Raport stiintific

privind implementarea proiectului “ Diversitatea functionala a proteinelor D1 din fotosistemul II la
cianobacterii” cod PN-II-ID-PCE-2011-3-0765 in perioada octombrie ~ decembrie 2011

Consideratii geerale privind diversitatea functionala a proteinolor D1

Din cauza reactiilor puternic oxidative implicate in procesul de fotolizd a apei, proteina D1, spre
deosebire de celelalte componente ale PSII, este in mod continuu fotodegradatd si refnlocuitd (Aro et
al,, 1993). Proteina D1 este degradata si inlocuitd de o noud copie intr-un interval de 20 min panala 5
ore in conditii de intensitate luminoasd crescuti si respectiv scazutd, pentru a mentine un nivel
adecvat de proteind care si asigure o buna functionare a complexelor PSIL. S-a observat ca la
organismele fotosintetice, rata de ,turn-over” a proteinei D1 creste In urma expunerii la lumind de
intensitate crescutd. Astfel, o descrestere severd a cantitatii acestei proteine se observad doar in urma
stresului sever generat de expunerea de lungd duratd la intensitati foarte mari ale luminii, ducénd la
reducerea capacitatii fotosintetice, i.e. fotoinhibitie (Takahashi & Murata, 2008). Ca urmare, expresia
genelor psbA trebuie sa fie strict controlatd pentru a asigura functionarea proceselor fotosintetice in
diferite conditii de mediu. La plante existd o singurd gend psbA care codificd proteina D1, pe cand la
cianobacterii, intdlnim o familie de gene psb4, ai carei membri se exprimd diferentiat in functie de
conditiile de mediu. Prezenta multiplelor gene psbA care codificd izoforme diferite ale proteinei D1
indicd importanta acestora in mecanismele reglatoare pentru mentinerea In stare functionald a PSII,
in conditiile schimbatoare de mediu, din variatele habitate populate de cianobacterii. In ultimele dou&
decenii, numeroase studii de specialitate au tratat subiectul mecanismelor de reglare a expresiei
genelor psbA cianobacteriene. Desi apar mereu noi informatii, nu se cunosc multe aspecte legate de
mecanismele concrete de reglare, i.e. factorii de transcriere direct implicati. In functie de modul in
care se exprimd in conditii standard de culturd si in conditii de stres, proteinele cianobacteriene D1
pot fi clasificate in 4 categorii (Mulo et al., 2009):

I) D1m, prezenti in centrii de reactie ai PSII in conditii normale de crestere. In conditii de stres,
expresia proteinei D1m se induce (ex.. proteina D1ln codificatd de genele psbAZ si psbA3 in
Synechocystis sp. PCC 6803);

II) D1:1, exprimata si asamblatd in PSII in conditii normale de crestere, dar reprimatd in conditii de
stres (ex.: proteina D1:1 codificatd de gena psbA1 in Synechococcus sp. PCC 7942);

111) D1:2, care nu se exprima in conditii normale de crestere, dar se exprima si se acumuleaza in PSII in

conditii de stres (ex.. proteina D1:2 codificatd de genele psbAZ si psbA3 in Synechococcus sp. PCC
7942);

IV) D1’, care nu se exprimd in conditii standard, si nici in cele uzuale de stres, dar se exprima in
conditii microaerobice (sau/si cAnd cantitatea de oxigen este scdzutd).

In prezent se cunosc doud tipuri de reglare a expresiei membrilor familiei de gene psbA la
cianobacterii. Prima strategie constd in inlocuirea proteinei D1 prezente in centrii de reactie ai
complexului PSII in conditii normale (numitd D1:1) cu o alta proteind (numitd D1:2) codificatd de o
gend diferitd (sau mai multe), in conditii de stres. Cea de-a doua strategie, intalnitd la cianobacteriile
care au un singur tip de proteind D1, este de a creste, in conditii de stres, rata de ,turn-over” a
aceleiasi proteine produse in conditii normale de mediu (proteina este numitd in acest caz, D1m)
(Mulo et al,, 2009). Recent s-a descoperit faptul c3 la cateva specii de cianobacterii una dintre genele
psbA (divergentd ca secventa nucleotidicd), consideratd ,tdcutd” (practic neexprimatd) pand nu
demult, este indusd de microaerobiozd (sau/si cantitate de Oz scazutd) (Sicora et al, 2009;
Summerfield et al,, 2008). O astfel de gena ,misterioasd”, a carei functie este neelucidatd) existd in 4
din cele 5 specii de cianobacterii in care expresia familiei de gene psbA a fost caracterizatd. Inductia
artificiald a acestei gene (psbAl) la Synechocystis sp. PCC 6803 prin modificarea secventei
promotorului (Salih & Jansson, 1997), produce o proteina functionald (proteina D1") (Funk, et al,
2001; Sicora et al., 2004). Aceastd gend este prezentd in Synechocystis sp. PCC 6803, Anabaena sp.
7120 si Thermosynechococcus elongatus BP-1, si s-a demonstrat faptul cd la aceste organisme



cantitatea de transcript este crescutd semnificativ in conditii microaerobice (obtinute prin barbotare
de argon). Rispunsul unitar al acestei gene la 3 specii neinrudite de cianobacterii, la acelasi factor de
mediu, indic3 faptul c# gena si proteina pe care o codificd (proteina D1) fac parte din mecanismul
celular de aclimatizare la conditii de microaerobiozd. Nu existd similaritdti la nivel de structura
primari intre aceste proteine D1’, in afard de 3 reziduuri aminoacidice diferite fatd de cele omologe
din restul proteinelor D1, care par sd fie conservate. Aceste modificari survenite in secventa
proteinelor D1’ sunt: GB0 - A, F158 > L 5i T286 - A.

Implementarea proiectului in perioada Octombrie-Decembrie 2011.

Proiectul a demarat incepand cu data de 1 Noiemnbrie 2011, data de la care a fost angajat
directorul de proiect cat si marea majoritate a echipei de cercetare. Incepand cu aceasta data s-au
demarat si au post finalizate pana in momentul predarii urmatoarele activitati mentionate in cererea
de finantare a fi desfasurate in prima faza a proiectului:

- a fost initiata procedura de achizitie a echipamentelor si consumabilelor prevazute in bugetul
acestui anacest capitol bugetar fiind folosit in proportie de 100%;

- afost completata echipa de cercetare a proiectului dupa cum urmeaza: un post director proiect,
doua posturi doctorand norma intreaga in proiect, un post masterand norma intreaga in
proiect si doua posturi tehnician cu jumatate de norma in proiect. A ramas vacant un post
de post-doc care urmeaza a fi incepand cu luna a treia, conform cererii de finantare si va fi
anuntat ca vacant pe portalul alocat (www.euraxess.ro) cat si prin alte mijloace de
popularizare a posturilor vacante.

- afost creata o baza de date de secvente ADN si proteine pentru formele proteinei D1 prezente
in tulpinile al caror genom a fost seventat si este disponibil online. Aceste secvente au fost
aliniate si pe baza acestor aliniamente s-au creat arbori filogenetici reprezentand gradul de
inrudire intre diferitele forme ale proteinei D1. S-au obtinut si optimizat in cultura un
numar de 6 tulpini cianobacteriene model, al caror genom este secventat si care vor fi
folosite in studiile ulterioare. A fost optimizat protocolul de izolare ARN, pas foarte
important pentru buna desfasurare ulterioara a proiectului. O descriere mai detaliata si o
prezentare a rezultatelor este facuta in sectiunea urmatoare.

Constituirea bazaei de date cu secvente D1. In baza de date cyanobase
(http://genome.kazusa.or.jp/cvanobase) s-au gasit 88 de gene psbA ce codificd diferitele izoforme ale
proteinei D1. Secventele genelor au fost importate in programul CLC Sequence Viewer 6.2. Pe baza
secventelor de nucleotide s-a realizat alinierea multipld a acestora urmatd de realizarea unui arbore
filogenetic pentru a misura distantele evolutive dintre genele de interes. La fel s-a procedat si in cazul
secventelor de aminoacizi, iar arborii filogenetici sunt prezentati in Figura 1.

Optimizarea protocoalelor de izolare ARN. {n vederea optimizirii, am testat mai multe variante de
spargere a celulelor folosind beat-beaderul si efectele lor asupra izoldrii ARN la Synechocystis
PCC6803.Specia de interes a fost supusd mai multor variante de agitare, iar rezultatele experimentului
sunt prezentate In tabelul de mai jos:

Synechocystis PCC6803 Varianta 1 Varianta 2
ctrl 588pug\ul 504 pg\pl
cbd 796 pg\ul 449 pg\ul
cbi 1150 pg\pd 1772 pg\ul
fbd 450 pg\ul 400 pg\pl




fbi 950 pg\pl 918 pg\ul

Legenda: Ctrl - control; Cbd - agitare cu bile dupa incubare; Cbi - agitare cu bile inainte de
incubare; Fbd - agitare fara bile dupa incubare; Fbi - cu bile inainte de incubare

Din rezultatele prezentate in tabelul de mai sus s-a constatat faptul ca agitarea cu bile Tnainte de
incubare la viteza maximad timp de aproximativ3-5 minute are un efect de crestere semnificativa a

cantitdtii de ARN izolata.

Figura:1 Dendrograme reprezentand relatiile de inrudire dintre secventele de nucleotide (panel
stanga) si respectiv proteinele codificate de acestea (panel dreapta) ale familiilor de gene psbhA
obtinute din CyanoBase.
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a) inferenta filogenetica a secventelor de | b) inferenta filogenetica a secventelor de
nucleotide la genele ce codifica diferite aminoacizi la genele ce codifica diferite
izoforme ale proteinei D1. izoforme ale proteinei D1.
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Izolarea ARN. Pentru cuantificarea expresiei familiei de gene psbA am folosit un protocol de izolare a
ARN cu Trizol, modificat dupd McGinn et all. 2003. Un prim pas critic in aceast3 tehnicd este
reprezentat de izolarea ARN de puritate si integritate crescute. Etapele izoldrii ARN sunt;

1. Se Incepe cu 10 ml culturd de cianobacterii, avand 60ug clorofili in total
2. se colecteazd celulele si se adaugd 250l Trizol
3 incubare 10 minute la 60° C, imediat dup3 adiugare se vortexeazi pe beat beader la putere

maximd, apoi dupd 5 min si in final iar.

4, se adaugd chloroform 1\5 volum din cantitatea de Trizol, se asteapt3 5 minute s se riceasci
Inainte de a se centrifuga

5. centrifugare 10 minute\10Krpm
6. se colecteazd supernatantul intr-un tub nou si se aproximeaz3 cantitatea recoltat
7. se adaugd un volum gal de PCI (phenol\chlorophorm\isoamil alcohol) si se amestecd bine pe
vortex
» 8. se centrifugheazad 2 minute la 10Krpm
9. se colecteazd faza de sus cu grijd fir3 a atinge faza de jos, si se aproximeazi volumul

10.  se adaugd isopropanol in volum egal si se amestecd dar nu foarte tare numai atat cit s3 se
amestece fazele

11.  incubare 10 minute la temperatura camerei \acoperit
12. centrifugare la rece 10 minute\10Krpm\4° C, dupi centrifugare se formeaz pelletul de ARN.
'!1De aici incolo protocolul se desfisoard pe gheats

13.  sefinlaturd supernatantul si se adaugd 1 ml alcool etilic 70%, se amestecd un pic pe vortex
astfel incat sd pdtrundd alcoolul etilic in peletul de ARN

14.  centrifugare 2 minute\10Krpm\4° C

, 15, seinldturd iar cat mai mult etanol fir4 a atinge peletul de ARN, se mai pune la centrifugat scurt
pentru a se aduna toate urmele de etanol care se indeparteazi

16.  selasdlauscat cu dopul deschis 30sec-60sec
17.  seadaugd 30ul ap4 sterild bidistilati. Este important ca peletul sd se dizolve.
18.  se cuantificd la spectrofotometru.

ARN total obtinut prin aplicarea acestui protocol la cianobacteriile model este in marea majoritate a
cazurilor de foarte bund calitate, putand fi folosit cu succes la reactii de sintezi de ADNc sau in gRT-
PCR (data not shown).
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