ,Antreprenoriat pentru

inovare prin cercetare doctorala si postdoctorala”.



Schita tezei

Pesterile sunt habitate caracterizate de conditii limitative, precum disponibilitatea
redusa a nutrientilor, temperatura scazuta si absenta luminii. Ecosistemele terestre din
pesteri sunt populate de microorganisme diverse, care indeplinesc roluri ecologice
esentiale. Principalii locuitori ai acestor ecosisteme sunt comunitatile bacteriene, iar
investigarea acestora ofera informatii valoroase despre mecanismele de adaptare (de
exemplu, strategii adaptative la temperaturi scazute si disponibilitate redusa a
nutrientilor), capacitatile metabolice si functiile ecologice ale bacteriilor care prospera in
aceste medii extreme (Tomczyk-Zak si Zielenkiewicz, 2016).
Obiectivul general al acestei teze este explorarea si elucidarea diversitatii,
functionalitatii si implicarii comunitatilor procariote in lanturile trofice din pesterile
Romaniei.
Aceasta teza doctorala isi propune:

i. Investigarea diversitatii bacteriene in zone pristine/neturistice din sase pesteri
din Romania, utilizand atat tehnici dependente de cultura, cat si independente de culturs;

ii. Evaluarea adaptabilitatii la frig si a viabilitatii bacteriilor izolate din sedimentele
pesterilor;

iii. Analizarea capacitatii comunitatilor microbiene din pesteri de a metaboliza

diferiti nutrienti organici, utilizand tehnici de profilare fiziologica la nivel comunitar.



Capitol I: Diversitatea si toleranta la inghet a bacteriilor cultivabile asociate
cu sedimente din pesterile Romaniei

Habitatele oligotrofe din pesteri sustin comunitati microbiene esentiale in lanturile
trofice subterane (Epure et al., 2012). Acestea sunt implicate in oxidarea sulfului (Yun et
al, 2018), manganului (Rossi, 2010), metanului (Cheng et al., 2022) si in formarea
depunerilor moonmilk (Sanchez-Moral, 2012). Desi bacteriile din medii reci au fost
studiate, cele izolate direct din pesteri si adaptarile lor la temperaturi extreme raman
insuficient explorate (Engel, 2010; Ruiz-Blas et al., 2023).

Acest capitol analizeaza diversitatea bacteriana cultivabila din sedimentele pesterilor
Closani, Ferice, Lesu, Muierilor, Movile si Ursilor, precum si viabilitatea bacteriilor dupa
aproape trei ani de inghet. Rezultatele indica o frecventa ridicata a speciilor din genurile
Pseudomonas si Bacillus, sugerand un rol activ in ciclurile nutritionale subterane. Speciile
din ordinul Bacillales (Bacillus thuringiensis, Bacillus mycoides) s-au dovedit rezistente la
inghet datorita sporilor, in timp ce speciile din Sphingomonadales, Pseudomonadales si
Burkholderiales au fost mai abundente in probele proaspete, sugerand fie o sensibilitate
la inghet, fie o prezenta natural mai mare in sedimente recente.

Congelarea a redus numarul de izolate cultivabile, mai ales in pesterile Closani, Ferice si
Movile. Compararea probelor proaspete si congelate ofera informatii despre strategiile
microbiene de supravietuire in medii reci. Studiul are implicatii in microbiologia

mediului, schimbarile climatice si bioprezervare.



Capitol II: Profilarea fiziologica la nivel comunitar a metabolizarii substratelor
de carbon de catre comunitatile microbiene asociate cu sedimentele si
apa din pesteri

Capitolul 2 a fost publicat sub forma Panait, D.F., Panait, A.M,, Cristea, A., Levei, E.A,,

Moldovan, 0.M,, and Banciu, H.L.,, (2025), Community-level physiological profiling of
carbon substrate metabolization by microbial communities associated to sediments and
water in karstic caves from Romania, preprint bioRxiv 2025.02.17.638648;

https://doi.org/10.1101/2025.02.17.638648

In Capitolul Il abordam tiparele diversititii functionale ale comunititilor microbiene din
pesterile Closani, Ferice, Muierilor, Lesu si Topolnita, capabile sa utilizeze substraturi de
carbon, prin utilizarea testului bazat pe Biolog® EcoPlate™. Rezultatele evidentiate in
acest capitol arata ca probele de apa contin comunitati microbiene cu cea mai mare
diversitate metabolica, demonstrand capacitatea de a utiliza o gama larga de surse de
carbon, precum acidul D-galacturonic, L-asparagina si Tween 80.

Pe de alta parte, probele de sediment au prezentat o activitate metabolica mai redusa
decat cele din apa, cu preferinte specifice pentru substraturi precum L-serina si L-
arginina. Comunitatile microbiene din probele de moonmilk au manifestat o activitate
scazuta, fiind limitate la utilizarea cu rate mai ridicate a Tween 80 si a acidului D-
galacturonic.

Aceste rezultate sugereaza ca conditiile de mediu influenteaza tiparele temporale ale
utilizarii surselor de carbon, oferind o baza pentru studii viitoare privind mecanismele
care stau la baza acestor dinamici si implicatiile lor asupra functionarii ecosistemelor

subterane.


https://doi.org/10.1101/2025.02.17.638648

Capitol III: Diversitatea, distributia si preferintele pentru substraturi organice
ale comunitatilor microbiene dintr-o pestera cu activitate antropica
redusa din nord-vestul Romaniei

Capitolul III a fost publicat sub forma D. F. Bogdan, A. I. Baricz, I. Chiciudean, P. A. Bulzu,
A. Cristea, R. Nastase-Bucur, E. A. Levei, O. Cadar, C. Sitar, H. L. Banciu si O. T. Moldovan,
Diversity, distribution and organic substrates preferences of microbial communities of a
low anthropic activity cave in North-Western Romania, in Frontiers in Microbiology

14:962452, https://doi.org/10.3389/fmicb.2023.9624.52.

Capitolul III analizeaza diversitatea, abundenta, distributia si preferintele pentru
substraturi organice ale comunitatilor bacteriene din Pestera cu Apa din Valea Lesului
(Muntii Apuseni, nord-vestul Romaniei). Studiul utilizeaza secventierea ampliconilor
genei 16S rRNA si profilarea fiziologica la nivel comunitar (CLPP), corelate cu parametrii
de mediu ai sedimentelor si apei.

Rezultatele arata ca Pseudomonadota (sinonim Proteobacteria) este filumul predominant,
iar abundenta la nivel de ordin variaza in functie de tipul de proba. Ordinele dominante
coreleaza pozitiv cu surse de carbon precum putrescina, acidul y-aminobutiric si acidul
D-malic, iar unele grupuri sunt asociate cu polimeri (Tween 40, Tween 80, a-
ciclodextrind), carbohidrati (a-D-lactoza, i-eritritol, D-manitol) si majoritatea acizilor
carboxilici si cetonici.

Acest studiu aduce primele date privind diversitatea microbiana dintr-o pestera cu
activitate antropica redusa din nord-vestul Romaniei, evidentiind potentialul metabolic
al comunitatilor microbiene. Prin combinarea secventierii genei 16S rRNA cu CLPP,
cercetarea ofera perspective noi asupra distributiei taxonilor bacterieni si a capacitatii
lor de degradare a substraturilor organice, constituind un punct de plecare pentru studii

viitoare asupra diversitatii microbiene subterane.


https://doi.org/10.3389/fmicb.2023.962452

Capitol IV: Diversitatea taxonomica si abundenta comunitatilor microbiene din
sedimentele bogate in sulfur ale Pesterii Movile

O parte din Capitolul IV a fost publicata sub forma: Chiciudean, ., Russo, G., Bogdan, D.F.,
Levei, E.A,, Faur, L., Hillebrand-Voiculescu, A., Moldovan, O.T., si Banciu, H.L. (2022),
Competition-cooperation in the chemoautotrophic ecosystem of Movile Cave: first
metagenomic approach on sediments, Environmental Microbiome 17, 44.

https://doi.org/10.1186/s40793-022-00438-w.

Capitolul IV exploreaza diversitatea microbiana asociata sedimentelor uscate din
ecosistemul chemoautotrof al Pesterii Movile (sud-estul Romaniei) utilizand
metagenomica shotgun. Rezultatele evidentiaza o diversitate taxonomica semnificativa,
comunitatile microbiene fiind reprezentate de 22 de filumuri. Grupurile dominante
includ Acidobacteriota, Chloroflexota, Proteobacteria si Planctomycetota, alaturi de
filumuri candidate precum “Ca. Patescibacteria”, “Ca. Zixibacteria”, “Ca. KSB1” si “Ca.
Krumholzibacteriota”.

Peste 60% dintre genomurile asamblate din metagenom (MAGs) nu sunt afiliate unor
genuri cunoscute, iar 30% sunt identificate ca specii noi. Acesta este primul studiu asupra
diversitatii microbiene din sedimentele uscate ale ecosistemului chemoautotrof al
Pesterii Movile, completand cercetdrile anterioare care s-au concentrat exclusiv pe

ecologia bazinelor sale anoxice, bogate in sulf.


https://doi.org/10.1186/s40793-022-00438-w

Capitol V: Concluzii generale, perspective si originalitate

V.1. Concluzii generale

Aceasta teza ofera o analiza cuprinzatoare a diversitatii, capacitatilor metabolice si
functiilor ecologice ale comunitatilor procariote din diverse habitate speologice din
Romania, incluzand sedimente, apa din bazine subterane, substrat (limon) si moonmilk.
Prin integrarea metodelor bazate pe culturi, profilare fiziologica si metagenomica, studiul
a oferit noi perspective asupra diversitatii microbiene si a peisajului taxonomic si
functional insuficient explorat din aceste medii oligotrofe.

V.2. Contributii originale ale tezei

Principalele contributii la microbiologia speologica includ: (1) Compararea diversitatii
bacteriene cultivabile intre probe proaspete si post-congelare; (2) Utilizarea modelelor
aditive generalizate (GAMs) pentru analiza datelor privind profilul fiziologic la nivel
comunitar (CLPP) in pesteri; (3) Integrarea secventierii ampliconilor genei 16S rRNA cu
CLPP pentru Pestera Lesu, (4) Furnizarea unor seturi de date de genomuri metagenomice
asamblate (MAGs) pentru Pestera Movile, identificand taxoni candidati noi si strategii de
chemolitotrofie autotrofa pentru supravietuirea in acest ecosistem extrem.

V.3. Perspective

Rezultatele acestei teze subliniaza rolul esential al comunitatilor bacteriene in ciclul
(organic) al nutrientilor si in mentinerea stabilitatii ecosistemelor subterane. Cercetarile
viitoare ar trebui sa se concentreze pe intelegerea adaptarilor microbiene la medii
subterane extreme prin abordari integrate de tip omics, care sa valideze prezenta genelor
functionale asociate tolerantei la frig/caldurd, chemolitotrofiei si ciclului nutrientilor.
Extinderea modelelor statistice si computationale (ex. GAMs) ar putea oferi perspective

mai profunde asupra interactiunilor microbiene si a retelelor metabolice.
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