

Raport științific
privind implementarea proiectului 
[bookmark: _GoBack]“Diversitatea funcțională a proteinelor D1 din fotosistemul II la cianobacterii” cod PN-II-ID-PCE-2011-3-0765 în perioada ianuarie – octombrie 2016

După toate etapele de desfasurare a proiectului în care s-au efectuat studii pentru identificarea și caracterizarea funcțională a unor forme noi de proteină D1  atât de la cianobacteriile model cât și de la cele izolate din mediu,  anul acesta s-a ajuns la ultima etapă în care  s-au realizat următoarele activități:
- Continuate studiile privind caracterizarea funcționalității fotosistemului II la culturi cianobacteriene model. S-au folosit tulpinile cianobacteriene  Synechococcus sp. PCC 7002 care s-a studiat in condiții de microaerobioză și tulpina Synechocystis sp. PCC 6803 la care a fost sudiată influența concentrației de CO2 asupra expresiei genelor psbA. Tulpina cianobacteriană model Cyanothece sp. ATCC 51142 a fost studiată în condiții de ritm circadian pentru observarea expresiei proteinei D1 rogue (sentinel) în aceste condiții de cultivare.  
- Continuate studiile pe cianobacterii din mediu. În acest sens s-au studiat organismele procariote din lacul Brâncoveanu.
- Prelucrarea, interpretarea și redactarea manuscriselor și publicarea articolelor. Această activitate a avut un rol predominant în această etapă finală a proiectului când  s-au redactat și publicat sau sunt în curs de publicare 2 articole științifice în reviste indexate ISI și un articol într-o revistă indexata BDI si cotata B+.    
O sinteză a acestor date o prezentăm în cele ce urmează.

1. Caracterizarea funcționalității fotosistemului II la culturi cianobacteriene model.
Au fost repetate unele experimente care implicau studiul microaerobiozei la tulpina cianobacteriană model Synechococcus sp. PCC 7002. De asemenea, s-au realizat experimente de RTqRT-PCR care au vizat monitorizarea nivelului de expresie a doua izoforme de proteina D1 codificate de genele psbA de la Synechococcus sp. PCC7002 cultivat în condiții normale, în condiții de microaerobioză și în timpul perioadei de refacere (recovery). S-a demonstrat că există o diferență semnificativă între cantitățile relative de transcript psbA. Astfel, isoforma dominantă pe tot parcursul experimentelor este D1 care reprezintă 99,9% din totalul transcriptelor de psbA (Tabelul 1).
  Aceste studii au fost incluse în lucrarea acceptată spre publicare ca “Effect of  microaerobiosis on photosystem II in Synechococcus sp. PCC7002”, Chis I, Druga B, Dalton C, Chis S, Ardelean A, Sicora CI, în volumul LXI, numărul 2 al revistei Studia Universitatis Babes-Bolyai, Biologia, revistă indexata BDI si cotata B+. Din studiile realizate pe tulpina cianobacteriană Synechococcus sp. PCC7002, aceasta este cea de-a doua lucrare publicată, alături de lucrarea publicată in anul 2014 referitoare la alegerea unor gene de referință  potrivite pentru investigațiile de tip real-time PCR la Synechococcus sp. PCC7002.



Tabel 1. Abundența relativa a transcriptelor  diferitelor izoforme psbA în timpul tratamentului microaerob și în timpul perioadei de recuperare.

În ceea ce privește studiile realizate pe tulpina cianobacteriană Synechocystis PCC 6803, acestea au vizat expresia genei psbA în condiții de modificare a statusului de carbon anorganic al celulei. O parte din aceste studii și rezultatele lor au fost prezentate în raportările anterioare. În această etapă am repetat unele experimente în vederea publicării datelor obținute dar s-au mai realizat și experimente suplimentare care au adus informații valoroase. Astfel, s-au efectuat experimente de măsurare a fluorescenței clorofiliene la culturile supuse microaerobiozei și schimbării statusului de carbon anorganic. S-a arătat că nu apar schimbări semnificative în partea donoare sau acceptoare a fotosistemului II, așa cum se întâmplă și în cazul culturilor supuse microaerobiozei. Rezultatele acestui experiment alături de cele de la RT-qRT-PCR care demonstrau o inducție a genei psbA1 în condițiile trecerii culturii de cianobacterii de la concentrații mari la concentrații mici de CO2, au fost incluse în manunscriptul trimis spre publicare la revista Open Life Sciences ca “Expression of psbA1 gene in Synechocystis sp. PCC 6803 is influenced by CO2”, Chiș C, Dalton C, Chiș I, Ardelean A, Dragoș N, Sicora CI.

[image: ]

Figura 1. Influența microaerobiozei și a cantității scăzute de CO2 asupra funcției fotosistemului II. Fluorescența clorofiliană măsurată la celulele cultivate în condiții de microaerobioză fără DCMU (a) și cu DCMU (c) și la celulele cultivate la concentrații mici de CO2 ulterior cultivării la concentrații mari de CO2, fără DCMU (b) și cu DCMU (d). Măsurătorile au fost făcute la 2 ore după introducerea condițiilor microaerobe și la 48h după schimbarea statusului de CO2.

Experimentele realizate pe tulpina cianobacteriană model Cyanothece sp. ATCC 51142 se înscriu în linia studiilor influenței ritmului circadian asupra fotosistemului II. În studiile anterioare am arătat că în timpul fazei de întuneric, partea acceptoare a PSII este modificată prin apariția unei încetiniri a transferului între QA și QB iar partea donoare este modificată prin apariția unei faze rapide pe curba de fluorescență ceea ce sugerează o inhibare a complexului de oxidare a apei, modificare ce dispare la aproximativ o oră de la aprinderea luminii. Prin aplicarea tratamentului cu lincomicină am demonstrat că modificările observate în timpul perioadei de întuneric se datorează, în parte, sintezei proteice de novo. La tulpina cianobacteriană Cyanothece sp. ATCC 51142, care a fost cultivată în condiții de ritm circadian, s-au făcut măsurători de fluorescență clorofiliană în condițiile modificării regimului de iluminare circadian. Cultura cultivată în ritm circadian cu iluminare 12h urmată de 
 (
Figura
 2.
 
 
Nivel
ul
 de 
amplitudine
 al 
fluorescenț
ei
 relative
 
în
 
prezența
 
ș
i
 
absenț
a
 DCMU
(A)
, 
modificări
 
î
n
 
partea
  
acceptoare
 (B) 
și
 
î
n
 
partea
 
donoare
 (B)
 a 
funcției
 
fotosistemului
 II 
î
n
 
timpul
 
tre
cerii
 de la 
iluminare
 
circadiană
 (12 ore 
lumină
, 12 or
e 
întuneric
), la 
iluminare
 
continuă
.
) (
întuneric
 12h a 
fost
 
cultivată
 
în
 
condiții
 de 
iluminare
 
continuă
 
ș
i
 
p e 
parcursul
 
nopții
 s-au 
făcut
 
măsură
tori
 de 
fluorescență
 la 
interval
e
 
egale
 de 
timp
. Din 
analiza
 
curbelor
 de 
fluorescență
,
 care 
evidențiază
 
partea
 
donoare
 
ș
i
 
acceptoare
 a 
fotosistemului
 II,
 
se 
observă
 
dispariția
 
modificărilor
 care 
apar
 
pe
 
timpul
 
nopț
ii
 
în
 
condițiile
 
ilumină
rii
 
circadiene
. 
De 
asemenea
, 
amplitudinea
 
fluorescenței
 nu 
variază
 
considerabil
 
pe
 
parcursul
 
experimentului
.
 
Toate
 
aceste
 
r
ezultate
 
 
sus
țin
 
observaț
iile
 
noastre
 
anterioare
 
referitoare
 l
a 
modifică
rile
 
curbelor
 d
e
 
fluores
c
e
nță
 nocturne 
datorate
, 
cel
 
puțin
 
î
n
 parte,
 
expresiei
 
unei
 
proteine
 
specifice
, 
proteina
 D1 rogue
 (sentinel)
 
evidențiată
 anterior 
prin
 
studiu
 
bioinformatic
.
Aceste
 date 
fac
 
obiectul
 
m
anuscrisului
 
în
 
pregă
tire
 cu 
titlul
 
“
Influenț
a
 
ritmului
 circadian 
asupra
 
expresiei
 
isoformelor
 
proteinei
 D1 
la  
Cyanothece
 sp.
 ATCC 5114
2
”.
)[image: ]
2. Evidențierea grupelor taxonomice din Lacul Brâncoveanu
S-au facut studii taxonomice asupra comunităților de Archaea și Cianobacteria din Lacul Brâncoveanu. Lacurile meromictice reprezintă un material valoros nestudiat din punct de vedere al comunităților halofilice care trăiesc în aceste condiții de hipersalinitate extremă. Un astfel de lac este Lacul Brâncoveanu, un lac hipersalin extrem și meromictic. Probele recoltate din acest lac au fost analizate din punct de vedere al numărului de celule procariotice și al compoziției în procariote folosind tehnica de PCRq (cantitativ) și colorarea cu DAPI. Astfel, am demonstrat că populația procariotă dominantă în lac este Archaea halofitică ce aparține familiei Halobacteriaceae.
 Aceste studii au fost incluse în lucrarea cu titlul “Spatial Distribution and Molecular Diversity of Archaeal Communities in the Extreme Hypersaline Meromictic Brâncoveanu Lake (Transylvanian Basin, Romania)” publicată în revista Geomicrobiology Journal, anul acesta, ca  “Spatial Distribution and Molecular Diversity of Archaeal Communities in the Extreme Hypersaline Meromictic Brâncoveanu Lake (Transylvanian Basin, Romania)”, Andrei A-Ș, Baricz A, Păușan M, Muntean V, Sicora CI, Alexe M, Rakosy-Tican E, Banciu HL. 

3. Prelucrarea, interpretarea datelor și redactarea manuscriselor în vederea publicării articolelor științifice.
Cea mai mare parte a acestei etape a fost dedicată prelucrării, interpretării și redactării manuscriselor. În această etapă au fost publicate un număr de 3 articole științifice din care 2 în reviste cotate ISI și unul în revistă cotată B plus indexată BDI.
Datele obținute în timpul aceste ultime etape a proiectului au fost prezentate sub forma unui poster la al 17-lea Congres Internațional de Fotosinteză care a avut loc la Masstricht, Olanda în luna august a acestui an. Posterul prezentat are titlul Adaptation Of Cyanobacterial Photosystem II Function To Light And Dark Periods.
Articolele publicate sau în curs de publicare sunt:

1. Spatial Distribution and Molecular Diversity of Archaeal Communities in the Extreme Hypersaline Meromictic Brâncoveanu Lake (Transylvanian Basin, Romania), Andrei A-S, Baricz A, Păușan M, Muntean V, Sicora CI, Alexe M, Rakosy-Tican E, Banciu HL, 2016, Geomicrobiology Journal, vol. 0, no. 0, 1-9. (revistă ISI ).
2.  Effect of  microaerobiosis on photosystem II in Synechococcus sp. PCC7002, Chiș I, Drugă B, Dalton C, Chiș S, Ardelean A, Sicora CI, 2016, Studia Universitatis Babeș-Bolyai, Biologia, vol. LXI, no. 2.(revista B Plus, BDI).
3. Expression of psbA1 gene in Synechocystis sp. PCC 6803 is influenced by CO2, Chiș C, Dalton C, Chiș I, Ardelean A, Dragoș N, Sicora CI, 2016, Open Life Sciences- trimis spre publicare (revista ISI).
4. Influența ritmului circadian asupra expresiei isoformelor proteinei D1 la Cyanothece sp. ATCC 51142- manuscris în pregătire.



Data,										Director de proiect,
11.10.2016									Dr. Cosmin Sicora
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