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INTRODUCERE

Arthrobacter nicotinovorans este o bacterie Gram pozitiva, frecvent intalnita in sol.
Numele speciei reflectd principala caracteristicd metabolica, si anume abilitatea de a degrada
nicotina. Capacitatea speciei Arthrobacter nicotinovorans de a degrada nicotina este legata de
prezenta megaplasmidului pAOI, pe care se afla grupul de gene nic ce codifica enzimele
implicate in aceasta cale metabolica (Mihasan, 2011).

Tntr-un studiu recent (Sagarkar et al., 2014), a fost raportata schita secventei genomice
a unui izolat bacterian capabil sa degradeze erbicidul atrazina - Arthrobacter sp. AK-YN10.
Aceasta tulpina a fost izolata dintr-un sol agricol din regiunea centrala a Indiei pe care a fost
cultivat trestie de zahar si care a fost tratat intens in ultimii trei ani cu atrazind. Tulpina
Arthrobacter sp. AK-YNI10 a fost incadrata in genul Arthrobacter pe baza secventei genei
ARN ribozomal 16S si pe capacitatea acestui microorganism de a degrada compusi toxici,
precum atrazina (Sagarkar et al., 2016).

Secventele megaplasmidului pAO1 al speciei Arthrobacter nicotinovorans prezinta un
grad ridicat de similaritate in regiunea genelor nic fata de trei schite genomice ale unor tulpini
noi din genul Arthrobacter: M2012083, SJCon si AK-YN10 (Mihasan, 2016).

Obiectivul acestui studiu este de a identifica daca tulpina Arthrobacter sp. AK-YN10
contine gene din grupul de gene nic si de a stabili locatia acestora — pe cromozomul bacterian
sau pe un eventual plasmid. Pentru aceasta, ADN-ul plasmidial a fost izolat din celulele de
Arthrobacter nicotinovorans pAO1 si Arthrobacter sp. AK-YN10 si prezenta a doud gene nic
a fost evaluata prin PCR.

Experimentele realizate Tn cadrul acestui studiu s-au efectuat in laboratorul de
cercetare B128 al Facultatii de Biologie din cadrul Universitatii Alexandru Ioan Cuza din lasi,
sub coordonarea domnului Conferentiar Dr. Habilitat Marius Mihasan in perioada 15.01.2016
—15.03.2016. Aspectele morfologice si tinctoriale au fost investigate la microscopul confocal
sub indrumarea doamnei Sef Lucrari Dr. Anca Narcisa Neagu in perioada 26.08.2016 —
12.09.2016.






I.  CARACTERIZAREA TAXONOMICA SI FIZIOLOGICA A
TULPINII ARTHROBACTER SP. AK-YN10

I.1. incadrarea taxonomici a tulpinii Arthrobacter sp. AK-YN10

Un studiu recent (Sagarkar et al., 2016) a raportat izolarea si caracterizarea unei tulpini
bacteriene, Arthrobacter sp. AK-YN10, care ar putea fi utilizatdi in decontaminarea
(bioremedierea) solurilor poluate cu s-triazind. In aceastd lucrare, tulpina Arthrobacter sp.
AK-YNI10 este abreviata AK-YN10.

Aceastd tulpind degradeaza copusii similari s-triazinei din pesticide si a fost izolata
dintr-un camp de trestie de zahar din zona centrala a Indiei unde s-a folosit n repetate randuri
atrazind. S-a demonstrat cd AK-YNI10 degradeaza 99% din atrazina dintr-un mediu
suplimentat cu 1000 mg L™ de erbicid in 30 de ore (Sagarkar et al., 2016).

Atrazina (2-cloro-4-etilamino-6-izopropilamino-1,3,5-triazina) este un erbicid ce face
parte din grupul s-triazinelor. Din cauza utilizarii lor excesive si a persistentei ridicate atrazina
si metabolitii derivati din atrazind sunt identificati in sol si Tn ape (Sagarkar et al., 2014).
Acumularea atrazinei in mediu reprezintd un motiv de ingrijorare, deoarece mai multe studii
(Hayes et al., 2010) au aratat ca aceasta substantd este un puternic disruptor endocrin ce
cauzeaza inversarea sexului la broaste.

Din medii de culturd imbogatite, a fost izolata o tulpind bacteriand Gram pozitiva, cu
colonii de culoare galbena si cu marginile netede, ce produce o zona clara pe placi cu mediu
de baza (mediu BS) suplimentat cu atrazina. Izolatul numit AK-YN10, a fost incadrat in genul
Arthrobacter pe baza secventei genei ARN ribozomal 16S. Legiturile dintre speciile genului
Arthrobacter pot fi observate in figura 1.

In anul 1986, Bergey a inclus genul Arthrobacter in Sectiunea 15 — Bacili Gram
pozitivi neregulati si nesporulanti, Clasa Thallobacteria, Divizia Firmicutes, Regn
Procariota, clasificarea facandu-se pe baza caracterelor fiziologice si biochimice (chemo-

taxonomie).
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Figura 1. Arbore filogenetic care arata relatia dintre secventele ARN ribozomal 16S ale

tulpinii Arthrobacter sp. AK-YNI10 si a altor specii din genul Arthrobacter. Scala de jos

reprezinta 0,05 substitutii nucleotidice/100 nucleotide (Sagarkar et al., 2016)

Conform Ribosomal Database Project (RDP) (Cole et al., 2009), secventele de ARN

ribozomal acumulate de la bacteriile coreiforme aerobe si facultativ aerobe ne ajutd sa
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stabilim o legatura taxonomicd si filogeneticd. Aceste bacterii fac parte din grupul
Arthrobacter. In acest grup se gisesc patru subgrupuri: Microbacterium, Clavibacter,
Arthrobacter si Dermatophilus. Subgrupul Arthrobacter cuprinde la randul sdu genurile
Arthrobacter, Brevibacterium, Micrococcus, Renibacterium si Rothia (Loveland-Curtze si
colab., 1999).

Imbinand taxonomia traditionald cu analiza secventei ARN ribozomal 16S, genul
Arthrobacter a fost incadrat in familia Micrococcaceae si in comparatie cu alte genuri ale
familiei, aceastd familie contine cel mai mare numar de specii. De asemenea, in aceasta
familie este Tncadrat si genul Micrococcus.

Tn anul 1997, Stackebrandt si colab. propun clasa Actinobacteria in care se incadreaza
subclasa Actinobacteridae, ordinul Actinomycetales, subordinul Micrococcineae si familia

Micrococcaceae. Relatiile dintre unitatile taxonomice superioare pot fi observate in figura 2.

FAMILIE SUBORDIN ORDIN
Micromonasporaceae 3 Micromonosporineae |

Frankiaceae

Acidothermaceae
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Geoder filaceae
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Bifidobacteriales
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Cariobacteriales
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Bifidobacteriaceae
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Sphaerobacteraceae
Rubrobacteraceae

Cori

5%

Figura 2. Legaturile filogenetice dintre diversele unitati taxonomice din cadrul subclasei
Actinobacteridae. Scala de jos reprezintda 5 substitutii nucleotidice/100 nucleotide
(Stackebrandt et al., 1997)

La ora actuald, au fost descrise 66 de specii ce apartin genului Arthrobacter si a fost
impartit in cel putin 11 grupe pe baza secventei ARN ribozomal 16S, sistemul chinona si

structura peptidoglicanului (Busse si Wieser, 2014).



I.2. Caracteristici metabolice si fiziologice ale genului Arthrobacter

Unele caracteristici remarcabile ale speciilor din genul Arthrobacter constau in
schimbarea formei celulelor in timpul ciclului de viatd (din forma bacilara in cea cocoida)
(Keddie si Jones, 2006; Mihasan, 2011), compozitia chimica a peretelui celular (Mihasan,
2011), rezistenta la desicare (Boylen, 1973), radiatii ionizante (Fredrickson et al., 2004) si la
temperaturi scazute (Ganzert si colab., 2011) precum si capacitatea lor de a metaboliza o larga
varietate de compusi naturali si artificiali, inclusiv nicotina (Brandsch, 2006), fenantrenul
(Kallimanis et al.,, 2011), 4-clorofenolul (Westerberg si colab., 2000), dimetil-sulfona
(Borodina et al., 2002), cromul hexavalent (Megharaj et al., 2003) si atrazina (Sagarkar et al.,
2014).

Variabilitatea in forma si dimensiune a celulelor de-a lungul ciclului celular este o
importanta caracteristicd a acestui gen. Transferul celulelor cocoide din faza stationara pe un
mediu de culturd proaspat determina producerea unor excrescente dand astfel nastere la bacili
cu formd neregulata caracteristici fazei exponentiale. Acesti bacili se aseazd in formatiuni
unghiulare asemenea unor V-uri. Mai poate aparea o ramificatie primara, dar nu se produc micelii
adevarate (ramificatie secundard). Bacilii nu formeaza endospori, sunt imobili (rareori mobili prin
intermediul unor flageli laterali) si devin mai scurti pe masurad ce cultura imbatraneste urmand
apoi ca din forma bacilara sa treacd in forma cocoida specifici fazei stationare. In ambele etape
ale ciclului de crestere, bacteriile din cadrul genului Arthrobacter sunt Gram-pozitive dar ulterior
acestea devin Gram-variabile (Boiangiu si Mihdsan, 2015).

Acest ciclu de crestere (coco-bacil) este o trasatura distinctiva a genului dar, de asemenea,
apare si in alte genuri precum Brevibacterium si cel putin unii membrii din Rhodococcus (figura
3) (Mihasan, 2011).

Chemoorganotrofic, genul Arthrobacter include specii aerobe, cu metabolismul de tip
respirator, iar temperatura optima de crestere si dezvoltare este cuprinsa intre 25-30°C. O crestere
moderata poate avea loc pe un mediu ce contine extract de drojdie si peptona la un pH aproape
neutru. Pe mediul cu peptona, in urma metabolizarii glucozei si a altor glucide se formeaza
cantitati mici sau chiar deloc de acizi. Aceste bacterii nu hidrolizeaza celuloza dar sunt capabile sa
is1 sintetizeze enzime precum catalaza si deoxiribonucleaza. Unele specii necesita biotind ca

factor de crestere (Keddie et al., 1986).
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Figura 3. Arthrobacter globiformis (ATCC 8010) crescut pe mediu EYGA la 25 C. Inoculul a

)

fost alcatuit din celule cocoide; a, dupa 6 ore, formarea de bacili din celule cocoide; b, dupa
12 ore; ¢, dupa 24 ore; d, dupa 3 zile (scala este de 10 um) (Keddie si Jones, 2006)

Continutul de G+C din bacteriile genului Arthrobacter este relativ mare, in medie de 59-
70%. Genomul tulpinii AK-YN10 are un continut de G+C de 63,3%, ceea ce corespunde foarte
bine cu caracteristica genului (Sagarkar et al., 2014).

Daca tinem cont de sistemul chinonic si structura peptidoglicanului, genul Arthrobacter
poate fi divizat in doud grupe majore: un grup este caracterizat printr-un sistem chinona cu
menachinond monosaturata [MK-8(H2) si/sau MK-9(H>)] si peptidoglican de tipul A3a, iar cel
de-al doilea grup se caracterizeaza printr-un sistem chinond cu menachinona nesaturata (MK-8,
MK-9, si/sau MK-10) si peptidoglican de tipul A4a (Keddie et al., 1986).

In functie de specie, variatiile A3a si Ado ale peptidoglicanului sunt caracterizate prin
legaturile dintre pozitiile 3 si 4 a celor doud unitati peptidice ce sunt realizate de un numar diferit
de punti interpeptidice. Puntile interpeptidice din peptidoglicanul de tip A3a contin numai acizi
monocarboxilici si/sau glicind, iar cele din A4a contin Intotdeauna acid dicarboxilic si in cele mai
multe tulpini contin, de asemenea, alanina (Schleifer si Kandler, 1972).

Compozitia chimicd a peretelui celular reprezintd o alta caracteristica ce poate fi utilizata
pentru identificarea speciilor ce apartin genului Arthrobacter. De cele mai multe ori, acidul gras
din componenta peretelui celular este 1,3-metilpentadecanoic, iar diamino-acidul Tintalnit
preponderent Tn peptidoglican este lizina. Peptidogliganul este de tipul Lys-Ala-Tre-Ala
(Mihasan, 2011).

Mobilitatea este un fenotip interesant pentru tulpinile microbiene implicate in

bioremediere. Prin urmare, Sagarkar si colab. (2016) au efectuat teste de mobilitate pe agar moale
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si au cautat gene flagelare in schita genomului tulpinii AK-YN10. Pentru a testa motilitatea, un
mediu de cultura a fost insamantat prin intepare cu A. aurescens TC1 si AK-YN10 si apoi a fost
incubat la 30°C timp de 72 de ore pand cand cresterea a fost evidentd. Aspectul functional al
genelor implicate Tn codificarea flagelilor este demonstrat in figura 4 prin testarea mobilitatii

pe agar moale (Sagarkar et al., 2016).

AK-YN10 A. aurescens TC1

Figura 4. Mobilitatea flagelara testatd pe agar moale, difuzia culorii indicand mobilitatea

bacteriana (Sagarkar et al., 2016)

Bacteriile din genul Arthrobacter poseda diverse cai metabolice, cele mai multe fiind
codificate plasmidial, pentru detoxifierea unor compusi xenobiotici (tabel 1) (Igloi si
Brandsch, 2003; Jerke et al., 2008). Membrii acestui gen sunt omniprezente, datoritd
versatilitatii lor metabolice si tolerante la stresul mediului inconjurator (Niewerth et al., 2012).
Acestia sunt capabili sd utilizeze un numar mare de substrate ca sursa de carbon sau azot si
deci ocuparea a numeroase nise ecologice (Mihdsan, 2011). De obicei, in urma metabolizarii

acestor substrate, se formeaza un pigment specific.



Tabel 1. Caracteristici ale tulpinii AK-YN10 in comparatie cu alte tulpini din genul Arthrobacter cu secventele genomice complete disponibile
n baza de date NCBI (Sagarkar et al., 2016)

Nr. Tulpina bacteriana Numar de acces Caracterlsn?a me.:t%bollca Plasmide Mobilitate Referinta
Crt. GenBank sau fiziologica
- TC1 (CP000475) .
1. Arthrobacter aurescens TC1 CP000474 Degradarea atrazinei TC2 (CP000476) - (Mongodin et al., 2006)
. Degradarea pACHLO01 (CP001342) .
2. Arthrobacter chlorophenolicus A6 CP001341 A-clorofenolului PACHLO02 (CP001343) + (Nordin et al., 2005)
. . pASPHE301 (CP002380) i Lo
3. Arthrobacter phenanthrenivorans Sphe3 CP002379 Degradarea fenantrenului DASPHE302 (CP002381) (Kallimanis et al., 2011)
N Plasmid p232 (CP003204) i .
4, Arthrobacter sp. Rue6la CP003203 Degradarea chinaldinei Plasmid pAL1 (CP003205) (Niewerth et al., 2012)
S Izolate de la suprafata pRE117-1 (FQ311475) i
5. Arthrobacter arilaitensis Re117 FQ311875 branzei DRE117-2 (FQ311476) (Monnet et al., 2010)
Rezistenta la un nivel Plasmid1 (CP000455)
6. Arthrobacter sp. FB24 CP000454 ridicat de cromat Plasmid2 (CP000456) - (Henne et al., 2009)
Plasmid3 (CP000457)
Creste la temperaturi ) )
7. Arthrobacter sp. PAMC25486 CP007595 scizute (10-25°C) #
pAO1 (AJ507836.1)
— T pART1 (Igloi si Brandsch, 2003;
8. Arthrobacter nicotinovorans pAO1 AJ507836 Degradarea nicotinei DART2 (DQ191047) Sandu et al., 2005)
PART3 (DQ191048)
9. Arthrobcter sp. AK-YN10 AVPD00000000 Degradarea atrazinei, 4 plasmizi + (Sagarkar et al., 2014, 2016)

nicotinei si a clorpirifosului

#Informatie care nu este disponibila



Capacitatea tulpinii AK-YN10, de a degrada atrazina a fost demonstrata prin
monitorizarea consumului (figura 5A) si mineralizarii (figura 5B) acestui compus. Rata de
degradare a atrazinei a fost de aproximativ 36 mg/L/ora, cu un timp de injumatatire a atrazinei
de 9,44 ore si o rata de crestere a susei AK-YN10 de 0,24 DO/mL'zi (tabel 2). Mineralizarea
atrazinei a fost analizata prin radio-respirometrie, marcandu-se radioactiv catenele laterale si
inelul aromatic din structura atrazinei cu izotopul **C. Susa AK-YN10 a mineralizat doar
catenele laterale din structura atrazinei (figura 5B). In urma mineralizarii, s-a format rapid
Yco, atingdnd o mineralizare maxima de aproximativ 62% din atrazina marcatd cu ke
adaugata initial, dupa 5 zile de incubare (Sagarkar et al., 2016).

De asemenea, susa AK-YN10 are capacitatea de a degrada si utiliza ca sursa de azot si
alte pesticide din clasa s-triazinelor. Parametrii cinetici de crestere au fost estimati si sunt
prezentati in tabelul 2. Nu a fost observata nici 0 crestere atunci cand s-triazinele au fost
utilizate ca sursa unica de carbon. Tulpina AK-YNI10 este capabila sa degradeze rapid
simazina, ametronul si prometronul cu o ratd de degradare ridicata (peste 70%/zi) in timp ce
ametrina, prometrina si terbutilazina au fost degradate mai lent (sub 50%/zi). O ratd maxima
de crestere (aproximativ 0,28 DO/zi) a fost observata in cazul ametronului (Sagarkar et al.,
2016).

Tabel 2. Timpul de injumatitire a s-triazinelor si rata de degradare obtinute de cultura
bacteriana de AK-YN10. Rata de crestere a tulpinii AK-YN10 pe mediu mineral suplimentat

Cu s-triazine (unica sursa de azot) (Sagarkar et al., 2016)

Timp de injumatatire Rata de degradare Rata de crestere

s-triazine
f(TDso) (ore)* (%/zi) (%/zi)
Atrazina 9,44+0,07 35,58+0,36 0,23+0,01
Ametrin 44,80+3,66 25,5045,07 0,18+0,05
Prometrin 23,68+2,22 29,16+1,75 0,16+0,12
Simazin 10,06+1,47 81,85+3,71 0,15+0,05
Terbutilazina 39,12+2,35 15,66+5,50 -
Ametron 13,52+4,99 76,33+6,80 0,28+0,05
Prometron 13,36+4,66 78,76£11,93 0,21+0,06

*Valorile medii £ deviatia standard. F(TDsp) este timpul necesar de degradare a 50% din

substrat
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Figura 5. Utilizarea atrazinei in diferite conditii de catre izolatul bacterian AK-YN10. A)
Consumul atrazinei si cinetica cresterii tulpinii AK-YN10 (1000 mg L™ de atrazina a fost
utilizata ca unica sursa de azot). B) Mineralizarea atrazinei marcatd radioactiv (14C-Catena
laterald si **C-Inelul aromatic) utilizand AK-YN10. Sunt prezentate valorile medii cumulate
ale **CO, format din **C-atrazina. in cazul A si B, barele verticale indica deviatia standard. C)
Evaluarea potentialului de bioremediere a izolatului AK-YNZ10 intr-un microcosm cu 100 mg
kg™ atrazina. Barele verticale indica procentul de atrazina ramas in microecosistemul inoculat,
iar graficul liniar indica procentul de atrazina ramas in control (atenuare naturala) (Sagarkar et
al., 2016)

Potentialul de bioremediere al izolatului AK-YN10 a fost evidentiat utilizdndu-se un
microecosistem (microcosm) experimental ce contine sol contaminat cu atrazina. Utilizarea
atrazinei 1n conditii de bioaugumentare (sol inoculat) a fost comparatd cu capacitatea
degradativa a mediului (atenuare naturala - control).

In figura 5C, este demonstrati eficienta izolatului bacterian AK-YN10 in imbunatitirea
bioremedierii solului contaminat. Atrazina din solul microecosistemului bioaugumentat cu AK-

YNI10 a fost complet epuizata in 12 zile, iar in control, atrazina a fost slab disipata (Sagarkar et
al., 2016)
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Il. GENOMUL TULPINII ARTHROBACTER SP. AK-YN10

Tntr-un studiu recent (Sagarkar et al., 2014) a fost raportata schita secventei genomice
a unui izolat bacterian capabil sa degradeze erbicidul atrazina - Arthrobacter sp. AK-YN10.
Tulpina a fost izolata dintr-un sol agricol indian pe care a fost cultivata trestie de zahar si care

a fost tratat intens 1n ultimii trei ani cu atrazina.

I1.1. Caracteristici generale ale genomului tulpinii Arthrobacter sp. AK-YN10

Genomul tulpinii AK-YN10 a fost secventiat prin metoda de secventiere de noud
generatie (NGS) utilizand platforma Illumina MiSeq20. Bibliotecile de ampliconi au fost
preparate prin utilizarea kit-ului Illumina Nextera DNA Library Preparation Kit si apoi
secventiate la ambele capete (paired-end). Bibliotecile de ampliconi au fost ulterior incarcate
pe chip-uri si analizate cu instrumentul Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies). Genomul a
fost secventiat de doua ori, credndu-se astfel doud versiuni diferite ale schitei genomului (V1
si V2), ce au fost ulterior depuse in baza de date NCBI (Sagarkar et al., 2016).

Pentru V1, s-a folosit kit-ul Fast DNA™ Spin Kit pentru izolarea ADN-ul total din
celulele de AK-YNL10, iar pentru V2, a fost aplicat un protocol de izolare a plasmizilor de
dimensiuni mari descris de Anderson si McKay in 1983. Secventele scurte cu lungimea de
minim 50 pb obtinute in urma secventierii au fost prelucrate utilizandu-se algoritmul
Trimmomatic si asamblate cu programul GS Assambler V 2.6. Pentru asamblarea V1, s-a
folosit ca referinta genomul speciilor de Arthrobacter rezultdnd un grad de acoperire de 36X,
in timp ce V2 a fost asamblata de novo.

Pentru adnotarea celor doud versiuni, s-au folosit serverele NCBI PGAAP (engl.
Prokaryotic Genome Annotation Pipeline) si RAST (engl. Rapid Annotation using
Subsystem Technology) (Aziz et al., 2008). Prin utilizarea serverului CG View versiunea 1.0,
a fost generatd o hartd circulard a genomului tulpinii AK-YNI10 si comparatd cu harta
genomului complet al tulpinii A. aurescens TC1 (Sagarkar et al., 2016).

Structurile asamblate au fost folosite pentru identificarea presupuselor secvente de
codificare. Aceste secvente au fost adnotate cu ajutorul programelor BLASTX si BLASTN
(Sagarkar et al., 2016). Aceste programe compara o secventd de interes (aminoacizi sau
nucleotide) cu o bibliotecd de secvente dintr-o baza de date (NCBI in cazul nostru). Prin
identificarea in baza de date a secventelor cunoscute care prezinta un grad de similaritate cu

secventa de interes, poate fi precizata functia acesteia din urma (Mihasan si colab., 2012).
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Conform primei versiuni secventiate, genomul are dimensiunea de aproximativ 4,84
Mb si este distribuit in 107 contig-uri ce contin 4578 de presupuse secvente de codificare
(CDS). Un contig este un set de clone suprapuse (cu secvente suprapuse de nucleotide) care
permit intocmirea hartii fizice a unei regiuni dintr-un cromozom (Popescu, 2012). Au fost
adnotate 4634 de gene codificatoare de proteine si 55 ce codifica ARN, iar continutul mediu de
G+C a fost de 63,3% (Sagarkar et al., 2014). S-a demonstrat ca secventa genei ARNr 16S
(1487 pb) a tulpinii Arthrobacter sp. AK-YNI10 este similara in proportie de 98% cu cea a
speciilor Arthrobacter aurescens TC1 si Arthrobacter sp. Rue61 (Mongodin et al., 2006;
Sagarkar et al., 2016). In aceasta versiune, au mai fost adnotate gene ce confera rezistenta la
antibiotice si anumite metale, gene cu rol in codificarea unor dioxigenaze si monooxigenaze si
elemente genetice cu rol in mobilitate. Prin utilizarea serverului RAST, au fost adnotate 552
de gene care sunt implicate in metabolismul carbohidratilor (Sagarkar et al., 2014).

A doua versiune a schitei genomului are dimensiunea de 4,4 Mb si este distribuita in
464 de contig-uri cu 4020 de CDS, dintre care 1437 sunt presupuse proteine. Prin hibridizarea
Southern blot au fost identificati cel putin patru plasmizi (Sagarkar et al., 2016).

Secventa shotgun a intregului genom al tulpinii AK-YN10 a fost depusa in GenBank
avand indicativul NZ_ AVPD00000000 impreuna cu cele doud versiuni: AVPD01000000 si
AVPD02000000 (Sagarkar et al., 2016).

11.2. Gene implicate Tn metabolismul atrazinei in Arthrobacter sp. AK-YN10

In anul 2016, Sagarkar si colab. au izolat si caracterizat tulpina Arthrobacter sp. AK-
YN10 care are capacitatea de a degrada erbicidul atrazina in conditii de laborator. Izolatul
AK-YNI10 contine o combinatie de gene trzN-atzBC pentru transformarea atrazinei in acid
cianuric.

Calea de degradare a atrazinei debuteazd cu dehalogenarea compusului si formarea
hidroxiatrazinei. Aceasta reactie este catalizata de triazin-hidrolaza, enzima codificata de gena
trzN. Gena trzN a fost identificata in V2 si localizata pe contig-ul 12 de 30951 pb si are o
secventa de 2984 pb identica cu plasmidul TC1 (figura 6). Secventa de aminoacizi a enzimei
triazin-hidrolaza, codificata de gena trzN a tulpinii AK-YNI10, a fost comparata cu secventele
complete ale triazin-hidrolazelor din baza de date NCBI. Rezultatele au indicat existenta unor
variatii in secventa de interes i anume: in pozitia 299 se gdseste alanina in locul prolinei, in
pozitia 67, fenilalanina ia locul tirozinei, iar in pozitia 117, se gaseste glutamind in locul

acidului glutamic (Sagarkar et al., 2016).
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Figura 6. Organizarea si compararea genelor implicate in realizarea caii de degradare a
atrazinei in AK-YN10 si in plasmidul TC1 al speciei A. aurescens TC1. Analizele au fost
realizate cu serverul RAST. Gena trzN a fost identificatd in V2 a schitei genomice pe contig
12, in timp ce atzB si atzC au fost identificate in V1 si, prin urmare, sunt afisate separat.

Presupusele proteinele sunt indicate cu culoarea gri (Sagarkar et al., 2016)

Hidroxiatrazina astfel formata este transformatd mai departe in acid cianuric cu
ajutorul enzimelor produse de genele atzB si atzC si anume hidroxiatrazin-etilaminohidrolaza
respectiv N-izopropilamelid izopropilaminohidrolaza. Aceste gene sunt omoloage cu genele
atzB si atzC de pe plasmidul TC1 al speciei A. aurescens TC1, iar enzimele codificate de acestea
au secventa de aminoacizi identica cu aceleasi enzime de pe TC1. Genele atzB si atzC au fost
identificate in V1 si sunt prezente pe contig-urile 63, respectiv 35. Analiza Southern blot a indicat
ca genele atzB si atzC sunt amplasate pe un singur fragment de 7,3 kb. Pentru explicarea acestei
discrepante, Sagarkar si colab. (2016) au emis o ipoteza conform careia contig-urile 63 si 35 ar
putea fi separate printr-un transpozon ca si in cazul aranjarii genelor atzB si atzC pe plasmidul
TC1 (figura 6) subliniid astfel dificultatea asamblarii genomului in prezenta secventelor de
insertie bogate in secvente repetitive. Gena atzC a fost localizata pe un contig de 37732 kb din
care 42% prezintd omologie si o similaritate de 92% fata de plasmidul TCI, iar jumatate din
acest contig nu a corespuns cu secventele din baza de date. Acest lucru sugereaza faptul ca

fragmentul care contine genele atzB si atzC a fost obtinut prin transfer orizontal de gene.
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Prin tehnica Southern blot, a fost identificatd prezenta genelor implicate in degradarea
atrazinei pe un plasmid de aproximativ 113 kb (Sagarkar et al., 2016).

Secventele nucleotidice ale genelor atzB, atzC, trzN si ARNr 16S au fost depozitate in
GenBank cu numerele de acces HE716866, HE716867, HE716868 si respectiv HE716859.

11.3. Gene implicate Tn mobilitate

Un operon flagelar a fost identificat in schita genomului tulpinii AK-YN10.
Mobilitatea este o trasatura importantd pentru un microorganism care poate fi implicat in
procesul de bioremediere. Dupa cum se poate observa in figura 7, operonul complet pentru
genele implicate in codificarea flagelilor este localizat pe contig-ul 22, cu o secventa similara
de 60-90% cu operonul flagelar al speciei Arthrobacter chlorophenolicus (CP001341)
(Sagarkar et al., 2016).

Factorul Regulmrdeﬁ FIhB FLR FLQ FLiP E Motd  FBD FigE E

sigma stocare a FLM Trimsghcu-zdua
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Figura 7. Organizarea si compararea genelor flagelare functionale ale speciei Arthrobacter
chlorophenolicus (CP001341) cu cele ale tulpinii Arthrobacter sp. AK-YN10, contig 22
(Sagarkar et al., 2016)

11.4. Arthrobacter sp. AK-YN10 si Arthrobacter nicotinovorans pAO1
Potrivit primei versiuni, genomul de 4,84 Mb a fost distribuit in 107 contig-uri.

Distributia acestora in plasmizi si cromozom este evidentiata in figura 8. Aproximativ 4.2 Mb
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din genomul tulpinii AK-YNI10, ce reprezinta aproape 87% din toate secventele, este similar
in proportie de 80-90% cu genomul complet al tulpinii A. aurescens TC1, iar restul de 13%,
prezintd omologie fata de diferiti plasmizi: doud regiuni de aproximativ 94 si 31,5 kb prezinta
o similaritate de peste 90% fatd de plasmidul pAO1 din A. nicotinovorans si respectiv
plasmidul TC1 din A. aurescens, o regiune de 248 kb este similara in proportie de 85% dar cu
o0 acoperire mai mica de 20% fata de plasmidul TC2 al speciei A. aurescens si o regiune de
195 kb ce codifica proteine (Sagarkar et al., 2016).

W Arthrobacter aurescens TC1 (Genom)
31.512 W Arthrobacter aurescens TC2 (Plasmid)
ke KB M Nu sunt similaritati

iz W Arthrobacter nicotinevorans pAO1 (Plasmid)
W Arthrobacter aurescens TC1 (Plasmid)
I Alti plasmizi
0 Alte genomuri
|

Figura 8. Distributia contig-urilor tulpinii AK-YN10 in plasmid si cromozom analizata
utilizdndu-se programul de cautare BLAST. Secventele nucleotidice utilizate ca referinta

apartin unor specii din genul Arthrobacter (Sagarkar et al., 2016)

Tn tulpina AK-YN10, pe langi plasmidul care contine genele implicate in realizarea
caii de degradare a atrazinei, au mai fost identificati alti trei plasmizi. Prin secventierea totala
a genomului tulpinii AK-YN10 si cu ajutorul programului BLAST, a fost identificatd o
regiune de aproximativ 94 kb ce prezintd o similaritate de peste 90% fatd de plasmidul pAOl1
ce apartine speciei Arthrobacter nicotinovorans. Aceastd regiune este compusa din zece
contig-uri (tabel 3) dintre care sase sunt foarte similare (peste 90%) si patru prezintd o

similaritate redusa (sub 70%) fata de plasmidul pAO1 (Sagarkar et al., 2016).
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Tabel 3. Compararea unor contig-uri din tulpina AK-YN10 cu plasmidul pAO1 din A.

nicotinovorans (Sagarkar et al., 2016)

Numir contig Descriere Acoperire (%) Identitate (%)
Contig 39 72 99
Contig 43 100 99
Contig 47 51 98
Contig 50 o 36 87

_ Arthrobacter nicotinovorans,
Contig 52 ) 100 99
_ plasmidul pAO1
Contig 54 67 97
Contig 66 100 99
Contig 73 100 99
Contig 75 100 99
Contig 91 99 91

Mai mult decat atat, secventele nucleotidice ale ADN-ului plasmidic extras din
genomul tulpinii AK-YN10 au fost aliniate prin programul MAUVE cu secventele

plasmidului pAOL1 al speciei A. nicotinovorans (figura 9).

Tod00 20b0a zufion 400 s0fi0D BT Toiiog Ao 000 100000 110000 120000 130000 140000 150000 160000

o T

A nicotinovofans pAO1 plasmid fasta
fodno 20b0a BT 40bc0 Sab00 60000 Toh0n [T5T) sofon 100000

"

2]
Figura 9. Alinierea progresiva intre plasmidul pAO1 al speciei A. nicotinovorans si zece

Contig 39
Contig 56
| Contig 75
Contig 52
Contig 43
Contig 54
_Contig a7

Arthrobacter sp. AK-YN10

contig-uri ale tulpinii Arthrobacter sp. AK-YN10. Alinierea a fost realizatd cu programul
MAUVE (Sagarkar et al., 2016)

Pe baza acestor informatii si din datele obtinute in urma secventierii a fost reconstituit
un fragment de aproximativ 108 kb. Prin adnotarea acestui fragment, a fost identificata
prezenta unei gene ce codificd enzima 6-hidroxi-D-nicotin-oxidaza care este implicata in
calea de degradare a nicotinei precum si diferite cadre deschise de citire (engl. Open Reading
Frame - ORF) (Sagarkar et al., 2016).
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Tn articolul publicat de Mihisan si Brandsch in 2013 a fost constatatd absenta genelor
implicate Tn realizarea caii de degradare a nicotinei (genele nic) in cadrul genul Arthrobacter
cu exceptia tulpinii A. nicotinovorans pAO1. Intre anii 2013-2016, in urma unor proiecte de
secventiere, au fost identificate si introduse in bazele de date genomuri noi ale unor tulpini de
Arthrobacter, si s-a dovedit ca acestea contin grupul (cluster-ul) de gene nic complet sau
incomplet (Mihasan, 2016).

In baza de date GenBank se gisesc 25 de intrdri pentru plasmizi din genul
Arthrobacter dintre care niciunul nu este similar cu plasmidul pAOIl. Pana in prezent, in
aceasi baza de date sunt depozitate 37 de intrari pentru genomuri din genul Arthrobacter: 5
genomuri complete si adnotate, 10 schite complete (un set de contig-uri) si 22 de genomuri
incomplete. Recent, s-a constatat ca secventele plasmidul pAO1 prezintd un grad ridicat de
similaritate in regiunea genelor nic fata de trei schite genomice ale unor tulpini noi din genul
Arthrobacter: M2012083 (NZ_AKKK00000000), SJCon (NZ_AOFD00000000) si AK-YN10
(NZ_AVPDO00000000) (figura 10). Folosind programul MAUVE, cele trei schite au fost
asamblate utilizdndu-se ca matritda 5 genomuri complete de Arthrobacter din GenBank: A.
aurescens TC1 (NC_008711), A. chlorophenolicus A6 (NC_011886), A. arilaitensis Rell7
(NC_014550), A. phenanthrenivorans Sphe3 (NC _015145) si A. nitroguajacolicus Rue6la
(NC_018531) (Mihasan, 2016). Genomurile asamblate au fost adnotate prin RAST (Aziz et
al., 2008) si aliniate cu Artemis (Carver et al., 2005).

pAO1 40 kbp

165137 bp
Cadre deschise de citire
50 kbp Jfa

Cadre deschise de citire
cu functie necunoscuta

implicate in transpozitie

..
/) A. nicotinovorans pAO1
W Arthrobacter sp. M2012083

' Arthrobacter sp. SICon
B Arthrobacter AK-YN10
Figura 10. Similaritatea secventelor intre plasmidul pAO1 si alte tulpini de Arthrobacter.
Regiunea similara contine genele nic si este flancatd de doua regiuni ce contin la randul lor

presupuse cadre deschise de citire. Imaginea a fost generata prin BRIG (engl. BLAST Ring
Image Generator) (Alikhan et al., 2011)
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In figura 11 poate fi observati comparatia completi intre modul de aranjare a genelor
nic pe plasmidul pAOI1 si in cele trei tulpini de Arthrobacter. Grupul de gene nic poate fi
impartit In cinci module, fiecare modul codificand o etapa precisd in calea de degradare a
nicotinei. Modulele de pe plasmidul pAO1 sunt cele mai complexe avand un numar mare de
gene, inclusiv gene pentru transpozaze si elemente de insertie, in timp ce modulele tulpinii
Arthrobacter sp. SJCon sunt cele mai simple, cu un numar mic de cadre deschise de citire si
cu regiuni mari necodificatoare (Mihasan, 2016).

Tn cazul tulpinii Arthrobacter sp. AK-YN10, cele cinci module sunt rispandite in
intregul genom. Rezistenta la nicotind a acestei suse este similard cu cea a tulpinii A.
nicotinovorans pAO1 (6 g/L) fiind mai ridicata decat a altor specii precum Pseudomonas sp
HF-1 (1,5 g/L), Pseudomonas sp. Y22 (3g/L), Pseudomonas geniculata (4 g/L) sau Shinella
sp. H2N7 (5 g/L). Mai mult decat atdt, AK-YN10 se poate dezvolta pe mediu citrat
suplimentat cu nicotind. Dezvoltarea acestei suse este insotita de o scadere lentd a
concentratiei de nicotind din mediu fara sa se formeze pigmentul albastru caracteristic pentru
degradarea nicotinei (Mihasan, 2016).

Metoda MAUVE a fost folositd pentru asamblarea unor genomuri tinta (cele 3 schite)
utilizdndu-se ca matrite genomurile unor specii apropiate din punct de vedere evolutiv (5
genomuri complete din GenBank) obtinandu-se astfel 5 genomuri asamblate pentru fiecare
schita. In cazul fiecarui genom asamblat al tulpinii AK-YN10, genele nic au fost localizate la
un capat extrem al genomului fiind izolate de celelalte gene. Pe baza acestor constatdri, s-a
emis o ipoteza conform careia genele nic ar putea fi localizate pe un plasmid, ca si in cazul

speciei A. nicotinovorans (Mihasan, 2016).
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Figura 11. Coliniaritatea genelor nic in genomuri de Arthrobacter. Sagetile rosii indica cadrele deschise de citire implicate in transpozitie;
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in biosinteza cofactorilor. Imaginea a fost realizata prin MAUVE cu parametri prestabiliti (Mihasan, 2016)
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1. MATERIALE SI METODE

II1.1. Tulpini utilizate si conditii de cultivare

111.1.1. Tulpinile utilizate
Tulpinile de microorganisme, plasmidele si substantele chimice folosite in acest studiu

sunt:

1. Arthrobacter sp. AK-YN10, susa primita cadou din partea Dr. Atya Kapley (Institutul
National de Cercetare si Inginerie a Mediului , CSIR-NEERI, Nagpur, India)

2. Arthrobacter nicotinovorans pAO1 (ATCC 49919), tulpina primita cadou din partea Prof.
Dr. Roderich Brandsch (Institutul de Biochimie si Biologie Moleculara, Universitatea
Albert-Ludwings din Freiburg, Germania)

3. Solutie stoc de canamicina 70 pg/ml (Sigma-Aldrich, Germania): pentru prepararea unui
volum de 60 ml solutie canamicina 35 pg/ml, 30 ml din solutia stoc se aduc la un volum
final de 60 ml cu apa distilatd. Solutia se sterilizeaza prin filtrare folosind filtre de 0,22
pum (Carl Roth, Germania). Dupa filtrarea solutiei stoc, aceasta se dilueaza dupa necesitati

cu apa distilata sterila;

&

Extract de drojdie (Merck, Germania);

o

Nicotina (Sigma-Aldrich, Germania);

6. Mediu citrat lichid, preparat dupa cum urmeaza:

In 400 ml apa distilata se dizolva pe rand:

e 2 g CgH30,Naz (Chemical Company, Romania);

o 20 (NH4)2SO4 (Reactivul Bucuresti, Romania);

e 4,92 g Na;HPO, (Reactivul Bucuresti, Romania);

e 3,06 g KH,PO, (Reactivul Bucuresti, Romania);

Se aduce la 950 ml cu apa distilatd dupi care se sterilizeazi timp de 20 minute la 125°C, 2
atm. Pentru prepararea mediului citrat solid, se adauga si agar 15 g/L;

7. Solutie de minerale (Eberwein et al., 1961) preparata astfel:

In 700 ml de apa distilata se dizolva:

e 0,759 CaCly;
e 4,58 gH3BOs;
e 3,502ZnS0y;

e 0,22 g Na;MoOy;
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e 0,22 g FeSOy;
o 0,24 g MnSQy;

e 0,19 CuSQy;
e 0,19 CoSOQOy;
o 29 KHyPOy
e 29 MgSQOy;

e 7,59 Acid etilendiaminotetraacetic (EDTA);

Se aduce la 1 L cu apa distilata. Dupa preparare, solutia se sterilizeaza prin filtrare folosind
filtre de 0,22 um (Carl Roth, Germania) si se pastreazi la 4°C.

8. Boxa cu flux de aer laminar, clasa biologica 2, EBSCO;

9. Incubator cu agitare GFL 3031.

I11.1.2. Conditii de cultivare

Tulpinile de A. nicotinovorans pAO1 si Arthrobacter sp. AK-YN10 au fost pastrate un
timp Tndelungat in congelator la o temperaturd de -80°C. Pentru reactivarea acestor tulpini
bacteriene, s-au scos eprubetele de criostocare din congelator si cu ajutorul unei anse, o parte
din continutul acestora a fost prelevat si folosit pentru inocularea unei placi Petri cu mediu
citrat solid. Dupa utilizare, eprubetele de criostocare au fost introduse imediat in congelator
deoarece ciclurile dezghet-inghet afecteaza viabilitatea celulelor.

Susele bacteriene au fost cultivate pe placi Petri cu mediu citrat solid Tn vederea
obtinerii unor colonii izolate. Mediul a fost suplimentat cu canamicind 35 pg/ml , nicotind
0,05% si solutie de minerale 5%. Canamicina este utilizata in scopul prevenirii dezvoltarii
altor bacterii. Placile insamantate cu cele doud suse au fost incubate timp de 48 de ore la
temperatura de 28°C.

Pentru cultivarea in mediu citrat lichid, a fost initiatd mai Intdi o precultura prin
inocularea a 10 ml de mediu citrat lichid suplimentat cu extract de drojdie, solutie de minerale
(5%), canamicind (35 pg/ml) si nicotina (0,05%) cu cate o colonie de pe placa cu A.
nicotinovorans pAO1 si respectiv AK-YN10. Preculturile au fost ulterior incubate peste
noapte pe un agitator termostatat la 190 rpm si la temperatura de 28°C. Pe parcursul noptii,
precultura ajunge in faza stationard si numarul celulelor atinge valoarea maxima, rdmanand
constant. Prin urmare, culturile propiu-zise obtinute prin inocularea cu un volum fix de
preculturd vor fi identice din punct de vedere al numadrului initial de celule precum si al

varstei acestora.
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Culturile propriu-zise au fost infiintate prin inocularea a 10 ml de mediu citrat lichid cu
un volum de 100 pl de precultura (dilutie 1:100 a inoculului). Culturile au fost incubate pentru 48

de ore pe un agitator termostatat la 190 rpm si la temperatura de 28°C.

111.1.3. Examenul bacteriilor in frotiuri colorate

Metoda de coloratie Gram, introdusd in bacteriologie de Christian Gram in 1884 si
completata ulterior, a permis gruparea bacteriilor in: Gram pozitive, Gram negative si Gram
variabile. Bacteriile care rezista la decolorarea cu alcool-acetond sunt numite Gram-pozitive si
apar colorate 1n violet. Bacteriile care decoloreaza sub actiunea alcool-acetonei si se
recoloreazd cu fucsind fenicata diluatd 1/10, sunt numite Gram-negative si apar colorate in
rosu. Bacteriile Gram-variabile pot fi atdt Gram-pozitive cat si Gram-negative (Dunca et al.,
2007).

Materiale necesare:

e Cultura microbiana de Arthrobacter sp. AK-YNI10 si A. nicotinovorans pAO1;

e Solutie apoasa de violet de metil 0,2%;

e Solutie Lugol,

e Solutie alcool-acetona 9:1;

e Solutie fucsina Ziehl diluatd 1/10;

e Lame de sticld curate si bine degresate — Degresarea se face prin pastrarea lamelor in
cristalizoare cu alcool. In momentul utilizrii, lamele se sterg cu tifon apoi se flambeaza la
flacara becului de gaz;

e Microscop confocal Leica TCS SPE DM 5500Q, cu camera DFC-290, soft - LAS (Leica

Application Suite-versiune 2.8.1.) (Leica Microsystems);

Mod de lucru:

Efectuarea frotiului cuprinde patru timpi: etalarea, uscarea, fixarea si colorarea.

1. Etalarea —n centrul lamei s-a depus o picatura din cultura microbiana in mediu lichid de
A. nicotinovorans pAO1 si AK-YNI1O0 si s-a etalat in asa fel incat sa se obtina un strat
subtire si uniform, pe o suprafata de aproximativ 2 cm?;

2. Uscarea — frotiul astfel executat s-a lasat la uscat la temperatura camerei;

25



3. Fixarea prin céldurd s-a facut trecand lama de cateva ori, cu frotiul in sus, prin flacira
becului de gaz. Pentru a preveni modificari ale structurilor celulelor bacteriene, fixarea nu
a durat mai mult de 5-10 secunde, iar temperatura nu a fost prea ridicata;

Coloratia Gram cuprinde patru timpi: colorarea, mordansarea, decolorarea si recolorarea.

4. Colorarea — frotiul uscat si fixat s-a acoperit cu solutie apoasa de violet de metil 0,2%.
Solutia s-a mentinut 1-2 minute si apoi s-a varsat. Frotiul s-a spalat cu apa de robinet;

5. Mordansarea — frotiul s-a acoperit cu solutie Lugol si s-a mentinut 4-5 minute, fara a se
spala cu apa;

6. Decolorarea — frotiul s-a inclinat si s-a acoperit cu solutie alcool-acetona 9:1. Actiunea
decolorantului a fost oprita prin spélare cu apa de robinet;

7. Recolorarea — s-a acoperit frotiul cu fucsina diluata 1/10. Colorantul s-a mentinut 1-2
minute, dupa care frotiul s-a spalat cu apa, s-a uscat si s-a examinat la microscopul cu

imersie.

I11.2. 1zolarea ADN-ului plasmidial

Pentru izolarea ADN-ului plasmidial trebuie depasita o problema destul de dificila
reprezentata de separarea plasmidelor de alte molecule de aceasi natura (ADN-cromozomial).
Radloff si colab. au reusit in 1967 sa izoleze pentru prima data ADN-plasmidial folosind o
metoda care se bazeazd pe absorbtia diferentiatd a bromurii de etidiu. De atunci au fost
descrise diverse alte metode, ce se bazeaza pe gel-filtrare, cromatografie cu schimbatori de
ioni sau precipitare diferentiata (Sambrook, 2001). Dintre acestea, cele mai utilizate metode,
datorita simplitdtii si randamentului mare, sunt cele ce folosesc precipitarea diferentiata.
Aceste metode se bazeaza pe proprietatea ADN-ului plasmidial de a se renatura mult mai
rapid decdt ADN-ul genomic, acesta din urma fiind precipitat impreuna cu moleculele
proteice. Doua metode de izolare a ADN-ului plasmidial au devenit clasice in biologia
moleculara: liza alcalind (Birnboim si Doly, 1979) si liza prin fierbere (Holmes si Quigley,
1981). Pentru plasmide de dimensiuni mari (peste la 10 kb), se folosesc metode mai putin

invazive, precum centrifugarea in gradient de CsCl (Sambrook et al., 1989).

111.2.1. I1zolarea ADN-ului plasmidial prin metoda lizei alcaline
Metoda a fost descrisa pentru prima data de Birnboim si Doly in anul 1979 si consta in
doua etape distincte: liza celulard si precipitarea selectiva a ADN-ului plasmidial, urmata de

precipitarea ADN-ului cu solventi organici (subcapitolul 111.2.3.).
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In prima etapa, celulele bacteriene sunt lizate in conditii de alcalinitate prin actiunea
NaOH care determind denaturarea ADN-ului si a SDS-ului care rupe membranele celulare si
denatureaza proteinele In vederea eliberarii continutului celular. Precipitarea selectivd a ADN-
ului plasmidial se bazeaza pe faptul ca plasmidele au dimensiuni mici si sunt puternic supra-
spiralizate, pe cand ADN-ul genomic are dimensiuni mari si este mai putin rasucit. Aceasta
diferentd de topologie permite precipitarea selectivi a ADN-ului genomic Tmpreund cu

proteinele, ADN-ul plasmidial si ARN-ul ramanand in solutie (Mihésan et al., 2012).

II1.2.1.1. Liza celulara si denaturarea ADN-ului

Liza celulelor a fost realizatd cu scopul eliberarii acizilor nucleici prin actiunea
combinatd a detergentilor si a enzimelor litice. Detergentii au capacitatea de a solubiliza
membranele celulare ducand la eliberarea continutului celular. Cel mai frecvent utilizati sunt
SDS (dodecil sulfat de sodiu sau lauril sulfat de sodiu), Triton X-100, si CTAB (bromura de
cetil trimetil amoniu). Enzimele litice sunt in general addugate intr-o solutie tampon de liza ce
contine detergenti. Lizozimul este larg utilizat pentru liza bacteriilor Gram pozitive.

Proteinaza K lizeaza glicoproteinele si inactiveaza partial nucleazele (Mihasan et al., 2012).

Materiale necesare:

e Solutie stoc TRIS 100mM (Sigma-Aldrich, Germania) — 1,21g TRIS baza se dizolva in
100 ml apa distilata; pentru prepararea unui volum de 50 ml TRIS 50mM, 25 ml TRIS
100mM se aduc la un volum final de 50 ml cu apa distilata;

e Solutie stoc EDTA 0,5M (Sigma-Aldrich, Germania), pH 8 — se cantareste 18,6 g EDTA
si se dizolva in aproximativ 70% din volumul de apa (volum final de 100 ml); se adauga
NaOH solid pana cand solutia se clarifica, dupa care se verificd pH-ul; daca este necesar,
pH-ul se corecteaza cu NaOH;

e Solutie sucroza 6,7% - TRIS 50mM - EDTA 1mM, pH 8 preparata astfel: 3,35 g sucroza
(Merck, Germania) se dizolva in 25 ml TRIS 100mM si in 100 pl EDTA 0,5M pH 8 si se
aduce la un volum final de 50 ml cu apa distilata; in prealabil se corecteaza pH-ul cu
NaOH,;

e Solutie SDS 20% - TRIS 50mM - EDTA 20mM, pH 8 preparata dupa cum urmeaza: 20 g
SDS (Carl Roth, Germania) se dizolva in 10 ml TRIS 100mM si 1in 0,8 ml EDTA 0,5M

pH 8 si se aduce la un volum final de 20 ml cu apa distilatd;
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Solutie de lizozim 10 mg/ml (Sigma-Aldrich, Germania) preparatda in 2,5 ml TRIS
100mM si adus la un volum final de 10 ml cu apa distilat;

Solutie tampon TRIS 50mM — EDTA 0,25M, pH 8 preparata astfel: intr-un cilindru gradat
de 100 ml se introduc 50 ml TRIS 100mM si 50 ml EDTA 0,25M, pH 8;

Solutie TRIS 2M, pH 7 — 4,84 g TRIS se dizolva intr-un volum final de 20 ml apa
distilata; pH-ul se corecteaza cu NaOH;

Solutie NaOH 3N (Chemical Company, Roménia) — 12 g NaOH se dizolva intr-un volum
final de 100 ml apa distilatd;

Solutie NaCl 5M (Chemical Company, Romania) — 5,85 g NaCl se dizolva intr-un volum
final de 20 ml apa distilata;

Solutie proteinaza K 10 mg/ml (Merck, Germania) — 10 mg proteinaza K se dizolva in 1
ml apa distilatd; solutia obtinuta se repartizeaza in microeprubete, cate 4 (Ul/microeprubeta

si se pastreazi la temperatura de -20°C; nu se recongeleazi dupa decongelare;

Mod de lucru:

1.

Culturile obtinute au fost centrifugate 20 de minute la 4000 rpm. Supernatantul a fost
inlaturat si depozitul celular resuspendat in 2 ml solutie TRIS 50mM, pH 8. Aceasta etapa
a fost repetata,

Celulele au fost resuspendate in 379 pl solutie sucroza 6,7% - TRIS 50mM - EDTA 1mM,
pH 8 fiind ulterior incubate 5 minute la 37°C;

Un volum de 96,5 pl solutie de lizozim 10 mg/ml a fost adaugat si amestecul a fost apoi
incubat 15 minute la 37°C;

S-a adaugat 48,2 pl solutie tampon TRIS 50mM — EDTA 0,25M, pH 8;

A fost adaugat un volum de 27,6 pl solutie SDS 20% - TRIS 50mM - EDTA 20mM, pH 8
si s-a amestecat rapid prin rasturnarea microeprubetelor. Lizatul obtinut a fost incubat 10
minute la 37°C;

Dupa incubare, microeprubetele au fost vortexate 30 de secunde, la viteza maxima;

A fost adaugat un volum de 27,6 pl solutie NaOH 3N. Lizatul din microeprubete a fost
amestecat prin rasturnare timp de 10 minute;

A fost adaugat un volum de 49,6 pl solutie TRIS 2M, pH 7 si continutul a fost din nou
amestecat prin rasturnare timp de 3 minute;

A fost adaugat un volum de 71,7 pl solutie NaCl 5M si 10 pl solutie proteinaza K 10

mg/ml;
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II1.2.2. Extractia ADN-ului total

Toate metodele de extractie a ADN-ului au la bazd metoda clasica de extractie cu
fenol/cloroform/alcool izoamilic descrisa pentru prima datd de Chomzynski si Sacchi in anul
1987. Lizatul celular continand acizii nucleici este pus in contact cu un amestec organic
nemiscibil cu apa, alcatuit din fenol, cloroform si alcool izoamilic. Fiecare din cele 3
componente ale fazei organice are un rol bine stabilit si anume: fenolul realizeaza denaturarea
proteinelor si solubilizarea lor partiala in faza organicd; cloroformul asigurd o mai buna
separare intre faza apoasa si cea organicd reducand cantitatea de apa retinutd de aceasta din
urmd, iar alcoolul izoamilic preintdmpina formarea spumei ajutand la separarea celor doud
faze si marind randamentul.

Proteinele denaturate se separa la interfata dintre faza organicd si faza apoasa, iar
ADN-ul ramane in cea din urma. Ulterior, din faza apoasa, ADN-ul este izolat prin precipitare

cu alcooli (etanol, izopropanol)(Mihasan et al., 2012).

Materiale necesare:

e Solutie de fenol (Sigma-Aldrich, Germania) saturatd cu NaCl 3% preparata astfel: o
cantitate de 11 g de fenol a fost topitd la 65°C pe baia de api; s-au obtinut 10 ml de fenol
lichid peste care s-a adaugat 10 ml solutie NaCl 3%; solutia obtinuta a fost amestecata 15
minute si pastratd la -20°C in flacoane brune;

e Solutie cloroform/alcool izoamilic 24:1 (Chimactiv si respectiv Chemical Company,

Romania);

Mod de lucru:

1. Peste lizat s-a adaugat un volum de 700 pl solutie fenol saturat cu NaCl si
microeprubetele au fost agitate energic urmand a fi centrifugate 5 minute la 4000 rpm;

2. Supernatantul, reprezentat de faza apoasa, a fost transvazat In altd microeprubetd si s-a
adaugat un volum de 700 pl solutie cloroform/alcool izoamilic; S-a repetat centrifugarea

in aceleasi conditii ca in etapa anterioara;

111.2.3. Precipitarea ADN-ului cu solventi organici
Din supernatantul rezultat, ADN-ul este precipitat in vederea elimindrii compusilor
micromoleculari cu ajutorul unor solventi organici cum ar fi izopropanolul (concentratie

finala 40-50%) sau etanol (75-80%). Solventii organici induc, in prezenta unor concentratii
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mari de cationi monovalenti (0,1-0,5 M), o serie de modificari structurale la nivelul
moleculelor de acizi nucleici, determinand agregarea si precipitarea acestora. Deoarece
majoritatea sarurilor si compusilor micromoleculari sunt solubili in etanol 70%, aceasta etapa
asigurd si eliminarea moleculelor de acest tip. Izopropanolul are avantajul cd poate fi utilizat
in volume mici, insa prezintd si dezavantajul ca sarurile au o solubilitate mai mica In acest

alcool, precipitand odata cu ADN-ul (Ausubel et al., 2002).

Materiale necesare:
e Supernatantul (faza apoasd) ce contine ADN total;

e |zopropanol de puritate 99% (Chimreactiv, Romania);

Mod de lucru:

1. Inurma centrifugirii, faza superioara a fost indepartata, iar cea apoasi a fost precipitata cu
700 pl izopropanol;

2. Probele au fost incubate timp de 1 ori la -20°C;

3. Ulterior, probele au fost centrifugate 30 de minute la 14000 rpm. Supernatantul a fost
indepartat, iar precipitatul a fost uscat la temperatura camerei urmand a fi resuspendat in

100 pl apa distilata,

II1.2.4. Separarea electroforetica a ADN-ului total

Probele de ADN total (cromozomial si plasmidial) obtinute din celulele celor doua
tulpini au fost ulterior incarcate intr-un gel de agaroza 0,75% preparat in 50 ml solutie tampon
TRIS-Acid acetic-EDTA (TAE) 1X pH 8 si in care s-a adaugat 10 pl solutie EtBr 0,5 mg/ml.
In godeuri a fost incircat un volum de 18 pl de proba si 3 pl de marker de masi moleculara.
Electroforeza a fost realizata in solutie tampon TRIS-Acid acetic-EDTA (TAE) 1X la pH 8,
iar tensiunea aplicatd a fost de 120 V. Timpul de migrare a fost de aproximativ 30-40 de

minute. Metoda este descrisa in detaliu in subcapitolul I11.3.

111.2.5. 1zolarea ADN-ului plasmidial din geluri de agaroza

Electroforeza in geluri de agaroza nu este doar o metoda de vizualizare a fragmentelor
de ADN izolat, ci este, in principal, o metoda de separare a fragmentelor de ADN in functie
de dimensiuni. Pentru ca fragmentul de interes separat prin electroforeza sa poatd fi utilizat
ulterior in alte aplicatii (ligari, transformari, fosforilari) este necesara izolarea lui din gelul de

agaroza si solubilizarea intr-o solutie tampon convenabila. De-a lungul timpului, au fost
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dezvoltate mai multe metode de izolare a ADN-ului din geluri de agaroza, metode ce

utilizeaza electroelutia, transferul prin electroforeza a ADN-ului din gel pe un fragment de

hidroxiapatita, dizolvarea agarozei cu ajutorul iodurii de potasiu sau a agarazei (Ausubel et

al., 2002; Mihasan et al., 2012). Metoda de izolare a ADN-ului plasmidial utilizata in acest

studiu este bazata pe observatiile lui Vogelstein si Gillespiet (1979) legate de proprietatea

sticlei de a lega fragmentele de ADN.

Materiale necesare:

1.

Trusa de izolare a ADN-ului din gelul de agaroza Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit
(Zymo Research) dotata cu:

e ADB (engl. Agarose Dissolving Buffer) - Solutie tampon pentru dizolvarea agarozei;

e DNA Wash Buffer - Solutie tampon de spalare a ADN-ului;

e Coloane Zymo-Spin™ I cu membrani de siliciu;

e Microeprubete de colectare;

Bisturiu;

Incubator pentru microeprubete (Eppendorf Thermo Mixer);

Mod de lucru:

1.

3.
4.

Dupa terminarea separarii electroforetice, gelul a fost expus la lumina ultraviolet (UV) si
ADN-ul colorat cu bromura de etidiu a fost evidentiat. Din gel s-au excizat portiunile care
contin ADN-ul plasmidial cu ajutoul unui bisturiu. Fragmentul de gel a fost plasata intr-0
microeprubetd cantaritd in prealabil si 1 s-a determinat masa. Excizia a fost realizata sub
lampa de UV purtand echipamentul obligatoriu (manusi de nitril si ochelari de protectie);
Peste fragmentul de agaroza, s-a pipetat 3 volume de ADB (de exemplu, dacd masa
gelului este 100 mg se adauga 300 pul ADB);

Amestecul a fost incubat la 50°C, cu agitare pana la dizolvarea agarozei;

Peste solutia cu agaroza dizolvata a fost adaugat un volum de apa distilata egal cu masa
fragmentului de agaroza excizat. Solutia obtinutad a fost transferatd intr-o coloand Zymo-
SpinmI I prevazutd cu o membrana de siliciu plasatd intr-o microeprubetd de colectare si
s-a centrifugat 2 minute la 14000 rpm. Lichidul se arunca, iar coloana se reintroduce in

aceeasi microeprubeta colectoare;
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5. Membrana a fost spalata prin aplicarea a 200 pl tampon de spdlare (DNA Wash Buffer) si
s-a centrifugat timp de doud minute la 14000 rpm. Lichidul de spalare s-a aruncat, iar
coloana s-a reintrodus in microeprubeta de colectare. Aceasta etapa a fost repetata;

6. Coloana s-a transferat intr-o microeprubeta de centrifuga, s-a adaugat 15 pl de apa
distilata si s-a incubat 2-10 minute la temperatura camerei. S-a centrifugat 2 minute la
14000 rpm;

7. ADN-ul a fost colectat in apa distilata si s-a pastrat la 4°C.

I11.3. Electroforeza in geluri de agaroza

Separarea electroforetica a moleculelor de ADN este una din metodele care au stat la
baza dezvoltarii foarte rapide a biologiei moleculare. Tehnica permite nu numai separarea
fragmentelor de ADN, ci si izolarea, evidentierea si caracterizarea acestora. Rapiditatea
metodei, simplitatea aparaturii utilizate si nu in ultimul rand rezolutia deosebitd au facut ca
electroforeza sd inlocuiascd tehnicile bazate pe ultracentrifugare in gradient de sucroza
(zaharoza) inca din momentul descrierii primelor protocoale de separare de catre Thorne si de
evidentiere a fragmentelor de ADN de catre Aaij si Sharp.

Electroforeza in gel de agaroza este utilizatd pentru purificarea fragmentelor de ADN
rezultate in urma digestiei enzimatice si a produsilor PCR in scopul clondrii, si reprezinta de
asemenea un punct de plecare pentru identificarea unor fragmente specifice de ADN prin
Southern Blot sau fragmente de ARN prin Northern Blot. Avand in vedere importanta
metodei electroforetice in gel de agaroza, intelegerea principiilor de baza care stau la baza

acestei tehnici este critica (Armstrong si Schultz, 2008).

Structura agarozei si mecanismul de migrare al ADN-ului

Agaroza este un poliglucid natural extras din alge marine, alcatuit din unitati repetitive
ale diglucidului agarobioza. Acest diglucid este compus dintr-un rest de D-galactoza si unul
de L-3,6-anhidrogalactoza unite prin legaturi B-1,4. Lanturile de agarozd formeaza fibre
spiralate care se agrega in structuri supraspiralate cu diametrul de 20-30 nm. Sub forma de
gel, agaroza formeaza o structura tridimensionald cu pori avand diametrul cuprins intre 50-
200 nm (Kirkpatrick, 1990; Norton et al., 1986).

ADN-ul este incarcat negativ si va migra spre polul pozitiv sub influenta curentului
electric. Viteza de migrare este invers proportionald cu dimensiunea fragmentelor si direct
proportionala cu tensiunea aplicatad (Calladine si colab., 1991). Porii gelului creaza un efect de

sitd, astfel incat moleculele mici vor trece mult mai rapid prin pori decat moleculele mari.
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Aceste relatii sunt valabile pana la o valoare limita a dimensiunilor fragmentelor de
ADN, dimensiune care este definitd de compozitia gelului si de tensiunea curentului electric
aplicat (Hervet si Bean, 1987). Atunci cand se depaseste aceasta valoare, efectul de filtrare al
gelului dispare, iar fragmentele de ADN se orienteaza in sensul minimizarii rezistentei la
inaintare. Fragmentele se orienteaza in asa fel incat unul dintre capete patrunde prin pori,
restul moleculei urméndu-I (Slater si colab., 1996). Pentru a descrie comportarea ADN-ului n
timpul electroforezei in geluri de agaroza, au fost dezvoltate diverse modele. Cel mai simplu
model este cel in care moleculele de ADN serpuiesc printre porii gelului (Lalande et al., 1987)
(figura 12). Si 1n acest caz moleculele mici vor migra mai rapid decat cele mari, deoarece
cresterea dimensiunii moleculei duce la cresterea fortelor de frecare dintre moleculd si gel.
Totodatd, moleculele mari se pot “innoda” in gel, conducand la un proces suplimentar de
intarziere. Moleculele mari de ADN vor migra mult mai putin prin gel deoarece fenomenul de
Tnnodare elimind complet serpuirea. Dimensiunea limita la care procesul de innodare acopera
total serpuirea este de 30 kb. Prin urmare, fragmente de 30 kb sau mai mari vor migra perfect
identic si nu vor putea fi separate prin metode clasice.

Acest dezavantaj al electroforezei in geluri de agaroza a fost eliminat de Schwartz si
Cantor in 1984 care au introdus electroforeza in camp pulsatoriu (engl. Pulsed Field Gel
Electrophoresis). Aceastd metoda permitea initial separarea unor fragmente cu dimensiuni de
pana la 2 Mb. Imbunatatirile aduse ulterior au permis separarea unor fragmente mai mari de 6
Mb, iar domeniul de aplicabilitate al electroforezei in geluri de agaroza s-a largit considerabil.

in functie de conditiile specifice utilizate, au fost descrise 2 tipuri de electroforeza in
geluri de agaroza: nativa si denaturanta (descrisa pentru prima datd de McDonell si colab. in
anul 1977). Electroforeza nativa presupune separarea moleculelor de ADN in stare nativa,
adica structura naturald a ADN-ului este mentinuta, iar in cazul celei denaturante, separarea
este realizatd la valori mari de pH si utilizatd pentru separarea in functie de dimensiunea
catenelor de ADN (Mihasan et al., 2012).

Indiferent de tipul de electroforeza utilizat, viteza de migrare a fragmentelor de ADN
este influentatd de o serie de factori, precum: dimensiunea si topologia moleculelor de ADN
(subcapitolul IV.2.), concentratia si tipul agarozei, tensiunea aplicata si solutia tampon de
electroforeza.

Diversi producatori oferd tipuri variate de agaroza, cu proprietdti diferite in ceea ce
priveste puntul de gelificare, punctul de topire, lungimea lanturilor poliglucidice sau gradul de

contaminare cu alte poliglucide sau proteine. Exista doud tipuri mari de agaroza si anume:
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agaroza standard si agaroza cu temperaturd de topire scazutd. O a treia clasa, care incepe sa

fie din ce in ce mai mult utilizata, prezinta proprietati intermediare (Mihdsan et al., 2012).

@ Molecule de ADN

Directia de migrare

S ¥ v v
Figura 12. Migrarea prin serpuire si innodarea moleculelor de ADN (dupa Richard, 2004)

La valori mici ale tensiunii aplicate, viteza de migrare a ADN-ului este proportionala
cu voltajul aplicat pe gel. Totusi, odatd cu cresterea tensiunii aplicate, mobilitatea moleculelor
de dimensiuni mari creste diferentiat astel ca rezolutia gelului scade odata cu cresterea
voltajului. Pentru fragmentele mai mari de 2 kb, se recomanda aplicarea unei tensiuni care sa
nu depaseasca 5-8 V/cm gel (Mihasan et al., 2012).

In absenta ionilor, conductivitatea apei este minimi motiv pentru care migrarea
electroforetica a moleculelor de ADN se realizeaza foarte lent. Odata cu cresterea tariei ionice
(prin marirea concentratiei de ioni dizolvati) conductibilitatea solutiei creste, in acelasi timp
crescand si cantitatea de caldurd generatd. Din acest motiv, concentratia solutiilor tampon
utilizate pentru electroforezd este cruciald pentru buna desfasurare a separarii. Cele mai
folosite solutii tampon utilizate pentru separarea electroforetica a acizilor nucleici sunt TRIS-
Acetat-EDTA pH 8 (TAE), TRIS-Borat-EDTA (TBE) sau TRIS-Fosfat-EDTA (TPE). TAE
are capacitate mai mica de tamponare si de aceea in cazurile unor migrari prelungite, zona
anodica devine puternic acidd, nefiind recomandata utilizarea acestei solutii tampon. Celelalte
solutii, TBE si TPE, au capacitate de tamponare mai mare (Mihasan et al., 2012).

In acest studiu, electroforeza nativa in geluri de agarozi a indeplinit doud roluri
importante: detectarea moleculelor de ADN de interes si separarea acestora de celelalte

molecule de aceeasi natura in functie de masa moleculara.
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Utilizarea acestei tehnici a permis separarea ADN-ului total in ADN plasmidial si
ADN cromozomial, dar si separarea produsului de PCR (genele 6hIno si sad) fata de matrita
de ADN utilizata pentru reactia de amplificare. Totodata, puritatea si cantitatea de ADN
plasmidial obtinutd in urma extractiei din gel a fost de asemenea evaluata tot prin
electroforeza in geluri de agaroza.

Evidentierea ADN-ului pe gelurile de agaroza a fost realizatd prin utilizarea
colorantului bromurd de etidiu, compus care contine un sistem heterociclic plan si care are
proprietatea de a se intercala intre nucleotidele ADN-ului. Intercalarea bromurii de etidiu intre
catenele de ADN este aproape independenta de secventa de nucleotide, cantitatea de colorant
fiind dependentd doar de lungimea fragmentului de ADN (o moleculd de ADN la 2,5 pb).
Compusul se asazd perpendicular pe axul dublului helix, realizand legaturi de tip van der
Walls cu bazele azotate de deasupra si de dedesuptul planului sistemului heterociclic. Aceasta
pozitie fixa 1n zona hidrofoba dintre perechile de baze ale ADN-ului face ca bromura de etidiu
legatd de ADN sa manifeste fluorescentd crescutd fatd de cea aflata in stare liberd in solutie.
Bromura de etidiu poate fi folosita atat pentru detectia moleculelor dublu catenare cat si a
celor monocatenare insa intensitatea fluorescentei este mai micd in cazul celei din urma

(Mihasan et al., 2012).

Principiul metodei

Moleculele de ADN incarcate negativ datorita resturilor de fosfat, plasate intr-un camp
electric vor migra spre electrodul pozitiv. Intr-un gel de agarozi, viteza de migrare a
moleculelor de ADN la aplicarea unui camp electric va depinde pe de o parte de sarcina
moleculelor si, pe de altd parte, de dimensiunea moleculelor datoritd efectului de sitd al
gelului. In acest fel are loc separarea fragmentelor de ADN in functie de lungimea lor,

respectiv in functie de masa moleculard (Mihasan et al., 2012).

Materiale necesare:

e Probe de ADN in apa distilata obtinute dupa precipitare;

e Agaroza (Bioprobe Systems);

e Solutie stoc tampon electroforeza TRIS/Acid acetic/EDTA (TAE) 50X: s-au cantarit 242g
TRIS baza si se dizolva in aproximativ 750 ml apa distilata; s-a addugat cu grija 57,1 ml
acid acetic glacial si 100 ml solutie 0,5 M EDTA (pH 8 corectat cu KOH); s-a ajustat
volumul final la 1 L; pentru prepararea unui volum de 5 L TAE 1X, 100 ml TAE 50X se
aduc la un volum final de 5 L cu apa distilata;
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Solutie stoc bromura de etidiu 0,5 mg/ml (Sigma-Aldrich, Germania) — se dizolva 50 mg
bromura de etidiu in 100 ml apa distilatd. Solutia se pastreazd la intuneric pe timp
nelimitat;

Solutie tampon de incarcare 6X (Fermentas, Thermo Fisher Scientific);

Marker de masd molecularda GeneRuler™™ 100-10000 bp (Fermentas, Thermo Fisher
Scientific);

Sistem orizontal de electroforeza si sistem de turnare al gelului dotat cu pieptene pentru
formarea godeurilor (Biorad);

Sursa de curent Power Pac 1000 (Biorad);

Transiluminator Gel Doc 2000 (Biorad);

Cuptor cu microunde;

Mod de lucru:

1. S-aasamblat modulul de turnare a gelului urmand indicatiile producatorului;

2. Cuva de electroforeza a fost umpluta cu solutie tampon TAE 1X;

3. S-arealizat gelul de agaroza de concentratie 0,75% in solutie tampon TAE 1X astel: intr-
un flacon Erlenmayer, s-a adaugat 0,375 g agaroza in 50 ml TAE 1X (volumul final nu a
depasit 50% din volumul flaconului);

4. Amestecul obtinut a fost incdlzit in cuptorul cu microunde pana la topirea completd a
agarozei,

5. Solutia a fost ldsata la ricit (pani la aproximativ 60°C) dupa care s-a adiugat 10 pl de
solutie bromura de etidiu 0,5 mg/ml;

6. Solutia calda s-a introdus in sistemul de turnat geluri al cuvei si s-a inserat pieptenele
pentru formarea godeurilor;

7. Gelul a fost lasat la racit 20-40 de minute, la temperatura camerei;

8. Dupa racire, gelul a fost plasat in cuva de electroforeza si s-a adaugat o cantitate suficienta
de solutie tampon TAE 1X pentru a acoperi complet gelul;

9. Probele de ADN obtinute au fost amestecate cu solutie tampon de incarcare 6X in raport
de 6:1. Cu o pipeta automatd, godeurile au fost incarcate cu un volum de 18 pl de proba si
3 ul de marker de masa moleculara;

10. Capacul cuvei a fost inchis si s-a conectat la sursa de curent. Probele au fost plasate spre

catod pentru a migra spre anod. Tensiunea aplicatd a fost de 120V.
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11. In timpul migrarii, dupa intreruperea alimentarii cuvei, gelul a fost scos si analizat pe
transiluminator pana s-a obtinut nivelul dorit al rezolutiei de separare;
12. Dupa terminarea migrarii, alimentarea a fost opritd, iar gelul a fost scos si plasat pe

transiluminator pentru analiza si fotografiere.

I11.4. Amplificarea ADN-ului prin PCR

Tehnica de amplificare in vitro a acizilor nucleici foloseste acelasi mecanism bazat pe
0 ADN-polimeraza ADN-dependenta intalnit si in cazul replicarii in vivo a ADN-ului. Desi
principiul si mecanismul amplificdrii in vitro au fost formulate inca din anul 1971 de Kleppe
et al., tehnica in sine a fost descrisa abia in anul 1986 de doua echipe de cercetatori, Mullis et
al. si Saiki et al.. Atunci a primit si numele cu care s-a consacrat: Polymerase Chain Reaction,

sau prescurtat PCR.

Principiul metodei

Amplificarea enzimaticd in vitro a ADN-ului sau PCR este o reactic de replicare
enzimaticd in lant a ADN-ului matritd monocatenar. Pe acest lant unic de ADN se poate
sintetiza un lant complementar cu ajutorul ADN-polimerazei si in prezenta unui
oligonucleotid (15-20 nucleotide) amorsa (primer). Pentru a porni sinteza noului lant ADN pe
un lant ADN matritd, ADN-polimeraza necesitd prezenta pe matritd a unui primer cu capatul

3’-OH liber. La acest capat urmeaza a se fixa nucleotidele ADN care vor forma noul lant

(Israil, 2000).

Materiale necesare:

1. Sursa de ADN, obtinuta de la cele doua tulpini utilizate in acest studiu (A. nicotinovorans
pAOL sirespectiv AK-YN10), este reprezentata de:
e Suspensie celulara;
e ADN total (cromozomial si plasmidial) izolat din celule;
e ADN plasmidial izolat din gelul de agaroza;

2. Setul de oligonucleotide amorsa (primer), complementare cu secventa amplificata;

3. Apa distilata sterila;

4. Taq DNA Polymerase (recombinant) 5 U/ul (Fermentas, Thermo Fisher Scientific) —
ADN polimeraza, o proteind recombinata si termostabila care este descrisa astfel:

e Activitate exonucleazica 3°-5’ absentd (nu corecteaza eventuale greseli de insertie);
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e Fidelitate foarte mica (precizie redusa la inserarea nucleotidelor);
e Stabilitate termica (timp de injumititire) de 40-60 minute la 95°C;

5. Solutie tampon PCR 10X (+KCl, -MgCl,) (Fermentas, Thermo Fisher Scientific);

6. Solutie stoc deoxiribonucleozide-trifosfat (ANTP) 10mM (Roche, Germania) — a fost
achizitionata sub forma unui set de 4 fiole, fiecare contindnd o solutie 100mM a unui
deoxiribonucleozid-trifosfat. O solutie stoc de 100 pl se prepara prin pipetarea intr-o
microeprubeta a cate 10 pl solutie 100mM din fiecare ANTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
si 60 Ul apa distilata sterila;

7. Solutie MgCl, 25mM (Fermentas, Thermo Fisher Scientific);

8. Microeprubete sterile pentru PCR, de tip Eppendorf, cu pereti subtiri, care permit
schimbul rapid de caldura, cu volum maxim de 0,2 ml;

9. Termociclor Biometra T Gradient (figura 13) esential pentru buna desfasurare a reactiei de
amplificare si dotat cu o serie de parametri functionali precum:

e Viteza de incilzire/ricire — Tn minim 30 de secunde blocul ajunge de la 55°C la 94°C;
¢ Blocul termic pentru probe este dimensionat la volumul microeprubetelor PCR;

e Capac de incalzire — previne condensarea din interiorul microeprubetelor;

e Capacitatea de a realiza un gradient de temperatura de-a lungul blocului termic;

e Capacitatea de a programa aparatul si de a salva programul in memoria acestuia in

vederea reutilizarii.

Figura 13. Termociclorul Biometra T Gradient utilizat in reactia de amplificare a genelor de

interes
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Mod de lucru:

Etapele parcurse pentru realizarea reactiei standard de amplificare in vitro a ADN-ului

sunt urmatoarele:

1. Pregatirea unui volum de 25 pl de amestec de reactic (master mix) prin pipetarea

reactivilor intr-o microeprubeta sterila, conform indicatiilor:

Reactiv Cantitate Observatii
pentru o proba

Oligonucleotide amorsa (primer) 10 pm
Tampon PCR 10X (+KCl, -MgCl,) 2,5 ul
dNTP (10mM) 0,5 ul

Este  utilizat pentru  imbunatatirea

randamentului  reactiei. In  general,

cresterea concentratiei de Mg®* duce la

MgCl; (25mM) variabila scaderea specificitatii amplificarii;

Concentratia optima este dependentd de
concentratia de dNTP, primer si ADN

matrita.

pana la volumul

Apa distilata sterila
total de 23,5 - 24 pl

Volumul de apa a variat in functie de

volumul de primer si ADN-matrita utilizat

2. Un volum de 23,5 - 24 pl din master mix a fost transvazat intr-un numar corespunzator de

eprubete PCR sterilizate si notate Tn prealabil;

3. S-a pipetat cu atentie 0,5 pl din solutia de ADN de amplificat (suspensie celulara si ADN

total) si respectiv 1 pl din solutia ce contine ADN plasmidial;

4. Termociclorul a fost programat urmand indicatiille producdtorului pentru realizarea

etapelor necesare amplificarii, dupa cum urmeaza:
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Etapa Temperaturi (°C) Timp Observatii

Denaturarea initiala )

(Hot Start) 95 5 minute

Denaturare 95 1 minut

Legarea Temperatura depinde de valoarea

oligonucleotidelor variabila 45 secunde temperaturii de topire (Tr,) specifice

amorsa (primer) fiecarei perechi de primer

Timpul depinde de dimensiunea

fragmentului de ADN amplificat si

Sinteza 72 variabil de viteza de sinteza a enzimei

utilizate. O buna aproximare a

vitezei de sinteza este de 1 kb/min.

Etapele 2 — 4 se repeta de 30 de ori

Finalizarea sintezei

72 10 minute

Finalizarea reactiei

Pastrarea probelor la o temperatura
4 - optima pana la interventia

operatorului.

5. In locasul blocului termic al termociclorului, s-au amplasat microeprubetele si s-a pornit

programul presetat in etapa anterioara;

La atingerea temperaturii de 95°C din prima etapa (Denaturarea initiald — Hot Start) s-a
addugat 2,5 U (0,5 pl) ADN polimeraza si s-a omogenizat prin pipetare. Aceastd etapa
poartda denumirea de Hot-Start (pornire la cald) si este necesara deoarece amestecul de
reactie se prepard pe gheatd si astfel oligonucleotidele amorsd se pot lega nespecific.
Unele polimeraze, printre care si Tad, au activitate polimerazica reziduala la temperaturi
mici, fapt ce conduce la inceperea amplificarii din momentul adaugarii enzimei in
amestecul de reactie. Prin adiugarea enzimei la temperaturi de peste 95°C (cand ADN-ul
este denaturat) se impiedica aparitia reactiilor de amplificare nespecifice (Mihasan et al.,
2012).

Dupa finalizarea programului PCR, microeprubetele se scot din termociclor si pot fi

pistrate, pentru perioade scurte de timp, la temperatura de 4°C;

8. Randamentul reactiei de amplificare a fost evaluat prin electroforeza in geluri de agaroza.
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IV. REZULTATE SI DISCUTII

IVV.1. Aspecte morfologice ale tulpinii Arthrobacter sp. AK-YN10

Pe parcursul experimentului nostru, au fost examinate aspectele morfologice si
tinctoriale ale tulpinilor Arthrobacter sp. AK-YN10 si Arthrobacter nicotinovorans pAOL.

In vederea examinirii, bacteriile sunt depuse pe o lama sterila din sticld. Operatiunea
de intindere a materialului bacterian pe lama este denumita, in mod curent, “executarea unui
frotiu”, termenul de frotiu fiind utilizat pentru desemnarea lamei cu materialul microbian
etalat pe suprafata ei (Dunca et al., 2007).

Pentru inceput, materialul reprezentat de o picatura din cultura microbiana a fost etalat
pe suprafata lamei, frotiul fiind apoi lasat la uscat la temperatura camerei. Proteinele
microbiene sunt denaturate prin fixare si totodatd mecanismul intim al coloratiei este facilitat,
in sensul cd se mareste afinitatea structurilor celulare pentru colorant (Dunca et al., 2007).
Respectand indicatiile din subcapitolul II1.1.3., frotiurile obtinute au fost ulterior colorate prin
metoda Gram.

Prima faza corespunde absorbtiei si difuziunii colorantului bazic (violetul de metil) in
interiorul protoplasmei. Mordantul (solutia Lugol) reactioneaza cu colorantul dand nastere
unui complex insolubil mordant-colorant. La bacteriile Gram pozitive, complexul mordant-
colorant este puternic fixat de structura polizaharido-ribonucleoproteica a peretelui celular si a
membranei citoplasmatice. Decolorarea cu alcool-acetond corespunde solubilizarii
complexului mordant-colorant la bacteriile Gram negative. Consecutiv procesului de
solubilizare, colorantul este antrenat odati cu decolorantul in afara celulei bacteriene. In cazul
bacteriilor Gram pozitive, decolorantul nu poate realiza solubilizarea complexului mordant-
colorant. Ultima faza, de fapt o faza auxiliara, corespunde recolorarii celulelor care au fost
decolorate cu alcool-acetond. Aceasta se realizeaza cu ajutorul unui colorant, specific pentru
protoplasma (diferit de violetul de metil), asa cum este fucsina bazica (Dunca et al., 2007).

Dupa finalizarea frotiurilor, acestea au fost examinate la un microscop confocal dotat
cu camera. Dupd cum se poate observa in figura 14, tulpinile Arthrobacter sp. AK-YN10 si
Arthrobacter nicotinovorans pAO1 prezinti o dezvoltare si o morfologie similara. In urma
coloratiei Gram, celulele ambelor tulpini apar colorate in violet, fapt ce sugereaza apartenenta

acestor suse la grupul bacteriilor Gram pozitive.
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IV.2. 1zolarea si separarea ADN-ului total din celulele de Arthrobacter

Prima etapd a studiului nostru a constat in izolarea ADN-ului total din celulele
tulpinilor Arthrobacter sp. AK-YN10 si Arthrobacter nicotinovorans pAO1 si separarea
acestuia Tn ADN plasmidial si respectiv ADN cromozomial (genomic) prin electroforeza in
geluri de agaroza, metoda descrisd in detaliu n subcapitolul I11.3.

Pentru izolarea ADN-ului plasmidial din celulele celor doua tulpini, a fost utilizata o
procedurd simpla descrisda de Anderson si McKay in anul 1983 pentru izolarea rapida a
plasmizilor mai mari de 30 MDa din Streptococcus lactis. Acest protocol poate fi utilizat pe o
scald preparativd pentru a izola cantitati suficiente de ADN plasmidial necesare pentru
digestie enzimatica, clonare sau experimente de transformare. Totodatd, protocolul a fost
aplicat si la scalda redusa unde s-a dovedit a fi foarte util pentru examinarea rapida a
continutului de ADN plasmidial din streptococii lactici. Cu aceasta metodologie, plasmizii
mari nedetectati anterior au putut fi observati.

Cu ajutorul protocolului mentionat mai sus, din celulele celor doud tulpini a fost izolat
ADN-ul total care este compus din molecule de ADN plasmidial si cromozomial. Intreaga
cantitate de ADN total obtinuta dintr-un volum de cultura de 10 ml a fost ulterior supusa
migrarii electroforetice in gel de agaroza in vederea separarii moleculelor de ADN in functie
de dimensiunea acestora. Pentru a obtine o cantitate mai mare de ADN total si implicit ADN
plasmidial, s-au folosit si volume de 100 ml de cultura.

Viteza de migrare a fragmentelor de ADN pe parcursul electroforezei in gel de agaroza
este influentatd de o serie de factori importanti printre care se numard dimensiunea si
topologia moleculelor de ADN. Un exemplu ce demonstreaza foarte bine acest lucru este
comportamentul unei molecule de ADN plasmidial bacterian ce poate migra sub 3 forme
(figura 15): ADN supraspiralizat, circular si liniar (Mihasan si colab.,2012).

Atunci cand molecula de ADN este puternic spiralizatd, masa aparenta este redusa
astfel incat ADN-ul migreaza cu viteza mare la aplicarea curentului electric. Daca doar una
dintre catene este clivatd, molecula va adopta o conformatie relaxatd si de aceea viteza de
migrare se va diminua mult. Tn cazul in care ambele catene sunt clivate, molecula se comporti
normal si migreaza cu o viteza intermediara (Mihasan si colab., 2012).

Dupa cum se poate observa in figura 15, moleculele circulare migreaza diferit fatd de
cele liniare, motiv pentru care masa moleculard a plasmizilor circulari nu poate fi apreciata

prin comparare cu markeri de masa alcatuiti din fragmente liniare (Mihdsan et al., 2012).
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Figura 15. Influenta topologiei moleculei de ADN asupra separarii electroforetice (Richard,
2004)

Pentru separarea electroforetica a ADN-ului total, s-a folosit un gel de agaroza de
concentratie 0,75% preparat in 50 ml solutie tampon TAE 1X in care s-au adaugat 10 pl
solutie de bromura de etidiu (10 mg/ml). Bromura de etidiu a fost necesara pentru a putea
vizualiza ADN-ul folosind lumina ultraviolet (UV). n tabelul 4 este indicati ordinea in care
s-au incarcat godeurile gelului. in godeurile 1-4 s-au introdus probele de ADN obtinute din
celulele tulpinii AK-YN10, iar in 5-8 cele obtinute din tulpina A. nicotinovorans pAQO1. Chiar
daca masa moleculara a plasmizilor nu poate fi apreciata, intr-un godeu situat central a fost
plasat si markerul de 100-10000 bp.

Tabel 4. Solutiile de ADN total incarcate in gelul de agaroza
1 2 3 4 Marker 5 6 7 8

Solutie tampon de incdrcare 6X (ul) 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Solutie ADN total (lI) 15 15 15 15 X 15 15 15 15

Tn figura 16 se poate observa rezultatul separirii electroforetice a ADN-ului total: Tn
cazul ambelor tulpini bacteriene au fost identificate si incadrate cu rosu benzile
corespunzatoare ADN-ului plasmidial, in timp ce fragmentele corespunzatoare ADN-ului
genomic au fost incadrate cu albastru. Desi ADN-ul genomic are o dimensiune mai mare fata

de cel plasmidial, acesta a migrat cu o vitezd mai mare deoarece, in timpul tehnicilor de
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extractie, ADN-ul cromozomial a fost fragmentat in mod artificial in segmente mai mici,

acestea din urma migrand cu viteze mari.

Figura 16. Migrarea in gelul de agaroza a ADN-ului total obtinut din celulele de AK-YN10
(1-4) si A. nicotinovorans pAQO1 (5-8)

In naturd, specia Arthrobacter nicotinovorans contine megaplasmidul pAO1 pe care
este localizat grupul (cluster-ul) de gene nic responsabile de degradarea nicotinei. Tn acest
grup se gasesc si genele 6hIno si sad a caror prezenta incercam sa o evidentiem in tulpina AK-
YN10. Din acest motiv, in acest studiu, susa Arthrobacter nicotinovorans pAOl a fost
utilizatd ca un control pozitiv.

Identificarea benzilor de ADN plasmidial in godeurile 1-4 confirma faptul ca exista cel
putin un plasmid in tulpina Arthrobacter sp. AK-YN10.

Intreaga cantitate de ADN total izolat din celulele celor doud suse a fost separati
electroforetic si a dus la obtinerea mai multor geluri. Fotografiile acestor geluri sunt

prezentate in capitolul V1.

IV.3. Purificarea ADN-ului plasmidial
In biologia moleculard, extractia sau izolarea din gel reprezinti o tehnica utilizata
pentru a izola un fragment de ADN de interes intact dintr-un gel de agaroza, acesta fiind in

prealabil separat electroforetic. Dupa extractie, fragmentele de interes pot fi utilizate ulterior
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in alte aplicatii (ligari, transformari, fosforilari, etc.). Acest proces, efectuat de obicei pe
plasmide, este baza pentru ingineria genetica rudimentard. Dupa ce probele de ADN sunt
separate electroforetic intr-un gel de agaroza, extractia implicd patru etape de baza:
identificarea fragmentelor de interes, izolarea benzilor corespunzatoare, izolarea ADN-ului
din acele benzi si indepartarea sarurilor si a colorantilor (Zymo Research, n.d.).

Pentru inceput, gelurile de agaroza utilizate pentru separarea ADN-ului total au fost
expuse la lumina ultraviolet (UV) iar ADN-ul colorat cu bromura de etidiu a fost pus in
evidenta. A fost evitatd expunerea prelungita a ADN-ului la radiatii mutagene a luminii UV.
Benzile corespunzatoare ADN-ului plasmidial au fost decupate din gel cu ajutorul unui

bisturiu (figura 17).

Figura 17. Excizarea din gelul de agaroza a benzilor corespunzatoare ADN-ului plasmidial

ADN-ul plasmidial a fost purificat folosind trusa Zymoclean™ Gel DNA Recovery
Kit. Acest kit contine toate materialele necesare pentru purificarea rapidd a ADN-ul de inalta
calitate din geluri de agaroza preparate in solutie tampon TAE (subcapitolul III1.2.5.).
Respectand indicatiile din protocolul inclus in aceasta trusa, fragmentul de agar excizat din
gel si in care se gaseste ADN-ul plasmidial a fost topit la temperatura de 50°C in prezenta
agentilor chaotropici (compusi ce distrug structurile macromoleculelor), iar ADN-ul a fost
izolat utilizdnd coloane prevazute cu membrane de siliciu (Spin Column). Acestea au
capacitatea de a lega fragmentele de ADN la concentratii mari de saruri, eluarea realizandu-se
intr-un volum mic (15 pl) de apa distilata prin modificarea tariei ionice si a pH-ului.

Puritatea ADN-ului plasmidial a fost evaluata prin electroforeza in gel de agaroza.

Astfel, godeurile unui gel de agaroza au fost Incarcate cu solutie tampon de incarcare 6X si cu
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un volum de 5 si 10 pl de solutie de ADN plasmidial originar din A. nicotinovorans pAO1
(godeurile 1 si 3) si respectiv AK-YN10 (godeurile 2 si 4) (tabel 5).
Tabel 5. Ordinea de incarcare a solutiei de ADN plasmidial in gelul de agaroza

1 Marker 2 3 4

Solutie tampon de incircare(pl) 1 3 1 2 2
Solutie ADN plasmidial (ul) 5 X 5 10 10

Tn figura 18 se poate observa ci procesul de purificare a ADN-ului plasmidial a avut
succes, identificAndu-se in fiecare godeu benzile corespunzitoare acestui tip de ADN, insa
randamentul de obtinere este extrem de scazut. Acest lucru poate fi cauzat de kit-ul de
purificare utilizat deoarece, in specificatiile acestui produs se recomandd ca ADN-ul ce
urmeaza a fi purificat sa aiba o dimensiune cuprinsa intre 50 pb si 23 kb. Megaplasmidul
pAOL1 al tulpinii A. nicotinovorans are o dimensiune de peste 165 kb, iar dimensiunea ADN-

ului plasmidial din AK-YN10 este necunoscuta.

A. nicotinovorans pAO1 AK-YN10 A nicotinovorans pAO1 AK-YN10
1 M 2 3 4

Figura 18. Testarea puritatii ADN-ului plasmidial prin electroforeza in gel de agaroza

IV .4. Stabilirea conditiilor optime de amplificare prin PCR

I1VV.4.1. Alegerea primerilor pentru amplificarea genelor de interes
Conform bazei de date NCBI, secventa nucleotidica a genei 6hIno are o lungime de

1278 pb si incepe din pozitia 92827 si se termind in pozitia 91550. Gena codificd enzima
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dimera 6-hidroxi-L-nicotin-oxidaza (6HLNO), o flavoproteind cu masa moleculara de 46 kDa
ce face parte din clasa aminoxidazelor. Aceasta enzima actioneaza in a doua etapa a caii
metabolice de degradare a nicotinei unde catalizeaza oxidarea 6-hidroxi-nicotinei. Produsul
acestei reactii este 6-hidroxi-metilmiosmina [3-(4,5-dihidro-1H-pirol-2-il)-piridina], compus
instabil ce reactioneaza spontan cu apa formand 6-hidroxi-pseudo-oxinicotina. Gena 6hlno
este plasata in aceeasi directie si in imediata apropiere a genelor ndhLSM alcatuind aparent un
operon, dupa cum se poate vedea in figura 19 (Mihasan et al., 2012).
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Figura 19. Modul de aranjare si localizarea genei 6hIno implicatd in codificarea enzimei
6HLNO (Mihasan, 2011)

Secventa genei sad are o lungime de 1353 pb si incepe din pozitia 58936 si se termind
in pozitia 57584. Aceasta gena codifica succinic-semialdehid-dehidrogenaza (SsaDH), enzima
implicatd in etapele finale ale catabolismului nicotinei. Semialdehida acidului succinic este
convertitd prin intermediul enzimei SsaDH in acid succinic. Acidul succinic poate urma calea
acizilor tricarboxilici completand astfel catabolismul fragmentului de pirolidind a nicotinei
(Chiribau et al., 2006). Gena a fost clonata si proteina purificatd prin IMAC (engl.
Immobilized Metal Affinity Chromatography), in solutie fiind homo-dimera, monomerul
avand masa moleculard de 51 kDa (Mihisan et al., 2012). Tn figura 20 se poate observa

directia genei sad ce codifica enzima SsaDH.
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Figura 20. Modul de aranjare si localizarea genei sad implicata in codificarea enzimei SsaDH
(Mihasan, 2011)
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Intregul proces de amplificare in vitro a ADN-ului se bazeazi pe capacitatea
oligonucleotidelor amorsa (primer) de a se lega de ADN-ul matritd si din acest motiv alegerea
corectd a secventei acestora este elementul cheie ce poate face diferenta dintre un PCR reusit
si un esec total. Cunoscand secventa genei de amplificat si respectand cateva reguli simple
exemplificate mai jos, este posibild, in principiu, alegerea unor oligonucleotide amorsa
(primer) pentru amplificarea oricarei secvente ADN cu dimensiuni cuprinse intre 200-400 kb
(Mihasan et al., 2012).

Secventele nucleotidice ale primerilor au fost stabilite respectdnd o serie de reguli
generale. Cel mai important parametru pentru selectia secventei celor doi primeri este,
bineinteles, capacitatea acestora de a se lega pe baza de complementaritate de secventda de
molecula ADN de interes si de a forma un duplex stabil cu aceasta. Situs-urile de legare
trebuie sd flancheze regiuneca ADN de amplificat, sd fie specifice pentru fiecare
oligonucleotida si, de asemenea, sd fie unice adica sda nu se repete in molecula de ADN
matritd. Desi probabilitatea ca o secventa de dimensiunea unui primer sd se repete in
fragmentele de 2-3 kb amplificate in mod obisnuit prin PCR este destul de mica, odata cu
cresterea dimensiunii fragmentului de amplificat, probabilitatea creste drastic. Din acest
motiv, pentru ampliconi de dimensiuni mari, este indicat s se utilizeze programe precum
BLAST pentru verificarea unicitatii secventei setului de primeri ales (Mihdsan et al., 2012).

Calitatea amplificarii este data si de lungimea oligonucleotidelor amorsa ce trebuie sa
fie cuprinsd intre 18 si 28 de nucleotide. Cu cat lungimea unei oligonucleotide este mai mare,
cu atat specificitatea reactiei PCR este mai mare, insa legarea la ADN-ul matrita este mai
putin eficienta si in consecintd, cantitatea de ADN obtinutd in urma reactiei de amplificare
este mai micd. De asemenea, continutul de GC este o altd conditie a unei bune specificitati a
primerilor si trebuie sa fie cuprins intre 40% si 60% (Mihasan et al., 2012).

Pentru a creste randamentul reactiei de amplificare, oligonucleotidele amorsa trebuie
sd contind cel mult trei nucleotide G sau C printre ultimele cinci nucleotide de la capatul 3°.
Acest lucru duce la o asociere mai puternicd a primerilor cu ADN-ul matrita, formandu-se
astfel o asa-numitd clemd GC. Mai mult de trei nucleotide GC in ultimele cinci, face foarte
dificila disocierea duplexului rezultat, fapt ce duce la o scadere a randamentului reactiei
(Mihasan et al., 2012).

Prezenta in primeri a structurilor secundare produse prin legdturi inter- sau intra-
moleculare intre nucleotide poate duce la scdderea drasticd a randamentului de amplificare
sau chiar la stoparea completa a reactiei. Cele mai importante structuri secundare care trebuie

evitate sunt: acele de par, auto-dimerii (formati prin asocierea pe baza de complementaritate a
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doua molecule ale unui oligonucleotid de acelasi tip) si hetero-dimerii (formati prin asocierea
pe bazd de complementaritate a doud molecule ale celor doi primeri utilizati pentru
amplificare) (Mihasan et al., 2012).

Un alt criteriu pentru stabilirea secventei oligonucleotidelor amorsa il constituie
repetitiile. Existda doud tipuri de repetitii care trebuie evitate, si anume: gruparea de doud
nucleotide care se repetd succesiv (ATATATATAT) si mai mult de patru repetitii ale aceleiasi
baze (GCGGGGGATGGGGGG). In primul caz se acceptd un numar de maxim patru repetitii.

Secventa si dimensiunea genelor amplificate au fost controlate prin intermediul a doua
oligonucleotide amorsa a caror secventa este prezentata in tabelul 6. Gena 6hlno a fost
amplificatd cu setul de primeri HindIlI6hlnofw si Kpnl6hlnorev, iar gena sad a fost
amplificatd cu setul de primeri SDHBamHIfor si SDHBamHIfor. Fiecare set contine un
primer sens (forward) si unul revers (reverse).

Cele doua seturi de primeri utilizate Tn acest studiu au fost concepute si achizitionate
n cadrul unui studiu anterior pentru amplificarea genelor 6hlno si sad in tulpina Arthrobacter
nicotinovorans pAO1. Aceste oligonucleotide amorsa vor fi utilizate pentru a evidentia
prezenta celor doud gene in susa Arthrobacter sp. AK-YN10.

Tabel 6. Oligonucleotidele amorsa utilizate pentru amplificarea genelor 6hlno si sad

Gena Primer Secventa
shino HindlIl16hInofw 5’AAG AAG GAA AGC TTT GTA TGA CGC GAY®
Kpnl6hlnorev 5’GTC TGC AGG TAC CTA CGA ATG CAG 3’
sad SDHBamHIfor 5’ GTG CGT GAT CCG GAT CCG GGG AGG TGC 3’

SDHXholrev 5 CAT GTA AGC CCC CTC GAG TCG TTC AGT TC 3’

Primerii, HindIII6hlnofw si Kpnl6hlnorev, utilizati pentru amplificarea genei 6hlno au
o lungime de 27 si respectiv 24 de nucleotide. In cazul genei sad, lungimea primerilor
SDHBamHIfor si SDHXholrev este de 27 si respectiv 29 de nucleotide. Continutul de GC a
setului de primeri HindIII6hlnofw si Kpnl6hlnorev este de 40% si respectiv 54%, in timp ce
primerii SDHBamHIfor si SDHXholrev au un continut de GC de 70% si 55%. In ceea ce
priveste clema GC, printre ultimele cinci nucleotide de la capatul 3’ se gasesc patru nucleotide
GC 1in primerii HindIII6hlnofw si SDHBamHIfor, trei nucleotide in Kpnl6hlnorev si doua
nucleotide in SDHXholrev.
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IV .4.2. Conditiile esentiale pentru reactia de amplificare

Specificitatea si randamentul reactiei PCR nu depind doar de un singur factor, ci sunt
controlate atdt de compozitia amestecului de reactie (concentratia de MgCly) cat si de
temperatura si durata fiecarei etape a ciclului de amplificare.

Timpul alocat etapei de sinteza depinde de dimensiunea fragmentului de ADN amplificat
si de viteza de sintezd a enzimei utilizate. O bund aproximare a vitezei de sinteza este de 1
kb/min. Avand in vedere faptul ca genele de amplificat, 6hlno si sad, au o lungime de 1278 pb
si respectiv 1353 pb, durata etapei de sinteza a fost setatd la 2 minute pentru fiecare fragment
amplificat.

Temperatura de topire (melting temperature — Ty,)) este un parametru esential al reactiei de
amplificare. Acest parametru este definit ca fiind temperatura la care jumatate din moleculele
de oligonucleotide amorsa sunt asociate cu ADN-matrita si reprezintd un indice al tariei
dublexului primer-ADN format. Temperatura de topire se calculeaza pentru fiecare primer in
parte si este influentatd direct de secventa specifica a acestuia. Au fost descrise mai multe
modalitati de calcul ale valorii Tr, cea mai corecta folosind notiunile de entalpie si entropie,
functiile de stare ale unui sistem termodinamic. Pentru a calcula valorile Ty ale
oligonucleotidelor noastre, s-a folosit urmitoarea formuld: Ty(°C) = 4 x (GC) + 2 x (AT),
unde G, C, A, T reprezintd numarul de nucleotide din secventa primerului ales.

Conform acestei formule, s-a calculat temperatura de topire pentru primerii utilizati in
acest studiu.

e Primer sens HindIII6hlnofw (5’AAGAAGGAAAGCTTTGTATGACGCGA3Z’);

Tm=4x11+2x15; T,=74°C;

e Primer revers Kpnl6hlnorev (5GTCTGCAGGTACCTACGAATGCAG3’);

Tm=4x13+2x11; T,=74°C;

e Primer sens SDHBamHIfor (5’GTGCGTGATCCGGATCCGGGGAGGTGC3’);
m=4x19 +2x8; T,=92°C;
e Primer revers SDHXholrev (5’CATGTAAGCCCCCTCGAGTCGTTCAGTTC3’);

Tm=4x16+2x 13; T»=90°C.

Tn general, valoarea optima a parametrului T, este cuprinsa intre 52°C si 60°C si trebuie si
aiba valori apropiate pentru ambele oligonucleotide amorsa utilizate. Valoarea lui Tp, este
utild pentru stabilirea temperaturii optime din etapa de legare a primerilor a ciclului PCR.
Aceasta trebuie sa fie mai mica cu cateva grade decat cea mai mica temperatura Tr, a celor doi

primeri utilizati (Mihasan et al., 2012).
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Pentru a stabili temperatura optima de legare a primerilor la matrita ADN, gena 6hIno a
fost amplificatd utilizandu-se un gradient de temperatura cuprins in intervalul 50°C — 70°C si
unde au fost testate urmatoarele sase temperaturi: 50°C, 52°C, 56,5°C, 58,7°C, 66°C si 70°C.
In calitate de ADN matritd s-a folosit suspensia celulard de Arthrobacter nicotinovorans
pAO1. In amestecul de reactie, preparat respectind indicatiile din subcapitolul IIL4., s-a
folosit concentratia finald medie de 2 mM de MgCl,.

Electroforeza in gel de agaroza a fost utilizata pentru a evalua cantiatea de ADN produsa
in urma reactiei PCR si de a selecta temperatura la care randamentul reactiei de amplificare
este maxim. In tabelul 7 este indicatd ordinea in care s-au incircat godeurile gelului de
agaroza, preparat conform indicatiilor din subcapitolul III.3., cu probele obtinute In urma
reactiei de amplificare.

Tabel 7. Ordinea de incarcare a produsului amplificat (gena 6hlno) in gelul de agaroza

1 2 3 4 5 6 Marker

Solutie tampon de incircare6X (pul) 3 3 3 3 3 3 3
Solutie PCR ( pl) 15 15 15 15 15 15 X

Tn figura 21 se poate observa faptul ¢a Tn cazul tuturor temperaturilor testate, specificitatea
amplificarii s-a pastrat la un nivel ridicat. Randamentul maxim de amplificare s-a inregistrat
la temperatura de 58,7°C, insd, cea mai bund specificitate s-a obtinut la 66°C si 70°C. Din
acest motiv, pentru amplificarea genei 6hIno s-a ales temperatura de 66°C ca fiind cea optima
de legare a primerilor HindIII6hlnofw si Kpnl6hlnorev. De asemenea, concentratia de MgCl,
a fost stabilitd, iIn mod empiric, la 2 mM, deoarece aceastd concentratie a produs rezultate
scontate, ea fiind utilizata pe parcursul tuturor experimentelor ce au avut ca scop amplificarea

genei 6hino.
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Figura 21. Migrarea electroforetica a genei 6hIno, amplificata in gradient de temperatura; ca
matrita de ADN s-a folosit suspensie celulara de Arthrobacter nicotinovorans pAO1

Concentratia de MgCl, reprezintd un alt factor ce poate influenta decisiv reactia de
amplificare. Datoritd legarii ionilor de Mg?* la moleculele de dNTP-uri, primeri si ADN-
matritd, concentratia ionilor de Mg?* trebuie s fie optimizatd pentru a obtine un randament
maxim in reactia de amplificare. Conform fisei tehnice a enzimei Taq ADN polimeraza
(Thermo Scientific, n.d.), intervalul recomandat pentru concentratia de MgCl, trebuie sa fie
cuprins intre 1 si 4 mM. Daci concentratia de ioni de Mg”* este prea mici, randamentul
reactiei PCR ar putea fi redus, iar daca concentratia este prea mare, amplificarea PCR ar putea
deveni nespecifica.

Tn cazul genei sad, a fost necesara stabilirea unei concentratii optime de MgCl, pentru
a obtine un randament de amplificare cat mai mare si o specificitate cat mai buna. Din acest
motiv, s-au testat diverse concentratii de MgCl,. In patru microeprubete de PCR a fost
adaugat amestecul de reactie si solutia stoc de MgCl, 25 mM conform indicatiilor din tabelul
8, credndu-se astfel un gradient de concentratie. Pentru toate concentratiile testate,
temperatura de legare a oligonucleotidelor amorsa folosita a fost aleasa in mod empiric ca
fiind 56,5°C.
Tabel 8. Volumele de MgCl, 25 mM, necesare pentru obtinerea concentratiilor finale dorite

in amestecul de reactie

Concentratia finala de MgCl, (mM) 1 2 3 4

Volumul de MgCl; 25 mM care urmeaza si fie

adaugat pentru 25 pl amestec de reactie ()
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Dupa finalizarea programului PCR, produsul a fost amestecat cu solutie tampon de
incarcare 6X si introdus In godeurile unui gel de agaroza respectdnd ordinea mentionatd in

tabelul 9.

Tabel 9. Ordinea de incarcare a produsului amplificat (gena sad) Tn gelul de agaroza

Marker 1 2 3 4

Solutie tampon de incircare 6X (pl) 3 3 3 3 3
Solutie PCR (ul) X 15 15 15 15

Tn figura 22, se poate observa ci odati cu cresterea concentratiei de MgCl, n
amestecul de reactie, amplificarea devine nespecifica. Din acest motiv, pentru amplificarea
genei sad s-a preferat concentratia de 1 mM unde, amplificarea a fost specifica dar
randamentul reactiei a fost destul de redus. Temperatura de legare a oligonucleotidelor amorsa
utilizatd pentru amplificarea genei sad a fost stabilitd, in mod empiric, la 56,5°C si a fost

utilizata pe parcursul tuturor experimentelor ce au avut ca scop amplificarea acestei gene.

Figura 22. Migrarea electroforetica a genei sad, amplificata in gradient de concentratie de
MgCl,; ca matritda de ADN s-a folosit suspensie celulara de Arthrobacter nicotinovorans
pAO1l
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IV.5. Evaluarea prezentei genelor 6hIno si sad in AK-YN10

Genele 6hlno si sad sunt localizate pe plasmidul pAO1 al tulpinii Arthrobacter
nicotinovorans si sunt implicate in realizarea caii de degradare a nicotinei. Prezenta acestor
gene a fost evaluatd prin PCR in tulpina AK-YNIO0 si totodata s-a identificat locatia acestora
(plasmidial sau cromozomial).

Dupa stabilirea celor trei conditii optime (temperatura de legare a primerilor,
concentratia de MgCl; si timpul alocat etapei de sintezd), prezenta genei 6hIno in tulpinile
Arthrobacter sp. AK-YN10 si A. nicotinovorans pAO1 a fost evaluatd prin PCR. Pentru
amplificarea acestei gene, 1n sase microeprubete s-a preparat un volum de 25 pl de amestec de
reactie conform tabelului 10. In amestecul de reactie s-a pastrat concentratia de 2 mM de
MgCI; stabilitd anterior, in mod empiric. Pentru a identifica locatia genei, aceasta a fost
amplificatd din trei surse diferite de ADN obtinute de la cele doud tulpini utilizate in acest
studiu: suspensie celulard, ADN total obtinut din celule si ADN plasmidial purificat din gelul
de agaroza. Sursa de ADN provenita din tulpina AK-YN1O a fost introdusd in
microeprubetele 1-3, iar in tuburile 4-6 s-a adaugat ADN-ul originar din A. nicotinovorans
pAO1.

Tabel 10. Compozitia amestecului de reactie pentru amplificarea genei 6hIno

Numar microeprubeta 1 2 3 4 5 6
Apa distilata sterila 175ul | 175l | 17 pl | 27,5l | 17,5l | 17 pl
Tampon PCR 10X (+KCI, -MgCl,) 25Ul | 25 [ 25| 25ul | 25l | 254l
dNTP (10 mM) O5ul | O5ul |O5ul| 05 | 05 [05ul
MgCl, (25 mM) 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul
Hindll16hInofw (11,8 pmol/ul) 05ul | 05ul [O5ul | O5ul | O5ul |0,5ul
Kpnl6hlnorev (6,6 pmol/ul) 1l 1l 1l 1l 1l 1l
Suspensie celulara 0,5 ul X X 0,5 ul X X
ADN-matrita Solutie ADN total X 0,5ul X X 0,5 ul X
Solutie ADN plasmidial X X 1pl X X 1l
ADN-polimeraza Tag* 0,5 ul

*- s-a adaugat in etapa Hot-Start
Pentru amplificarea secventei de 1277 pb a genei 6hlno, programul termociclorului a
fost setat respectand indicatiile din subcapitolul III.4., cu mentiunea ca: temperatura utilizata

n etapa de legare a primerilor a fost de 66°C, iar timpul alocat etapei de sinteza a fost setat la
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2 minute. In urma amplificarii, produsul a fost incarcat in godeurile gelului de agaroza in
ordinea indicata in tabelul 11.

Tabel 11. Ordinea de incarcare in gel a produsului PCR (gena 6hino)
1 2 3 Marker 4 5 6
Solutie tampon de incdrcare 6X (ul) 3 3 3 3 3 3 3
Solutie PCR (ul) 15 15 15 X 15 15 15

Tn figura 23, se poate observa cd amplificarea genei 6hlno a avut succes in cazul
tuturor matritelor de ADN utilizate. Gena este implicatd in metabolismul nicotinei si este
localizata pe plasmidul pAOI1 al tulpinii A. nicotinovorans pAO1. Banda corespunzatoare
fragmentului amplificat a fost identificatd in campul 6 unde s-a folosit ca matrita ADN-ul
plasmidial al tulpinii A. nicotinovorans pAOl1, insa locatia acestei gene a fost stabilita in
studiile anterioare (Mihasan, 2011). De asemenea, prezenta benzii corespunzatoare
fragmentului amplificat in cdmpul 3, unde s-a folosit ca matritda ADN-ul plasmidial obtinut
din celulele tulpinii AK-YN10, sugereaza faptul ca gena 6hIno prezenta pe plasmidul pAO1
este totodata localizata pe un plasmid in tulpina Arthrobacter sp. AK-YN10.

Arthrobacter sp. AK-YN10 Arthrobacter nicotinovorans pAO1

1 2 3 M 4 5 6

3000 pb

1000 pb

Figura 23. Migrarea in gelul de agaroza a fragmentului amplificat (6hIno) utilizdnd ca matrite
de ADN suspensie celulard, ADN total si ADN plasmidial din AK-YNI0 (1, 2 si 3) si A.
nicotinovorans pAO1 (4, 5 si 6)

In mod similar, si prezenta genei sad a fost evaluati prin PCR in cele doud suse de
Arthrobacter. In sase microeprubete a fost repartizat un volum de 25 pl de amestec de reactie

preparat dupa indicatiile din tabelul 12. In amestecul de reactie s-a pistrat concentratia de 1
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mM de MgCl,, stabilita anterior ca fiind cea optima pentru amplificarea genei sad si s-au
adaugat aceleasi matrite de ADN ca si in cazul amplificarii genei 6hlno. Sursa de ADN
provenitd din tulpina A. nicotinovorans pAO1 a fost introdusa in microeprubetele 1-3, iar in
tuburile 4-6 s-a adaugat ADN-ul originar din AK-YN10.

Tabel 12. Compozitia amestecului de reactie pentru amplificarea genei sad

Numaér microeprubeta 1 2 3 4 5 6
Apa distilata sterila 9ul | 19pul [ 185ul | 19l | 29l | 18,5yl
Tampon PCR 10X (+KCl, -MgCl,) 25ul | 25pul | 25ul | 25l | 25ul | 2,54l
dNTP (10 mM) 05l | O5ul | O5ul | O5ul | O5ul | 05wl
MgCl, (25 mM) 1l 1pl 1pl 1ul 1l 1l
SDHBamHIfor (9 pmol/ul) 05 | O5ul | O5ul | O5ul | O5ul | 05wl
SDHXholrev (13 pmol/ul) 05 ul |05 | 05l |05 |05 pl| 05 ul
Suspensie celulara 0,5 ul X X 0,5 ul X X
ADN-matrita Solutie ADN total X 0,5ul X X 0,5 ul X
Solutie ADN plasmidial X X 1pl X X 1l
ADN-polimeraza Tag* 0,5 ul

*- s-a adaugat in etapa Hot-Start
Pentru amplificarea secventei de 1353 pb a genei sad, valoarea temperaturii din etapa

de legare a primerilor a fost setati la 56,5°C, iar timpul alocat etapei de sinteza a fost setat la 2
minute. Produsul rezultat in urma amplificarii a fost incarcat in godeurile unui gel de agaroza
(tabel 13).
Tabel 13. Ordinea de incarcare in gel a produsului PCR (gena sad)

1 2 3 Marker 4 5 6

Solutie tampon de incircare 6X (u) 3 3 3 3 3 3 3
Solutie PCR (ul) 15 15 15 X 15 15 15

In urma separarii electroforetice a produsului PCR, a fost identificatd o singurd banda
corespunzatoare fragmentului amplificat in godeul numarul 1, acolo unde, s-a folosit
suspensie celulara de A. nicotinovorans pAOI1 in calitate de matrita de ADN (figura 24). De
asemenea, lipsa benzilor din godeurile 2 si 3 (unde s-au folosit ADN total si respectiv ADN
plasmidial de A. nicotinovorans pAO1 ca matrite de ADN), sugereaza faptul ca reactia PCR a

fost un esec, intrucat gena sad este localizata pe plasmidul pAO1. Din acest motiv, prezenta
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genei sad in AK-YNI10 nu a putut fi confirmata si de asemenea, locatia acesteia nu a fost
stabilita.

Arthrobacter nicotinovorans pAO1 Arthrobacter sp. AK-YN10

1 P 3 M 4 5 6

1000 pb

Figura 24. Migrarea in gelul de agaroza a fragmentului amplificat (sad) utilizand ca matrite
de ADN suspensie celulara, ADN total si ADN plasmidial din A. nicotinovorans pAO1l (1, 2
si 3) si AK-YN10 (4, 55i 6)
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CONCLUZII

Din celulele tulpinilor A. nicotinovorans pAOI1 si Arthrobacter sp. AK-YN10 s-au
obtinut preparate de ADN total bogate in ADN plasmidial. ADN-ul total a fost separat prin
electroforeza in geluri de agaroza si s-au identificat benzile corespunzatoare ADN-ului
genomic si a ADN-ului plasmidial. Identificarea benzilor de ADN plasmidial sugereaza faptul
ca in celulele de Arthrobacter sp. AK-YN10 este prezent cel putin un plasmid.

Benzile corespunzatoare ADN-ului plasmidial au fost excizate din gel si ADN-ul a
fost purificat, insa cu un randament extrem de scazut.

Genele 6hIno si sad au fost amplificate utilizdndu-se suspensie celulard, ADN total si
plasmidial de A. nicotinovorans pAO1 si Arthrobacter sp. AK-YN10 ca matrite de ADN.
Pentru amplificarea genei 6hino, s-a folosit o concentratie de MgCl, de 2 mM (stabilita in
mod empiric) si o temperaturd optima de legare a primerilor de 66°C. Tn cazul genei sad,
temperatura de legare a primerilor a fost stabiliti in mod empiric la 56,5°C, iar concentratia de
MgCI; utilizata a fost de 1 mM. Pentru fiecare gena amplificata, durata etapei de sinteza a fost
setata la 2 minute.

In urma amplificarii, s-a demonstrat faptul ¢ gena 6hIno care codifica o enzimi cheie
implicatd in metabolismul nicotinei pe megaplasmidul pAO1 este, totodata, localizatd si pe
plasmidul necunoscut din tulpina Arthrobacter sp. AK-YNI10. Prezenta genei sad in

Arthrobacter sp. AK-YN10 nu a putut fi confirmata.
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V1. ANEXE - Fotografiile gelurilor obtinute in cadrul acestui studiu

Figura 25. Separarea electroforetica in gelul de agaroza a ADN-ului total obtinut din celulele
de AK-YN10 (1-3) si A. nicotinovorans pAO1l (4-5). Benzile de ADN plasmidial sunt

incadrate cu rosu si cele de ADN genomic, sunt incadrate cu albastru

Figura 26. Separarea electroforetica in gelul de agaroza a ADN-ului total obtinut din celulele
de AK-YN10 (1-4) si A. nicotinovorans pAO1 (5-8). Benzile de ADN plasmidial sunt

incadrate cu rosu si cele de ADN genomic, sunt incadrate cu albastru
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Figura 27. Separarea electroforetica in gelul de agaroza a ADN-ului total obtinut din celulele
de AK-YN10 (1-5) si A. nicotinovorans pAO1l (6-10). Benzile de ADN plasmidial sunt

incadrate cu rosu si cele de ADN genomic, sunt incadrate cu albastru
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