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Abstract. In the present study, the changes in the taxonomic composition of prokaryo-
tes at the phylum level in the typical chernozem of the Republic of Moldova during
the years 2020-2022 were determined, using the polymerase chain reaction (PCR). The
group of microorganisms studied is characterized by a genetic diversity, whose spec-
trum comprises 15 phyla with a different prevalence in the prokaryotic community. The
majority (14) belong to the Bacteria domain: Bacteria: Proteobacteria, Actinobacteriota,
Bacteroidota, Firmicutes, Verrucomicrobiota, Acidobacteriota, Planctomycetota, Myxo-
coccota, Nitrospirota, Gemmatimonadota, Cyanobacteria, Patescibacteria, Fibrobactero-
ta, Chloroflexi and one to the Archaea domain - Thaumarchaeota. The pool of the repre-
sentatives of the Bacteria domain (82,16-88,32%) was also differentiated by the highest
indices in relation to the representatives of the Archaea domain. At the same time, the
representatives of the Archaea domain, registering a share of 11,6-17,84% in the years of
study, were among the phyla with the highest abundance and yielded only to the phyla
Proteobacteria (25,11-31,21%) and Actinobacteriota (24,01-26,46%), which held the lead
according to this indicator. The study demonstrated that the prokaryotic composition
of the studied chernozems varied from yeat to year, so their taxonomic structure can
serve as an important indicator of previous changes in the diversity and composition of
prokaryotic communities as a result of agricultural land use.

Keywords: Typical chernozem; Prokaryotic communities; Bacteria; Archaea; Taxonomic
composition.

Rezumat. In studiul de fatd au fost stabilite modificarile compozitiei taxonomice ale
procariotelor pe parcursul anilor 2020-2022 la nivel de filum Tn cernoziomul tipic al Re-
publicii Moldova, folosind reactia in lant a polimerazei (RLP). Grupul de microorganisme
studiate se caracterizeaza printr-o diversitate genetica, spectrul carora este alcatuit
din 15 filumuri cu o prestanta diferita Tn comunitatea procariotelor. Majoritatea lor (14)
apartin domeniului Bacteria: Proteobacteria, Actinobacteriota, Bacteroidota, Firmicu-
tes, Verrucomicrobiota, Acidobacteriota, Planctomycetota, Myxococcota, Nitrospirota,
Gemmatimonadota, Cyanobacteria, Patescibacteria, Fibrobacterota, Chloroflexi si unul
domeniului Archaea - Thaumarchaeota. Pool-ul reprezentantilor domeniului Bacteria
(82,16-88,32%), de asemenea, s-a deosebit prin cei mai inalti indici in relatie cu dome-
niul Archaea. Totodata, reprezentantii domeniului Archaea, inregistrand o pondere de
11,6-17,84% in anii de studiu s-au plasat printre filumurile cu cea mai mare abundenta
cedand doar filumurilor Proteobacteria (25,11-31,21%) si Actinobacteriota (24,01-26,46%),
care detineau intaietatea dupa acest indicator. Studiul a demonstrat ca compozitia pro-
cariotelor cernoziomului studiat variaza de la an la an, astfel incat structura lor taxono-
mica poate servi ca un indicator important al modificarilor anterioare in diversitatea si
compozitia comunitatilor procariote ca urmare a utilizarii terenurilor agricole.
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INTRODUCERE

Studierea diversitatii taxonomice a microbiomului din sol este de o importanta
teoretica semnificativa pentru intelegerea structurii comunitatii microbiene si a rolului
microorganismelor in procesele de formare a solului (Doran et al., 1996; Doran et al.,
2000; Choundary et al., 2018). Datorita structurii complexe a solului, ca sistem polifazic
heterogen, un gram de sol poate contine pana la 10 miliarde de celule ale microorga-
nismelor, apartinand la mii de specii diferite (Torsvik & @vreds, 2002). Totusi, cultivarea
microorganismelor pe medii selective face posibila studierea a doar aproximativ 1%
din numarul total de microorganisme din sol. Restul de 99% dintre populatii nu pot fi
cultivate pe medii selective cunoscute (Aman et al., 1995; Handelsman, 2004). Tn conse-
cinta, cunostintele obtinute cu ajutorul metodelor traditionale despre biodiversitatea
microbiana din sol sunt incomplete si/sau nu corespunde realitatii. In acest context,
utilizarea metagenomicii pentru studierea solurilor devine o directie de cercetare deo-
sebit de relevanta.

Diversitatea microorganismelor din sol determina amploarea functiilor ecologice
ale solurilor studiate, in care are loc interactiunea dintre partile vii si nevii ale solu-
lui, determinand astfel formarea de comunitati microbiene diferentiate (Ivanova et al.,
2015). Introducerea metodelor de ecologie moleculara a microorganismelor a deschis
noi perspective pentru analiza comunitatilor microbiene in ansamblul lor. Numai prin
analiza ADN-ului total extras dintr-o proba de sol se poate evalua compozitia reala,
structura comunitatilor microbiene si diversitatea biologica a solului studiat (Chirak et
al., 2013; Chirak et al., 2015).

Aparitia tehnologiilor de secventiere cu randament ridicat a facilitat dezvoltarea
metagenomicii si descrierea comunitatilor microbiene in cel mai complet mod, luand
in considerare atat formele de microorganisme cultivabile, cat si cele necultivabile (Ki-
meklis et al., 2015).

La moment, gena 16S rARN este lider in domeniul metagenomicii dupa numarul de
studii dedicate acesteia (Chernov et al., 2017). Popularitatea ridicata a genei 16S rARN
este asociata cu universalitatea sa (este prezenta in genomul tuturor procariotelor), ni-
velul 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 in natura si cea mai soli-
citata. Multi cercetatori considera ca comunitatea microbiana este ca o ,oglinda”, care
reflecta caracteristicile habitatului, iar diversitatea acestuia reprezinta posibilitatile as-
cunse ale microcosmosului solului (Kutovaya et al., 2015; Zverev et al., 2021). In legatura
cu aceasta, caracterizarea metagenomica a solurilor este solicitata pentru evaluarea
stabilitatii ecosistemelor solului sub influenta factorilor naturali si antropici, iar intere-
sul pentru astfel de studii este in continua crestere.

invelisul de sol al Republicii Moldova reprezinta o unicitate la nivel global. Nicio
alta tara din lume nu se remarca prin predominanta cernoziomului - supranumit ,re-
gele solului” - Tn compozitia solurilor sale (Ursu & Curcubat, 2018). Majoritatea acestor
soluri, aproximativ 86%, sunt destinate activitatilor agricole (Cadastrul RM, 2015), iar
circa doua treimi dintre ele prezinta un bilant negativ al humusului (Boincean, 2021).

Cu toate acestea, in ceea ce priveste studierea structurii taxonomice a comunitati-
lor procariote prin metode biologice moleculare, cernoziomurile Moldovei raman com-
plet neexplorate, evidentiind necesitatea unor cercetari aprofundate in acest domeniu.
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Scopul acestui studiu a fost investigarea abundentei si diversitatii procariotelor
din cernoziomul tipic al Republicii Moldova, utilizand tehnica reactiei in lant a polime-
razei (RLP). Studiul s-a desfasurat pe parcursul anilor 2020-2022.

MATERIALE S| METODE

Obiectul de studiu l-au constituit comunitatile procariote de microorganisme din
cernoziomul tipic, slab humifer, situat Tn Stationarul ,Biotron” (Chisinau) de lunga du-
rata al Academiei de Stiinte a Moldovei, amplasat in zona pedoclimatica centrala a
Republicii Moldova. Probele de sol au fost prelevate primavara, in perioada 2020- 2022,
din orizontul arabil (0-25 cm). Tn scopul analizei microbiomului solului, mostrele au
fost prelevate din varianta nefertilizata (martor) a terenurilor arate ocupate de plantele
asolamentului de culturi furajere cu participarea lucernei.

Asolamentul cu sapte campuri era la a cincea rotatie cu urmatoarea alternanta a
culturilor: lucerna anul 1 (1995, 2003, 2016, 2023), lucerna anul 2 (1996, 2003, 2010, 2017),
lucerna anul 3 (1997, 2004, 2011, 2018), graul de toamna (1998, 2005, 2012, 2019), porum-
bul pentru graunte (1999, 2006, 2013, 2020), soia sau mazarea (2000, 2007, 2014, 2021) si
graul de toamna (2001, 2008, 2015, 2022). Analiza metagenomica a microbiomilor din sol
a fost efectuata prin tehnologia de secventiere de mare performanta. Compozitia taxo-
nomica a comunitatii bacteriene a fost stabilita prin analiza bibliotecilor de ampliconi
obtinute din fragmentele operonului ribozomal.

Determinarea taxonomica a comunitatii bacteriene a fost efectuata cu primeri
universali F515/R806 pentru regiunea variabila a genei 16S rRNA-v4 (GTGCCAGCMGCC-
GCGGTAA /GGACTACVSGGGTATCTAAT), specifica pentru o gama larga de microorganisme,
inclusiv bacterii si arhei (Bates et al., 2011).

Bibliotecile au fost secventiate in conformitate cu instructiunile producatorului pe
un dispozitiv Illumina Mi Seq (lllumina, SUA) utilizand MiSeq® ReagentKit v3 (ciclu 600)
cu citire pe doua fete (2*300 nt). Datele obtinute din probele de secventiere au fost pro-
cesate folosind pachetele software Trimmomatic (Bolger et al., 2014) si QIIME (Caporaso
et al., 2010). Lucrarea a fost efectuata cu echipamentele Centrului de Utilizare Partajata
,Tehnologii Genomice, Proteomica si Biologie Celulara” al Institutului de Cercetare in
Microbiologie Agricola din Sankt Petersburg, Rusia.

REZULTATE $I DISCUTII

Pirosecventierea cu randament inalt a ADN-ului amplificat (secventierea regiunii
variabile V4 a genei 16S rARN) a relevat ca microorganismele identificate apartineau
ambelor domenii procariote: Bacteria si Archaea. Totusi, majoritatea acestora au apar-
tinut domeniului Bacteria. In medie cota parte a bacteriilor a alcatuit 85,4%, iar a arhe-
ilor - circa 14,60% (Figura 1). Toate probele de sol au prezentat diferente semnificative
in compozitia taxonomica a microorganismelor, relevand faptul ca structura comunitatii
de microorganisme din sol reflecta caracteristicile solului si poate fi folosita ca indica-
tor al starii ecologice a solurilor.

Analiza nucleotidelor a evidentiat ca grupul de microorganisme studiate prezin-
ta o diversitate genetica semnificativa, fiind alcatuit din 15 filumuri (Figura 2), fiecare
avand o pondere distincta in comunitatea procariota.




Nina FRUNZE

85.72 854

o 88.32
50 82.16
" 17.84
‘ ; I B I . i

M Bacteria @ Archaea
Figura 1. Ponderea bacteriilor si arheilor,
identificata timp de 3 ani in cernoziomul tipic, %

Bacteria: Proteobacteria 28.87
Bacteria Actinobacteriota I 5.3 7
Archaea. Thaumare haeotn mEEEeeeeee————— |4 6

Bacteria: Bacteroidota w— | 63

Bacteria: Firmicutes w—— $ ()
Bacteria: Acidobacteriotn wmmmmm 3.39
Bacteria: Vernicomicrobiota wemm 2.74
Bacteria: Planctomycetota mmmm 2.2
Bacteria: Myxococcota mmm 192
Bacteria: Nitrospirota m 048
Bacteria: Genmatomonadoia m (.46
Bacteria: Cyanobacreria 1 0.11
Bacteria: Chioroflexi 1 0.1
Bacteria: Patescibacteria 1 0.07
Bacteria: Fibrobacterota 1 0.03
0 5 10 15 20 25 30 35

abundenta maxim3, %

Figura 2. Spectrul filelor de procariote din cernoziomul tipic
si abundenta lor medie in 2020-2022, %

Dintre acestea, 14 filumuri apartineau, domeniului Bacteria: Proteobacteria, Acti-
nobacteriota, Bacteroidota, Firmicutes, Verrucomicrobiota, Acidobacteriota, Planctomy-
cetota, Myxococcota, Nitrospirota, Gemmatimonadota, Cyanobacteria, Patescibacteria,
Fibrobacterota, Chloroflexi si unul domeniului Archaea - Thaumarchaeota. Pool-ul repre-
zentantilor domeniului Bacteria a fost dominant, cu o abundenta variind intre 82,16% si
88,32%, comparativ cu domeniul Archaea, care a inregistrat o pondere de 11,6% - 17,84%
in anii de studiu. Tn pofida acestei diferente, Archaea s-au clasat printre filumurile lider
in functie de abundenta, fiind depasite doar de Proteobacteria (2511% - 31,21%) si Acti-
nobacteriota (24,01% - 26,46%), care au ocupat primele pozitii conform acestui indicator.

Clasificarea filumurilor in functie de ,semnificatia” individuala a frecventei de
aparitie a relevat faptul ca aceeasi compozitie a procariotelor ascunde un rol ierarhic
distinctiv in cadrul comunitatii (Tabelul 1). Conform acestui indicator, toate filumurile
pot fi impartite in trei grupe, care difera atat ca compozitie cantitativa, cat si calitativa,
in functie de variante.

10



COMPONENTA TAXONOMICA A COMUNITATILOR PROCARIOTE DIN CERNOZIOMUL TIPIC S| ABUNDENTA LOR ...

Prima grupa, avand rolul ecologic dominant si o frecventa de aparitie 25%, a repre-
zentat Tn medie aproximativ 88,49% din genele 16S rARN detectate, constituind grupa
cu cea mai mare pondere ntre cele trei. Aceasta a inclus cinci filumuri cu o abunden-
ta 25%: Proteobacteria (25,11-31,21%), Actinobacteriota (24,01-26,47%), Thaumarchaeota

(11,68-17,84%), Bacteroidota (11,09-12,14%) si Firmicutes (6,86-8,76%).

A doua grupa a fost formata din patru filumuri cu rol ecologic secundar, intalnite

de obicei cu o abundenta <5%, alcatuind in medie aproximativ 10,25% din genele 16S

rARN. Aceasta a inclus: Planctomycetota (2,12-4,44%), Verrucomicrobiota (1,59-2,62%),
Acidobacteriota (2,19-3,75%) si Myxococcota (1,11-287%).

Tabelul 1. Redistribuirea participarii relative a procariotelor din cernoziomul tipic,

in functie de gradul de dominantad (g.d.) pe parcursul anilor 2020-2022, %

Gradul de dominanta

2020

2021

2022

Filumurile cu rolul ecologic dominant si abundenta 25%

30,31

Proteobacteria

31,21

Proteobacteria

25,62

Actinobacteriota

26,47

Actinobacteriota

25,11

Proteobacteria

24,01

Actinobacteriota

17,84

Thaumarchaeota

14,28

1214

Thaumarchaeota

11,68

Bacteroidota

11,66

Thaumarchaeota

Bacteroidota

11,09

8,76

Bacteroidota

8,43

Firmicutes

6,86

Firmicutes

Firmicutes

Filumur

ile cu rol ecologic secundar, obisnuit intalnite cu abundenta < 5%

4 sty

Acidobacteriota

3,75

Verrucomicrobiota

3,60

Acidobacteriota

2,39

Planctomycetota

2,27

Verrucomicrobiota

2,12

Acidobacteriota

2,87

Myxococcota

2,62

2,19

Verrucomicrobiota

Planctomycetota

1,77

Myxococcota

1,59

Planctomycetota

111

Myxococcota

1
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Filumurile cu rol ecologic neinsemnat, rar intalnite si abundenta < 1%
0,86 Nitrospirota
0,50 Gemmatimonadota
0,44 Gemmatimonadota Gemmatimonadota
0,39 Nitrospirota
0,20 Nitrospirota
0,17 Chloroflexi
0,14 Cyanobacteria
0,12 Chloroflexi Patescibacteria, Cyanobacteria
0,08 Cyanobacteria
0,07 Patescibacteria
0,04 Fibrobacterota
0,03 Fibrobacterota Patescibacteria
0,02 Fibrobacterota, Chloroflexi

Cea de-a treia grupa, desi constituita din cel mai mare numar de reprezentanti (6),
are un rol ecologic neinsemnat, fiind compusa din microorganisme rar intalnite, cu o
abundenta < 1%: Gemmatimonadota (0,44-0,50%), Nitrospirota (0,20-0,86%), Chloroflexi
(0,02-0,14%), Cyanobacteria (0,08-0,14%), Patescibacteria (0,03-0,07%) si Fibrobacterota
(0,02-0,04%), avand o ponderie sumara doar de circa 1,26%.

Filumurile cu rol ecologic dominant si abundenta 25% se succed constant de la
un an la altul, modificandu-si doar gradul de dominanta, in timp ce numarul si compo-
nentele lor raman neschimbate. In contrast, filumurile cu rol ecologic secundar, obis-
nuit Tntalnite cu abundenta de 1-5% , si cele cu rol ecologic neinsemnat, rar intalnite
si cu abundenta de pana la 1%, isi modifica atat gradul de dominanta, cat si modul de
succesiune in spectru. Acest fapt sugereaza ca, intr-un caz, conditiile de mediu sunt
mai potrivite pentru activitatea vitala a unor microorganisme si mai putin pentru al-
tele, confirmand astfel ca structura comunitatii de microorganisme a solului reflecta
caracteristicile solului si poate fi folosita ca indicator al starii sale ecologice (Spain et
al., 2009).

in figura 3 este prezentatd forma curbelor de dominanta procariota, ale caror
date demonstreaza ca comunitatile microbiene studiate in diferiti ani se disting prin
individualitatea sa. Conform principiilor ecologice (Odum, 1990), cu cat curba este mai
mare si mai neteda, cu atat este mai mare diversitatea lor pentru un anumit numar de
taxoni. Din figura se poate observa ca aceste curbe sunt foarte apropiate si, in anu-
mite puncte, chiar se contopesc, ceea ce indica faptul ca comunitatile studiate sunt
similare. De asemenea, curbele de dominanta sunt bine conturate si prezinta diferente
nesemnificative intre ele.

Astfel, la nivelul sectorului filumurilor dominante, se observa o distanta intre cur-
bele anilor de studiu, in timp ce la nivelul filumurilor cu rol ecologic secundar aceasta
distanta se reduce considerabil, disparand complet la nivelul filumurilor rare, cu rol eco-
logic neinsemnat in comunitate. O astfel de analiza nu doar ca a confirmat regularitatile
stabilite anterior, dar a relevat si faptul ca filumurile rare, desi au cea mai mica abunden-
ta in comunitate, se manifesta ca active, fie privandu-se, fie dobandindu-si un nou statut
in cadrul comunitatii. Aceasta este o dovada suplimentara caq, indiferent de pozitia lor
ierarhica, microorganismele suntintr-o interactiune constanta si sunt foarte importante
pentru functionarea echilibrata a comunitatii microbiene (Spain et al., 2009).
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Figura 3. Forma curbelor de dominantda-diversitate a filumurilor procariote
din cernoziomul tipic al Stationarului de Camp ,Biotron”, al Academiei
de Stiinte a Moldovei aranjate in functie de ,semnificatia lor’, %

Sub influenta factorilor antropici, fizico-chimici si climatici, de la an la an a avut
loc o restructurare si o redistribuire semnificativa a procariotelor. Aceste schimbari de-
monstreaza ca in lupta sa pentru supravietuire si dobandirea substantelor nutritive,
microorganismele interactioneaza intre ele, modificandu-si gradul de dominanta in co-
munitate, pierzand sau dobandind un nou statut ecologic. Microbiomul solului Statiei
Experimentale de lunga durata poate fi caracterizat printr-o diversitate genetica, spec-
trul careia este alcatuit din 15 filumuri. Majoritatea filumurilor (14) apartineau domeniu-
lui Bacteria: Proteobacteria, Actinobacteriota, Bacteroidota, Firmicutes, Verrucomicrobi-
ota, Acidobacteriota, Planctomycetota, Myxococcota, Nitrospirota, Gemmatimonadota,
Cyanobacteria, Patescibacteria, Fibrobacterota, Chloroflexi si unul domeniului Archaea
- Thaumarchaeota. Dupa semnificatia sa in comunitate, procariotele studiate pot fi di-
vizate n trei grupe ecologice. Cota majoritara (88,49%) apartine grupului alcatuit din 5
filumuri cu abundenta 25%, care in comunitate au rolul ecologic dominant, apoi celui
cu abundenta < 5% si rol ecologic secundar (cca 10,25%) si procariotelor rare, adica cu o
abundenta < 1% (circa 1,26%).

Prin urmare, analiza metagenomica a cernoziomului tipic al Moldovei, reflectand
diversitatea reala a comunitatilor procariote din sol, indica influenta generala pe ter-
men lung a factorilor de mediu si antropici. Individualitatea dezvaluita a microbiomilor
si diferentele stabilite in compozitia taxonomica a procariotelor se datoreaza mai mul-
tor motive. In primul rand, in ultimii ani, comunitatile microbiene din solurile Moldovei
au fost supuse unui pessimum ecologic, exprimat prin secete debilitante de primava-
ra-vara, combinate cu umiditate insuficienta si temperaturi ridicate, iar toamna-iarna
prin alternarea ingheturilor-dezgheturilor dese, insotite de salturi bruste de tempe-
ratura. Tn al doilea rand, microorganismele, in competitia lor pentru substratul nutri-
tiv sarac al solurilor antropice si in manifestarea potentialului ridicat de adaptare la
conditiile mereu schimbatoare de mediu, determina amploarea functiilor ecologice ale
cernoziomului cu un continut de humus scazut. Tn acest tip de sol, are loc o interactiu-
ne bioinerta (Vernadsky, 1960) intre componentele vii si cele nevii ale solului, ceea ce
duce, pe termen lung, la formarea unei diversitati diferentiate de procariote. Acest fapt
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permite considerarea comunitatilor microbiene ca o unitate functionala care, pe de o
parte, depinde in totalitate de conditiile habitatului, iar, pe de alta parte, reprezinta
principalul factor in formarea acestuia (Kutovaya et al., 2015). Tn al treilea rand, nu exis-
ta nicio indoiala ca nivelul colosal al diversitatii genetice din comunitatile microbiene
pastreaza urmele unor procese evolutive stravechi. Acestea aduc in prim-plan intre-
bari legate de influenta factorilor de mediu asupra structurii comunitatilor microbiene
din sol, de probleme asociate cu fertilitatea solului si folosirea terenurilor agricole, in
timp ce, In profunzime, exista probleme asociate nu doar cu evolutia biosferei, ci si cu
originea vietii pe Pamant (Andronov cu colab., 2012; Tikhonovichi si al., 2018, Targulian,
Bronnikova, 2019).

CONCLUZII

Acest nou nivel de diversitate filogenetica indica faptul ca intelegerea functiilor
microorganismelor din sol, inclusiv a celor din grupurile filogenetice cu membri cul-
turali numerosi si bine caracterizati, cum ar fi procariotele, se afla inca intr-un stadiu
incipient. Analiza a evidentiat faptul ca majoritatea taxonilor nu contin reprezentanti
culturali descrisi. Caracteristicile microbiomului solului pot servi drept indicator uni-
versal si foarte sensibil al starii solului, fiind utile in optimizarea si biologizarea siste-
melor agricole.

Desi datele obtinute ofera informatii despre distributia si preferintele ecologice
ale procariotelor in cernoziomul tipic al Moldovei, noul nivel de diversitate filogenetica
indica faptul ca intelegerea functiilor microorganismelor din sol poate fi caracterizata
ca preliminara. Este evident ca diversitatea acestora reflecta insusirile habitatului, care
sunt strans legate de multifunctionalitatea si caracteristicile specifice ale microorga-
nismelor.

Datorita acestui fapt, procariotele joaca un rol exceptional in determinarea speci-
ficitatii comportamentului lor in mediul biologic studiat, precum si in functia lor ca ele-
mente esentiale in formarea substantei organice din sol. Aceste proprietati subliniaza
importanta procariotelor ca elemente structurale ale substantei vii din sol, care, prin
competitia pentru nutrienti si interactiunea lor continua, isi asigura rolul de ,alfabet
molecular” al materiei vii.
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