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ABUNDENTA SI DIVERSITATEA PROCARIOTELOR
CERNOZIOMULUI TIPIC DIN REPUBLICA MOLDOVA*
Frunze Nina, doctor habilitat in stiinte agricole, conferentiar cercetator, Institutul de Microbiologie
si Biotehnologie, UTM.

The study of the abundance and genetic diversity of the prokaryotes of the typical chernozem, using the PCR
(polymerase chain reaction) molecular method of sequencing the 16S rRNA gene, was carried out for the first time in
Moldova. According to the nucleotide analysis, it was found that the group of studied microorganisms is characterized
by a high genetic heterogeneity, the spectrum of which is made up of 15 phyla. Most of them (14) belonged to the Bacteria
domain: Proteobacteria, Actinobacteriota, Bacteroidota, Firmicutres, Verrucomicrobiota, Bacteria phylum NA,
Acidobacteriota, Planctomycetota, Myxococcota, Nitrospirota, Gemmatimonadota, Patescibacteria, Fibrobacterota,
Chloroflexi. Thaumarchaeota — belonged to the domain Archaea. Analysis of phyls by individual ,;significance” of
frequency of occurrence revealed that the same composition of prokaryotes obscures their hierarchically distinctive role
in the community. The overall Channon diversity index, ranging from 1.729 to 1.800, characterized the studied microbial
communities as having relatively low diversity.
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Procariotele, ai caror reprezentanti includ doud domenii — Bacteria si Archaea, sunt ,,unitatea
elementard si baza universald a vietii” (Zavarzin, 2004). Aproximativ 5% din numarul total de
procariote de pe Pdmant, estimat la 10?%-103° organisme, este concentrat in sol (Caporaso et al., 2010),
caracterizandu-I ca fiind cel mai mare rezervor de diversitate microbiand de pe Pamant. Majoritatea
dintre ele apartin bacteriilor, in timp ce arheile reprezinta de la 0,5 pana la 3,8% din numarul total al
tuturor procariotelor, care locuiesc in solurile aerobe din zona climatica temperata. Cu toate acestea,
nivelul ridicat de diversitate genetica a microcosmosului solului 1n totalitatea sa a fost necunoscut timp
de multi ani [1, 12] Doar aparitia unor noi metode de ecologie moleculara a microorganismelor a relevat
faptul ca doar o parte nesemnificativa din diversitatea speciilor microbiotei solului a fost caracterizata
prin izolarea culturilor de microorganisme, in timp ce majoritatea sunt necultivabile si rdmén a fi
necunoscute [13]. Conform datelor recente, din cauza ca circa 90-99% din comunitatile microbiene
naturale reprezintd microorganisme ,,fantoma”, care nu sunt detectate prin metodele traditionale de
cultivare pe medii nutritive, doar aproximativ 0,1% din diversitatea microbiana totala a biosferei este
cultivata in prezent [2].

La moment, gena 16S rARN este lider in domeniul metagenomicii dupa numarul de studii
dedicate acesteia [6]. Popularitatea ridicatd a ei este asociatd cu universalitatea sa (este prezentd in
genomul tuturor procariotelor), nivelul adecvat de conservatorism (adecvat pentru intreaga gama de
niveluri taxonomice de clasificare a procariotelor) si disponibilitatea unei colosale cantitati de date
despre diversitatea sa, ceea ce face ca gena sa fie cea mai studiata Tn natura si cea mai solicitata. Multi
cercetatori considerd cd comunitatea microbianad este ca o ,,0glinda”, care reflectd caracteristicile
In legitura cu aceasta, caracterizarea metagenomica a solurilor este solicitati pentru evaluarea
stabilitatii ecosistemelor solului sub influenta factorilor naturali si antropici, iar interesul pentru astfel
de studii devine In continud crestere.

Scopul acestui studiu a fost studierea abundentei si a diversitatii procariotelor din cernoziomul
tipic al Republicii Moldova, folosind reactia in lant a polimerazei (RLP-cantitativa) si secventierea de
mare performanta a bibliotecilor de gene 16S rARN.

OBIECTUL SI METODELE DE STUDIU

Obiectul cercetarii 1-au constituit comunitatile microbiene ale cernoziomului tipic slab humifer din
zona pedoclimatica Centrald a Moldovei. Studiile au fost efectuate pe doua sisteme de utilizare a terenului: in
centura forestierd si pe terenul arat al Stationarului de lunga duraté ,.Biotron” (Chisinau). Terenurile arate,
selectate pentru studiu, au fost ocupate de plantele asolamentului de culturi furajere in trei variante: 1 — fond
nefertilizat (martor); 2 — fond mineral (ingrasdminte minerale); 3 — fond organic (bilegar de bovine). Etalon
in evaluarea comparativa a starii microbiologice a variantelor experimentale a fost solul necultivat al centurii
forestiere, situat Tn preajma terenului arat.

Solul parcelelor experimentale a fost cernoziomul tipic, lutos. Continutul humusului in stratul 0-60
cm se cuprindea intre 2,2 si 3,4%. Probele de sol din stratul de 0-20 cm au fost prelevate In primavara anului
2020, caracterizat de precipitatii insuficiente. Umiditatea solului in stratul arabil nu a depasit 8-10%.

Analiza metagenomicad a microbiomilor din sol a fost efectuata utilizand tehnologia de secventiere cu
randament ridicat, adica ,,citirea” secventelor de nucleotide ale ADN-ului [3]. Lucrarea a fost realizata cu
echipamentele Centrului de Utilizare Colectiva ,,Tehnologii Genomice, Proteomica si Biologie Celulara” al
Institutiei Stiintifice Bugetare de Stat Federale VNIISHM, Sankt Petersburg, Federatia Rusa. Indicii ecologici
Channon, Simpson, Margalef si Menhinik au fost estimati dupa: Simpson, 1949; Odum, 1990; Megarran, 2012.

REZULTATELE INVESTIGATSIILOR SI INTERPRETAREA LOR

Pirosecventierea cu randament 1nalt a ADN-ului amplificat (secventierea regiunii variabile V4 a genei
16S rARN) a relevat o abundenta de procariote cuprinsa in intervalul 55,1-63,45% cu tendinta de a-si reduce
ponderea in seria de medii studiate: mineral (63,45%) < nefertilizat (60,50%) < natural (56,10%) < organic
(55,1%). In acelasi timp, in studiile noastre, a existat si un numar mare de microorganisme nedeterminate:
37,55-44,9% — cu cea mai mica cantitate — in solul fondului mineral si cea mai mare — in solul fondului organic.
Solul fondului nefertilizat (39,5%) si natural (43,9%) a ocupat o pozitie intermediard dupa acest indicator.
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Microorganismele identificate apartineau ambelor domenii procariote: Bacteria $i Archaea, dar majoritatea au
apartinut domeniului Bacteria. In total, in comunititile microbiene procariote ale solului de cernoziom tipic
sub cultura de triticale au fost inregistrate 15 filumuri, 14 dintre care apartineau domeniului Bacteria:
Proteobacteria, Actinobacteriota, Bacteroidota, Firmicutes, Verrucomicrobiota, Bacteria phylum NA,
Acidobacteriota, Planctomycetota, Myxococcota, Nitrospirota, Gemmatimonadota, Patescibacteria,
Fibrobacterota, Chloroflexi si un filum domeniului Archaea — Thaumarchaeota (Fig.). Dintre acestea, toate
filumurile au fost prezente doar pe fondul mineral. Fibrobacterota si Chloroflexi au fost absente in fondul
nefertilizat si natural, iar Chloroflexi a fost absent in fondul organic. Nu numai prezenta procariotelor depindea
indeaproape de proprietatile solului studiat, dar si preferintele acestora, in acelasi timp, explicau proprietatile
solurilor, in care locuiau. De exemplu, filumul Thaumarchaeota a manifestat o abundenta de 6,0-15,3%. Insa,
cel mai putin a fost reprezentat in solul fondului natural (6%). In solul fondului nefertilizat (10,4%) si mineral
(13,0%), acest filum s-a clasat pe locul trei, In ciuda frecventei diferite de aparitie, in timp ce in fondul organic,
atingea cea mai mare valoare a acestui indicator. Dintre bacterii, cea mai mare abundentd au inregistrat
reprezentantii filumului Proteobacteria, atingand cea mai mare valoare in fondul nefertilizat (15,7%), mineral
(14,67%) si natural (15,7%), cu exceptia fondului organic (10,8%), care indica de fapt fundalul, in care se
creeazd conditiile necesare satisfacerii necesitatilor lor nutritionale si vitale. Printre majoritatea componentelor
biomurilor procariote, erau intalniti pe larg de asemenea si reprezentantii filumului Actinobacteriota (14,0-
14,5%), atingand valori maxime in mediul nefertilizat si natural (14,5% fiecare) si apropiate — in mediile
fertilizate (14,0-14,5%). Al treilea, cel mai reprezentativ, dupa cum s-a mentionat deja, a fost Thaumarchaeota,
iar al patrulea a fost Bacteroidota, care a Inregistrat cea mai mica abundentd in fondul organic (2,5%) si aproape
la fel in rest (6,84-6,9%). Se stie ca procariotele din filumul Firmicutes sunt reprezentate de bacterii capabile
sa descompuna substante organice complexe sau greu accesibile. Ponderea sa in variantele studiate a constituit
1,6-4,6% din prestatia totala, a carei aparitie difera in functie de variante: in fondul nefertilizat si cel natural -
1,6%, in fondul mineral — 4,0% si in cel organic - 4,6%. Acesta, a fost urmat de filumul Verrucomicrobiota,
prezentand o frecventa de 1,6-3,5% cu cele mai mari rate in solul nefertilizat si natural (3,5%) si cele mai
scazute - in fondul mineral (2,3%) si organic (1,6%). Apoi, de filumul neidentificat Bacteria NA, cu o frecventa
de aparitie de 1,87-2,6%, care a avut urmdtoarea abundenta pe optiuni: fondul nefertilizat si natural - 2,6%
fiecare, fondul mineral - 1,87%, iar in cel organic - 2,2%. Filumul Acidobacteriota (1,40-2,54%) a fost de
asemenea caracterizat printr-o reprezentare similara, binecunoscutd pentru capacitatea sa de a raspunde la
continutul de macro- si microelemente din sol si pH-ul acestuia. In acest sens, se poate afirma ci cea mai mare
pondere a frecventei de aparitie inregistrate (2,0%) a fost observata in fondul nefertilizat si natural, 1,4% — in
solul fondului organic si 2,54% - in solul fondului mineral. Acest lucru poate fi explicat prin faptul ca
acidobacteriile au in principal o strategie de nutritie oligotrofa cu rate scazute de crestere si par sa prefere
conditiile limitate de resurse datoritd afinitatii mari pentru substrat [8].
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Fig. Spectrul filelor de procariote ale cernoziomului tipic si frecventa medie de aparitie a lor, %.

Filumul Planctomycetota a fost identificat cu indicatori apropiati (1,0 - 2,1%), nregistrand cea mai
micéd abundentd 1n solul fondului organic (1,0%), apoi al celui mineral (1,67%), nefertilizat si natural (cate
2,1%). Contributia filumului Myxococcota in totalul pool-ului de procariote a fost de 0,90-1,34%, iar cea a
filumului Nitrospirota a fost de 0,10-0,70%. Alte filumuri: Patescibacteria, Gemmatimonadota,
Fibrobacterota si Chloroflexi au avut, cu rare exceptii, o abundentd de pana la 0,1-0,2%. Frecventa
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reprezentantilor domeniului Bacteria (37,79-40,06%) a avut cei mai mari indicatori, in raport cu reprezentantii
Archaea (9,28-12,2%). Astfel, toate probele de sol au diferit semnificativ in compozitia taxonomicda a
microorganismelor, relevand faptul ca structura comunitatii de microorganisme din sol reflectd caracteristicile
solului si poate fi folosita ca indicator al starii lor ecologice.

Clasificarea filumurilor in functie de ,,semnificatia” individuala a frecventei de aparitie a relevat faptul
ca aceeasi compozitie a procariotelor tainuieste rolul lor ierarhic distinctiv in comunitate.. Conform acestui
indicator, toate filumurile pot fi impartite in trei grupe, care, atat ca compozitie cantitativa, cat si calitativa,
difera in functie de variante. Prima grupa, cu rolul ecologic dominant si o frecventa de aparitie de peste 5%, a
detectat cca 40,10-48,55% gene 16S rARN din numarul tuturor secventelor si a avut cea mai mare pondere
intre aceste trei grupe. FEa a Intrunit indivizii a patru filumuri: Proteobacteria (14,67-15,70%),
Thaumarchaeota (6,0-15,2%), Actinobacteriota (14,0-14,5%) si Bacteroidota (6,84-6,9%), cu exceptia
fondului organic, unde arheile Thaumarchaeota au inregistrat cea mai mare abundenta. Filumul Proteobacteria
a fost liderul absolut, In pofida diferitelor grade de ,,semnificatie”. Al doilea, cel mai frecvent filum in toate
variantele a fost Actinobacteriota. Urmatoarele filumuri: Bacteroidota si Thaumarchaeota, diferd atat prin
abundenta, cat si prin raportul si rolul ierarhic in comunitate, in timp ce in solul fondului organic Bacteroidota
si-a pierdut cu totul statutul filumului cu rol ecologic dominant in comunitate, devenind frecvent intalnit.

A doua grupa - taxonii, Intalniti Tn mod obisnuit, au avut o frecventa de aparitie de 1-5% si au insumat
11,8-13,72% din contributia totala a procariotelor, ceea ce este de 3,40-3,54 ori mai putin decét contributia
filumurilor cu rol ecologic dominant in comunitate. Aceasta a fost cea mai mare grupa de filumuri din punct
de vedere numeric. Ea cuprindea sase taxoni: Verrucomicrobiota (1,6-3,5%), Firmicutes (1,6-4,6%), Bacteria
phylum NA (1,87-2,60%), Bacteroidota (0,98-4,42%), Planctomycetota (1,67-2,10%) si Acidobacteriota
(1,40-2,54%), care, in plind componenti, au fost prezente doar pe fondul mineral. In alte variante, au fost
inregistrate cinci filumuri, dar abundenta lor a fost insotitd si de o compozitie si un raport calitativ distinctiv
pe variante. Astfel, in solul nefertilizat si natural, compozitia si liderul filumurilor intalnite frecvent sunt
identice, desi statutul ierarhic al celorlalte filumuri era diferit. In solul fondurilor fertilizate, filumul Firmicutes
era liderul filumurilor frecvent intdlnite, dar fondul organic s-a remarcat prin filumul Bacteroidota, care a
pierdut statutul de filum cu rol ecologic dominant, devenind obisnuit Intélnit si prin faptul ca Planctomycetota
isi pierde statutul de filum frecvent intalnit si devine rar intdlnit, cu un rol ecologic nesemnificativ 1n
comunitate, iar filumul Myxococcota devine frecvent intalnit in fondul mineral, in comparatie cu alte variante,
unde era considerat rar intalnit.

A treiea grupa sau filumurile rar intalnite, cu rol ecologic nesemnificativ in comunitate, a combinat
taxoni cu o frecventd de aparitie de pana la 1% si a constituit 1,2-2,7% din ponderea intregului complex
procariotic. Ea era constituitd din patru filumuri, care au fost identificate pe fondul nefertilizat si natural:
Myxococcota (pana la 0,9%), Nitrospirota (pana la 0,1%), Gemmatimonadota (pana la 0,1%), Patescibacteria
(pana la 0,1%). In variantele fertilizate au fost inregistrate cinci filumuri rare, dar ele difera ca compozitie.
Acestea au fost 3 filumuri comune: Nitrospirota (0,54-0,70%), Fibrobacterota (0,10-0,17%) si
Gemmatimonadota (0,17-0,20%). Pe fondul mineral a mai fost identificat si filumul Patescibacteria (0,2%),
care a fost absent in fondul organic si Chloroflexi (0,1%), care a fost prezent doar in aceasta varianta. in fondul
organic, au mai fost inregistrate filumurile Planctomycetota (pana la 1,0%) si Myxococcota (pana la 0,7%),
care in fondul mineral au fost considerate ca filumuri intalnite frecvent. In consecint, taxonii cu cea mai mare
contributie ponderald au preferat conditiile solului, care au fost fertilizate pe termen lung cu substante minerale.
Cei care au avut o contributie ponderala medie la continutul total de procariote au fost inregistrati in cel mai
mare numdr in solul nefertilizat, iar reprezentantii cu cea mai mica contributie ponderala au fost cei identificati
in solul organic. De aici rezulta ca, intr-un caz, conditiile de mediu sunt mai potrivite pentru activitatea vitala
aunor microorganisme i mai putin pentru altele, confirmand astfel ca structura comunitatii de microorganisme
a solului reflectd caracteristicile solului si poate fi folosita ca indicator al starii sale ecologice.

Forma curbelor de dominantd procariotd demonstreazd ca variantele studiate se disting prin
individualitatea lor. Conform indicilor Margalef (d1= 1,501-1,689) si Menhinik (d2= 0,108-0,118), bogatia
filumurilor nu s-a diferentiat mult in variantele fertilizate, dar a fost cea mai scdzuta in aceste variante, scidzand
de la fondul natural < nefertilizat < mineral < organic. Indicele de dominanta-diversitate Simpson (,,c”),
inregistrand valori de la 0,221 la 0,290, a relevat ,,semnificatia” dominantei corelative cu masa procariotelor
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intre variante. Cele mai mari valori s-au inregistrat in solul fondului organic (¢ = 0,290), ceea ce Inseamna —
cea mai mica diversitate, crescand de la fondul nefertilizat la cel mineral, apoi la cel natural si organic. Indicele
de diversitate generald Channon a aratat rezultate similare cu indicele Simpson. Variind de la 1,729 Ia 1,800,
a caracterizat comunitatile microbiene studiate ca avand o diversitate relativ scazuta.

Asadar, conform indicilor de dominanta-diversitate in cernoziomul tipic, sub influenta factorilor
antropici si fizico-chimici, a avut loc o restructurare si o redistribuire semnificativa a procariotelor. Solul Statiei
Experimentale de lunga durata poate fi caracterizat astfel: fondul nefertilizat — este o variantd cu cea mai mica
valoare a indicelui Simpson ,,¢” si care difera de solul fondului natural printr-o crestere a statutului ierarhic al
filumului arheal Thaumarchaeota. Fondul mineral — este singura variantd in care a fost Inregistrat cel mai
mare numar de filumuri, cea mai mare ,,semnificatie” a filumului Myxococcota si Patescibacteria, unde a fost
depistst filumul Chloroflexi, cu cea mai mare ,,semnificatie” a filumului Acidobacteriota, Myxococcota,
Patescibacteria, Fibrobacterota, precum si varianta, in care s-a Inregistrat cea mai mica proportie a filumurilor
cu frecventa obisnuita de aparitie, precum si cu cea mai mica proportie de filumuri rar intdlnite, de rand cu
solul fondului natural. Aici, Myxococcota dobandeste statutul de filum frecvent intélnit, In comparatie cu alte
variante, unde s-a manifestat ca fiind rar intalnit. Fondul organic —este varianta cu cea mai mica proportie de
filumuri dominante si cu cea mai mare proportie de filumuri rar intdlnite, unde Bacteroidota si-a pierdut
statutul de filum cu rol ecologic dominant, devenind frecvent intalnit. De asemenea, singura varianta cu trei
filumuri dominante, unde patru erau de obicei prezente, precum si varianta, in care filumul arheean
Thaumarchaeota conduce printre filumurile cu rol ecologic dominant, unde Planctomycetota isi pierde statutul
de obisnuit Intalnit si devine rar Intdlnit. Varianta cu cea mai mare valoare a indicelui Simpson si cea mai mica
valoare a indicelui Channon. Fondul natural — varianta cu cea mai mica proportie de filumuri intalnite Tn mod
obisnuit, cu cea mai mica abundentd a filumului arheic dominant Thauimarchaeota, cu multe trasaturi identice
cu solul fondului nefertilizat, cu cea mai mare valoare a indicelui Channon.

Prin urmare, analiza metagenomica a cernoziomului tipic al Moldovei, reflectdnd diversitatea reald a
comunitatilor procariote din sol, indica o scadere a diversitatii procariotelor sub influenta generala pe termen
lung a factorilor de mediu si antropici. Individualitatea dezvaluita a microbiomilor si diferentele stabilite in
compozitia taxonomicd a procariotelor se datoreazi mai multor motive. in primul rind, in ultimii ani,
comunitatile microbiene din solurile Moldovei au fost supuse unui pessimum ecologic, exprimat prin secete
debilitante de primavara-vard, combinate cu umiditate insuficientd si temperaturi ridicate, iar toamna-iarna
prin alternarea ingheturilor-dezgheturilor dese, insotite de salturi bruste de temperatura. in al doilea rand,
microorganismele in competitia lor pentru substratul nutritiv sdrac al solurilor antropice si in manifestarea
potentialului ridicat de adaptare la conditiile mereu schimbatoare de mediu determind amploarea functiilor
ecologice ale cernoziomului cu continut de humus scézut, in care se produce o interactiune bioinerta intre
partile vii si cele nevii ale solului si, astfel, intr-o perioada indelungata se formeaza o diversitate diferentiata
de procariote in sol. Acest lucru ne permite sa consideram comunitatile microbiene ca o unitate functionala,
care, pe de o parte, depinde complet de conditiile habitatului si, pe de altd parte, sa consideram, ca ele sunt
principalul factor in formarea acestuia [9]. in al treilea rand, nu existi nicio indoiald, ca nivelul colosal al
diversitatii genetice din comunitatile microbiene ascunde urme ale unor procese evolutive foarte vechi, care
,»la suprafatd” scot la iveala intrebari legate de influenta factorilor de mediu asupra structurii comunitatilor
microbiene din sol, o serie de probleme, asociate cu fertilitatea solului si folosirea terenurilor agricole, n timp
ce ,,in profunzime” exista probleme asociate nu numai cu evolutia biosferei, ci si cu originea vietii pe Pamant
[1].
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