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INTRODUCERE

Societatea actuald, pe fondul cresterii numarului total de locuitori (conform statisticilor
ONU, 7,7 mld. in prezent si aproximativ 12 mld. la finalul secolului XXI), a sperantei de viata si a
cresterii economice, se Indreaptd spre o crizd a resurselor, in special In ceea ce priveste consumul si
epuizarea rezervelor de combustibili fosili. Daca in ultimele doua secole speranta de viatd s-a dublat,
necesarul de energie a crescut de aproximativ 35 de ori. In prezent, 80% din energia consumati la
nivel mondial este produsa utilizand combustibili fosili, pe de altd parte in perioada 2030-2040,
majoritatea zadcamintelor exploatate in prezent vor ajunge la maturitate, urmand un declin al
extractiei acestora. In acest context, nevoia utilizarii resurselor regenerabile de energie, datoritd
dezvoltarilor tehnologice rapide din aceste domenii, capata un avant din ce In ce mai mare.

O astfel de energie regenerabild este reprezentatd de utilizarea microalgelor pentru
producerea diverselor tipuri de biocombustibili, utilizarea algelor pentru producerea
biocombustibililor prezinta mai multe avantaje detaliate in partea teoretica a tezei.

Botryococcus braunii (Clasa Trebouxiophyceae), se deosebeste de restul microalgelor
datoritd faptului cd in conditii optime de crestere ale culturilor, celulele algale pot acumula pana la
86% din greutatea uscatd a biomasei algale (Brown si colab., 1969), hidrocarburi similare celor din
depozitele de petrol. Tulpinile de B. braunii pot produce diverse tipuri de hidrocarburi, fiind
subclasificate in patru rase chimice: A, B, L, si S.

Lucrarea de fatd a avut ca si obiective principale: 1) caracterizarea morfologica, optimizarea
metodelor de extractie a acizilor nucleici din biomasa algald si stabilirea unui protocol pentru
amplificarea produsilor de transcriere, respectiv a genelor implicate In activitatea scvalen sintazica
la diferite tulpini din genul Botryococcus depozitate in Colectia de Alge si Cianobacterii a
Institutului de Cercetari Biologice, Cluj-Napoca (AICB); 2) identificarea produsilor de transcriere
si a genelor, respectiv predictia structurii 3D si a principalelor domenii structurale apartinand
scvalen sintazelor-like de la tulpinile studiate.

Gradul de originalitate pe plan national al acestei lucrari reiese din numdrul tulpinilor
investigate, acestea fiind izolate din material biologic, provenit din diferite regiuni ale Transilvaniei,
reprezentand totodatd o noud valorificare a Colectiei de Alge si Cianobacterii a Institutului de
Cercetari Biologice, Cluj-Napoca.

As dori sa precizez faptul ca aceastd lucrare a fost realizatd sub atenta supraveghere si
indrumare a conducatorului meu de doctorat, domnul prof. dr. Nicolae Dragos, caruia as dori sd 1i
multumesc In mod special pentru sfaturile oferite pe parcursul stagiului doctoral.

De asemenea, as dori sd prezint multumiri membrilor comisiei de indrumare, domnilor prof.

dr. Corneliu Tarba, prof. dr. Horia Leonard Banciu, conf. dr. Vasile Muntean si conf. dr. Lucian



Barbu-Tudoran, pentru sfaturile si sprijinul acordat, dar mai ales pentru observatiile critice si
constructive.

Le multumesc domnilor acad. prof. dr. Octavian Popescu, CS I dr. Cosmin Sicora, director
al Gradinii Botanice din Jibou si CS I dr. Cristian Coman pentru ca au avut amabilitatea de a-mi fi
referenti in comisia de doctorat.

As dori de asemenea sd le multumesc fostilor colegi din cadrul Institutului de Cercetari
Biologice din Cluj-Napoca, CS III dr. Hegedlis Adriana, CS III dr. Bogdan Druga, CS III dr.
Andreea Baricz si doamnei tehn. Dorina Moldovan pentru sfaturile practice si utile oferite de-a
lungul experimentelor derulate si prezentate in lucrarea de fata.

Nu in ultimul rand, as dori sd le multumesc parintilor si surorii mele pentru dragostea de care
au dat dovada si sprijinul acordat in totii anii petrecuti departe de ei.

In final, as dori s transmit multumiri sincere prietenilor, drd. Sebastian Alin Porav, Mihai
Dorin Birtoc, si iubitei mele, Diana Galea, care m-au sustinut, fiindu-mi alaturi in toate momentele

dificile si fard de care lucrarea de fatd nu ar fi fost finalizata.



CAP. 1. DATE GENERALE PRIVIND COMBUSTIBILII FOSILI $I
RESURSELE ALTERNATIVE DE ENERGIE

In ceea ce priveste consumul de energie la nivel global, se poate observa din figura 1 ¢i in
anul 2018, petrolul ramane sursa principald de energie cu aproximativ 33% din totalul energiei
consumate, urmata indeaproape de consumul de carbune (27,5%), gaze naturale (24,1%), energia
hidroelectrica (6,9%), energia nucleara (4,4%) si nu in ultimul rand energiile regenerabile, toate la
un loc avand un procent de 4,1% din total (British Petroleum, 2019). Petrolul este fara doar si poate
cea mai importanta sursd de energie consumata de populatia zilelor noastre, depasind celelalte tipuri
de combustibili. Desi combustibilii fosili se mai produc si astazi, la adancimi mari datorita presiunii
si temperaturilor ridicate, rata de generare a zacamintelor nu este la fel de rapida pe cat este
consumul lor, din acest motiv, combustibilii fosili nu sunt considerati surse regenerabile de energie.
Ca urmare a deficitului dintre generarea si consumul petrolului, tendinta de viitor este orientarea
spre resursele alternative de energie si din fericire avantul tehnologic din ultimele decenii va face
aceasta tranzitie posibila (Kirtay, 2009).

Sursele de energie se pot clasifica in doud mari grupe: resurse fosile de energie si resurse
regenerabile, altfel spus in resurse neregenerabile si resurse regenerabile de energie. Sursele
neregenerabile de energie includ: carbunele, petrolul, gazele naturale si material fisionabil (uraniu
si toriu), in timp ce resursele regenerabile cuprind: energia eoliand, geotermald, solard, hidro si

biomasa.

Evolutia consumul global de energie in perioada 1984-2018
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Fig. 1. Evolutia consumului global de energie in perioada 1984-2018, exprimatd n milioane tone
echivalent petrol (TEP). Consumul global de petrol a ramas si in anul 2018 sursa principala de

energie avand un procent de 33% din totalul consumat (British Petroleum, 2019).



Combustibilii fosili sunt folositi in prezent pentru producerea a peste 80% din totalul
energiei, dar datoritd avansului tehnologic si a noilor descoperiri in domeniul energiilor
regenerabile, tendinta este spre noile resurse regenerabile de energie (Demirbas, 2016).

In acest context folosirea combustibililor fosili ca surse primare pentru obtinerea energiei va
conduce mai devreme sau mai tarziu la o criza energetica si la poluarea mediului la nivel global.
Costul energiei obtinut din surse regenerabile (energia eoliand, geotermala, solara, hidro si biomasa)
poate fi adus la un nivel competitiv cu cel produs din surse neregenerabile (petrol, gaze naturale si
carbuni), datorita dezvoltarilor tehnologice rapide din aceste domenii. Prin urmare, in perioada
imediat urmdtoare sursele regenerabile de energie vor cdpdta un avant din ce in ce mai mare, pe
fondul limitarii resurselor fosile (Demirbas, 2016).

Energiile regenerabile includ: energia solard, hidroelectrica, eoliana, geotermala si energia
produsa cu ajutorul biomasei. La nivelul anului 2018, energia hidroelectricd a avut cea mai mare
pondere reprezentand aproximativ 62,8% din totalul energiilor alternative utilizate, urmata de
energia eoliand cu 19%, energia geotermald, biomasa si alte tipuri de energii alternative cu un
procent de 9,4%, iar procentul cel mai mic de aproximativ 8,8% fiind reprezentat de consumul
energiei solare (British Petroleum, 2019). In ultima perioada punandu-se accentul tot mai puternic
pe obtinerea biocombustibili de origine algala sau utilizand biomasa de naturd algala (Dale si colab.,

2011).

CAP. II. MICROALGELE SI PRODUCEREA BIOCOMBUSTIBILILOR - O
ALTERNATIVA VIABILA LA COMBUSTIBILII CONVENTIONALI?

Microalgele sunt organisme fotosintetizante capabile de a fixa dioxidul de carbon, provenit
din diferite surse precum: CO; atmosferic, CO; provenit din evacuarea gazelor industriale si nu
numai sau chiar saruri carbonatice dizolvate (Brennan si Owende, 2010). Fixarea biologica a CO»
cu ajutorul microalgelor oferd mai multe avantaje deoarece nu se produce CO; suplimentar, iar
substantele nutritive sunt consumate in mod continuu, ceea ce duce la producerea biocombustibililor
(Judd si colab., 2017) si a altor metaboliti secundari de interes economic (da Rosa si colab., 2018).

Folosirea algelor pentru producerea biocombustibililor prezinta o serie de avantaje: 1) algele
sintetizeaza i acumuleaza cantitati mari de lipide neutre (Spolaore si colab., 2006; Ghafari si colab.,
2018); ii) cultivarea microalgelor in anumite zone cu climat favorabil poate conferi productie pe tot
parcursul anului (Chisti, 2007; Demirbas, 2016); iii) cultura algelor necesitd o cantitate mai mica de
apa (Dismukes si colab., 2008); iv) cultivarea algelor nu necesita tratamente costisitoare de
intretinere (Rodolfi si colab., 2008; Ortiz-Marquez si colab., 2013); v) algele pot capta CO2 provenit
din diverse surse, prin urmare avand rol major in reducerea gazelor cu efect de serda (Consoletti si

8



Prinsen, 2019); vi) algele pot contribui la bioremedierea apelor uzate prin indepartarea poluantilor
(Cantrell si colab., 2008; Salama si colab., 2017; Yang si colab., 2019); vii) anumite specii algale
pot fi crescute in ape saline, salmastre sau din zonele de coasta, 1n special pe terenuri nearabile, prin
urmare nu concureaza cu resursele utilizate in mod traditional in agriculturd (Searchinger si colab.,
2008); viii) biomasa algala poate fi folositd pentru obtinerea biocombustibililor (Voloshin si colab.,
2016; Bibi si colab., 2017);

Biocombustibilii se pot clasifica, la modul general, in biocombustibili primari si secundari.
Biocombustibilii primari sunt folositi fara a mai fi prelucrati In prealabil, iar biocombustibilii
secundari sunt produsi prin prelucrarea in prealabil a biomasei. Biocombustibilii secundari pot fi
clasificati, in functie de materia prima si de procedeul care std la baza producerii acestora, in:
biocombustibili de generatia intai, a doua si a treia (Nigam si Singh, 2011).

Biocombustibilii de generatia intdi cuprinde biocombustibilii produsi prin fermentatia
zaharurilor sau amidonului extrase din plantele de cultura si amidon extras din boabele de porumb
sau alte plante cu continut ridicat de amidon (Marzo si colab., 2019).

Biocombustibilii din generatia a doua sunt produsi din materii prime de naturd
lignocelulozica. Marele avantaj al acestor biocombustibili este reprezentat de materia prima folosita,
aceasta fiind necomestibild si prin urmare, productia acestora nu concureaza cu resursele de hrana
ca in cazul biocombustibililor de prima generatie (Naik si colab., 2010).

Biocombustibilii de generatia a treia este reprezentatd cei produsi cu ajutorul bacteriilor,

drojdiilor sau microalgelor in special bioetanol si biodiesel (Chisti, 2007; Nigam si Singh, 2011).

CAP. III. BIOLOGIA SI METABOLISMUL LIPIDIC LA
BOTRYOCOCCUS BRAUNII

Botryococcus braunii (Chlorophyta) este o microalgd coloniald, care poate sintetiza
intracelular si apoi excreta (externaliza) mari cantitdti de hidrocarburi, acestea fiind acumulate in
matricea coloniald extracelulard care inglobeaza celulele. In conditii optime de crestere,
hidrocarburile pot constitui pand la 86% din greutatea uscatd a biomasei algale (Brown si colab.,
1969).

Observate la microscopul fotonic, celulele privite in pozitie laterald prezintd un aspect
obovoid (piriform), iar din pozitie verticald prezintd un contur rotunjit. Celulele pot fi rar singulare,
cel mai adesea grupate in colonii. Coloniile prezinta o formd aproximativ sferica, elipticd sau chiar
neregulata (frecvent aprox. 100 um), la unele tulpini fiind observate sub-colonii, legate intre ele prin
prelungiri matriceale mucilaginoase (Hegediis si colab., 2014). Cloroplastul este dispus parietal, are

forma de cupa, cu cel putin 2 lobi majori care se prelungesc sub forma unor segmente pana aproape



de apexul celulei (Wolf si Cox, 1981). Reproducerea celulelor se realizeaza numai asexuat, prin
generarea mitoticd a 2 pana la 4 autospori (Komarek si Marvan, 1992). Citoplasma contine pe langa
cloroplast, mitocondrii, reticul endoplasmic si corpi Golgi un numar mare de vezicule si corpi
lipidici (Largeau si colab., 1980a).

Tulpinile de B. braunii pot produce diverse tipuri de hidrocarburi, traditional B. braunii este
subclasificatd in trei rase chimice si anume: rasele chimice A, B si L. Rasa chimica A sintetizeaza
n-alcadiene si/sau n-triene si derivati ale acestora (C23-Cs3) (Metzger si colab., 1986; Metzger si
Largeau, 2005). Rasa B acumuleaza triterpene C,Ho2s-10, predominant botriococcene (C3o-Cs37)
(Metzger sicolab., 1985; Metzger si Largeau, 2005), scvalene, precum si derivati metilati ai acestora
(Huang si Poulter, 1989; Achitouv si colab., 2004). Rasa L sintetizeaza licopadiene si licopatriene
(Metzger si Casadevall, 1987; Metzger si colab., 1990; Thapa si colab., 2016). Kawachi si colab.
(2012) au semnalat prezenta unei noi rase de B. braunii, denumitd rasa S, aceasta sintetizand
preponderent sintetizeaza epoxi-n-alcani si n-alcani.

Mecanismul de sinteza a scvalenelor si botriococcenelor la B. braunii se realizeaza in doua
etape. In prima etapa are loc o condensare cap-cap a doud molecule de farnezil difosfat (FPP) pentru
a forma prescvalen difosfat (PSPP). In a doua etapa prescvalen difosfatul sufera modificari reductive
in prezenta NADPH rezultand scvalene care are o legatura C1-C1' intre cele doud molecule de FPP
(Blagg si colab., 2002). Poulter (1990) sugereaza ca biosinteza botriococcenelor poate avea loc
printr-un mecanism analog avand comund prima etapa cu cea din sinteza scvalenelor dar in a doua
etapa PSPP, in urma rearanjarii reductive, formeaza o legatura C3-C1' intre cele doud molecule de
FPP. Niehaus si colab. (2011) folosind asamblarea de novo a bibliotecilor de ADNc reusesc
identificarea a trei enzime denumite scvalen sintaze-like (SSL) implicate in ultimele etape ale
sintezei scvalenelor si botriococcenelor la B. braunii Showa. Astfel, SSL-1 este implicatd in
condensarea moleculelor de FPP in PSPP; ulterior PSPP este convertit la scvalend (SSL-2) sau
botriococcene (SSL-3); toate cele trei reactii fiind NADPH dependente.

Potentialul biotehnologic al B. braunii este conferit datorita capacitatii de sintetizd si
acumulare de hidrocarburi la nivelul matricii extracelulare. In functie de tulpina si conditiile de
crestere, acestea pot sd ajunga pana la 86% (Brown si colab., 1969; Wolf si Cox, 1981).

Rasele chimice de la B. braunii au fost studiate, printre altele si din punctul de vedere al
compozitiei pigmentilor. La rasele chimice B si L, unul dintre cele mai importante carotenoide este
luteina (20-29% din totalul carotenoidelor) urmatd de [-caroten, echinone, 3-OH echinone,
cantaxantind, violaxantind, loroxantind si neoxantind (Ranga Rao si colab., 2017).

Anumite tulpini de B. braunii, produce pana la 4,0-4,5 g/LL EPS, in schimb produc foarte
putine hidrocarburi (5%) raportat la masa uscati. In medie, tulpinile raselor A si B pot produce pana

la 250 mg/L EPS, 1n schimb tulpinile de rasa L pot produce pana la 1g/L (Banerjee si colab., 2002).
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CAP.1V. OBIECTIVELE STUDIULUI

Colectia de Alge si Cianobacterii a Institutului de Cercetari Biologice (AICB) din Cluj-
Napoca depoziteazd peste 1300 de tulpini algale din 9 filumuri principale de microorganisme
(Chlorophyta, Cyanobacteria, Euglenophyta, Xantophyta, Bacillariophyta, Cryptophyta,
Rhodophyta, Chrysophyta si Dinophyta). Dintre acestea, o parte mai redusd numeric, dar
importantd, o reprezintd tulpinile algale catalogate ca fiind B. braunii rasa A si B. terribilis rasa
chimica B.

Botryococcus braunii este o microalgd unicelulard, coloniald, apartindnd filumului
Chlorophyta, Clasa Trebouxiophyceae. Importanta acestei microalge este data de faptul ca aceasta
poate sintetiza si, ulterior, acumula hidrocarburi similare celor din depozitele de petrol. In ultima
perioadd tot mai multe cercetari s-au bazat pe identificarea mecanismului de sintezd a
hidrocarburilor. Cu toate acestea producerea hidrocarburilor la scara industriald utilizdnd aceasta

specie algala, ramane un deziderat greu de atins.

Pornind de la informatiile disponibile in literatura de specialitate, in studiul de fatd ne-am

propus urmatoarele obiective:

» Caracterizarea morfologicd a tulpinilor din genul Botryococcus rasa chimicd A si B
depozitate in Colectia AICB prin observatii efectuate In microscopie optica si de

fluorescenta, utilizand coloratii specifice cu Nile Red si rosu neutru.

» Testarea metodelor de extractie a acizilor nucleici si stabilirea unui protocol PCR pentru
amplificarea produsilor de transcriere, respectiv a genelor implicate in activitatea scvalen

sintazica.

» ldentificarea produsilor de transcriere si a genelor SSL, analiza regiunilor conservate si
studierea pozitiei filogenetice a enzimelor implicate in calea de sinteza a hidrocarburilor la

tulpini apartinind rasei B.
» Predictia structurii 3D si a principalelor domenii structural functionale apartindnd scvalen

sintazelor-like, pe baza unui studiu aprofundat al tulpinii B. Terribilis AICB 870, comparativ

cu cele prezente si caracterizate la specia B. braunii tulpina Showa.
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CAP. V.MATERIAL SIMETODE

V. 1. Tulpinile algale folosite si conditii de crestere

Tulpinile algale folosite in prezenta lucrare au fost izolate din flora algald a Transilvaniei,
mai exact, din diferite balti de pe raza judetelor Cluj, Mures si Bihor, fiind reprezentate de tulpinile
AICB 53, AICB 413 AICB 414, AICB 415, AICB 416, AICB 438, AICB 442, AICB 475, AICB
870, AICB 872 si AICB 874.

V. 2. Microscopia optica si de fluorescenta

Analizele morfologice s-au bazat pe observarea coloniilor algale la microscopul optic, atat
in spectrul vizibil, cat si In fluorescentd. Coloratia cu Rosu de Nil (Nile Red) a fost utilizata pentru
vizualizarea hidrocarburilor, respectiv pentru studierea corpilor lipidici; coloratia cu rosu neutru

(Neutral Red) fiind realizata pentru evidentierea si vizualizarea veziculelor.

V. 3. Analiza moleculara

Protocolul experimental utilizat pentru identificarea produsilor de transcriere si a unor gene
responsabile de activitatea scvalen sintazicad la tulpinile AICB de Botryococcus a presupus
parcurgerea urmatoarelor etape: i) obtinerea biomasei algale (sectiunea V. 3.1); ii) izolarea acizilor
nucleici (ADNg si ARN total), in acest sens fiind testate mai multe kit-uri disponibile comercial,
precum si tehnica clasica pe baza de fenol-cloroform-alcool izoamilic (detaliate in sectiunile V. 3.2.
si V. 3.3.); iii) sinteza ADNc (sectiunea V. 3.4); iv) obtinerea produsilor de PCR a presupus:
constructia amorselor si testarea acestora in silico in prealabil; amplificarea PCR utilizand diferite
tehnici precum PCR 1in conditii normale, PCR in gradient termic sau TD-PCR; izolarea si clonarea
produsilor de amlificare obtinuti (sectiunea V. 3.5); v) secventierea fragmentelor nucleotidice
obtinute apartindnd genelor SSL cat si pentru produsii de transcriere ale acestora, respectiv analiza

cromatogramelor si obtinerea contig-urilor (sectiunea V. 3.6).

V. 4. Analiza filogenetica

In vederea construirii arborilor filogenetici au fost interogate bazele de date
UniProtKB/Swiss-Prot si Genbank. In urma interogarii acestora fiind realizate doua seturi de date,
astfel: un set de date continand un numar de 68 de secvente proteice provenite de la toate grupele
de organisme utilizat pentru identificarea domeniilor conservate si reconstructie filogenetica,
respectiv un set de date contindnd 24 de secvente proteice provenite de la organisme algale utilizat
de asemenea pentru reconstructia filogenetica. Secventele au fost aliniate folosind programul Mega

7 (Kumar si colab., 2016), algoritmul ClustalW (Larkin si colab., 2007) cu setarile standard. Arborii
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filogenetici au fost construiti pe baza alinierilor multiple folosind metodele Maximum Likelihood

(ML) si Neighbor-Joining (NJ) avand valoarea bootstrap setata la 1000 de replicate.

V. 5. Predictia structurilor tridimensionale

Metodologia experimentala abordatd pentru realizare in silico a structurilor tridimensionale
ale SSL a urmadrit: i) obtinerea structuri tridimensionale brute folosind server-ul Phyre2 (Lawrence
si colab., 2015); ii) controlului calitativ al acestora, realizat cu ajutorul programelor RAMPAGE
(Lovell si colab., 2003), ProSA-web (Wiederstein si Sippl, 2007) si MolProbity (Chen si colab.,
2009); iii) rafinarea structurilor s-a realizat local in GROMACS (Abraham si colab., 2015), pe baza
protocolului PREFMD (Heo si Feig, 2018); iv) controlul calitativ al structurilor rafinate, descrise in
etala a doua; v) identificarea regiunilor functionale s-a realizat folosind serverul ConSurf
(Ashkenazy si colab., 2016); vi) predictia situsului de legare a ligandului, s-a realizat folosind
P2Rank (Jendele si colab., 2019; Krivak si Hoksza, 2018) si COACH (Yang si colab., 2013); vii)
vizualizarea structurilor tridimensionale si generarea imaginilor s-a realizat folosind aplicatia UCSF

CHIMERA (Petersen si colab., 2004).
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CAP. VI. REZULTATE SI DISCUTII

VI. 1. Microscopie optica si de fluorescenta

Tulpinile algale investigate prezintd toate caracterele specifice speciei B. braunii rasa
chimice A , conform descrierilor realizate de Largeau si colab. (1980b), Wolf si Cox (1981),
Komarek si Marvan (1992), Weiss si colab. (2012), Hirose si colab. (2013), Hegedis si colab.
(2016).

Coloniile sunt laxe, de forma mai mult sau mai putin sferica (Fig. 2-D1) sau eliptica;
Dimensiunea coloniilor variaza intre 21 pm (Hegedls si colab., 2016) si 80 pm (Fig. 2-D2).
Matricea extracelulara este formata dintr-o retea reticulata de hidrocarburi (Fig. 2-D2). Celulele sunt
delimitate de o teaca mucilaginoasa in forma de cupd (Fig. 2-A2), telescopica si stratificata (Fig. 2-
Cl), bogata 1n hidrocarburi (Fig. 2-B2, Fig. 2-C2). Teaca mucilaginoasa acopera in mod normal
aproape 2/3 din celuld, cu exceptia zonei apicale, care formeazd o calota polizaharidica incolora
(Fig. 2 A4), lipsita de hidrocarbura (Fig. 2 B4).

Coloratia dubla (Nile Red si rosu neutru) a evidentiat prezenta veziculelor si a corpilor
lipidici aceste fiind strans legate de stadiul de crestere si diviziune celulara (Fig. 2 A1-3).

Observatiile morfologice realizate folosind tulpinile algale de Botryococcus AICB 413, 414,
418, 438, 442 si 870 (Fig. 3), au evidentiat aspectul eliptic (Fig. 3D) sau sferic (Fig. 3E1) al
coloniilor algale.

Sub-coloniile sunt compacte, fiind legate Intre ele prin prelungiri mucilaginoase (Fig. 23A,
C, D — sigeata neagri), bogate in hidrocarburi (Fig. 3B — sigeata alba). In anumite situatii la tulpina
AICB 870 au putut fi observate la periferia coloniilor procese mucilaginoase, scurte, neregulate,
uneori ramificate sau chiar arborescente (Fig. 3A, C, D — sdgeata albd); procesele mucilaginoase
fiind bogate in hidrocarburi (Fig. 3B). In mod ocazional, au putut fi observate picaturi de
hidrocarbura pe aceste prelungiri sau in apropierea coloniilor (Fig. 3E1).

Celulele au aspect piriform, sunt marginite de o teacd mucilaginoasd in forma de cupa,
orientate mai mult sau mai putin radiar, fiind inglobate partial sau in totalitate (mai rar) Intr-o matrice
mucilaginoasa bogata in hidrocarburi (Fig. 3B si E3).

Prezenta corpilor lipidici a putut fi evidentiatd, prin coloratie cu Nile Red (Fig. 3B, E3);
acestia sunt numerosi si prezintd dimensiune variabila. Corpii lipidici joaca un rol important in
externalizarea hidrocarburilor si depozitarea acestora in matricea coloniala. Uneori sub presiunea
lamelei se pot observa picaturi de hidrocarburi in proximitatea coloniilor (Fig.3 E1).

Observatiile de microscopie optica au aratat ca tulpinile de Botryococcus AICB investigate
prezintd toate caracterele specifice speciei B. ferribilis, conform descrierilor realizate de Komarek

si Marvan (1992), Trevifio si colab. (2009), Mendes si colab. (2012), Hegediis si colab. (2014).
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Fig. 2. Microscopie optica si fluorescenta la celule algale cu coloratie dubla, Nile Red si rosu neutru,
apartinand tulpinii B. braunii AICB 53. Celulele sunt in diferite stadii de diviziune: celulele in
(B1); celulele aflate in diviziune sau care sunt pe cale de a intra in mitoza, prezintd un numar mic
de vezicule (A2) si o crestere a numarului corpilor lipidici (B2); odatd cu formarea septului (A3),
numarul si volumul corpilor lipidici creste (B3). Celulele prezintd la polul apical calotda (A4) de
naturd polizaharidica (B4), fiind inconjurate de o cupa (B2, C1) impregnata in hidrocarburi (C2).
Celulele formeaza colonii laxe (D1), inglobate In matricea extracelulara bogata in hidrocarburi (D2).

Imaginile preluate in cdmp vizibil prezinta efect Nomarski. Bara = 20 um pentru toate imaginile.
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Fig. 3. Imagini de microscopie optica prezentand organizarea coloniala la tulpina B. terribilis AICB
870 (A-D). Sub-colonii unite prin fasii mucilaginoase (A, C, D - sageata neagra) si diferite tipuri de

procese mucilaginoase (A, C, D - sageata albd) impregnate cu hidrocarburi (B).

VI. 2. Analiza moleculara

VI. 2.1. Izolarea ADN si ARN

Pentru extractia acizilor nucleici s-au utilizat mai multe Kit-uri disponibile comercial precum
si metoda clasicd de extractie utilizand fenol-cloroform-alcool izoamilic (PCI); astfel rezultatele
obtinute au evidentiat urmitoarele: Kit-ul ZR Soil Microprobe DNA MiniPrep™ folosit pentru
extractia. ADN si metoda PCI pentru extractia ARN au oferit cele mai bune rezultate, oferind
cantitdti insemnate de acizi nucleici, cu puritate ridicatd. Cele mai mari cantitdti de ADN au fost
obtinute la tulpina AICB 416 (398,9 ng pL™!, avand valoarea raportului Axeo/Azso de 2,16, respectiv
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2,30 la Az60/A230), iar in privinta ARN cele mai mari cantitati s-au obtinut la tulpina AICB 874
(3228,4 ng uL!, avand valoarea raportului Azeo/Azso de 1,98, respectiv 1,92 la Azeo/A230). Datele
obtinute fiind comparabile cu cele obtinute de Kim si colab. (2012), respectiv Ghawana si colab.

(2011), folosind metode similare de extractie a acizilor nucleici la diferite tulpini de B. braunii.

VI. 2.2. Amplificarea PCR a produsilor de transcriere a genelor SSL-1, SSL-2 si SSL-3

Amplificarea produsilor de transcriere apartinand celor trei scvalen sintaze-like de la rasa B
(Fig. 4) a fost posibila doar prin abordarea TD-PCR, facandu-se un screening intre mai multe
combinatii de amorse. Migrarea produsilor de PCR 1n gelul de agaroza a relevat existenta benzilor

electroforetice pentru probele obtinute prin amplificarea cu amorsele construite de novo.

SSL1 - F+R SSL1 - F+1100 SSL1 - F+R3 SSL1 - 70+R A
5000 M 874a 874b B74g 870a 870b 874a 874b 874g 870a 870b 874a 874b 874g 870a 870b 874a 874b 874g 870a 870b M
2000

850 =) @

SSL1 - 70+R3 SSL1 - F2+R SSL1 - F2+R2 SSL1 - F2+R3
874a 874b 874g 870a 870b 874a 874b 874g 870a 870b 874a 874b 874g 870a 870b 874a 874b 874g 870a 870b

-»— - - -

AICB 870 - SSL2 (ADNc random primer)
F 50 F2 F3
1300 R2 R3 R 1300 R2 R3 R 1300 R2 R3 R 1300 R2

=» =
- a» - -

AICB 870 - SSL3 D
M F+R F+1009 F+R2 F+R3 40+R 40+1099 40+R2 40+R3 F2+R F2+1009 F2+R2 F2+R3

-

Fig. 4. Electroforegrama produsilor de transcriere pentru SSL-1 (A si B), SSL-2 (C) si SSL-3 (D)
prin tehnica TD-PCR. (A-B) Reactia de TD-PCR folosind matrita ADNc sintetizat cu amorse
universale (870a, 874a), oligo (dT)1s (870b, 874b) sau ADNg (874g). Ampliconii care corespund
celor trei produsi de transcriere sunt indicati cu sdgeata alba.

VI. 2.3. Amplificarea PCR a genelor SSL-1, SSL-2 si SSL-3

Amplificarea genelor SSL s-a realizat utilizdnd PCR 1n gradient termic (gradientul termic
fiind aplicat la etapa de aliniere a amorselor), rezultdnd: un fragment de aprox. 4000 pb apartinand
genei SSL-1 (Fig. 5A), si patru fragmente Intre 400 si 2000 pb apartindnd genei SSL-3, pe baza
informatilor anterioare fiind selectat doar fragmentul cu lungimea de 2000 pb (Fig. 5B). Pentru
secventiere acestea au fost izolate din gel, clonate si apoi secventiate. La tulpinile apartinand rasei

chimice A nu au putut fi amplificate gene similare celor de la rasa B.
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Fig. 5. Electroforegrame cu produsi PCR obtinuti in urma amplificarii genelor SSL-1 (A) si SSL-3

(B). Probele marcate cu chenar au fost selectate pentru analizele ulterioare.

Amplificarea genei pentru SSL-1 la alte tulpini algale din rasa chimica B a fost posibila
folosind combinatia de amorse SSL1-F2 si SSL1-R3. Migrarea produsilor de PCR 1n gelul de
agaroza (Fig. 6) a evidentiat existenta benzilor electroforetice la tulpinile AICB 413, 414, 416, 438,
442 si 872, lungimea fragmentului amplificat fiind similar cu cel obtinut la tulpina AICB 870.

M 53 379 413 414 416 436 438 442 470475 850 872 874

wr v wd v ) —

Fig. 6. Electroforegrama ilustrand amplificarea prin PCR a genei SSL-1 la tulpinile AICB (413,
414, 416, 438, 442 51 872).

VI. 2.4. Secventierea si identificarea scvalen sintazelor-like

Cromatogramele produsilor de transcriere apartindnd fragmentelor secventiate au fost
adnotate manual, dupd care s-a realizat o cautare folosind algoritmul BLAST. Raportul BLAST a
indicat un grad de identitate intre 95,78% si 99,91% cu cele de la Botryococcus braunii Showa
(HQ585058.1, HQ585059.1 si HQ585060.1) publicate de Niehaus si colab. (2011), ceea ce a
confirmat faptul ca fragmentele identificate si izolate de noi sunt similare cu cele din baza de date.

Secventierea fragmentelor genice, avand in vedere lungimea acestora s-a realizat folosind
tehnica primer walking. In urma adnotarii si asamblarii genelor au rezultat urmitoarele contiguri:
AICB 413 (3828 pb), AICB 414 (3615 pb), AICB 416 (3845 pb), AICB 438 (3614 pb), AICB 442
(3755 pb), AICB 870 (3821 pb) si AICB 872 (3811 pb).

Pe baza alinierii secventelor genice si ale fragmentelor apartindnd produsilor de transcriere
s-a determinat structura genei SSL-1. Gena SSL-1 de la tulpinile AICB prezinta opt exoni, avand
lungimea intre 101 si 246 de nucleotide si sapte introni cu lungimea cuprinsd intre 345 si 675
nucleotide. Analiza cromatogramei (Fig. 7) a dezvaluit prezenta regiunii variabile 864-940 la nivelul
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intronului 2. Prezenta regiunilor repetitive sau bogate in GC reprezintd una din caracteristicile
organizarii genelor la organismele eucariote (Amit si colab., 2012). Aceste regiuni sunt secventiate
cu dificultate deoarece ADN matritd folosit prezinta structuri secundare si sunt caracterizate printr-

o temperaturd de topire mult mai ridicata fiind mai greu de denaturat (Choi si colab., 1999).

Fig. 7. Cromatograma fragmentului de ADN reprezentand, partial, regiunea repetitiva 864-940,

obtinuta in urma secventierii genei SSL-1 (AICB 870) cu amorsa SSL1-G2F.

VL. 2.5. Analiza domeniilor conservate

Alinierea multipld a scvalen sintazelor-like de la tulpinile investigate si cele de la scvalen
sintaze prezente in bazele de date au evidentiat 4 domenii bine conservate, douad motive bogate in
aspartat pentru legarea ionilor divalenti de Mg*" si un motiv de legare al NADPH. Aceste domenii
si motive au fost descrise anterior de Nakashima si colab. (1995), Hata si colab. (1997), Gu si colab.
(1998) si Lee si Poulter (2008). In aceasta lucrare fiind utilizate domeniile notate cu I-IV similare

celor descrise de Lee si Poulter (2008).

VL. 2.6. Analiza filogenetica

Indiferent de algoritmul folosit in construirea arborilor filogenetici (ML sau NJ), acestia
prezintd topologie similard. Scvalen sintazele formeaza trei clade principale (Fig. 8): clada I
(Tracheophyta), clada II (Botryococcus) si clada III (filumul Chordata, Ascomycota si
Basidiomycota).

In interiorul cladei II, secventele SSL s-au grupat distinct in trei subclade: SSL-1 formeaza
subclada I1.1 (100/100), subclada I1.2, contine secvente de SSL-2 si secventa LOS (99/93); subclada

I1.3, contine secvente ale SSL-3 si secventa apartinand rasei L, tulpina Songkla Nakarin (36/47).
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Solanurm tuberosurn - BAAB2083 1
Solanum lycopersicum - DOVFUB.1
Withania somnifera - ADW78251.1
Capsicum annuum - AAD20626 1
Nicotiana tabacum - AAB08578.1
Nicotiana benthamiana - P53800.1
Trigonella foenum-graecum - APA182897 .1
Betula platyphylla - AKR76253.1
Glyeyrrhiza uralensis - ADG36701 1
Glycyrrhiza glabra - AMRSB504 1
Lotus japonicus - BAC56854 .1
Glycine max - BAA22558.1
Malus domestica - AGS78117 1
Eriobotrya japonica - AFI33135.3
Salvia miltiorrhiza - AJR21118.1
Bacopa monnieri - ADX01171.1
Gardenia jasminoides - AYCB62335.1
Lonicera macranthoides - QEA72088.1
Trachyspermum ammi - AUZ98402 1
Bupleurum falcaturmn - AAY46017.1
Panax japonicus - ALB3BEE4.1
Panax sokpayensis - AMT75533 1
Panax ginseng - ADA1P7Y0D0.1
Lepidium apetalum - ARA73617.1
Arabidopsis thaliana - P53799.1
3 Saussurea involucrata - APG29283.1
24 99 Matricaria chamomilla var. recutita - AX87183.1
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49 Paris polyphylla var. yunnanensis - AGVV25489 .1
E Fritillaria thunbergii - AHB20141 2
83 62 Alisma plantago-aquatica subsp. orientale - AFYG3035.1
Dioscorea zingiberensis - AGN32410.1
43 Zea mays - BAA22558.1
99 Avena strigosa - ASK517561.1
| Ginkgo biloba - APB03418.1
o8 Taxus cuspidata - ABI14439.1
" Pinus massoniana - AHI9B421.1
Dryopteris fragrans - AWVD4728 1
Huperzia serrata - AEX58673.1
Botryococcus braunii SSL-1 - GOY286.1
@ AICB8T2 -S5L1
@ AICB 442 - SSL1
@ AICB 870 - SSL1
@ AICB 438 - SSL1
$ AICB 414 -S5L1
#AICB 416 - S51L1
@ AICB 413 - S5L1
Botryococcus braunii LOS - ADA142ZC57 1
Botryococcus braunii SSL-2 - GOY287 1
@ AICB 870 - SSL2 :ISSL’2

".3 Botryococcus brauni LSS - ADAT44YEAS 1
% Botryococcus braunii SSL-3 - GOY288.1
SsL-3
100 @ AICB 870 - SSL3

100 Pango abelii - Q5R6U3.1
9 Homo sapiens - P37268.1
Bos taurus - Q32KRE.1 CHORDATA
Rattus norvegicus - Q027691
Mus musculus - P53788 2
Waolfiparia cocos - AFR13033 1
Ganoderma lucidum - ABF57213 1 BASIDIOMYCOTA
Inonotus obliquus - AGAS5493.1
Yarrowia lipolytica CLIB122 - Q9Y753.1
Candida albicans - P78589.1
Cyberlindnera jadinii - 0741651 ASCOMYCQOTA
Saccharomyces cerevisiae S288C - P26704 2
Eremothecium gossypil ATCC 10895 - Q752X8.1

Fig. 8. Arbore filogenetic, construit pe baza secventelor scvalen sintazelor provenite de la tulpinile

TRACHEOPHYTA

2

SSL-1

CHLOROPHYTA

AICB si a celor provenite din bazele de date, construit prin algoritmul ML, modelul LG+G.
Numerele de pe ramuri reprezintd valorile testului de semnificatie statistica bootstrap, 1la 1000 de

replicate.
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VL. 3. Predictia structurilor tridimensionale

VL. 3.1. Analiza structuri primare (parametri fizico-chimici)

Parametri fizico-chimic analizati au inclus: 1) lungimea secventei de aminoacizi (aa); ii)
greutatea moleculard; iii) punctul izoelectric; iv) resturile cu sarcind negativa (Asp+Glu); v) resturile
cu sarcind pozitiva (Arg+Lys); vi) numarul total de atomi; vii) coeficientul de extinctie; viii) timpul
de Injumatatire; ix) Coeficientul de instabilitate; si x) indicele GRAVY. Parametrii fizico-chimici
au fost calculati cu ajutorul platformei ProtParam din ExPASy (Gasteiger si colab., 2005).

Parametrii fizico-chimici analizati au relevat faptul ca secventele de aminoacizi analizate
prezintd valori similare, in cazul celor mai multi parametri analizati, diferentele aparute fiind puse
pe baza secventelor partiale apartinind SSL-2 si SSL-3. In privinta pl s-a observat ci SSL-1 prezinta
o valoare a acestuia cu totul aparte si anume 7,96, observandu-se de asemenea cd aceastd enzima
prezintd o sarcina electricd net pozitivd comparativ cu proteinele SSL de la B. braunii, care sunt

neutre din punct de vedere electric.

VL. 3.2. Analiza structurilor secundare

Predictia structurilor secundare de tipul a-helix si folie B pliatd a relevat faptul ca toate cele
trei SSL prezinta aproximativ acelasi numar de motive a-helix si folii  pliate, diferenta majora fiind
la SSL-2 care in cazul tulpinii AICB 870 prezintd doar 2 domenii TM , 1n schimb la tulpina Showa
sunt prezente 3 domenii TM. Cele doud domenii transmembranare sunt reprezentate de secventele
de aminoacizi CHY VAGLVGCAVAKIF din pozitiile 136-151 si RLLLVVGVVAYFVYAFN din
pozitiile 364-379, capetele amino- si carboxi-terminal regdsindu-se pe aceeasi parte a membranei,
datoritd utilizdrii unei secvente proteice partiale. La SSL-2 de la B. braunii Showa, domeniile TM
sunt reprezentate de secventele 169-184 (CHYVAGLVGSAYV), 397-412
(RLLLLVGVVAYFAYAF) 51435-451 (KGLAVASVALLLLVLLA). Modelul raportului generat
de Phyre?2 in privinta predictiei structurilor secundare la SSL-2 apartinand speciei B. terribilis AICB

870 este redat in Fig. 9.

VI. 3.3. Predictia structurii tridimensionale

Modelele tridimensionale ale scvalen sintazelor-like, atat de la B. ferribilis tulpina AICB
870, cat si cele de la B. braunii Showa (disponibile in GenBank) au fost obtinute utilizand serverul
Phyre2, predictia structurilor realizdndu-se pe baza omologiei cu proteine similare a céror structura
a fost obtinutda experimental prin tehnici de RMN sau raze X. Proteinele model utilizate pentru
generarea structurilor au fost: 3wcc_C (scvalen sintaza de la Trypanosoma cruzi) si lezf A (scvalen
sintaza umanad); capetele terminale ale proteinelor, fiind modelate ab initio datorita lipsei omologiei

structurale.
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prezise, SSL-2 prezinta: 13% zone dezordonate, 69% a-helix, o singura folie  pliata si 8% o-helix

TM.
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Prin combinarea modelelor mai sus mentionate s-a obtinut pentru SSL-1 (B. terribilis AICB
870) un numar de 339 de aminoacizi modelati cu confidentd de peste 90%, acestia reprezentand
85% din structura proteinei, restul structurii, reprezentata de capetele terminale ale proteinei, a fost
modelata ab initio datorita lipsei omologiei structurale.

In cazul SSL-2 (B. terribilis AICB 870) chiar daca identitatea de secventa este mai mare, s-
a obtinut o valoare procentuald mai mica a resturilor modelate cu confidenta mare. Acest domeniu,
format din 334 de aminoacizi este localizat in partea centrala a proteinei si reprezintd 83% din
structura sa. Resturile modelate ab initio nu au prezentat confidentd mai mare de 90% si au fost
regasite in portiunile distale ale proteinei, formand capetele acesteia.

Modelul structural al SSL-3 (B. terribilis AICB 870), prezintd cel mai mare scor de
confidenta dintre cele trei proteine analizate la tulpina AICB 870. Astfel, in cazul acestei proteine
s-a identificat un segment structural, format din 319 aminoacizi care au fost modelati cu confidenta
>90%. Acest domeniu, care reprezintd 91% din structura secventei proteice, formeaza partea
centrald a proteinei. La fel ca si in cazul celorlalte proteine modelate, cele doud capete ale proteinei
nu au putut fi prezise pe baza structurilor model, fiind modelate ab initio.

Pentru predictia structurilor tridimensionale ale scvalen sintazelor-like de la B. braunii
(Showa) a fost utilizatd o metodologie similara.

Structurile tridimensionale astfel obtinute au fost analizate din punct de vedere calitativ prin
trei metode distincte: ProSA-web, diagrame Ramachandran (RAMPAGE) si evaluarea globald a
calitatii modelului structural (MolProbity).

Daca in cazul analizei cu programul ProSA-web rezultatele au fost promitatoare (Fig. 10),
analiza graficelor Ramachandran a dezvaluit cd nu toate modelele obtinute prezintd o calitate
structurala mare. Astfel, SSL-1 AICB 870 (Fig. 11 A1), s-a observat ca doar un procent de 86,5 %
din aminoacizi pot fi clasificati in zone favorabile, avand 15 aminoacizi in zone nepermise. Un
rezultat asemanator a fost obtinut si pentru modelul structural de la SSL-2 AICB 870 (Fig. 11 By),
acesta avand in zone favorabile 86,3% din aminoacizi in timp ce 20 de resturi sunt in zone
nepermise. Din punctul de vedere al orientdrilor unghiurilor diedrice, modelul obtinut pentru
proteina SSL-3 AICB 870 (Fig. 11 Cy).

Datorita faptului ca aceste doua tipuri de analize calitative nu au fost foarte concludente s-a
efectuat un test suplimentar, mai exhaustiv, al structurilor prezise prin utilizarea unui program de
validare pe baza structurilor obtinute experimental. Astfel, toate modelele prezise au fost supuse
procesului de validare cu programul MolProbity ce presupune adaugarea atomilor de hidrogen in
structura aminoacizilor, urmata de estimarea punctelor de contact al atomilor din structura proteinei.
In evaluarea calitatii structurii s-a tinut cont doar de scorul global al proteinelor, nu si de evaluarile

locale ale atomilor de carbon din pozitiile a si . In urma acestei analize, s-a confirmat ca dintre cele
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3 proteine analizate, modelul tridimensional obtinut pentru SSL-3 AICB 870 este cel mai apropiat
de o structura nativa avand un scor global de 3,05 (MolProbity score) urmat de SSL-1 AICB 870 cu
3,84 si SSL-2 AICB 870 cu 3,93.

Pe baza rezultatelor obtinute anterior structurilor proteice prezise au fost supuse procesului
de rafinare prin aplicarea protocolului utilizat de programul PREFMD de rafinare a structurii
proteinelor prin simulare de dinamicd moleculara. Protocolul de lucru a presupus parcurgerea
secventiald a etapelor enumerate 1n sectiunea VI. 3.3.2.

In urma procesului de rafinare, s-a reusit imbunititirea structurii globale a modelelor
proteice prezise. Astfel pentru SSL-1 de la B. terribilis AICB 870 procentul aminoacizilor situati in
zona favorabild a crescut cu aproape 10% de la 86,5% la 96,3% (Fig. 11 A2), concomitent cu
reducerea numarului de resturi aflate in zona nepermisa (Tyr119, Asnl95, Arg234, Lys 356 si
GIn357). Acest rezultat este confirmat si de scorul global generat de MolProbity, acesta fiind redus
de la 3,84 la 1,17. Analiza ProSA-web (Fig. 10 A;) a ardtat o modificare minora a scorului Z. O
imbunatatire majora a calitatii structurale s-a observat si pentru SSL-2 de la aceeasi tulpina, in cazul
careia raportul procentual al resturilor aflate in zona favorabild creste la 94,4%, in timp ce numarul
resturilor aflate In zona nepermisa se reduce la 4 si anume: Pro225, Arg228, Lys315 si Asp330 (Fig.
11 B2). Scorul global al proteinei pe baza analizei MolProbity s-a imbunatatit de 3,93 la 1,26.
Tendinta de ameliorare structurald in urma procedeului de rafinare, se poate observa si in cazul SSL-
3. procentul de aminoacizi localizati in zona favorabila crescand cu doar 2%, pana la 97,7%, iar
resturile de aminoacizi situati in zona nepermisa ramane nemodificat (Fig. 11 C). Scorurile
parametrului-Z obtinute din ProSA-web, in cazul SSL-2 (AICB 870) a prezentat o usoarad
imbunatatire de la -7,39 la -6,47 (Fig. 10 B»), iar in cazul SSL-3 (AICB 870), acest parametru
ramane aproape neschimbat (Fig. 10 Cy).

Analiza comparative a modelelor proteice brute si cele rafinate, a evidentiat cd partea
centrald a proteinelor este aproape identica Intre modelele prezise initial si cele rafinate, a helix-
urile ce formeaza miezul proteinei sunt stabile, existand un grad mare de simetrie si suprapunere
intre modele (Fig. 12). Modificari minore de conformatie pot fi observate la nivelul resturilor ce
formeaza buclele, acest lucru fiind unul asteptat datorita flexibilitati structurale relativ mari ce
caracterizeazd aceste tipuri de structuri secundare.

In cazul SSL-1 (AICB 870) s-a observat (Fig. 12 Al) prezenta a unui segment dezordonat
format din 14 aminoacizi care in timpul rafinarii se rasuceste la nivelul Lys40 si Asp4l cu
aproximativ 90° (Fig. 12 A2). Aceeasi tendintd poate fi observata si la capatul C terminal unde

rasucirea lantului are loc la nivelul Lys385.
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La nivelul structurii SSL-2 (AICB 870) se observa aparitia unei ancore ce include unul din
domeniile transmembranare (Fig. 12 B1 si B2). Aceasta diferenta conformationala pleaca de la
torsiunea Lys344 fata de Ala343 cu aproximativ 30°.

In urma rafinarii structurii SSL-3 (AICB 870) (Fig. 12 Cl1) se observa doui modificari
conformationale minore. Acestea sunt reprezentate de aparitia a doud rasuciri In singura regiune cu
dezordine intrisecd. Astfel prima rasucire poate fi identificatd intre Arg28 si Lys29 iar a doua la
nivelul Glu30 si se realizeaza fatd de Asp32.

Modelul tridimensional al SSL-3 (Fig. 12 C1) prezinta in urma rafinarii (Fig. 12 C2) cea mai
micd modificare conformationald dintre structurile prezise ale scvalen sintazelor-like de la AICB
870, fapt ce se datoreaza obtinerii unui model structural brut de calitate ridicatd. Unul din factorii
care au stat la baza obtinerii unui astfel de model a fost prezenta redusd a zonelor de dezordine
structurala comparativ cu SSL-1 si SSL-2. Aceste regiuni, datoritd instabilitatii si flexibilitatii
crescute, reprezintd unul din impedimentele majore in obtinerea structurilor 3D atat prin metode
computationale, cat si experimentale.

In urma analizei efectuate prin suprapunerea perechilor de scvalen sintaze-like (SSL-1
Showa - SSL-1 AICB 870; SSL-2 Showa - SSL-2 AICB 870; SSL-3 Showa - SSL-3 AICB 870) au
fost vizibile diferente la nivelul celor doua capete polipeptidice. Prin analiza locala a acestor
segmente s-a observat ca de fapt existd omologie structurald mare fiind vorba doar de o modificare
simetricd (in oglindd) a acestora. Acest lucru este caracteristic zonelor ce prezintd variabilitate
structurald intrinseca datorata regiunilor cu grad mare de dezordine. In acest rezumat este prezentata
doar comparatia prin suprapunerea structurilor tridimensionale de la SSL-1 apartinand tulpinilor

Showa si AICB 870.

Scvalen sintaza-like 1 de la tulpina Showa si AICB 870

Pe baza alinierii secventelor de aminoacizi s-a constat ca la nivelul proteinei SSL-1 exista 5
nepotriviri la resturile din pozitiile 24, 124, 256, 259, 263. Dintre acestea primele doud nu
influenteaza nici structura secundara nici pe cea tridimensionala (Fig. 13), acestea fiind situate intr-
un motiv a-helix bine structurat. Singura diferenta vizibild se regdseste la nivelul restului 256 care
participa la formarea unei bucle. Aici, un rest de Glu256 (Showa) este inlocuit de Lys256 (AICB
870), fapt ce determind formarea unei curburi mai accentuate a buclei. Desi nu exista diferente
structurale semnificative intre cele doud SSL-1, acestea prezinta o diferenta relativ mare a punctului
izoelectric, care In cazul SSL-1 (Showa) este de 7,12 pe cand la SSL-1 (AICB 870) valoarea pl este
de 7,96. Aceasta crestere semnificativa poate fi explicatd atat pe baza substitutiei de la pozitia 256,
unde Asp, aminoacid cu sarcina negativa, este inlocuit de un rest de Lys cu sarcind puternic pozitiva

Lys, dar si de prezenta Arg263.
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Predictia situsurilor catalitice si a liganzilor s-a realizat utilizdnd P2Rank (Jendele si colab.,
2019; Krivéak si Hoksza, 2018), iar verificarea gradului de conservare al acestora utilizand
ConSurf (Ashkenazy si colab., 2016).

La toate structurile analizate au fost identificati cate doi potentiali liganzi si anume: FPS —
farnezil pirofosfat si PS7 {(1R,2R,3R)-2-[(3E)-4,8-DIMETILNONA-3,7-DIEN-1-YL]-2-METIL-
3-[(1E,5E)-2,6,10-TRIMETILUNDECA-1,5,9-TRIEN-1-YL]CICLOPROPIL } METIL
TRIHIDROGEN DIFOSFAT, de asemenea au putut fi identificati si ionii de Mg** implicati in
stabilizarea liganzilor la situsul catalitic.

Predictia buzunarelor la SSL-1 de la tulpina AICB 870 a dezvaluit existenta a patru buzunare
potentiale Insd doar unul singur a fost luat in calcul datoritd scorului de fidelitate foarte ridicat (Fig.
13 Al). SSL-2 de la B. terribilis AICB 870 a prezentat 9 astfel de potentiale buzunare dintre care
doar primul a prezentat un scor >50, restul fiind eliminate (Fig. 13 B1). La SSL-3 de la B. terribilis
AICB 870, pe baza scorurilor de fidelitate, au putut fi identificate doud buzunare, reprezentate prin
culori distincte (Fig. 13 C1). In mod similar, predictia buzunarelor la B. braunii Showa a relevat
existenta aceluiasi numar de buzunare prezise in cazul tuturor SSL analizate.

Dupa cum bine se poate observa in figurile mentionate anterior, buzunarele identificate se
suprapun partial peste cele 4 domenii conservate analizate in sectiunea VI. 2.5; mai mult aminoacizii
implicati in formarea buzunarelor prezinta un grad ridicat de conservarea. Pe baza acestor observatii
putem afirma ca la nivelul acestor buzunare are loc condensarea cap-cap a moleculelor de FPP
pentru a forma PSPP (SSL-1), ulterior PSPP fiind convertit la scvalend de SSL-2 sau botriococcene

(SSL-3).
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Fig. 10. Reprezentarea grafica a scorului Z obtinut cu ajutorul ProSA-web la SSL-1 (A), SSL-2 (B)
$1 SSL-3 (C) de la B. terribilis AICB 870, inainte (indice 1) si dupa (indice 2) rafinarea structurilor.
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Fig. 11. Diagrama Ramachandran obtinuta cu ajutorul RAMPAGE la SSL-1 (A), SSL-2 (B) si SSL-
3 (C) de la B. terribilis AICB 870, inainte (indice 1) si dupa (indice 2) rafinarea structurilor.

Resturile de aminoacizi colorati cu rosu sunt situate In zone nepermise.
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Fig. 12. Structurile tridimensionale ale SSL-1 (A), SSL-2 (B) si SSL-3 (C) prezise, de la B. terribilis
AICB 870. 1 (rosu) — structura initiald bruta, inainte de rafinare, 2 (albastru) — structurad obtinuta

dupa etapa de rafinarea; 3 — suprapunere reprezentand structura initiala si finala.
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Fig. 13. Imagine ilustrand suprapunerile structurilor tridimensionale obtinute In urma procesului de
rafinare ale structurilor proteice de SSL-1 de la B. terribilis AICB 870 (magenta) si B. braunii
Showa (albastru). Pe structurile obtinute sunt evidentiate resturile de aa diferite identificate pe baza

alinierii. Resturile de aa evidentiate cu verde (AICB 870) si portocaliu (Showa).
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Fig. 14. (1) - Reprezentarea grafica a buzunarelor prezise cu P2Rank; (2) Reprezentarea domeniilor
conservate conform descrierii lui Lee si Poulter (2008), Domeniu I - rosu, Domeniul II - galben,
Domeniul III - verde, Domeniu IV - albastru, Domeniu de legare NADPH — roz; (3) Gradul de
conservare a resturilor de aa conform ConSurf; la SSL-1 (A), SSL-2 (B) si SSL-3 (C) de la B.
terribilis AICB 870.
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Scvalen sintazele-like sunt enzimele implicate in calea de biosinteza a hidrocarburilor fiind
descrise si caracterizate pentru prima datd la microalga verde Botryococcus braunii (Niehaus si
colab., 2011). Acestia au descris trei enzime denumite generic SSL-1 (EC: 2.5.1.103), SSL-2 (EC:
1.3.1.96) si SSL-3 (EC: 1.3.1.97), fiecare din acestea fiind responsabild pentru catalizarea unei
anumite etape de la finalul caii de sinteza a hidrocarburilor. Sinteza hidrocarburilor la B. braunii,
posibil si la B. terribilis, porneste de la condensarea cap-cap a doud molecule de FPP pentru a forma
un intermediar stabil, PSPP, aceasta etapa fiind catalizata de SSL-1; ulterior SSL-2 printr-o reactie
NADPH dependenti, se converteste PSPP la scvaleni. In mod similar, biosinteza botriococcenelor
are loc tot cu ajutorul intermediarului PSPP care este convertit de catre SSL-3 la botriococcene
(Niehaus si colab., 2011).

Analiza comparativa a topologiei structurilor tridimensionale Tnainte si dupa procesul de
rafinare a dezvaluit cateva situatii speciale: 1) capatul amino-terminal al SSL-1 (AICB 870) este un
segment dezordonat format din 14 aminoacizi care in timpul rafindrii se rasuceste la nivelul Lys40
si Asp41 cu 90°, tendinta care se pastreaza si la capatul carboxi-terminal, la nivelul restului Lys385;
si2) la SSL-2 (AICB 870) a fost evidentiatd prezenta unei ancore ce cuprinde unul din domeniile
transmembranare, diferenta conformationald placand de la torsiunea Lys344 fata de Ala343.

Structurile tridimensionale obtinute 1n prezentul studiu au fost analizate si din perspectiva
identificarii potentialilor liganzi, fiind identificati doi astfel de liganzi si anume: FPS si PS7.
Elumalai si colab. (2018) au observat in cazul SQS de la B. braunii BB1 un al treilea ligand
reprezentat de 8PH.

Scvalen sintazele de la plante au fost supraexprimate in plante medicinale precum Panax
ginseng (Lee si colab, 2004) sau Eleutherococcus senticosus (Seo si colab., 2005) cu scopul de a
stimula productia de fitosteroli sau triterpene. Prin co-exprimarea SSL-1 si SSL-3 provenite de la
B. braunii Showa, in drojdii s-a reusit obtinerea botriococcenelor la o rati de 100 mg L' (Niehaus
sicolab., 2011).

Comparand datele obtinute la cele disponibile in literatura de specialitate am constatat faptul
cd numarul lucrarilor care abordeaza predictia si analiza structurilor tridimensionale ale enzimelor
scvalen sintaze-like de la B. braunii sau alte specii din genul Botryococcus este foarte redus. De la
publicarea acestora in anul 2011 de Niehaus si colab. (2011) pana in prezent, s-au remarcat doud
studii care abordau structurile tridimensionale ale SSL la B. braunii Showa, si anume lucrarea lui
Bell si colab. (2014) si Elumalai si colab. (2018). Bell si colab. (2014) folosesc modelarile
structurilor tridimensionale si mutageneza directionatd, pentru a intelege mai bine modul de
rearanjare a PSPP la nivelul legéturilor 1'-1 si 1'—3, de asemenea incearcd identificarea resturilor
de aminoacizi si/sau a domeniilor responsabile pentru aceasta etapa criticd in sinteza scvalenelor si

botriococcenelor.
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CONCLUZII GENERALE

Prin studiul tulpinilor algale de B. terribilis rasa chimicd B, depozitate in Colectia de Alge
si Cianobacterii a Institutului de Cercetari Biologice din Cluj-Napoca, aceasta lucrare a avut ca
obiective majore identificarea produsilor de transcriere, respectiv a genelor implicate 1n activitatea
scvalen sintazica folosind o abordare moleculard si predictia structurilor tridimensioanale ale
acestora pe baza analizelor in silico.

» Investigatiile moleculare realizate pe materialul genetic provenit de la tulpinile AICB au
avut drept rezultat identificarea unor combinatii de amorse construite de novo si stabilirea
unei metodologii de amplificare a produsilor de transcriere si ale genelor SSL care sa
constituie un punct de plecare solid pentru investigatiile ulterioare.

» ldentificarea genelor responsabile pentru activitatea scvalen sintazica s-a dovedit a fi mult
mai dificila datorita in principal, lungimii acestora (intre 3800-6000 pb) si secundar,
prezentei regiunilor intronice, cu variabilitate foarte ridicatd; cu toate acestea a putut fi
identificata si analizatd SSL-1 la sapte tulpini apartinand speciei B. terribilis.

» Analizele realizate in silico au avut doud obiective principale: stabilirea unei metodologii
experimentale pentru predictia structurilor tridimensionale ale SSL, analiza calitativd a
acestora si rafinarea structurilor prezise pentru a obtine modele tridimensionale cat mai
apropiate de cele native; si analiza comparativa a tuturor structurilor obtinute cuplata cu
predictia celor mai conservate situsuri catalitice implicate 1n ultimele etape ale biosintezei
scvalenelor si botriococcenelor.

» Metodologia descrisd pentru procesul de obtinere a structurilor 3D — analizd — rafinare a
structurilor obtinute s-a dovedit a fi foarte eficienta, reusind sa Imbunatiteasca semnificativ
calitatea structurilor prezise in special in cazul SSL-1 si SSL-2 identificate si analizate la
tulpina de B. terribilis AICB 870.

» Analiza comparativa a modelelor rafinate a reliefat modificari minore la nivelul nucleului
proteic responsabil pentru conversia FPP la PSPP (SSL-1) sia PSPP la scvalena (SSL-2) sau
botriococcene (SSL-3), modificarile substantiale fiind obtinute la nivelul buclelor si
capetelor amino- si carboxi-terminal, nsd acestea nu prezintd o importantd deosebita
deoarece nu sunt implicate In mod activ in activitatea catalitici a enzimelor. Studierea
regiunilor functionale a demonstrat existenta buzunarelor, acestea prezentand un grad ridicat
de conservare, doi potentiali liganzi (FPS si PS7) respectiv prezenta motivelor pentru legarea
ionilor divalenti de Mg*" a ciror rol principal este stabilizarea grupirilor difosfat de la

nivelul precursorului utilizat pentru producerea hidrocarburilor.
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