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INTRODUCERE

Cianobacteriile repreziatunul dintre cele mai magi mai importante grupuri de
bacterii de pe Terra capabilé f&ca fotosintez oxigenia folosind apa cai donor de
electroni. Deasemenea ele pot fi intalnite Tn gpedaate rele ecologice de la apmlulce
la api saratd, in medii terestre sau in cofidextreme (Whittorgi Potts, 2000).

Cunagtiintele despre acest grup s-au imiscignult din momentul Tn care primele
genomuri cianobacteriene au fost disponibile (i86Lgenomul de |&ynechocystis sp
PCC 6803 a fost publicat). De atunci numeroase mencau fost secveate ajungandu-
se asitzi la un nunir de 93 de genomuri cianobacteriene total sgater{Cyanobase- 39
genomuri; CyanoGEBA database — 54 genomuri (§heblab., 2012).

La cinobacterii, cai la orice bacterii diazotrofe, reducerea |l NH; este insfita
de producerea de hidrogen molecular. Hidrogenubysode nitrogenazeste rapid
consumat de o hidrogeriaanidiregionali, 0 enzind care a fost &pita Tn aproape toate
cianobacteiile fixatoare de,Nanalizate cu o singirexcepie: Synechococcus sp. BG
043511 (Ludwigsi colab., 2006). In plus, aceste tulpini mai pohtate o hidrogenar
bidiregionali, o enzind care este prezenti la cianobacteriile care nu fixeaa\,
(Tamagninisi colab., 2002).

In contextul actual al reducerii subsfiaie a rezervelor de combustibili fosili, se
caut tot mai mult alternative viabile pentru satisfasenecesarului energetic al planetei.
Una dintre aceste alternative pargé fe si producerea de hidrogen cu ajutorul
microorganismelor fotosintetizatoare, in specianobacteriile. De aceea numeroase
cerceliri actuale se axeape studiul hidrogenazelor cianobacterigni special studiul
hidrogenazelor bidirgmnale.

Pentru o cat mai bdnintelegere, hidrogenazele biditemale necesit a fi
studiate extensiv, un rol important in acest deragésd-ulsi investigarea biodiversitii
si filogeniei lor prin metode moleculare. In acglimp, filogenia acestor enzime trebuie
sa fie completat si suginuta de un studiu filogenetic al organismelor la carestéea sunt
prezente.

Gradul de originalitate pe planti@nal si interngional al acestei ludri reiese din

mai multe aspecte. In primul rand, prin cele 70twlpini cianobacteriene investigate,



izolate din material biologic colectat din divergene ale Transilvaniei, acest studiu
reprezind o valorificare a colgei AICB a Institutului de Cerceti Biologice Cluj
Napoca unig in tara noastr prin nundrul si diversitatea microorganismelor
fotosintetizante.

Pe plan interngonal, caracterul de noutate al tezei este relipfattr-o prina
abordare comparativa filogeniei genehoxH cu filogenia cianobacteriilor de la care
aceasta provine. Deasemenea este sugerat pemira geii un posibil transfer lateral de
informaie genetid la hidrogenaze bidirgionale cianobacteriene. Un alt aspect de
noutate 1l reprezigito prima caracterizare din punct de vedere morfologicasttuctural

si filogenetic a specieCoelomoron pusillum AICB 1012 in cadrul acestei teze.

OBIECTIVELE STUDIULUI

» Analiza filogeneti&@ pe baza markerului nuclear ADNr 16S-ITS, cu scajrila
stabili relaiile filogenetice intre tulpinile AICB studiate.

» Analiza filogeneti@ pe baza markerului locusul ficocianinic (PC-1G&),scopul
de a evidetia si confirma relaiile filogenetice intre tulpinile AICB stabilite pe
baza markerului nuclear ADNr 16S-ITS.

> ldentificarea si secvemarea tulpinilor AICB care preziat hidrogenaz
bidiregional.

» Analiza filogenetid pe baza subuiiii mari a hidrogenazei bidirgonale foxH)

a tulpinilor AICB, comparativ cu filogenia organistor (16S-ITSsi PC-IGS) de
la care aceste hidrogenaze provin.

» Caracterizarea in preméedin punct de vedere morfologic, ultrastructusal
filogenetic a tulpinii AICB 101Zoelomoron pusillum.

» Analiza expresiei geneldiox la tulpini cianobacteriene filamentoase in c@ndi
de anaerobidzsi la concentrai atmosferice ale oxigenului Tn prezasi absema

luminii.



A. CONSIDERATII GENERALE
CAP. | BIODIVERSITATEA CIANOBACTERIILOR

Cianobacteriile sunt adenati “ingineri” ai ecosistemelor cu o istorie evolutiv
care se intinde pe celgou 1.5 posibil 2.7 miliarde de ani (Blank, 2004)a@obacteriile
apatin supraregnului Eubacterigj impreurda cu Archaea forme@azmarele grup al
organismelor procariote. Dintre procariote, ciaradedile sunt singurele capabile de
fotosintez oxigenic (cunoscute anterior ca ,alge albastre-verzi”, ssanofite”).

Cianobacteriile ocupcele mai diverse habitate: apele dglaele marine, zonele
terestre, chiasi zonele cele mai neospitaliere cum sunt poliigedeirile, si izvoarele

fierbinti.

Filogenia moleculaé a cianobacteriilor pe baza analizei comparative anor

gene conservate

Filogenia cianobacteriilor pe baza genei ARNr 16& fragmentului ITS (Internal

Transcribed Spacer)

Analiza comparati¥ a secvetelor ARN din subuniitile ribosomale mici joacun
rol central in identificaregi taxonomia cianobacterian chiar si In ziua de azi, in
perioada genomicii.

Introducerea genelor pentru ARNr 16S in studiile filegenie a dus la
revoluionarea acestorai, in final, la reorganizarea viului in 3 supraragnde sine
statatoare: Archaea, BactersaEukarya (Woese, 1987; Ludwsgcolab., 1993).

Desi avantajele acestui marker sunt bine cunoscuteefarire atat la camutul
de informaii, cat si la complexitatea bazei de date de segveaste in mod universal
acceptat ideea @ ARNr 16S reflect doar in linii mari istoria evolutty Markeri
filogenetici adiionali trebuie § fie luai in considerare pentru o filogenie mai detaliat

Acest inconvenient poate fi d&it prin examinarea unor regiuni intergenice ale
operonului care manifestun grad de divergeih superior genei pentru ARNr 16Saa
cum este ITS (“16S rRNA-23S rRNA Internal TransediSpacer”).



Filogenia cianobacteriilor pe baza genei cpaiBA fragmentului IGS (Intergenic
Spacer)

Ca marker filogenetic la cianobacterii se utilizeazpotiune din operonul pentru

locusul ficocianinic mai exact IGS (Intergenic Spacflancat de cele dausubuniiti
pentru ficobiline cpcBi cpcA.

IGS la fel ca ITS preziato variabilitate mare de structugi poate discrimina
cinanobacteriile la nivel de specie sau chiar dgirti. Tn acelai timp, regiunile cpcBsi
CpcA prezini un Tnalt grad de conservare la cianobacteriiehsticat impreuin cu 1GS

pot oferi o bua analiz filogenetia (Neilansi colab. 1995).

CAP. . BIODIVERSITATEA HIDROGENAZELOR
CIANOBACTERIENE

Hidrogenazele sunt enzime care catalizeazidarea reversikil a hidrogenului
molecular conform reaiei:
Hy <> 2H" + 2¢
In fungie de metalul cofinut la nivelul situsului activ ele se clasiién: NiFe
hidrogenaze, FeFe hidrogenaze (Vignaisolab., 2001%i hidrogenaze care nu cam
grupiri de FeS (Shimai colab. 2004).

1.1 NiFe — hidrogenazele

Cea mai numeroassi mai bine studidt clasi de hidrogenaze sunt [NiFe] -
hidrogenazele din supraregnul Bacteria. Enzima festai dintr-unaf3 heterodimer, cu
subunitatea mare (subunitat@acare cogine situsul bimetalic actigi subunitatea mic
(subunitated) care cogine gruprile de FeS (Volbeds colah, 1995; Higuchki colah,
1997; Higuchki colah, 1999).

1.2 Hidrogenazele cianobacteriene

Cianobacteriile pot avea dautipuri de NiFe hidrogenaze: o hidrogedaz
unidiregionak intalnita la tulpinile fixatoare de azofi o hidrogenaz bidiregionak

prezeni atit la tulpinile fixatoare de azot gata cele care nu fixedzazotul.



> Hidrogenaza unidiremnak

Hidrogenaza unidirgimnali (codificai de geneléhupS.) catalizeaz consumul
H,, produs in timpul figrii de N,. Hidrogenazele unidirgionale cianobacteriene se
ntalnesc exclusiv la tulpinile fixatoare de Ni sunt formate din dau subunidti: o
subunitate mare, care gore si situsul activ (HupL)si o subunitate mi cu rol in
transferul de electroni (Hup S) (Tamagnincolab. 2007).

Fungia principai a hidrogenazei unidirgonale este aceea de a reutiliza
H./electronii prodsi prin activitatea nitrogenazei. Aceaseciclare ar avea cel pu trei
functii benefice pentru organism (Schygizoalab., 2004):

1. asigua ATP, minimizand pierderea de energie;
2. inlatura oxigenul din apropierea nitrogenazei, protejanastfel de
inactivare;

3. asigus echivalem reducitori (electroni) pentru diferite fumic celulare.

» Hidrogenaza bidiramnak

Hidrogenazele bidirgmnale cianobacteriene pot fi solubile sagorulegate de
membra# si pot fi prezente atat in tulpinile fixatoare deoteatsi in cele care nu fixeédz
azotul (Tamagningi colab., 2000,2002).

Hidrogenaza bidirgmnali este compusdin cinci subuniti, codificate de genele
hox (hydrogen oxidation genes), in careHoxEFU este diaforaza, i&toxYH hidrogenaza
(Schmitzsi colab., 1995; Appe$i Schultz, 1996; Sheremetieyacolab., 2002; Schmitz
si colab., 2002).

Din punct de vedere fiziologic, futia enzimei nu este pe deplin clarifitat-a
sugerat & enzima ar amna ca o val¥ de electroni in timpul fotosintezei la
Synechocystis sp. PCC 6803 (Appsail colab., 2000). S-a propus deasemerieanzima
are rol in fermentge, fungiondnd ca mediator in eliberarea excesului de euter
reducitoare Tn condii anaerobe (Stali Moezelaar, 1997; Troshirmg colab., 2002). Mai
mult, s-a sugerat ac hidrogenaza bidirgionakk ar putea face parte din complexul
respirator | (Appeki Schulz, 1996; Schmitgi Bothe, 1996).Totsi datoriti abseei sale

de la unele tulpini cinobacteriene (Tamagninicolab., 1997, 2000; Schutz colab.,



2004; Ludwigsi colab., 2006) se parei diidrogenaza bidirgionali, nu joa@ un rol

esemial Tn supravieuirea celulelor in care este prezent

11.3. Filogenia hidrogenazelor cianobacteriene

Studiile filogenetice bazate pe secygeerde aminoacizi ale hidrogenazelor, au
demonstrat clar caracterul monofiletic al grupukianobacteriilor dar refale n
interiorul grupului au fost slab rezolvate (Ludwgg colab., 2006). Aceste rezultate
sugerea nevoia unor studii ulterioare carg darifice relaiile filogenetice n interiorul

acestui grup de organisme.

B. MATERIALE SI METODE
CAP. Il TULPINI SI MEDII NUTRITIVE DE CRE STERE

Materialul biologic care aitut obiectul acestui studiu a constat din 70 deirtul
cianobacteriene, depozitate in Coieale Algesi Cianobacterii (AICB) a Institutului de
Cercetri Biologice din Cluj-Napoca (tab. 1). Acestea astf colectate din algoflora
Transilvaniei (jud. Cluj, Bihor Murg), cu o singut excepie: AICB 51 a fost colectat
dintr-un bazin acvatic din Egipt. Toate acestpitulsunt @strate in eprubete cu mediu

de crgtere BG11 sau Z (tulpinile d&rthrospira) lichid.

Tabel nr. 1
Cele 70 de tulpini cianobacteriene studiate, ldeuprovenieti si mediul de cultivare

Nr. Tulpina Specia Provenienta Mediu de
crt crestere

1 AICB 808 Anabaena eliptica Suatu, Cluj BG 11

2 AICB93 Anabaena oscillatorioides Cluj Napoca, Cluj BG 11ifa azot
3 AICB 563 Anabaena oscillatorioides Valea lerii, Cluj BG 114ra azot
4  AICB 742 Anabaena sp. Ciurila, Cluj BG 1143 azot
5 AICB 841 Anabaena sp. Apahida, Cluj BG 11

6 AICB 707 Anabaena sp. Catina, Cluyj BG 11ifa azot
7 AICB 708 Anabaena sp. Catina, Cluyj BG 11ifa azot
8 AICB 717 Anabaenopsis sp. Ciurila, Cluj BG 1143 azot
9 AICB 740 Anabaenopsis sp. Ciurila, Cluj BG 1143 azot
10 AICB 709 Aphanizomenon elenkinii Ciurila, Cluj BG 11 #ra azot
11 AICB 743 Aphanizomenon elenkinii Gheorgheni, Cluj BG 1Z%ifa azot
12 AICB 716 Calothrix sp. Turda, Cluj BG 11
13 AICB 39 Cylindrospermum alatosporum  Geaca, Cluj BG 11afa azot




14

15
16
17
18
19
20
21
22
23

24
25
26

27
28
29

30

31

32

33
34

35

36
37
38
39
40
41
42
43
44
45

46
47
48

49
50
51

AICB 820

AICB 718
AICB 285
AICB 420
AICB 421
AICB 44

AICB 362
AICB 386
AICB 514
AICB 34

AICB 35
AICB 36
AICB 618

AICB 619
AICB 620
AICB 679

AICB 680

AICB 681

AICB 682

AICB 689
AICB 695

AICB 697

AICB 702
AICB 747
AICB 748
AICB 822
AICB 823
AICB 826
AICB 827
AICB 832
AICB 833
AICB 51

AICB 61
AICB 62
AICB 1012

AICB 1013
AICB 1014
AICB 1015

Fremyella diplosiphon

Gloeotrichia ecinulata
Nostoc sp.

Nodularia harveyana
Nostoc linckia

Nostoc palludosum
Nostoc punctiforme
Tolypothrix tenuis
Tolypothrix tenuis
Microcystis aeruginosa

Microcystis aeruginosa
Microcystis aeruginosa
Microcystis aeruginosa

Microcystis aeruginosa
Microcystis aeruginosa
Microcystis aeruginosa

Microcystis aeruginosa

Microcystis aeruginosa

Microcystis aeruginosa

Microcystis aeruginosa
Microcystis aeruginosa

Microcystis aeruginosa

Microcystis aeruginosa
Microcystis sp.
Microcystis sp.
Microcystis sp.
Microcystis sp.
Microcystis sp.
Microcystis sp.
Microcystis sp.
Microcystis sp.
Synechocystis sp.

Gloeocapsa turgida
Synechocystis minuscula
Coelomoron sp.

Gloeocapsa sp.
Merismopedia sp.
Merismopedia sp.

UT(SF3)

Turda, Cluj
Martinesti, Cluj
Fanaele Cluj, Cluj
Turda, Cluj

Cluj Napoca, Cluj
Martinesti, Cluj
Fanaele Cluj, Cluj
Cluj Napoca, Cluj
Radvani, Bihor

Catina, Cluy;j
Geaca, Cluj
Pond, Taga Mare,
Cluj

Cluj Napoca, Cluj
Cluj Napoca, Cluj
Zau de Campie,
Mures

Zau de Campie,
Mures

Fishpond, Cefa,
Bihor

Zau de Campie,
Mures

Madaras, Bihor
Zau de Campie,
Mures

Zau de Campie,
Mures

Mihes, Mures
Geaca, Cluj
Lacu, Cluj
Geaca, Cluj
Geaca, Cluj
Geaca, Cluj
Scutard, Cluj
Geaca, Cluj
Geaca, Cluj

Eqipt

Baile Felix, Bihor
Baile Felix, Bihor
Zau de Campie,

Mures

Taureni, Murg
Lacul Mic, Mure
Lacul Mic, Mure

BG 11

BG 11
BG 11 fira azot
BG 114ra azot
BG 11
BG 11
BG 11
BG 11
BG 11
BG 11

BG 11
BG 11
BG 11

BG 11
BG 11
BG 11

BG 11

BG 11

BG 11

BG 11
BG 11

BG 11

BG 11
BG 11
BG 11
BG 11
BG 11
BG 11
BG 11
BG 11
BG 11
Z

BG 11
BG 11
BG 11

BG 11
BG 11
BG 11




52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68

69
70

AICB 1016
AICB 95
AICB 97
AICB 254
AICB 343
AICB 382
AICB 384
AICB 404
AICB 450
AICB 545
AICB 597
AICB 605
AICB 627
AICB 668
AICB 641
AICB 670
AICB 683

AICB 728
AICB 1054

Synechococcus sp.
Phormidium formosum
Oscillatoria lachneri
Oscillatoria boryana
Phormidium fragile
Oscillatoria lemmermannii
Phor midium formosum
Phor midium formosum
Arthrospira jennerii
Oscillatoria limnetica
Phormidium bijugatum
Arthrospira fusiformis
Arthrospira fusiformis
Arthrospira fusiformis
Oscillatoria amphibia
Arthrospira fusiformis

Oscillatoria geminata

Lyngbya sp.

Arthrospira jennerii

Apahida, Cluj
Cefa, Bihor

Cluj Napoca, Cluj
Dej, Cluj

Cluj Napoca, Cluj
Turda, Cluj
Turda, Cluj
Geaca, Cluj
Hoteni, Maramurg
Turda, Cluj
Ciatina, Cluj
Apahida, Cluj
Apahida, Cluj
Apahida, Cluj
Apahida, Cluj
Apahida, Cluj

Mihesul de Campie,

Mures
Turda, Cluj
Mogosa, Maramurg

BG 11
BG 11
BG 11
BG 11
BG 11
BG 11
BG 11
BG 11
BG 11
BG 11

D/2
y4
BG 11

BG 11
BG 11

CAP

ELECTRONIC A

In ceea ce privge microscopia opti; protocolul de lucru a presupus observarea

IV. METODE DE MICROSCOPIE OPTIC A Sl

directi a tulpinilor la un microscop optic Olympus BX-4L fotografierea digita si

efectuarea &sufitorilor necesare identifigii (dimensiuni ale celulelagi coloniilor, etc).

Pentru observarea in SEMsjaatioanele de suspensie afgal fost analizate cu

ajutorul unui microscop electronic cu baleiaj tgoll JSM 5510LV, la o tensiune de

accelerare de 10 k¥i cu un spot ririmea 5. Investigéle TEM au permis otinerea

unor seduni ultrafine utilizand un microscop TEM Jeol JEINI10.
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CAP. V METODE MOLECULARE UTILIZATE IN STUDIUL
TULPINILOR CIANOBACTERIENE

Pentru analiza filogenetigpe baza markerilor ADNr 16S-ITS, PC-1GiShoxH au
fost urmai urmatorii pasi: obtinerea secveerlor de ADNr 16S-ITS, PC-IGS hoxH a
presupus extraia de ADN genomic, folosind kituri comerciale cwigrul crora am
obtinut un grad ridicat de puritate. Folosind amorpectfice sau degenerate (pentru
unele secver hoxH) am efectuat resia PCR standard. Fragmenteletinbte au fost
izolate din gelul de agar®zi au fost direct secveate sau clonate in prealabil Tn vectori
de clonare (pJET1.2/blunt). Secvarea s-a realizat folosind analizorul genetic Agxpbli
Biosystems 3130 Genetic Analizer. Fragmentele gemlinute au fost asamblate
folosind programulVector NTI Advanced v. 9.0. Validarea secvealor s-a efectuat
folosind opiunea blastn (BLAST-NCBI). Pentru alinierea muliipl secvetelor oliinute
au fost extrase din baza de date GenBank (NCBWesex ADNr 16S-ITS, PC-IGSi
hoxH. Pentru aliniere a fost folosit prograniiéga 5.1.

Pentru construirea arborilor filogenetici pe bagavenelor ADNr 16S-ITS, PC-
IGS si hoxH ohktinute Tn urma secveirii am folosit dod metode distincte: fenetidde
distana) (metoda ,Evoltgiei Minime”) si cladistici (metoda ,, Maximum Likelyhood”).

Pentru analiza expresiei genelaox a fost extras ARN total cu ajutorul unui
protocol clasic adaptat dagMcGinn si colab. (2003). Solia de ARN total obnutad a
fost supus digestiei cu ADNa& comerciad iar sinteza ADNc s-a realizat dasemenea cu
ajutorul unui kit comercial. Folosind amorse speeifam efectuat reéa de gqRT-PCR.

Datele olginute au fost analizate cu ajutorul soft-urilor B0@ystem SDS
Software 1.2.3. (Applied Biosystems), Microsoft i0éf Excelsi Origin 8.6. Conform
metodei 2*4¢7
si Livak, 2008).

valorile Cq ale genelor de interes au fost duldumalizate (Schmittgen
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C. REZULTATE SI DISCUTII

-

CAP.VI ANALIZA FILOGENETIC A A TULPINILOR AICB
PE BAZA MARKERILOR GENETICI SELECTA TI

> Analiza filogeneti@ a tulpinilor din ordinul Nostocales

22 tulpini apatinand colegei AICB din Ordinul Nostocales au fost investigate
din punct de vedere al secvensi filogeniei genei pentru ARNr 16S-ITS (fig.1), al
locusului ficocianinic (fig.2}i genei pentru hidrogenaza biditenak hoxH (fig.3).

Filogramele obnute pentru markerii ARNr 16S-ITS (fig.3) PC-IGS (fig.2) au
fost foarte similare ceea ce gnse validitatea grupurilor filogenetice propuse. Baza
16S-ITS (fig.1) si cpcBA-IGS (fig.2), genurildnabaena, Aphanizomenon, Calothrix si
Nostoc sunt polifiletice, rezultate stisute si de datele din literatdr ceea ce indic
necesitatea unei revizuiri taxonomice a acestouigeare & tina cont atat de caracterele
morfologice cétsi de datele moleculare, biochimice, ecologice (dbor polifazid).
Genurile Nodularia si Cylindrospermum par a fi grupuri omogene, in concor¢gasu
clasificarea lor pe criterii morfologice deci cugine monofiletic.

Hidrogenaza bidirgmnak (hoxH) a putut fi detectatla 18 dintre cele 22 de
tulpini din Ordinul Nostocales analizate. Lungimsecverelor ohkinute a variat n
intervalul 904-1278 pb (tab.2).

Arborele filogenetic generat pe baza segelem hoxH (fig.3) este foarte similar
cu filogramele obnute pe baza markerilor 16S-I85cpcBA-IGS ceea ce demonstréaz
faptul & filogenia geneihoxH urmiareste de obicei relgle filogenetice dintre
organismele la care aceasta este prézent

Gruparea tulpinii déAnabaena oscillatorioides AICB 563 cu cele dé&lostoc este
neobgnuita mai ales avand Tn vedere faptdl duph cum reiese din arborele din fig. 3
clusterele N1si N2 nu sunt apropiate din punct de vedre filogenekceasi grupare
sugereaz faptul @ intre cele doigenuri cianobacteriene a avut loc un transferahtie

informaie genetid.
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Anabaena sp. 90

Aphanizomenon flos-aquae CCAP 1401/7
@ Anabaena sp. AICB 742

99 @ Anabaena eliptica AICB 808

54 Anabaena circinalis ACMB13

571 L_ @ Aphanizomenon elenkinii AICB 709
—L— @ Anabaena oscillatorioides AICB 563 N1
53 |100 .- Anabaena sp. Sai001

100 - @ Anabaena oscillatorioides AICB 93
Anabaena cylindrica PCC 7122
51 ——— @ Anabaena sp. AICB 841
11 73 @ Anabaena sp. AICB 707
100 L @ Anabaena sp. AICB 708
Anabaena bergii 09-02

81

Aphanizomenon ovalisporum ILC-164

100 [ @ Anabaenopsis sp. AICB 717 ] N5
@ Anabaenopsis sp. AICB 740

@ Nodularia harveyana AICB 420

100 || Nodularia sphaerocarpa BECID36 N4

99 | Nodularia sphaerocarpa
Calothrix sp. HA4356-MV2
@ Tolypothrix tenuis AICB 386

22 a1 @ Fremyella diplosiphon AICB 820
Tolypothrix sp. PCC 7504 DBSU 19
@ Tolypothrix tenuis AICB 514
Tolypothrix sp. PCC 7504 DBSU 23
Tolypothrix sp. PCC 7504 DBSU 23
77} Tolypothrix sp. PCC 7504 DBSU 15
Tolypothrix sp. PCC 7504 _

100 I: @ Cylindrospermum alatosporum AICB 39 NG
Cylindrospermum stagnale PCC 7417

43 I: Anabaena sp. PCC7120
100 Anabaena variabilis ATCC29413

@ Nostoc linckia AICB 421

N3

24

21 100 [ @ Nostoc palludosum AICB 44
Nostoc sp. UAM 307

100 [ Nostoc cf. commune 257-16

70
Nostoc cf. commune 257-20

N2

Nostoc sp. Peltigera malacea DB3992 cyanobiont
@ Nostoc sp. AICB 285
Nostoc punctiforme ATCC 29133

100 I Nostoc punctiforme PCC 73102 _

@ Calothrix sp. AICB 716 N7
100l @ Gloeotrichia echinulata AICB 718

Gloeobacter violaceus PCC 7421

0.05

Fig. 1 Arbore Maximum likelihood cu tulpinile AICBsi tulpini preluate din GenBank din
grupul Nostocales generat pe baza regiunii 16S-188cverele AICB sunt marcate cu buline
rosii. Cluster-ele propuse sunt indicate Tn parteajlfie VValorile bootstrap (500 replicate) sunt
indicate la nivelul nodurilor. Outgroup-ul folosit fost secveia 16S-ITS de laGloeobacter

violaceus PCC 7421.
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59 Anabaena sp. AICB 742

551 Aphanizomenon gracile UAM542
97

Aphanizomenon sp. 16D11
Aphanizomenon gracile AB2008/105
oL Aphanizomenon flos-aquae ST53
Aphanizomenon flos-aquae ST44
Anabaena oscillatorioides AICB 563
721 Anabaena circinalis strain 331C
Anabaena circinalis strain AWQC134C
Anabaena eliptica AICB 808
99| Anabaena planctonica SC12
Anabaena spiroides NIES-79 N1
Aphanizomenon elenkinii AICB 709
99 L Aphanizomenon issatschenkoi FACHB-1247
Anabaena sp. AICB 841
ﬁ[ Anabaena oscillatorioides AICB 93
Anabaena cylindrica PCC 7122
Aphanizomenon elenkinii AICB 743
Anabaena sp. AICB 707
7 Anabaena sp. AICB 708
98 | Anabaena eucompacta CHAB373
Aphanizomenon aphanizomenoides ANA237D

75

88

75

45

Anabaena flos-aquae NIES-73 _

Nostoc linckia AICB 421
Tolypothrix tenuis AICB 386

Tolypothrix tenuis AICB 514
Tolypothrix sp. PCC 7601
99 | Nostoc linckia PACC 5085
98 [ | Nostoc sp. PCC 7120 N2
Anabaena variabilis ATCC 29413
Anabaenopsis circularis NIES-21

Anabaenopsis sp. AICB 717
Anabaenopsis elenkinii AB2008/69

Anabaenopsis sp. AICB 740
Anabaenopsis elenkinii AB2008/61 N5
Anabaenopsis elenkinii NIVA-CYA 494
Anabaenopsis elenkinii NIVA-CYA 501
Anabaenopsis elenkinii AB2002/34
Aphanizomenon ovalisporum APH033B

s ‘< Fremyella diplosiphon AICB 820

Anabaena bergii
0| Anabaenopsis abijatae AB2002/08
Anabaenopsis abijatae AB2002/14
Nostoc sp. C21
Nodularia harveyana
Nodularia harveyana

Nodularia harveyana AICB 420
Nodularia spumigena strain PCC9336
Nodularia sp. BCNOD9402 N4
Nodularia spumigena kac10-pc
Nodularia sp. BCNOD9401
Nodularia spumigena kac32-pc

39L Nodularia spumigena KNUAOO5

Gloeobacter violaceus PCC 7421

H

0.01

N3

Fig. 2 Arbore Maximum likelihood generat pe baza regil®G-IGS pentru tulpinile AICBi
tulpini preluate din GenBank din grupul NostocaleSecverele AICB sunt marcate cu buline
rosii. Cluster-ele propuse sunt indicate Tn parteajlfie VValorile bootstrap (500 replicate) sunt
indicate la nivelul nodurilor. Outgroup-ul folosit fost secvela PC-IGS de |aGloeobacter

violaceus PCC 7421.
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g9 — @ Nostoc sp. AICB 285

61/ 4 Nostoc punctiforme AICB 362

6 @ Nostoc palludosum AICB 44 N2
100 Nostoc sp. PCC 7422

92| L—— @ Anabaena oscillatoricides AICB 563

—— @ Tolypothrix tenuis AICB 386

% @ Tolypothrix tenuis AICB 514 N3
100 | 4 Fremyella diplosiphon AICB 820

86
100 [ @ Calothrix AICB 716

51 @ Gloeotrichia AICB 718
Nostoc sp. PCC 7107
oa| 100 @ Nostoc linckia AICB 421 N4
Nostoc sp. PCC 7524
57 Anabaena sp PCC7120
100 - Anabaena variabilis ATCC 29413

@ Anabaena oscillatorioides AICB 93
Anabaena cylindrica PCC 7122
@ Aphanizomenon elenkinii AICB 743
@ Anabaena sp. AICB 742
@ Anabaena eliptica AICB 808 N1
@ Anabaena sp. AICB 841
@ Aphanizomenon elenkinii AICB 709
@ Anabaena sp. AICB 707
100 | @ Anabaena sp. AICB 708

100

80

Prochlorothrix hollandica

0.2
Fig. 3 Arbore Maximum likelihood generat pe baza gdmaH pentru tulpinile AICBsi tulpini
preluate din GenBank din grupul Nostocales. Seele®ICB sunt marcate cu romburi albastre.
Cluster-ele propuse sunt indicate n partea diedfatorile bootstrap (500 replicate) sunt indicate
la nivelul nodurilor. Outgroup-ul folosit a fostmernahoxH de laProchloraothrix hollandica.

Tabel nr. 2

Cele 22 de tulpini cianobacteriene din grupul Noslkes studiate, prezgriabseta hoxH si
numirul de perechi de bazmxH secverate

Nr. Tulpina Specia Prezenta/absenta | Nr. perechi de
crt hoxH bazehoxH

1 | AICB 808 | Anabaena €liptica + 921

2 | AICB 93 Anabaena oscillatorioides + 919

3 | AICB 563 | Anabaena oscillatorioides + 916
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4 | AICB 742 | Anabaena sp. + 904
5 | AICB 841 | Anabaena sp. + 914
6 | AICB 707 | Anabaena sp. + 908
7 | AICB 708 | Anabaena sp. + 919
8 | AICB 717 | Anabaenopsis elenkinii - -

9 | AICB 740 | Anabaenopsis elenkinii - -
10 | AICB 709 | Aphanizomenon elenkinii + 911
11 | AICB 743 | Aphanizomenon elenkinii + 912
12 | AICB 716 | Calothrix sp. + 1224
13 | AICB 39 Cylindrospermum - -

alatosporum

14 | AICB 820 | Fremyella diplosiphon + 912
15 | AICB 718 | Gloeotrichia ecinulata + 1223
16 | AICB 285 | Nostoc sp. + 912
17 | AICB 420 | Nodularia harveyana - -
18 | AICB 421 | Nostoc linckia + 1278
19 | AICB 44 Nostoc palludosum + 1226
20 | AICB 362 | Nostoc punctiforme + 910
21 | AICB 386 | Tolypothrix tenuis + 911
22 | AICB 514 | Tolypothrix tenuis + 908

> Analiza filogenetidé a tulpinilor din ordinul Chroococcales

30 tulpini apatinand coledei AICB din Ordinul Chroococcales (tab.3) au fost
investigate din punct de vedere al se¢ger filogeniei genei pentru ARNr 16S-ITS
(fig.4), al locusului ficocianinic (fig.5%i genei pentru hidrogenaza biditenak hoxH
(fig.6).

Arborii generai pe baza secvéglor 16S-ITS (fig.4)si cpcBA-IGS (fig.5) au
prezentat o topologie foarte simidaf4 sau 5 clustere), ceea ce tBwes validitatea
grupurilor filogenetice propuse. Filogenia tulparilAICB din ordinul Chroococcales
indica faptul @ genurile Microcystis, Gloeocapsa si Merismopedia sunt monofiletice,
asadar clasificarea lor este una natéirgusinuti atat de caracterele morfologice giédle
datele moleculare. Pe baza disttibulor heterogene, in mai multe clustere, in arbor
16S-ITS (fig.4)si cpcBA-IGS (fig.5), genurileéSynechocystis si Synechococcus au un
caracter polifiletic.

Hidrogenaza bidirgmnak a putut fi detectétla un nundr de 27 din cele 30 de
tulpini AICB. Lipsa amplifiéirii la tulpinile Synechocystis sp. AICB 51, Gloeocapsa
turgida AICB 61 si Synechocystis minuscula AICB 62 sugereazabsera genehoxH dar
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57r @ Microcystis aeruginosa AICB 680
[. Microcystis aeruginosa AICB 695
® Microcystis aeruginosa AICB 697
@ Microcystis aeruginosa AICB 679
@ Microcystis aeruginosa AICB 682
@ Microcystis aeruginosa AICB 681
Microcystis aeruginosa UTEX LB 2388
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@ Microcystis aeruginosa AICB 618

Microcystis sp. CCAP 1450/13

Microcystis aeruginosa UTEX LB 2385 strain CCAP 1450/6
@ Microcystis aeruginosa AICB 620

69 @ Microcystis aeruginosa AICB 689

47(. Microcystis aeruginosa AICB 619

@ Microcystis sp. AICB 748

@ Microcystis sp. AICB 747 C1l
@ Microcystis aeruginosa AICB 36
Microcystis aeruginosa PCC 7806
@ Microcystis aeruginosa AICB 35

@ Microcystis sp. AICB 833

@ Microcystis sp. AICB 822

34 @ Microcystis sp. AICB 823

@ Microcystis sp. AICB 827

38 @ Microcystis sp. AICB 832
Microcystis aeruginosa CCAP 1450/11
@ Microcystis aeruginosa AICB 702

- @ Microcystis aeruginosa AICB 34

@ Microcystis sp. AICB 826
28!>

100

Microcystis aeruginosa NIES843
Microcystis aeruginosa CCAP 1450/15 _

37
96 Woronichinia sp. T2

99 [ Woronichinia sp. T5 C2.1

@ Coelomoron pusillum AICB 1012

Synechocystis sp. PCC6803 c2
Synechocystis sp. Sai001 Cc2.2

99 ! Synechocystis sp. Sai002

71 4_7. Gloeocapsa turgida AICB 61 c3
64 @ Gloeocapsa sp. AICB 1013
100 ® Synechocystis sp. AICB51 ca1
[. Synechococcus sp. AICB1016 ’

99 @ Merismopedia sp. AICB 1014 ca.2
100 | @ Merismopedia sp. AICB 1015 ’

Synechococcus elongatus PCC6301

27

C4

Synechococcus sp. MI0607D
@ Synechocystis minuscula AICB 62

89

97
99 | Synechococcus sp. CC9311
C5

Synechococcus sp. CC9311

Synechococcus sp. CC9902
Synehococcus sp.

26- Synechococcus sp. CC9605
Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655

H
0.01

Fig. 4 Arbore Maximum likelihood cu tulpinile AICRBi tulpini preluate din GenBank
din grupul Chroococclales generat pe baza regii6fi-ITS. Secvanle AICB sunt marcate cu
buline raii. Cluster-ele propuse sunt indicate in parteaplfie Valorile bootstrap (500 replicate)
sunt indicate la nivelul nodurilor. Outgroup-ul deit a fost secvea cpcBA-IGS de la

Escherichia coli K-12.
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Microcystis flos-aquae UAM256

Microcystis aeruginosa FACHB-469

Microcystis flos-aquae UAM246
Microcystis sp. AICB 832
Microcystis sp. AICB 826
Microcystis sp. AICB 822

64 Microcystis sp. AICB 748
Microcystis aeruginosa AICB 697
Microcystis aeruginosa AICB 695
Microcystis aeruginosa AICB 618
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Microcystis sp. AICB 36 PC-IGS

Microcystis sp. AICB 35 PC-IGS
26 Microcystis aeruginosa PCC 7820
Microcystis sp. AICB 823

Microcystis sp. AICB 833

Microcystis aeruginosa AICB 702
e 7-| Microcystis Viridis NIES-102 C1
Microcystis flos-aquae UAM243
48| | Microcystis aeruginosa BCCUSP 299
Microcystis flos-aquae UAM242

Microcystis novacekii UAM247

0! Microcystis novacekii UAM257

Microcystis sp. AICB 827
Microcystis aeruginosa AICB 34
Microcystis aeruginosa AICB 619

Microcystis aeruginosa AICB 681

Microcystis aeruginosa AICB 679
Microcystis aeruginosa AICB 680
Microcystis aeruginosa AICB 682

‘I Microcystis aeruginosa AICB 620
100 Microcystis aeruginosa AICB 689
92 Microcystis wesenbergii BCCUSP 011

100 L Microcystis wesenbergii NIES-111

Coelomoron pusillum AICB 1012
E Gloeocapsa turgida AICB 61 c2
71 Gloeocapsa sp. AICB 1013

99 100 Merismopedia sp. AICB 1015 ] c3

41
Merismopedia sp. AICB 1014

56 Synechocystis sp. PCC6701
40 o5 Synechocystis sp. AICB 51 C4
100 Synechococcus sp. AICB 1016

Synechocystis sp. C15

Synechococcus sp. CCMP838

Synechococcus sp. RCC650

91 c6
79 Synechococcus sp. CCMP3074
52 Synechococcus sp. RCC540
Synechococcus sp. SNO507
100 Synechocystis minuscula AICB 62 Ch5
99 Synechococcus sp. MA0O607D

Gloeobacter violaceus PCC 7421

||
0.1

Fig. 5 Arbore Maximum likelihood generat pe baza regil@-IGS pentru tulpinile AICB;i
tulpini preluate din GenBank din grupul Chroocoesal Secveele AICB sunt marcate cu
triunghiuri verzi. Cluster-ele propuse sunt indicdh partea dreapt Valorile bootstrap (500
replicate) sunt indicate la nivelul nodurilor. Outtgp-ul folosit a fost secvem PC-IGS de la
Gloeobacter violaceus PCC 7421.
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@ Microcystis aeruginosa AICB 702
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1 |0 Microcystis aeruginosa AICB 620
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- @ Microcystis aeruginosa AICB 681
Microcystis aeruginosa NIES843

o7 | 93
9| |9 Merismopedia sp. AICB 1014

100 | @ Merismopedia sp. AICB 1015

87 —I: Coelomoron pusillum AICB 1012 C2
95 Synechocystis PCC6803

23 @ Gloeocapsa sp. AICB 1013
79 Cyanobacterium aponinum PCC 10605
32 Cyanothece sp. ATCC51142
63 Cyanothece sp. PCC 7424

84

r‘ Synechococcus sp. AICB 1016 C3
100! Synechococcus PCC7002

Acaryochloris marina MBIC11017
’ Synechococcus elongatus PCC6301 ca
99! Synechococcus elongatus PCC 7942

Ralstonia eutropha

P
0.5
Fig. 6 Arbore Maximum likelihood generat pe baza geweiH pentru tulpinile AICBsi
tulpini preluate din GenBank din grupul Chroocoesal Secveele AICB sunt marcate cu
romburi albastre. Cluster-ele propuse sunt indi¢at@artea dreapt Valorile bootstrap (500
replicate) sunt indicate la nivelul nodurilor. Ortgp-ul folosit a fost secvem hoxH de la
Ral stonia eutropha.
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se poate datorgi faptului @ amorsele utilizate nu au fost cele adecvate pemtaste

tulpini. Lungimea secvealor oltinute a variat in intervalul 1125-1339 pb (tab.3).

Topologia arborelui generat pe baza segien hoxH (fig.6) este similar cu

topologia arborilor 16S-ITSi cpcBA-IGS. Gruparea tulpinilor d&lerismopedia sp.
AICB 1014 si AICB 1015 ahturi de cele deMicrocystis (fig.6) se datoredzprobabil

transferului lateral de inforngi@ genetid@ intre cele doligenuri cianobacteriene.

Tabel nr. 3

Cele 30 de tulpini cianobacteriene din grupul Chomeales studiate, prezafabseta hoxH si
numirul de perechi de bat®exH secverate

Nr. Tulpina Specia Prezenta/absena | Nr. perechi de
crt hoxH bazehoxH
1 | AICB 34 Microcystis aeruginosa + 1327
2 | AICB 35 Microcystis aeruginosa + 1327
3 | AICB 36 Microcystis aeruginosa + 1339
4 | AICB 618 | Microcystis aeruginosa + 1333
5 | AICB 619 | Microcystis aeruginosa + 1334
6 | AICB 620 | Microcystis aeruginosa + 1336
7 | AICB 679 | Microcystis aeruginosa + 1336
8 | AICB 680 | Microcystis aeruginosa + 1337
9 | AICB 681 | Microcystis aeruginosa + 1334
10 | AICB 682 | Microcystis aeruginosa + 1337
11 | AICB 689 | Microcystis aeruginosa + 1336
12 | AICB 695 | Microcystis aeruginosa + 1337
13 | AICB 697 | Microcystis aeruginosa + 1333
14 | AICB 702 | Microcystis aeruginosa + 1333
15 | AICB 747 | Microcystis sp. + 1337
16 | AICB 748 | Microcystis sp. + 1337
17 | AICB 822 | Microcystis sp. + 1324
18 | AICB 823 | Microcystis sp. + 1337
19 | AICB 826 | Microcystis sp. + 1334
20 | AICB 827 | Microcystis sp. + 1335
21 | AICB 832 | Microcystis sp. + 1333
22 | AICB 833 | Microcystis sp. + 1337
23 | AICB 51 Synechocystis sp. - -
24 | AICB 61 Gloeocapsa turgida - -
25 | AICB 62 Synechocystis minuscula - -
26 | AICB 1012 | Coelomoron sp. + 1185
27 | AICB 1013 | Gloeocapsa sp. + 1186
28 | AICB 1014 | Merismopedia sp. + 1164
29 | AICB 1015 | Merismopedia sp. + 1125
30 | AICB 1016 | Synechococcus sp. + 1237
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> Analiza filogenetid@ a tulpinilor din ordinul Oscillatoriales

Au fost investigate 18 tulpini ap@mand colegei AICB din Ordinul
Chroococcales (tab.4) din punct de vedere al segevgrfilogeniei genei pentru ARNr
16S-ITS (fig.7), al locusului ficocianinic (fig.8)si genei pentru hidrogenaza
bidiregionald hoxH (fig.9).

Arborii generai pe baza secveglor 16S-ITS (fig.7)si cpcBA-IGS (fig.8) au
prezentat o topologie foarte simidacu 5 clustere, ceea ce gne validitatea grupurilor
filogenetice propuse. Distrilja heteroged in cadrul arborilor filogenetici a tulpinilor
din genurilePhormidium, Oscillatoria si Lyngbya (fig.7 si 8) indica caracterul, polifiletic
al acestora. Genudlrthrospira reprezind singurul grup omogen dintre tulpinile AICB din
ordinul Oscillatoriales studiate. Putem afirma talpinile incadrate in acest gen sunt
taxoni valizi (sugnuti atat morfologic cagi molecular), cu origine monofiletic

Prezema genei pentru hidrogenaza bidifenak (hoxH) a putut fi detectétsi
secverata la 16 dintre cele 18 tulpini AICB (tab.4) iar tdpgia arboreluihoxH (fig.9)
este foarte similarcu topologia arborilor 16S-IT§ cpcBA-IGS.

Gruparea tulpiniiSpirulina platensis FACHB 440 cu tulpinile déscillatoria si
Phormidium se datoreazprobabil transferului lateral de informa genetid si nu unei

Tncaddri taxonomice eronate a acestei tulpini.
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100 L Uncultured Lyngbya sp. clone SWMP11-12
@ Phormidium formosum AICB 404
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. @ Phormidium formosum AICB 95
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@ Lyngbya sp. AICB 728
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Fig. 7 Arbore Maximum likelihood cu tulpinile AICEi tulpini preluate din GenBank din
grupul Oscillatoriales generat pe baza regiunii-IBS Secvetele AICB sunt marcate cu buline
rosii. Cluster-ele propuse sunt indicate Tn parteajlfie VValorile bootstrap (500 replicate) sunt
indicate la nivelul nodurilor. Outgroup-ul folosit fost secvega cpcBA-IGS de l&scherichia

coli K-12.
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Fig. 8 Arbore Maximum likelihood generat pe baza regid@-IGS pentru tulpinile AICB;
tulpini preluate din GenBank din grupul Oscillatdeés. Secveple AICB sunt marcate cu
triunghiuri verzi. Cluster-ele propuse sunt indicah partea dreapt Valorile bootstrap (500
replicate) sunt indicate la nivelul nodurilor. Onuttgp-ul folosit a fost secvem PC-IGS de la
Gloeobacter violaceus PCC 7421.
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10 @ Arthrospira cf. fusiformis AICB 670

@ Arthrospira jenneri AICB 1054
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Spirulina subsulsa FACHB351
@ Lyngbya sp. AICB 728
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99 L @ Oscillatoria cf. geminata AICB 683
- Geitlerinema sp. PCC 7407
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Fig. 9 Arbore Maximum likelihood generat pe baza geéweiH pentru tulpinile AICBsi
tulpini preluate din GenBank din grupul Oscillatdés. Secveple AICB sunt marcate cu
romburi albastre. Cluster-ele propuse sunt indi¢at@artea dreapt Valorile bootstrap (500

replicate) sunt indicate la nivelul nodurilor. Ortgp-ul folosit a fost secvem hoxH de la
Ral stonia eutropha.

Tabel nr. 4

Cele 18 de tulpini cianobacteriene din grupul Ositiales studiate, prezgabsetahoxH si
numirul de perechi de bat®xH secverate

Nr. Tulpina Specia Prezenta/absena | Nr. perechi de
crt hoxH bazehoxH

1 | AICB 95 Phormidium formosum + 901

2 | AICB 97 Oscillatoria lachneri + 903

3 | AICB 254 | Oscillatoria boryana + 907
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4 | AICB 343 | Phormidiumfragile -

5 | AICB 382 | Oscillatoria lemmer mannii 895
6 | AICB 384 | Phormidium formosum 902
7 | AICB 404 | Phormidium formosum 1006
8 | AICB 450 | Arthrospirajennerii -

9 | AICB 545 | Oscillatoria limnetica 891
10 | AICB 597 | Phormidium bijugatum 1196
11 | AICB 605 | Arthrospira fusiformis 1207
12 | AICB 627 | Arthrospira fusiformis 1190
13 | AICB 668 | Arthrospira fusiformis 1201
14 | AICB 641 | Oscillatoria amphibia 1188
15 | AICB 670 | Arthrospira fusiformis 1201
16 | AICB 683 | Oscillatoria geminata 1202
17 | AICB 728 | Lyngbya sp. + 880
18 | AICB 1054 | Arthrospira jennerii + 1285

CAP. VI ULTRASTRUCTURA, TAXONOMIA S|

FILOGENIA MOLECULAR A A TULPINII AICB 1012 Coelomoron

pusillum (Van Goor) Komarek

Tulpina Coelomoron pusillum AICB 1012 este una cu organizare colapial
coloniile fiind formate din mici aglomeér celulare (fig. 10 a-b, d-e). Fotografierea
preparatelor ,colorate” cu §u(fig.10 d-f) a evidetiat existema unei matrici/mase
mugilaginoase aparent nestructaydh care sunt inglobate coloniile.

In tab. 5 am prezentat principalele caractere distite evidefiate de noisi
variabilitatea acestora, comparativ cu caractex@heunicate in alte 2 uini.

Observdile efectuate Tn microscopie electrohide transmisie (TEM), (metoda
colorgiei negative) au evideiat faptul & celulele tulpinii AICB 1012 sunt inconjurate

de pili de tip cianobacterian (fig. 11 a-c)
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Fig. 10 (a-f). Coelomoron pusillum AICB 1012 — microscopie optic invelisul mucilaginos al
coloniilor a fost evidetiat cu t (d-f). Coloniile sunt algtuite dintr-un nurar redus de celule,
uneori chiar doiu (f). Au fost observate frecvent celule singularef], fiecare cu propriul ihveli
de mucilagiu (f). Inveliul mucilaginos este slab vizibififi ,colorarea” cu tg (a-c). In colonii,
celulele sunt aranjate periferic, partea ceateamucilagiului fiind frecvent neocugatle celule

(a, e). Bara = 1am.

Tabelul nr. 5

Caracterele morfologice ale tulpir@ii pussilum, observabile Tn microscopia ogijc

prezentate comparativ cu cele identificate dieaaltori.

Caracterul
morfologic

Komarek si
Anagnostidis, 1999

McGregor si
colab., 2007

AICB 1012

Forma coloniei

* sferici, neregulat oval

* sferici, neregulat

* sferici, neregulat

ovak ovaki
Colonii simple simple, uneori adesea compuse simple
sau compuse compuse
Diamerul 15-20-(30) 12,0-30,0 14,6 — 27,7 (inc|.
coloniilor (pm) mucilagiul)
10,1-20,9 (fra
mucilagiu)
Forma celulelor Ovale, obovoide, larg ovale sau sferice sau
albastre-verzi, palide | obovoide, albastrer subsferice, ovale,
verzi, palide cele tinere
obovoide; albastre
gri, palide, gor
maronii

Dimensiunile
celulelor (um)

2,2-45x%x1,8-4

2,2-4,5(-5,5) x 1,
4,0

B- 3,1-5,4; celulele
tinere alungite

Aerotopi

fara aerotopi

fira aerotopi

fra aerotopi
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Dispunerea radia#i, aranjate la | aranjare radiar la ordonat, la
celulelor in periferie, yor distanate periferie; yor periferia coloniei;
colonie si separate unele de distanatesi celule yor
altele desprinse unele de distanate
altele
Numar 10-30, uneori 2-4 10-30, uneori 2-4 4-15, frcver®t, 8
celulelor/colonie multe celule
solitare
Morfologia incolor, fluid, poate fi | incolor, fluid; fire incolor,
mucilagiului identificat doar dup de mucilagiu care| identificabil doar
colorare; protuberaa | radiaz din centrul Cu tws, aparent
slab vizibile care radiaz| coloniei, dificil de nestructurat
din centrul coloniei observat.
Dimensiunile cca. 2,5, extins la 1,2-2,5 2,25-3,4

mucilagiului (pm)

exteriorul stratului de

celule

Fig. 11 (a-c).Coeddlomorom pusillum AICB 1012. Microfotografii ale pililor de tip ciabacterian,
observa in microscopia elctronicde transmisie (TEM) prin colorarea negata suspensiilor

celulare nefixate. Pilii iradigzde pe suprafa celuleisi depgesc de cateva ori dimensiunea
acesteia. Pilii pot forma facicule prin asocierg Bara = 500 nm (fig. 5 a-b), respectiv 100 nm

(fig. 5 ¢).
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Organizarea genetah unei celule d€. pusillum este prezentafin fig. 12-13.

Fig. 12.Segiune longitudinal printr-o celui de Coelomoron pusillum AICB 1012 in curs de
diviziune. Tilacoidele sunt dispuse periferic (ptai), cu ficobilisomii atgeti Tn siruri regulate
(T-FBS). Partea centtah celulelor este ocugatie nucleoid (N). Peretele transversal (PT) in curs
de formare a fost sgienat simetric. In citoplasinau fost identificate urittoarele structuri:
peretele celular parental (PC), granule de polixihutirat (PHB), carboxisomi (G) structuri
de tip vezicular (,vesicle-like” — vl). Barapin.

Fig. 13. Segiune longitudinal printr-o celui de Coelomoron pusillum AICB 1012 in curs de
diviziune. Se pot observa acefestructuri ca cele deja evidgaie in fig. 7. Deosebirile fade
figura precedeidtconstau in evideierea a numeroase prelungiri mucilaginoase filifer(@M)
dispuse mai mult sau mai fiu regulat pe intreaga circumfegira celulei, evidegirea traiectului
paralel cu peretele celular al tilacoidelor (F) structura peretelui celular cu stratul
peptidoglicanic extrem de dezvoltat (gros) la nivgberetelui transversal (PT) care sépar
celulele fiice. Bara=m.
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In segiunile noastre am observat in interiorul coloniifyezema unor formguni
mucilaginoase pedunculare (fig.14, 15) care colettg mertin celulele in colonie,
precum si numeroase prelungiri nestructurate, probabil taganoase, distribuite discret
dar uniform pe toat suprafga celulelor (fig.16 b). Examinarea at&n& permis
deasemenea evidggrea unor pori care dtrat (perforea®) peretele celular (fig.17).
Existenta porilor darsi distributia lor uniform pe todit circumferina celulei (fig. 17 a)
sau preferegnl Tn imediata apropiere a peretelui transverBgll(7 b), explia formarea

prelungirilor mucilaginoase precugha pedunculilor mucilaging.

Fig. 14 (a-b).C. pusillum AICB 1012 in TEM. In ambele figuri sunt evidéni pedunculii
mucilaginai care susin celulelesi le ordoneai in cadrul coloniei. Mucilagiul este nestructurat
(a, b)si aparent dicotomic (a), fiecare celuiind suginuti de o ramificie peduncular (a).
Planul fisiunii binare al celulelor este paralelogl peduncular (b). Barele: aath, b=2um.
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Fig. 15 (a-b). C. pusillum AICB 1012 in TEM. In 1la este prezetai celuk in curs de
diviziune, cu prelungiri mucilaginoasedispandite pe toatcircumferina si cu un peduncul
mucilaginos ancorat la nivelul zonei de formareegetelui transversal. in fig. 11b se eviger
puntea pe care o formeaprelungirile mucilaginoase intre 2 celule adiaeedtii ce fisiunea
binari a avut loc. Notgile sunt cele folosite in figurile anterioare. Be=1pm.
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Fig. 16.C. pusillum AICB 1012 in TEM. Detaliu al prelungirilor muCiIagi»ase. Noti
ca in figurile anterioare. Barele: a=500nm, b=200nm

Fig. 17 (a-b).C. pusillum AICB 1012 in TEM. Fig.12a — Peretele celular ciaatibrian este
strabatut de pori (p) care, aparent, par implita externalizarea/seaia mucilagiului. Porii pot fi
bine observhla nivelul stratului peptidoglicanic. Frecwanporilor este aparent mai mare in zona
de formare (proximitatea) a peretelui celular tvansal (fig.12b), dupcum se poate observa n
secgiunea tangefial-oblica de la acest nivel. Barele = 200 nm.
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Arborii rezultgi prin aplicarea a trei metode diferite au fostrfeasimilari, ceea
ce sugeredz faptul & probabil ceea ce putem observa sunt intr-adeelgiile
filogenetice corecte dintre tulpina déoelomoron pusillum AICB1012 studiat si
celelalte tulpini cianobacteriene. Gruparea acastaitulpini din genuril&\oronichinia
si Showella este in acord cu clasificare&fiti de Komarelsi Anagnostidis (1999) duip
codul botanic de nomenclatuincadrandu-se in subfamilia Gomphosphaerioidege (f
18 grupul 1l). Putem constata astfél incadrareaacuta tulpinii Coelomoron pusilium

AICB 1012 pe baze morfologice este fermtsuga si de datele de filogenie molecuiar

Woronichinia naegeliana OLE35S01
8 Woronichinia sp. T5
100 o |
Woronichinia sp. T2

99 A Coelomoron pusillum AICB 1012

Snowella rosea

100 Snowella litoralis 1LT47S05

%5 77| | Snowella litoralis 0TU37S04 11
99 ! Snowella litoralis 0TU35S07

100 |— Merismopedia glauca 0BB39S01
Merismopedia glauca CCAP 1448/3

Synechocystis sp. PCC 6702
100 || Synechocystis sp. PCC 6714
741 Synechocystis sp. PCC 6805

r Microcystis wesenbergii NIES 104

90 55

Microcystis sp. strain 130
81 100

Microcystis aeruginosa PCC 7941
Microcystis sp. AICB 822

88

64-|— Synechococcus sp. PCC7003

100 | Synechococcus sp.PCC 7002

L Synechococcus sp. PCC73109
55 Spirulina sp. PCC6313

81 _|:Spirulina subsalsa IAM M-223
94 Spirulina sp. P7
100 Oscillatoria sp. 28
L oscillatoria sp. CYA128/R

= _75|—7 Aphanizomenon sp. PCC 7905
Nodularia sp. PCC 7804
100 Nostoc punctiforme PCC73102
%|:Anabaena sp. 7120

Gloeobacter violaceus PCC 7421

A
0.02
Fig. 18 Arbore Maximum Likelihood (ML) otinut pe baza secveior 16S care aratrelaiile
filogenetice dintre tulpina studiatCoelomoron pusillum AICB 1012 si tulpini din ordinele
Chroococcales, Nostocales si Oscillaoriales. Lauriosunt reprezentate valorile de bootstrap
pentru 1000 de replicate. Outgroup-ul folosit esfrezentat de secventa 16S de la cianobacteria
Gloeobacter violaceus PCC 7421.
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CAP.VIII REGLAREA TRANSCRIP TIONAL A A
HIDROGENAZEI BIDIREC TIONALE SUB INFLUEN TA LUMINII
SI OXIGENULUI LA TULPINI CIANOBACTERIENE DIN
ORDINUL NOSTOCALES

> Efectul luminii asupra expresiei genelmx in condiii de anaerobicx

Genelehox au prezentat cea mai ridigainduaie Th prima prob prelevai n
timpul incubaiei anaerobe care a fost lada 30 de minute duipce ce concenttia de
oxigen dizolvat din mediul de cultua sé@zut sub 1M: hoxE 70+25 ori laAnabaena
variabilis ATCC 29413si hoxY si hoxH de 400+100si 200+80 la Anabaena sp.
PCC7120 (fig.19 Ai C).
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Fig. 19 Efectul luminii asupra induiei genelothox in anaerobiaz Concentrda de
oxigen din mediul de cultarde laAnabaena variabilis ATCC 29413 (Asi B) si Anabaena sp.
PCC7120 (Gi D) a fost sub iM pe durata celor 2 ore la lunaigA si C) sau intuneric (Bi D).
Nivelurile de expresie de la gendilexE (cerc plin),hoxF (cerc gol)hoxU (triunghi plin), hoxY
(patrat plin)si hoxH (patrat gol) sunt prezentate dupormalizarea la valorile lor ifidle adi@ 1.
Barele de eroare corespund dgeisstandard derivatdin trei experimente independente. Barele
de culoare albsi neagé reprezind perioadele de luminrespectiv intuneric.
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In cazul creterii celulelor cianobacteriene Tn anaerobiiog intuneric, la
momentul 30 minute se poate observa gtere a cantiitii de transcriphox acumulat cu

trei ordine de magnitudinetfade condiile normale de crgere (fig.19 Bsi D).

> Efectul reversibil al luminii asupra reégli transcrigionale a hidrogenazei
bidiregionale

La Anabaena variabilis pe perioada celor 2 ore de incubare la Tntunesitele

hoxE, hoxF, hoxU care codifi@ subunitatea diaforazicau avut un nivel relativ de
expresie ridicat, in timp ce gendbexY si hoxH care codifi@ subunitatea catalitica
hidrogenazei au avut un nivel de expresie condiilarai redus (fig.20 A).

In cazul tulpinii deAnabaena sp. PCC7120, genel®xF, hoxU, hoxY si hoxH au
fost induse moderat fia de genahoxE. Efectul reversibil al intunericului a fost mai
evident n cazul geneldoxE si hoxU comparativ cu celelalte getex de laAnabaena
sp. PCC 7120 (fig.20 B).

Nivel transcript relati

L L L 1 L 1 I i i | i I
0 30 860 90 120 150 O 30 60 90 120 150

Fig. 20 Indugia la Tntuneric a geneldrox in culturi aerobe. in perioada de incubare la
intuneric celulele deA. variabilis (A) si Anabaena sp.(B) au fosttinute la o concentti
atmosferid de oxigen suplimentat cu 2% @Wivelurile de expresie de la gendiexE (cerc
plin), hoxF (cerc gol),hoxU (triunghi plin),hoxY (patrat plin)si hoxH (patrat gol) sunt prezentate
dupi normalizarea la valorile lor itiale adi@ 1. Barele de eroare corespund dgeisstandard
derivat din trei experimente independente. Barele de celaHii si neagi reprezini perioadele
de lumira respectiv intuneric.
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CONCLUZII GENERALE

* Arborii genera pe baza secveglor 16S-ITSsi cpcBA-IGS au prezentat o
topologie foarte simildr, ceea ce stige validitatea grupurilor filogenetice
propusesi confirma capacitatea acestor markeri moleculari de a disca chiar
pari la nivel de tulpigi diferitele specii precursi validitatea utilizrii lor Tn studii
filogenetice la cianobacterii.

» Hidrogenaza bidirgmonali a putut fi detectétsi secvemata la un nunir de 60
(85.7%) din cele 70 de tulpini AICB utilizate. Lgsamplificirii la cele 10
(14.3%) tulpini AICB sugere@zabsera genehoxH ceea ce este in perfect acord
cu studiile anterioare asupra disttileuhoxH.

» Topologia arborilor genetiape baza secveglor hoxH este similat cu topologia
arborilor 16S-ITSsi cpcBA-IGS ceea ce indicfaptul @ filogenia genehoxH la
cianobacterii este similacu filogenia organismelor de la care acestea provi

* Cu ajutorul filogeniei moleculare am r#uin lucrarea de f& si semnalm
pentru prima dat in literatus prezemga transferului genetic lateral la
hidrogenazele bidirgionale cianobacteriene. Acest fenomen a pututitiesviat
in 4 cazuri pentru tulpinile AICBAnabaena oscillatorioides AICB 563si Nostoc;
Merismopedia sp. AICB 1014, 1015i Microcystis sau Spirulina platensis
FACHB 440si Oscillatoria catsi intre tulpini apagindnd unor ordine diferite:
Coelomoron pusillum AICB 1012 (Chroococcalesgi Oscillatoria amphibia
AICB 641 (Oscillatoriales).

* La nivelul genuluiCoelomoron (tulpina AICB 1012) a fost efectuat, in preniier
un studiu ultrastructuralsi filogenetic avansat cu evidgerea fimbriilor
cianobacteriene, a prelungirilor mucilaginoaisa pedunculilor mucilagirg.

* Formarea pedunculilogi ramificarea acestora la tulpina AICB 1012 a fost
explicat, de asemenea in prendieprin evidemierea dispunerii prefergale si
simetrice a porilor la nivelul peretelui trasverpah care se realizeadiviziunea
binari a celulei.

* Pe baza indyti in aerobioz la intuneric a geneldiox la tulpinile deAnabaena
variabilis ATCC 29413si Anabaena sp. PCC 7120 putem afirma faptul c
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hidrogenaza bidirgionak pare a fi implicat in procesul de respiia aeroli la

aceste cianobacterii.

Bibliografie selectiva

Appel, J., Schultz, R., (1996), Sequence analysianooperon of NAD(P)-reducing
nickel hydrogenase from the cyanobacterigymechocystis sp. PCC 6803 gives
additional evidence for direct coupling of the emmy to NADP(H)
dehydrogenase (complex Biochim Biophys Acta, 1298:141-147.

Appel, J., Phunpruch, S., Steinmuller, K., Schulk, (2000), The bidirectional
hydrogenase of Synechocystis sp. PCC 6803 works like an electron valve
during photosynthesigrch Microbiol, 173:333-338.

Higuchi, Y., Ogata, H., Miki, K., Yasuoka, N., Yiag., (1999), Removal of the bridging
ligand atom at the Ni-Fe active site of [NiFe] hygenase upon reduction with
H,, as revealed by X-ray structure analysis at 1résblution,Structure, 7:549-
556.

Higuchi, Y., Toujou, F., Tsukamoto, K., Yagi, T2000), The presence of a SO molecule
in [NiFe] hydrogenase fronDesulfovibrio vulgaris Miyazaki as detected by
mass spectrometry, Inorg. Biochem., 80:205-211.

Higuchi, Y., Yagi, T., and Yasuoka, N., (1997), Wnal ligand structure in Ni-Fe active
center and an additional Mg site in hydrogenasealked by high resolution X-
ray structure analysi§ructure, 5:1671-1680.

Ludwig, W., Neumaier, J., Klugbauer, N., Brockmagn, Roller, C., Jilg, S., Reetz, K.,
Schachtner, I., Ludvigsen, A., Bachleitner, M., chisr, U., Schleifer, K.H.
(1993), Phylogenetic relationships of bacteria Hase comparative sequence
analysis of elongation factor Tu and ATPSynthagSuBunit genesintonie van
Leeuwenhoek, 64:285-305.

Ludwig, M., Schulz-Friedrich, R., Appel, J., (2008)ccurrence of hydrogenases in
cyanobacteria and anoxygenic photosynthetic bactemplications for the
phylogenetic origin of cyanobacterial and algal rfoggnases,) Mol Evol,
63:758-768.

36



Neilan, B. A., Jacobs, D., Goodman, A. E., (1995¢netic diversity and phylogeny of
toxic cyanobacteria determined by DNA polymorphisnvgthin the
phycocyanin locusAppl. Environ. Micraobiol, 61:3875-3883.

Schmitz, O., Boison, G., Hilscher, R., Hundeshad&n,Zimmer, W., Lottspeich, F.,
Bothe, H., (1995), Molecular biological analysisaobidirectional hydrogenase
from cyanobacteriggur J. Biochem, 233:266-276.

Schmitz, O., Bothe, H., (1996), The diaphorase siibHoxU of the bidirectional
hydrogenase as electron transferring protein innalyacterial respiration?
Naturwissenschaften, 83:525-527.

Schmitz, O., Boison, G., Salzmann, H., Bothe, KthiBz, K., Wang, S., Happe, T.,
(2002),HoxE - a subunit specific for the pentameric bidirecéil hydrogenase
complex (HoxEFUYH) of cyanobacteridBiochim Biophys Acta, 1554: 66-74.

Schutz, K., Happe, T., Troshina, O., Lindblad,®Ritao, E., Oliveira, P., Tamagnini, P.,
(2004), Cyanobacterial H production - a comparative analysi®janta,
218:350-359.

Sheremetieva, M.E., Troshina, O.Y., SerebryakovaT.,L Lindblad, P., (2002),
Identification ofhox genes and analysis of their transcription in theellular
cyanobacteriun@loeocapsa alpicola CALU 743 growing under nitrate-limiting
conditions,FEMSMicrobiol Lett, 214:229-233.

Shih, P.M., Wu, D., Latifi, A., Axen, S.D., Fewdd,P., Talla, E., Calteau, A., Cai, F.,
Tandeau de Marsac, N., Rippka, R., Herdman, M.or&ma, K., Coursin, T.,
Laurent, T., Goodwin, L., Nolan, M., Davenport, K.WHan, C.S., Rubin,
E.M., Eisen, J.A.,, Woyke, T., Gugger, M., KdéifeC.A., (2013), Improving
the coverage of the cyanobacterial phylum usingerdity-driven genome
sequencingPNAS, 110(3):1053-1058.

Stal, L.J., Moezelaar, R., (1997), FermentatiortyanobacteriaFEMS Microbiol Rev,
21:179-211.

Tamagnini, P., Troshina, O., Oxelfelt, F., SaleRa,Lindblad, P., (1997), Hydrogenases
in Nostoc sp. strain PCC 73102, a strain lackingdarectional enzymeAppl
Environ Microbiol, 63: 1801-1807.

37



Tamagnini, P., Costa, J-L., Almeida, L., OliveiMsJ., Salema, R., Lindblad, P., (2000),
Diversity of cyanobacterial hydrogenases, a mobacuapproach, Curr
Microbiol, 40:356—361.

Tamagnini, P., Axelsson, R., Lindberg, P., Oxelfélt, Wunschiers, R., Lindblad, P.,
(2002), Hydrogenases and hydrogen metabolism ofadhacteria,Microbiol
Mol Biol Rev, 66:1-20.

Tamagnini, P., Leitdo, E., Oliveira, P., Ferrgifa., Pinto, F., Harris, D.J., Heidorn, T.,
Lindblad, P., (2007), Cyanobacterial hydrogenaskegersity, regulation and
applicationsFEMSMicrobiol Rev, 31:692-720.

Troshina, O., Serebryakova, L.T., Sheremetieva,.M.dblad, P., (2002), Production
of Hy by the unicellular cyanobacterium Gloeocapsa alpi€ALU 743 during
fermentation)nt J Hydrogen Energy, 27:1283-1289.

Volbeda, A., Charon, M.-H., Piras, C., Hatchiki#hC., Frey, M., Fontecilla-Champs,
J.C., (1995), Crystal structure of the nickel-iromydrogenase from
Desulfovibrio gigas, Nature, 373:580-587.

Whitton, B.A., Potts, M., (2000), Introduction thet cyanobacteria. In: Whitton, B.A.,
Potts, M., (eds.), The ecology of cyanobacteriajadr Academic Publishers,
Dordrecht, pp.1-11.

Woese, C.R., (1987), Bacterial evolutidsicrobiological Reviews, 51:221-271.

Cuvinte cheie

Cianobacterii; colg@a AICB; hidrogenaze bidirgionale; ARNr 16S-ITS; locus

ficocianinic; filogenie molecular real-time PCR.

38



