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KOPSAVILKUMS

Zymomonas mobilis ir etanolog€na bakterija ar potencialu pielietojumu biodegvielas
razoSana. Lai izpétitu elpoSanas k&des lomu pie etanola un sals stresa apstakliem tika izveidota
reportiergénu sistéma ar elposanas k&des komponentu promoteriem un EGFP. Iegutie dati
liecina ka visspécigakais promoters ir II tipa NADH dehidrogenazei (Ndh). Pargjo apskatito
komponentu citohroma bd, citohroma bc; un citohroma c¢ peroksidazes promoteru aktivitate
bija vaja. Pie stresa visu promoteru aktivitate samazinajas, ar izteiktaku efektu pie sals stresa,
kas var€tu biit saistits ar oksidativa pecstresa samazinaSanu. Ndh enzima aktivitate pie sals
stresa pieauga. Tas var€tu biit saistits ar post-translacijas regulaciju. Zmé6- ndh pie sals stresa

aug labak par Zm6, kas liecina ka Ndh aktivitate neuzlabo sals stresa toleranci.

Atslégas vardi: Zymomonas mobilis, elposanas kéde, NaCl stress, etanola stress



SUMMARY

Zymomonas mobilis is an ethanologenic bacterium with potential applications in biofuel
production. To investigate the role of the respiratory chain under ethanol and salt stress
conditions, a reporter gene system with respiratory chain protein promoters and EGFP was
created. Results show that the strongest promoter is type II NADH dehydrogenase (Ndh).
Activity of cytochrome bd, cytochrome bc; and cytochrome ¢ peroxidase promoters was weak.
Under stress, the activity of all promoters decreased, with a more pronounced effect under salt
stress, which could be related to the reduction of oxidative post-stress. Ndh enzyme activity
increased under salt stress. This could be due to post-transcription regulation. Zm6-ndh strain
grows better than Zm6 under salt stress, which indicates that Ndh activity does not improve salt

stress tolerance.

Keywords: Zymomonas mobilis, respiratory chain, NaCl stress, ethanol stress



IEVADS

Zymomonas .mobilis ir obligati fermantativs mikroorganisms ar potencialiem
biotehnologiskajiem pielietojumiem (Kalnenieks et al., 2020). Baktgrijai ir raksturigs strauj$
metabolisms un [idz pat 98% no uznemtas glikozes var tikt izmantots etanola produkcijai (Sahm
et al., 2006).

Lai izmantotu So bakteriju riipnieciba, viens no metaboliskas inZenierijas uzdevumiem ir
izprast Zymomonas mobilis stresa atbildes regulaciju un uz paaugstinat tas stresa noturibu.
Augsta tolerance pret etanolu ir v€lama TipaSiba izmantoSanai ripnieciskaja etanola
fermentacija. Labaka izpratne par molekularajiem mehanismiem, kas veicina Zymomonas
mobilis izturibu pret tas vielmainas galaproduktu, paveértu iesp&ju talakiem genétiskiem
uzlabojumiem. Etanola produkcijai no lignocelulozes hidrolizata mikroorganismam
nepiecieSams uzlabot sals stresa noturibu, kas dabiski ir zema (Fuchino and Bruheim, 2020).
Paaugstinatas salu koncentracijas hidrolizata veidojas priekSapstrades laika. Papildus attirisana
no saliem sadardzina razoSanas procesu un padara to neekonomisku (Fuchino and Bruheim,
2020).

Petijumi liecina ka Zymomonas mobilis elpoSanas k&de ir iesaistita oksidativa stresa
atbildes reakcijas (Kovtuna et al., 2022; Strazdina et al., 2012) un sp&le lomu etanola (He et al.,
2012) un osmotiska stresa noturiba (Hayashi et al., 2015). Dazadiem stresa faktoriem ir
noverota saistiba ar oksidativa pécstresa veidoSanos (Hong et al., 2019). Viens no skabekla
aktivo formu avotiem ir elektronu transporta k&des enzimi (Imlay, 2008) Papildus tam
elpoSanas k&des metaboliska inZenierija ar ir potenciali svarigs veids ka $tinas kontrolét redoks
ekvivalentu lidzsvaru, ATP produkciju un biomasas veidosanos (Kalnenieks et al., 2019).

ElposSanas kédes aktivitates petiSanai pie etanola un NaCl stresa apstakliem tika izveidota
reportiergénu sist€éma ar II tipa NAD(P)H dehidrogenazes, citohroma bd, citohroma bc; un
citohroma c peroksidazes promoteriem un reportiergénu zalo fluorescento proteinu (engineered
green florescent protein, EGFP). ST pieeja tika izvéleta, jo atsevisku elpoSanas kedes enzimu

1zpéti ir griti veikt ar citam pieejam.

Merkis: Noskaidrot etanola un sals stresa radito ietekmi uz Zymomonas mobilis
elposanas kédes génu ekspresiju Zymomonas mobilis celmos ar dazadu elpoSanas atrumu un
izturibu pret oksidativo stresu.

Uzdevumi:

1. Izveidot reportiergéna sistéemu ar elpoSanas k&des génu promoteriem pirms zala

fluorescenta proteina(EGFP)



2. Transformé&t Zymomonas mobilis celmus ar iegitajam plazmidam

3. Izvertet celmu augSanu un EGFP fluorescences izmainas pie etanola un NaCl stresa
apstakliems-

4. Salidzinat ndh promotera aktivitates izmainas ar II tipa NADH dehidrogenazes aktivitati

membranas.

Darbs izstradats LU MBI Mikroorganismu Bioenerggtikas laboratorija Prof., Dr.biol.
Ulda Kalnenieka vadiba.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Zymomonas mobilis visparigs raksturojums

Zymamonas mobilis ir fakultativi anaeroba, gramnegativa nijjinveida bakterija, kurai
raksturigs strauj$ obligati fermentativs metabolisms. Ta pieder Alphaproteobacteria klasei,
Sphingomonadales kartai un Sphingomonadaceae dzimtai (De Ley and Swings, 1977; Kosako
et al., 2000). Mikroorganisms daba sastopams tropu regionos riigstosas ar cukuriem bagatas
augu sulas un tiek izmantots alkoholisko dz€rienu razosana (Sahm et al., 2006).

Zymomonas mobilis ir raksturigi relativi vienkar$i metabolie celi un salidzino$i mazs
genoms (Kalnenieks et al., 2020). Mikroorganismam ir aptuveni divus miljonus bazu paru gara
cirkulara hromosoma un, atkariba no celma, 2 Iidz 8 plazmidas (Yang and Zhang, 2018). Darba
izstradei izmantots Zm6 ATCC 29191 celms, kuram NCBI datu bazg ir noraditas 3 plazmidas.
Kopa Zm6 celmam ir 1766 identificéti géni (Desiniotis et al., 2012) Neseni pétijumi liecina ka
Zymomonas mobilis hromosoma varétu bt poliploida stavokli (Fuchino et al., 2021).

Zymomonas mobilis ir ierobezots substratu loks, ka oglekla avotus ta izmanto glikozi,
fruktozi un saharozi. Asimil&tos substratus anaeroba vidé mikroorganisms parveido augstas
koncentracijas etanola un oglskabas gazes, izmantojot Entnera — Duderova (ED) glikolizes celu
un talakas piruvatdekarboksilazes un alkoholdehidrogenazes reakcijas (Sahm et al., 2006). ED
glikolizes cela atSkiriba no Embdena — Meijerhofa — Parnasa (EMP) celu no viena mola
glikozes tiek iegiits 1 mols nevis 2 moli ATP (Romano et al. 1996). Zymomonas mobilis ir
vienigais zinamais mikroorganisms, kur§ ED celu izmanto anaerobi. Glikolizes reakcijam
Zymomonas mobilis ir raksturiga minimala alost€riska kontrole (Kalnenieks et al., 2020). ED
cela enzimi mikroorganismam tiek ekspreséti konstitutivi un sastada lidz pat 50% no kopgja
proteinu sastava(An et al., 1991). Lielaka dala glikoliz€ radita piruvata talak tiek parveidoti par
acetaldehidu un oglskabo gazi ar piruvatdekarboksilazes palidzibu, kas ir galvenais enzims
etanola fermentacija peéc ED cela. Ta katalitiska aktivitate ir atkariga no tiamina difosfata un
Mg (II) joniem. (Sahm et al., 2006). Acetaldehida reducé€Sanu par etanolu nodrosina divi
alkohola dehidrogenazes (ADH) izoenzimi: ADH I, kur§ aktivaja centra satur cinku, un ADH
II ar dzelzs jonu aktivaja centra. Etanola oksidéSanas reakcijas laika NADH tiek oksidéts par
NAD' (Neale et al., 1986). Sis reakcijas reakcijas lidzsvara konstante ir Keqir 6,92x107M, Iidz
ar to reakcijas Iidzsvars ir novirzits uz etanola sintézes pusi (Burton, 1974) ADH izoenzimi

sastada 2 — 5% no kopg&jiem Z. mobilis Stinas proteiniem (Mackenzie et al., 1989). ADH I



limenis ir augstaks augSanas faz€, un stacionara faz€ Sunas samazinas un pieaug ADH II
aktivitate (An et al., 1991).

Tikai neliela dala piruvata ar piruvata dehidrogenazes palidzibu tiek parveidota
acetilkoenzima A. Zymomonas mobilis Krebsa cikls ir nepilns un nodroSina galvenokart
sintézes vajadzibas. Oksidativa zara pé&de€jais metabolits ir alfa-ketoglutarats, savukart
reduktivaja zara — sukcinats. Lidz ar to NAD(P)H vienigais avots ir glikolize. (Dawes and
Large, 1970). Mikroorganisms arT nav spgjigs veikt glikoneogenézi (Sahm et al., 2006) un art
pentozu fosfatu cels ir nepilns, jo iztriikst oksidativais zars (Jacobson et al., 2019).

Zymomonas mobilis ir raksturigs atjligtais metabolisms, jeb strauj$§ substratu uznemsSanas
atrums un zema biomasas veidoSanas. Katabolisms ir vaji saistits ar biosintézes vajadzibam un
pie anaerobiem un mikroaerofiliem apstakliem Iidz pat 96 — 98% no paterétas glikozes var tikt
metaboliz&tas etanola. Etanola produkcijas atrums var sasniegt 0,75 — 1,0 umol glikozes uz mg
sausnes miniité eksponenciali augosas kulturas, kas vairakkart parsniedz specifisko etanola
veidoSanas atrumu raugos (Rogers et al., 1982). Bez minétajam Zymomonas mobilis ir vairakas
citas industrialam pielietojumam lietderigas 1paSibas ka tolerance pret augstam etanola
koncentracijam (Iidz pat 13-15%), izturiba pret koncentrétu substratu (Iidz pat 30% glikozes)
un dazadiem pH (3,8-7,5) (Sahm et al., 2006). Mikroorganisms saméra viegli paklaujas
genétiskai modifikacijai (Romano and Conway, 1996).

Augsta etanola produkcija rada perspektivu Zymomonas mobilis izmantot biodegvielas
razoSanai. Bakt€rijai ir izveidoti arT celmi, kuri sp&j metabolizét no lignocelulozes iegiitos
monosaharidus, ka arT uzradda paaugstinatu izturibu pret lignocelulozes hidrolizata
atrodamajiem inhibitorajiem savienojumiem, paaugstinatu temperatiiru, paaugstinatu etanola
koncentraciju un oksidativo stresu (Charoensuk et al., 2017; Hayashi et al., 2015; Tan et al.,
2016; Yang et al., 2014).

Mikroorganismu potenciali var izmantot ka biokatalizatoru arT citu lietderigu produktu
ieguvei, piemeram, piruvata, acetata, laktata, sorbitola, sukcinata un levana sintézei (Lee et al.,
2010). Sobrid notiek arf petijumi par heterologu antimikrobialo peptidu produkciju Zymomonas
mobilis miksto audu infekciju arsteéSanai (Rutkis et al., 2022). Ta ka Zymomonas mobils 2-5%
no substrata izmanto biomasas razoSanai un pastav iesp€ja nodroSinat augstus produktu
iznakumus (Kalnenieks, 2006). Straujais ED glikolizes cel$ nodroSina pietickamu adenozina
trifosfatu (ATF) sintézi, lai dalu no sarazotas energijas disipetu un regenerétu adenozina
difosfatu (ADF) un saglabatu metabolitu lidzsvaru $iina. Lidz ar to iesp&jams dalu no disipeta
ATF varétu izmantot interes€josa produkta sint€zes vajadzibam (Kalnenieks, 2006). Taja pat

laika, lai uzlabotu mikroorganisma izturibu industrialos apstaklos un samazinatu razoSanas
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izmaksas, nepiecieSams izpétit baktérijas regulatoros mehanismus stresa apstaklos ka

osmotiska stresa un paaugstinata galaprodukta, etanola, koncentracijas (Taylor et al., 2009).

1.2. Stresa atbildes reakcijas

Bakterijas daba saskaras ar dazadiem nelabvéligiem apstakliem, piem&ram, baribas vielu
ierobezojumiem, osmotisko spiedienu, sals stresu, paaugstinatu temperatiiru, skabém,
vielmainas galaproduktiem un antibakterialiem lidzekliem. Bakterijas sp€j pielagoties STm
nelabvéligajam vides izmainam, izmantojot stresa faktoram specifiskus un vispargjus
aizsargmehanismus. Bakt€riju stresa reakciju reguléSana notiek transkripcijas, translacijas un
péctranslacijas limeni, izraisot izmainas génu ekspresija, olbaltumvielu aktivitaté un Siinu
metabolisma. Sis bakteriju stresa reakcijas veicina izturibu pret stresu un $Gnu bojajumu

novérsanu (Dawan and Ahn, 2022).

1.2.1. Specifiskas stresa atbildes reakcijas

Daudzas stresa adaptacijas ir Ipasi pielagotas stresa izraisitajam. Piem&ram, augsta
temperattira inducé Saperonus un proteazes, kas degradé paaugstinatas temperatiras ietekmeé
nepareizi salocitus vai agregétus proteinus. DNS bojajumi inducé SOS atbildi DNS bojajumu
laboSanai. Baribas substratu trilkums veicina regulonu aktivaciju, kas lauj novirzit vielmainu,

lai mazinatu vajadzibu péc triikstosas baribas vielas (Gottesman, 2019).

1.2.1.1. Etanola stress

Etanols ir $kidinatajs, kas var ietekm@& membranas stabilitati ka ar1 makromolekulu,
piemé&ram, proteinu, nukleinskabju un lipidu, strukttiru un funkcijas. Tas izraisa gan membranas
integritates samazinasanos, gan vielmainas procesu traucgjumus (Yang et al., 2013). Etanols ir
galvenais Zymomonas mobilis vielmainas galaprodukts. Mikroorganisms spgj izturét 13-16 %
augstas etanola koncentracijas (Rogers et al., 1982). Izturiba lomu sp€le Z. mobilis citoplazmas
membranas sastava esoSie hopanoidi, kuri veido 50% no kopéja organisma lipidu satura. Sis
molekulas nodroSina membranas caurlaidibas homeostazi pie augstakam etanola
koncentracijam (Brenac et al., 2019) Yang et al. (2013) gan atrada ka hopanoida biosintezes
génu ekspresijas reguléSana bija saistita ar augSanas fazi, nevis apstradi ar etanolu.

Transkriptomiskie pétijumi Z. mobilis norada ka reakcija uz etanolu ir dinamiska,
sarezgita un ietver daudzus génus no dazadam funkcionalam kategorijam. Yang et al. (2013)
zino ka etanola stresa stavokli noverota paaugstinata Saperonu ekspresija. Lielaka dala génu,

kas uzradija difrencétu ekspresiju pie etanola stresa, reag€ ari uz pareju no eksponencialas fazes



uz stacionaro. Daudzi no géniem ar samazinatu ekspresiju ir saistiti ar translaciju un ribosomu
biogenézi, savukart paaugstinatu ekspresiju uzrada ar §tinu procesiem un vielmainu saistiti géni
(Yang et al., 2013).

Z mobilis paklausana augstas koncentracijas etanola iedarbibai izraisa vairaku stresa
proteinu un to génu adhB, dnaK un groESL indukciju, kuri kod€ alkohola dehidrogenazi II un
karstuma Soka proteinus DnaK, GroES un GroEL. (Sahm et al., 2006). Karstuma Soka proteinu
DnaK, GroEL un GroES daudzums palielinas ar1 p&c termiska stresa. GroES un GroEL ir divi
izplatitakie stresa proteini Z. mobilis (Yang et al., 2013).

Z. mobilis hfg géns ir saistits ar uzlabotu toleranci pie dazadiem inhibitoriem. Hfq ir RNS
saistoSs proteins, kas ir kopigs dazadam bakteriju linijam. Tam ir nozimiga loma génu
ekspresijas kontrol€ kopa ar mazam regulatorajam RNS (sRNS). He et al. (2012) gan novéroja
hfq ekspresijas samazinasanos pie etanola stresa. Kopuma Z. mobilis identificeti 54
transkripcijas aktivatori. 33 no tiem uzradija pazeminatu ekspresiju pie etanola stresa. Tikai 3
transkripcijas regulatori uzradija paaugstinatu ekspresiju pie etanola stresa — XRE, MarR un
Hxl (He et al., 2012). Vairakas sRNS uzrada atskirigu ekspresiju pie 5% etanola stresa: Zms2,
Zms6 un Zmsl. sSRNS molekulam Zms2, Zms4 un Zms6 ir identifictas ekspresijas izmainas
aerobos un anaerobos apstaklos, kad tiek noverota attiecigi zema un augsta etanola produkcija
(Cho et al., 2014).

Pie etanola stresa fiks€ta paaugstinata laktata dehidrogenazes ekspresija. Novero ari
laktata uzkraSanos, kas varétu Z. mobilis palidzét ar reducgjoso ekvivalentu NADH/NAD"
lidzsvara uzturéSanu (Yang et al., 2013). Pie etanola stresa atrastas ar1 citu elpoSanas kedes
komponentu ekspresijas izmainas. Paaugstinatu ekspresiju atrada 12 no Siem géniem, tostarp
citohroma bd subvienibu ekspresiju. Pargjiem 13 ge€niem bija noverota ekspresijas
samazinaSanas. Starp tiem bija citohroma bc; subvienibas un II tipa NADH dehidrogenaze (He

etal., 2012).

1.2.1.2.0smotiskais stress

Baktgriju $tinu citoplazma ir liela molekulu koncentracija, kas rada ievérojamu osmotisko
potencialu. Citoplazmatiskas membranas puscaurlaidiba un Stinas sienas dalgja elastiguma
rezultata, osmotiskais sp€ks virza tidens plismu baktérija un nodroSina paaugstinatu
hidrostatisko spiedienu. Turgora klatbiitne ir svariga Stinu augsanai un dzivotspéjai (Sleator and
Hill, 2002). Argjas osmolaritates palielinasanas, gan samazinaSanas neizb&gami izraisa tidens
plismas izmainas pari citoplazmas membranai, tadgjadi ietekméjot Siinu hidratacijas pakapi,

molekularo drizmé&sanos, turgora lielumu un $iinu integritati. Citoplazmas osmotiskie apstakli

10



ietekmé Stinu makromolekulas, vielmainas tiklus, RNS polimerazes mijiedarbibu ar
promotoriem, DNS replikaciju un citus svarigus $iinu procesus. Parmerigi augsta olbaltumvielu
koncentracija var trauc@ enzimu aktivitati (Bremer and Krimer, 2019). Mikroorganismi
osmotisko regulaciju panak uzkrajot vai izvadot organiskos osmolitus ka prolinu, glicina
betainu, karnitinu, prolina betainu, dimetilsulfoniopropionatu, hidroksiektoinu, trehalozi un
glikozilglicerinu. Sos osmolitus bakterijas var sintezét vai uznemt no argjas vides, kas ir
energétiski izdevigak. Istermina osmotiska spiediena lidzsvaroSanai var tikt pielietoti jonu
stkni ka, pieméram, K* (Bremer and Kridmer, 2019). Atbildei uz osmotiska spiediena izmainam
janoris strauji. Reag€jot uz osmotiska spiediena pazeminasanos svariga loma ir induc&jamiem
mehanosensitiviem kanaliem. Osmotiska spiediena regulacija iesaistitie proteini integré vismaz
tris atbildes posmus- stimula uztveri, parraidi un mérka kanala vai nes€jmolekulas aktivaciju.
Daudzi no regulacijas mehanismiem ir divkomponentu sistémas, kas sastav no histidina kinazes
un atbilstosa atbildes regulatora. Labi izpétita ir gramnegativo bakteriju EnvZ/OmpR sistéma
(Dawan and Ahn, 2022).

Bakteériju jonu homeostazes mehanismi ir kompleksi. Vairak izpetiti mehanismi ir
attieciba uz katjoniem Na®, K" un H"., anjonu homeostaze ir mazak pétita. Lidzsvara stavokli
H" jonu koncentracija citoplazma ir daudz zemaka ka citu monovalento katjonu. H" jonu
apmainas stiknus mikroorganismi var izmantot, lai mazinatu Na" koncentraciju citoplazma ar
antiporta molekulam. pH svarstibas citoplazma osmotiska stresa laika regulé elpoSanas k&des
darbiba (Bremer and Krédmer, 2019).

Zymomonas mobilis ir jiitigas pret sals stresu jau zemas koncentracijas, kas var ierobezot
to ripniecisko izmantoSanu ka efektivu biokatalizatoru. AugSanu un etanola produkciju bitiski
kavé jau 10 g/l NaCl pievienosana kompleksaja barotné. Sada salu koncentracija biezi tiek
pielietota daudzu mikroorganismu barotnés. Pie sals stresa apstakliem Z. mobilis maina
morfologisko formu niijinu vieta veidojot garus filamentus, ar paplasinatiem galiem. Nemot
veéra, ka Z. mobilis labi aug augstas glikozes koncentracijas, So izmainu cé€lonis nav gluzi
osmotiskais spiediens, bet vairak jonu koncentracijas izmainas. Metabolisma pétijjumi uzrada
ka sals izturigie Z. mobilis celmi neuzkraj §iina osmolitus, ka prolinu. Siem celmiem novérotas
mutacijas himA, lai gan darbibas mehanisms nav skaidrs (Fuchino and Bruheim, 2020). Z.
mobilis genoma trukst lielakas dalas lokusu, kas kod€ osmolitu transporta proteinus, piemé&ram,
Kdp kompleksu un BetS, kas nozimé, ka transportéSanas mehanisms nav iesaistits Z. mobilis
atbildes reakcija uz sals stresu (Kohler et al., 2015)

Osmotiska stresa noturibu uzlabo ar1 biopléves veidosanas, kas ir atkariga no kvoruma

signaliem. Z. mobilis slikti veido biopléves un tas neizmanto kvoruma signalmolekulu Al-2,
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kas ir saglabata daudzas bakteriju sugas (Cao et al., 2023). Sals stresa laika Z .mobilis svarigu
lomu spélé arf Na'/H" antiports (Gao et al., 2018).

Potenciala biologiska nozime sals stresa regulacija ir Zymomonas mobilis elpo$anas
keédet, kas nerada augstu protonu gradientu. ElpoSanas kéde normalos apstaklos nodrosina zemu
redoks ekvivalentu NADH/NAD" attiecibu, kas savukart nodrosina aizsardzibu pret oksidativo

stresu (Hayashi et al., 2015).

1.2.2. Vispariga stresa atbildes reakcija

Bakterijam ir visparigas stresa reakcijas, ko aktivizé transkripcijas regulatori
nespecifiskos stresa apstaklos. Vispar€jas stresa reakcijas galvena loma ir noverst subletalus un
letalus bojajumus.(Dawan and Ahn, 2022). Visparjo stresa reakciju raksturo Stinas spé&ja
aizsargaties ne tikai no specifiska izraiso$a stresa, bet arm no dazadiem citiem Skietami
nesaistitiem stresoriem. ST reakcija lauj §inam paredzét un sagatavoties uzreiz uz vairakiem
dazadiem nelabveligiem apstakliem ar ko baktérija sastopas dabiskaja vidé. BieZi vispargja
stresa reakcija ir saistita arl ar stacionaras fazes augSanu, kad ir ierobezota piekluve baribas
vielam un vide ir uzkrajusies metabolisma gala produkti. Mikroorganismi dabiska vidé lielu
dalu laika var atrasties stacionara fazei lidziga stavokli, kur uz tam vienlaikus iedarbojas vairaki
stresa faktori(Gottesman, 2019).

Daudzas baktérijas galvenie vispargjas stresa reakcijas regulatori ir specializéti sigma
faktori, kas nodros$ina RNS polimerazes specifisku saistiSanos ar promoteriem. Sigmas faktora
pieejamibu vai aktivitati nosaka sarezgitas reguléSanas shémas, no kuram lielaka dala ir
péctranskripcijas Itmeni(Gottesman, 2019). Dazadiem alternativiem sigma faktoriem ir svariga
loma bakteriju adaptacijai stresa apstaklos

Sigma faktoru 24, 624, ekspresija Pseudomonas aeruginosa var modulét glotadas apvalka
veidosanos, kas aizsarga pret antibiotikam, oksidativo stresu un imunologisku uzbrukumu.
Turklat ekstracitoplazmas funkcijas (ECF) sigmas faktors 70 (c70) Neisseria gonorrhoeae un
Caulobacter crescentus var aizsargat baktérijas no oksidativiem bojajumiem, ekspres€jot génu
msrAB, kas ir atbildigs par metionina sulfoksida reduktazes aktivitati (Dawan and Ahn, 2022).
Viens no labak izpétitajiem sigma faktoriem ir E. coli RpoS (jeb oS vai 638). rpoS mutanti ir
jutigi pret oglekla badu, apstradi ar idenraza peroksidu, paaugstinatu temperattru, zemu pH un
osmotisko stresu(Gottesman, 2019).

Alfaproteobakterijas vispargjo stresa atbildi regulé sigma faktors EcfG. P&ctranslacijas

limeni So sigma faktoru regulé PhyR fosforilesanas. PhyR aktive HWE/HisKA2 saimes
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histidina kinazes. P&éc aktivacijas PhyR saistas ar anti sigma faktoru NepR un atbrivo sigma
faktoru EcfG, kas talak var saistities ar RNS polimerazi (Gottschlich et al., 2019).

Nelabveligi vides apstakli ka augsts spiediens, skabe, oksidanti, sals, baribas vielu
ierobeZzojums, vielmainas gala produktu uzkrasanas un antibiotiku iedarbiba, var izraisit DNS
bojajumus gan tieSi mijiedarbojoties ar DNS molekulam, gan netieSi veidojot reaktivas
skabekla formas (reactive oxygen species, ROS). DNS bojajumi aktivé SOS reakciju. Pie ROS
pieskaita skabekla reducétas formas, kuras iegiist pievienojot elektronus argjas elektronu
orbitalés, tiek iegiiti superoksida anjoni (O;"), talak tdenraza peroksids (H202) un
hidroksilradikalis (OH" ). ROS reagé ar dazadam $tinas struktaram radot bojajumus. Endogéno
ROS veidoSanos var izraisit Siinas vielmainas procesi. Viens no ROS avotiem ir elektronu
transporta k&des (Imlay, 2008). Zymomonas mobilis supeoksida veidoSanas vietas ir FAD II
tipa NADH dehidrogenaze un citohroma bc; komplekss (Strazdina et al., 2012). SOS reakciju
sakotngji izraisa vienpavediena DNS (ssDNS) klatbiitne Sitina, kas saistas ar RecA.
ssDNA/RecA komplekss savukart stimulé LexA represora proteolitisko SkelSanos. LexA
SkelSana talak nodroSina SOS génu ekspresiju, kas iesastiti DNS labosana, mutagengzg ar
transpozoniem, horizontala génu parnes€, biofilmu veidoSana un antibiotiku rezistencé (Dawan
and Ahn, 2022).

Zymomonas mobilis Zm4 ir pieci dazadi sigma faktori. sigma 70 (ZMO1623), sigma 54
(ZMO0274), sigma 32 (ZMO0749), sigma 28 (ZMO0626), un sigma 24 (ZMO1404). Sigma
32, jeb RpoS Zm4 genoma nav sastopams, lidz ar to fementativa stresa atbildi janodroSina
citiem sigma faktoriem. Sigma 32 un sigma 24 faktori tradicionali saistitas ar karstuma Soku.
So sigma faktoru parekspresija Z. mobilis ZM4 celma apstiprinaja abu faktoru saistibu ar
siltuma Soka atbildi, ka aprakstits citas bakterijas. Turklat sigma 32 ir arT loma adaptacija pret
osmotisko stresu. Parekspresijas celmam novéroja palielinatu gan augSanas un glikozes
uznemsSanas atrumu. Sigma 32 parekpresija gan uzradija etanola tolerances samazinasanos. Nav
1sti skaidru datu par sigma 24 ietekmi uz etanola toleranci. Ta parekspresija izraisija etanola
produkcijas mazinasanos (Benoliel et al., 2020).

Dazadi vispargji stresa faktori var veicinat ar ROS produkciju arT péc sakotngja stresa
faktora beigSanas un izraisit mikroorganisma bojaeju. Parsniedzot noteiktu ROS produkcijas
sliecksni ROS piecaugums kliist paspastiprinoss. Par to liecina ka E. coli p&c paklauSanas
antimikrobialo vielu un termiskam stresam ari péc stersoa partraukSanas novérojama ROS

uzkrasanas, ko var apturét eksogéni pievadot katalazi(Hong et al., 2019).
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1.3. Elektronu transporta kéde

Mikroogaanismiem ir raksturigas modularas, induc€jamas elposSanas k&des, kuras
vienlaikus var izmantot vairakus elektronu donorus un akceptorus. Tas nodroSina elpoSanas
elastibu, kas nepiecieSama mainigajam vides niSam, kuras bakterijas atrodas (Roberts, 2013)
Baktériju elektronu transporta kédes biezi sastdv no vairaku veidu dehidrogenazém un
terminalajam oksidazém, kuras savienotas ar hinoniem (Unden and Bongaerts, 1997). Vairakas
dehidrogenazes, kas lauj izmantot energiju no dazadiem substratiem, un vairakas terminalas
oksidazes, lauj izmantot dazadus terminalos akceptorus. BieZi Siem proteiniem ir vairakas
izoformas, kuras atSkiras ar katalitiskas aktivitates atrumu un protonu translokacijas efektivitati
(Roberts, 2013). Bez ATP produkcijas elpoSanas k&des darbiba ietver vairakus citus svarigus
Stunu procesus, ka redoks lidzsvara saglabaSanu, ROS veidoSanos un ari aizsardzibu pret
oksidativo stresu (Kalnenieks et al., 2019).

Zymomonas mobilis ir zarota elpoSanas k&de (1.1 attels), kura aerobos apstaklos pateré
skabekli straujak ka E.coli, bet taja pasa laika mikroorganismam ir novérojama zema ATP
produkcija (Rutkis et al., 2014). Elposanas k&des struktiira un regulacija pilniba nav izpétita.
Petijumi ar Zymomonas mobilis mutantajiem celmiem norada ka elektronu parneses kede ir

vismaz divi transporta celi 11dz skabeklim (Strazdina et al., 2012).
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1.1. attéls. Zymomonas mobilis elpoSanas k&des iesp&jama uzbiive.

Figure 1.1. Hypothetical structure of Zymomonas mobilis respiratory chain.

Zymomonas mobilis elpoSanas kédei ir vairakas dehidrogenazes — II tipa NAD(P)H
dehidrogenaze (Ndh) FAD atkariga D-laktata dehidrogenaze (Ldh) un PQQ-atkariga glikozes

dehidrogenaze (Gdh) un skietamas NAD(P)H dehidrogenazes WrbA, kas varétu biit iesaistitas
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aizsardziba pret oksidativo stresu, un RnfABCDGE, kuras kod&joSa sekvence atrasta ZM4
celma un ir saistita ar slapekla fikseSanu(Kalnenieks et al., 2019, 2008; Sootsuwan et al., 2008;
Strazdina et al., 2012; Strohdeicher et al., 1990) No tam nozimigaka ir II tipa NADH
dehidrogenaze, kuru inaktiv€jot elpoSanas aktivitate iev€rojami samazinas un membranu
preperati ndh mutantajam celmam neuzrada NAD(P)H oksidazaes aktivitati. Tas liecina ka II
tipa NADH dehidrogenaze ir vieniga aktiva NAD(P)H dehidrogenaze Zymomonas mobilis
(Kalnenieks et al., 2008). No dehidrogenazém elektroni tiek nodoti hinona molekulai, kas ir
taukos SkistoSa molekula, sp€jiga parnest elektronus no oksidéta kompleksa uz nakamo
elektornu akceptoru, to reducg€jot. Zymomonas mobilis elpoSanas kéde satur tikai vienu hinona
veidu ubihinonu — 10(UQ10) (Strohdeicher et al., 1990). Mikroorganisma genoma ir atrasta
tikai viena terminala oksidaze- cydAB kod@ta bd — tipa hinola oksidaze(Seo et al., 2005), kura
ir identificeta spektroskopiski (Kalnenieks et al., 1998; Sootsuwan et al., 2008). ElposSanas kede
atrodami ar1 citohroma bc; komplekss(CytAB) un Skietama citohroma ¢ peroksidaze (PerC)

(Balodite et al., 2014; Charoensuk et al., 2011; Sootsuwan et al., 2008).

1.3.1. II tipa NAD(P)H dehidrogenaze

II tipa NADH dehidrogenaze ir elpoSanas kédes enzims, kurs§ katalizé elektronu parnesi
no NADH uz hinonu (Kerscher et al., 2007). Enzimu veido homodimeéri proteini, katrs aptuveni
45KDa ar nekovalenti saistitu flavina adenina dinukleotidu(FAD) ka kofaktoru. Enzims ir
izvietots periplazmatiski ieks$gja membrana. Kompleksam ir divas atseviskas saistiSanas vietas
hinonam un NADH (Heikal et al., 2014) II tipa NADH dehidrogenaze nenodroSina protonu
parvietoSanu uz starpmembranu telpu atskiriba no I tipa NADH dehidrogénazes, kas ir
multisubvienibu komplekss ar vairakiem kofaktoriem (Unden and Bongaerts, 1997). II tipa
NADH dehidrogenazes aktivitate ir straujaka ka I tipa NADH dehidrogenazei, kas palidz pie
lieclam O koncentracijam nodro$inat NADH/NAD" Iidzsvaru §iina un rezultata strauju
substratu metabolismu (Rutkis et al. 2016). E. coli aerobas augSanas laika lielaka dala elektronu
plusmas tiek virzita caur II tipa NADH dehidrogenazi. Ndh tiek vairak ekspreséts eksponenciala
faze. Aerobos apstaklos iesp&jams nodroSinat ari atraku Ndh proteina recirkulaciju (Unden
1997) .

IT tipa NADH dehidrogenaze ir aktivaka no Zymomonas mobilis sastopamajam
dehidrogenazém. ElpoSanas aktivitate ndh mutantajam celmam ir ievérojami mazaka
izmantojot glikozi ka substratu un pilniba iztrukst izmantojot etanolu (Kalnenieks et al., 2008).
Ndh Zymomonas mobilis var reducét gan NADH, gan NADPH(Kalnenieks 2008) Enzima

inaktivacijas celmam ir augstaka Idh aktivitate (Strazdina et al., 2012) Novéro ar1 augstaku
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biomasas veidoSanos un paaugstinatu etanola produkciju, bet izejas celmam raksturigaka
straujaka glikozes uznemsana (Kalnenieks et al., 2008; Hayashi et al., 2011, 2012). II tipa
NADH dehidrogenazei iesp&jams ir loma aizsardziba pret oksidativo stresu. Paaugstinata ndh
un dazu citu oksidoreduktazu génu aktivitate ir noverota pie lignocelulozes stresa (Chang et al.,
2018), tapat ar1 pozitivs efekts ir noverots pie sals stresa (Hayashi et al., 2015). Zymamonas
mobilis ndh géna inaktivacija veicina adaptivu atbildes reakciju elektronu transporta k&des un
vairaku oksidativa stresa aizsargajoSo sist€ému Itmeni (Strazdina et al., 2012)

Dazadiem organismiem Ndh ir atSkiriga loma, kas liecina ka Sie enzimi tiem pieskir
plastiskumu, lai labak pielagotos vides apstakliem (Melo et al., 2004). E. coli Ndh ir noveérota
loma aizsardziba pret oksidativo stresu reduc€jot vara jonus un samazinot brivo skabekla
radikalu veidoSanos (Volentini et al., 2011). Savukart slapekli fiks€josas Azotobcter vinelandii
Ndh ir svariga loma nitrogenazes aizsardziba pie augstam skabekla koncentracijam (Bertsova
et al., 2001). Synechocystis spp. atrodamie Ndh ir redokssensori, kuriem ir reguléjoSa loma,
reaggjot uz plastohinonu redoksstavokli un NADH Iimeni citosola (Howitt et al., 1999). Tani
pat laika Zymomonas mobilis mutantais celms ar inaktivétu ndh uzrada lielaku H>O» rezistenci
un 2-5 reizes paaugstinatu katalazes aktivitati salidzinot ar izejas celmu. Savukart mutantais
celms ar parekspresétu ndh uzradija pret€jo efektu (Kovtuna et al., 2022). Ndh aktivitates
deficits noverots ar1 spontanas mutacijas celmiem ar uzlabotu augSanu un etanola sintézi
paaugstinatas temperatiiras(39°C) (Hayashi et al., 2012, 2011). Ndh deficita celma
paaugstinatajai izturibai svariga loma varétu but Ldh aktivitatei. Ldh inaktivacija uz Ndh
deficita fona padara neelpojoSo dubultmutantu jutigaku pret temperatiiru neka ndh mutanto
celmu (Strazdina et al., 2018).

NDH -II ekspresija E. coli ir paklauta sarezgitam regul&joso kontroles sistému tiklam
transkripcijas Iimeni. (Green et al., 1995; Meng et al., 1997). Anaerobos apstaklos to nomac
globalais transkripcijas regulators FNR, kas saistas divas vietas ndh promotera regiona. (Meng
etal., 1997). Transkripciju var aktivizet vai nomakt ar DNS saistoSo proteinu Fis (Nbp): augstas
koncentracijas agrinas eksponencialas fazes laika Fis nomac ndh transkripciju, saistoties ar
vismaz trim vietam ndh promotera, savukart zemas koncentracijas Fis aktiviz€ ndh. ekspresiju
saistoties tikai ar talako augsta afinitates saitu .(Green et al., 1995). Z. mobilis ndh regulacija

nav skaidra.

1.3.2. Citohroms bd

Citohroms bd ir membrana integréts komplekss, kas sastav no divam Iidz cetram

subvienibam. Divas vienmé@r sastopamas un lielakas ir I un II apakSvienibas, kuras kod€ cydA4
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un cydB géni (Borisov et al., 2021). Cyd A ir 52-57 kDa un Cyd B 40-43 kDa lieli proteini. Cyd
A ir atrodams aktivais centrs, kur notiek hinona oksidacija un atrodami tris héma kofaktori: divi
b tipa heémi (b558 un b595) un d héms, pie kuriem piesaistas O2 un citi ligandi ka NO, CO un
H>0; (Giuffre et al., 2014). Neseni pétijumi liecina ka daudzos mikroorganismos, ka,
pieméram, E. coli, Brucella abortus, Shewanella oneidensis papildus sastopamas nelielas
subvienibas. Tas kodé cydAB beigas atrodams cydX géns, un §is subvienibas ir svarigs
oksidazes funkcionalai stabilitatei (Borisov et al., 2021). Lidzigi ka héma/vara terminalas
oksidazes, citohroms bd kataliz€ pilnigu Cetru elektronu parnesi un O> reducéSanu par diviem
H>0, izmantojot hinolus ka reducgjoSos substratus, bet $1 procesa laika nenotiek protonu siikna
funkcija. Lidz ar to protonu gradientu veido tikai vektorialie protoni un enzims ir ar zemu
energgtisko efektivitati (Unden and Bongaerts, 1997).

Skabekla terminalas bd reduktazes ir sastopamas tikai prokariotos, kur ortologie proteini
atrodami plasa spektra taksonomisko grupu (Borisov et al., 2021). Interesanti ka homologi
proteini sastopami ari mikroorganismos, kas uzskatami par striktiem anaerobiem, ka
Methanosarcina barkeri, Methanosarcina acetivorans (Brochier-Armanet et al., 2009),
Bacteroides fragilis (Baughn and Malamy, 2004).

Mikroorganismiem var biit vairaki citohromu bd izoenzimi, piem&ram, E. coli ir
sastopami divi (Dassa et al., 1991). Zymomonas mobilis ir viens citohroms bd, kas art ir
mikroorganisma vieniga zinama terminala oksidaze (Strazdina et al., 2012).

P&tijumi liecina, ka citohroms bd ne tikai nodro$ina baktériju O, patérinu bioenergétiskos
noliikos, bet ar, iesp€jamas, veic papildus funkcijas. Citohroms bd nodroSina aizsardzibu pret
O: toksicitati saistot vidé atrodamo O» un samazinot ta koncentraciju (Borisov et al., 2021).
lazotrofas baktérijas citohroms db novér§ O jutigu enzimu ka, piem&ram, nitrogenazes
inaktivaciju (Hassani et al., 2010). Noverota enzima aizsargajoSa loma ar1 pret dazadiem stresa
faktoriem, tostarp hipoksiju, vid€ju sarmainibu, augstu temperatiru un toksiskiem
savienojumiem, pieméram, antibiotikam, klasiskiem elpoSanas inhibitoriem, pieméram,
slapekla oksidu (NO), cianidu un sériidenradi (H2S) (Borisov et al., 2021). Citohroms bd
veicina kaitigo reaktivo skabekla un slapekla formu, pieméram, idenraza peroksida (H>0O2) vai
peroksinitrita (ONOOQO") degradaciju, pateicoties neparasti augstajam slapekla oksida (NO)
disociacijas atrumam un ievérojamai katalazes aktivitatei. Sis vielas patogéno mikroorganismu
apkaroSanai viedo saimnieka imiinsisteéma, vai konkur&josi mikroorganismi.(Forte et al., 2017).
Lidz ar to citohroma bd terminalas oksidazes ir iesaistitas patogéno bakteriju virulences
veidoSana, kas padara Sos enzimus par labu potencialo zalu mérki. Citohroma bd terminala

oksidaze tiek ekspreséta vairakos bakteriju patog€nos, pieméram, Salmonella spp,
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Mycobacterium tuberculosis, Klebsiella pneumoniae. Dazos no Siem patog€niem virulence ir
atkariga no citohroma bd ekspresijas. Citohroms bd ar1 spélé lomu saimniekorganisma
kolonizacija patogénam un komensalam bakterijam (Borisov et al., 2021).

Citohroms bd E.coli tiek visvairak ekspreséts pie zemam skabekla koncentracijam, kas
atspogulo $1s oksidazes loti augsto skabekla afinitati (Unden and Bongaerts, 1997). Ekspresija
palielinas art cianida, NO, oglekla monoksida (CO) klatbuitng, ka art Ru un Mn saturoSo CO
atbrivojoso moleku (CORM) klatbiitn€ (Boot et al., 2017). E. coli citohroma bd regulacija ir
kompleksa un ietver vismaz tris transkripcijas regulatoru klases. Ekspresijas kontrole E. coli
tiek galvenokart panakta ar “fumarata nitrata samazinaSanas” regulatora (FNR) un ArcB/ArcA
divkomponentu sistémas kombin€tajam un kompleksajam darbibam. Pieci promotoru
regul&josaie kompleksi ierosina cydAB transkripciju: ¢etrus no tiem (P1-P4) koording regulé
skabeklis (izmantojot ArcA un FNR). (Borisov et al., 2021). Shewanella divi citohroma bd
apaksvienibas géni tiek transkribéti ar treSo génu cydE. cydE kodeé GbsR regulatoru, kur§ nomac
cydAB ekspresiju (Xia et al., 2018). Vairakas grampozitivas gintis transkripcijas faktors Rex ir
iesaistits fermentacijai un augSanai svarigu génu reguléSana zema skabekla koncentracija,
uztverot $inu redoks lidzsvaru NADH/NAD™ attiecibas veida. Pieméri Rex lomai citohroma bd
ekspresijas reguléSana ir atrodami Streptomyces spp un Bacillus subtilis (Borisov et al., 2021).
Rickettsia conorii cydA regulacija iesaistitas regul&josas mikro RNS (Narra et al., 2016).
Zymomonas mobilis regulatorie mehanismi nav skaidri. Ir novérots ka pie anaerobiem
apstakliem novérojama citohromu bd subvienibu CydA un cydB ekspresijas samazinaSanas

(Strazdina et al., 2012; Yang et al., 2009).

1.3.3. Citohroms bc¢;

Ubihinola citohroma ¢ oksidoreduktaze, ko ko déve art III kompleksu mitohondrijos vai
citohroma bc; kompleksu (cyt bc; vai bcj), ir daudzfunkcionals, membranas proteinu
komplekss, kas lokaliz&ts eikariotu mitohondriju iek§€ja membrana vai prokariotu citoplazmas
membrana. Subvienibu skaits var variet no 3, parsvara, prokariotos lidz 11 cilvéku
mitohondrijos (Esser et al., 2019). VisbieSak sastopamas redoks apaksvienibas ir cyt b, kurai ir
divi b tipa hémi (zema potenciala héms b, un augsta potenciala héms by), cyt c¢;, kas satur ¢
tipa hému, un dzelzs séra proteins (ISP), kurs satur augsta potenciala dzelzs—séra centrus (Esser
et al., 2019). Citohroma bc; komplekss (bcl) ir elposanas kédes vidus posms. Komplekss cyt
bcl katalize elektronu parnesi no lipofila substrata ubihinola (QH2) uz cyt ¢, kas savienota ar
protonu translokaciju cauri membranai (Xia et al., 2013). Reakcija notiek divos posmos.

Pirmaja posma QHo tiek oksidéts par Q pie membranas argjas virsmas un starpmembranu telpa
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tick atbrivoti 2H". No hinola molekulas viens elektrons tiek parnests uz citohromu c;, bet otrs
elektrons uz citohroma b h&ma molekulam b; un by un talak uz Q membranas ieksgja puse, kur
to reduce par QH. Otra posma process tiek atkartots un QH membranas iek$gja virsma tiek talak
reducéts par QH»>. Rezultata membranas pozitivaja pus€ tiek parnesti Cetri protoni un tiek
reducétas divas cyt ¢ molekulas (Trumpower, 1990).

Cyt bc; kompleksi ir saistiti arT ar ROS veidoSanos. Normalos elpoSanas apstaklos
elektronu transportu no QHz uz cyt bc;, pavada neliela daudzuma superoksida anjonu
veidoSanas (Xia et al., 2013). Superoksida veidosanas dramatiski palielinas, kad bc; kompleksu
bloké ar inhibitoriem ka antimicinu A un elektronu transporta k&de nonak reducétaka stavokli.
Visticamaka superoksida veidosanas vieta, normalos elektronu transporta apstaklos, ir zema
potenciala cyt » héma (b, héma) vieta. Mutacijas cyt b apakSvieniba izraisa ne tikai elektronu
al., 2010). Praktiski visi organismi sintez€ superoksida dismutazes, lai uzturétu zemu O2-
Itmeni, un katalazes un NADH peroksidazi, lai samazinatu H>O, (Khademian and Imlay, 2017).

Zymomonas mobilis ir atrodams citohroms bc;, kuru kode cytAB. Ta ka Zymomonas
mobilis nav atrodamas citohroma c oksidazes, lidz ar to Skiet citohroms bclir elektronu
transporta kedes strupcels. lepriek§ Charoensuk et al. (2011) izvirzija hipot€zi ka bc; elpoSanas
k&des atzara terminala oksdaze ir citohroma c peroksidaze, savukart péc Balodite et al. (2014)
citohroma ¢ peroksidaze funkcion€ vairak ka hinona peroksidaze. P&tijumos ar Zymomonas
mobilis celmu ar inaktiveétu CytB subvienibu, Zm6-cytB, cytB mutacija neizraisija membranas
NADH peroksidazes aktivitates zudumu (Balodite et al., 2014; Strazdina et al., 2012) un
neietekmé&ja Stnu H2O» jutibu. Tas noradija ka: citohroma bc; atzaru partrauc neidentificéta
oksidaze nevis citohroma c peroksidaze (Balodite et al., 2014).

Zmb6-cytB celmos novérojama paaugstinata citohroma d absorbcija salidzinot ar izejas
celmu, kas norada Zm6-cytB elektroni tiek novirziti vairak uz citohroma bd terminalo oksidazi,
neka sakotngja celma, un ka Z. mobilis citohroma bc; komplekss un citohroms bd ir lokalizeti
dazados elektronu transport€Sanas atzaros (Strazdina et al., 2012). Citohroma bc; ka elpoSanas
kedes strupcels ir atrodams arT dazas citas proteobakterijas: Gluconobacter oxydans (Hanke et
al., 2012) un Acetobacter spp (Sakurai et al., 2011), kur ar1 bc; nav skaidras funkcijas elektronu
transportéSana. Tomé&r zinama méra Sis komponent ietekmgjot fenotipu. G. oxydans celmam ar
bc; deficitu skaba vidé ir noveérojama samazinata augSana, savukart savvalas tipa gadijuma
qcrABC geni tiek pastiprinati ekspreséti ierobeZota skabekla apstaklos (Hanke et al., 2012).

Z. mobilis gadijuma mutantam celmam ar inaktivétu bc; kompleksa citohroma b

apakSvienibu ir arl izmainits elpoSanas fenotips, kas izpauzas ka (i) skabekla pat€rina
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antimicina rezistences palielinaSanas, (i) citohroma bd kin€tikas izmainas, kas saistitas ar
NADH reduceSanas izminam. (Strazdina et al., 2012) un (iii) paaugstinata elpoSanas skabekla
afinitate (Balodite et al., 2014). Tomér Z. mobilis bc; kompleksa inaktivacija butiski neietekmé
biomasas veidoSanos pie aerobas augSanas un protonu gradienta veidoSanas efektivitati (Rutkis

etal., 2014).

1.3.4. Citohroma c peroksidaze

Citohroma-c peroksidazes (CCP) ir plasi izplatita enzimu grupa, kas kataliz€ tidenraza
peroksida (H>0;) parveidoSanu tideni, izmantojot héma kofaktorus. CCP ir sastopami gan
eikariotos, gan prokariotos, bet katras grupas enzimi izmanto atSkirigu katalizes mehanismu
(Khademian and Imlay, 2017). Genoma sekvencu dati parada, ka CCP ir daudzas
gramnegativajas bakterijas, taCu nav sastopamas grampozitivajas bakt€rijas un arhejos. Tas
var€tu biit saistits ar periplazmatiska nodalijuma trukumu Sajos organismos (Atack and Kelly,
2006). Atskiriba no rauga CCP, kam ka kofaktors ir viens b-tipa héms, bakteriju CCP satur
vairakus c-tipa hémus. Lielaka dala bakteriju CCP ir periplazmatiski enzimi, kas satur divus
kovalenti saistitus c tipa hemus. Tomer ir atsevisSki CCP, kas satur tris hemu saistoSus motivus.
Dihéma CCP viens no divam h&éma molekulam darbojas ka peroksidacijas vieta. Otrais hems
nodroSina elektronu sanems$anu no elektronu donora molekulas. Elektroni tiek piesastiti no
citohroma c vai hinona un nodoti augsta potenciala hemam. P&c elektronu akceptéSanas augsta
potenciala héms tos nodod zema potenciala hemam un talak H>O» (Atack and Kelly, 2006) Lidz
ar to H2O» var kalpot ka elektronu transporta k&des terminalais elektronu akceptors (Minard
and Mcalister-Henn, 2001).

CCP enzimu fiziologiska loma ir mazak skaidra, 1paSi salidzinajuma ar citiem
peroksidazu enzimiem, piemé&ram, katalazi un alkilhidroperoksida reduktazi (Atack and Kelly
2007). E.coli §is periplazmatiskais enzims tiek inducéts tikai tad, ja ir H2O un nav molekulara
skabekla. Interesanti, ka tas nav 1pasi efektivs ka aizsargdjoSs enzims, bet, pateicoties ta
saistibai ar elpoSanas k&des hinoniem, tas lauj E. coli elpot, izmantojot H2O> ka anaerobo
elektronu akceptoru. CCP nav pietickami augsta aktivitate, lai aizsargatu citoplazmu no
eksogéna H2O,. Tomér tas sanem elektronus no elpoSanas k&des hinoniem, un ta plusmas
atrums aptuveni atbilst citiem anaerobo elektronu akceptoriem. CCP lauj E. coli augt uz
neferment€jama oglekla avota, kad tiek piegadats H>O,. Lidzigi noverojumi ir ar1 Salmonella

spp (Khademain & Imlay 2017).

20



Tiek uzskatits, ka bakteriju CCP aizsargad Siinas pret eksogéniem peroksida stresa
avotiem, nodro$inot membranas lipidu un proteinu integritati (Khademain and Imlay 2017).
Bez aizsardzibas pret oksidativo stresu ir izvirzitas vairakas CCP alternativas funkcijas.
Pieméram, Campylobacter jejuni CCP ir nepiecieSams calu kommensalai kolonizacijai
(Bingham-Ramos and Hendrixson, 2008), bet tas biitiski neveicina H,O, rezistenci. Tapat
Neisseria gonorrhoeae CCP nav nepiecieSams H>O» rezistencei, un citoplazmas katalaze ir
galvenais rezistences noteicosais faktors(Turner et al., 2003).

Z. mobilis citohroma ¢ peroksidazei ir kopiga homologija ar trihéma CCP un dihéma CCP
(Atack and Kelly, 2006). Tas aminoskabju sekvences garums vairak atbilst trihéma c
peroksidazu sekvences garumam. 44 — 57% no sekvences uzrada homologiju ar trihemu CCP
un atlikusie 39 — 43% ar dihému CCP. N terminalaja gala ir arT hidrofobs segments, kas
nodroSina integraciju iek$€ja membrana (Charoensuk et al 2011). Zymomonas mobilis
elposanas k&de CCP sanem elektronus no ubihinona nevis citohroma bc; (Balodite et al. 2014).
Balodite et al.(2014.) novéroja ar1 ka celmiem ar inaktivétu CCP kodg&joSo génu perC nav
ietekmes uz citohroma d reducéSanas kinétiku, un skabekla piesaisti membranas preparatos un
elposanas aktivitati, ka art H,O, izdaliSanos no $tinam. Kas liecina ka CCP Zymomonas mobilis
nepiedalas elektronu parnesé uz skabekli — ne tiesa veida, ne kombinacija ar iespgjamu elpcelu
H>0» genergjosu reakciju. Mutacija gan izraisija membranas NADH dehidrogenazes aktivitates
samazinasanos un pasliktinaja augosas kulturas izturibu pret eksogénu tidenraza peroksidu, kas
gan bija mazaka salidzinot ar katalazes deficita celmu, un kavéja aerobo augSanu. Charoensuk
et al. (2011) noveroja tremotolerantam celmam TISTR 548 péc CCP izslégSanas mutacijas ir
trauc€ta augSana paaugstinata temperatiira (37 un 39° C).

Regulacijas mehanismi Zymomonas mobilis nav skaidri. E. coli pie paaugstinata H>O»
tiek aktivéta OxyR. Paaugstinoties H,O», tas tiesi oksidé OxyR transkripcijas faktora sensoro
cistetna atlikumu, izraisot disulfida saites veidoSanos, kas ieslédz proteinu aktivizéta
konformacija (Lee et al., 2004). P&c tam OxyR aktivize aizsardzibas génu ekspresiju (Zheng et
al., 2001). Parsteidzosi ka, pat obligatos anaerobos sastopamas H>O> inducgjamas
aizsargreakcijas, ko medi€ vai nu ar OxyR, vai ar PerR (22-24). Zymomonas mobilis OxyR un

PerR homologas sekvences nav atrodams (Seo et al., 2005).

1.3.5. Fiziologiska loma

Zymomonas mobilis elpoSanas fiziologiska loma v&l joprojam nav pilniba noskaidrota.
Elektronu transporta kéde pie aerobiem apstakliem $aja mikroorganisma nenodroSina papildus

energijas veidoSanu un biomasas pieaugumu (Rutkis et al., 2014) NADH oksidacija
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nerezult€jas pietickama protonu gradienta veidosana, lai nodroSinatu ATP produkciju
eksponenciala augSanas faze. Tomér samazinot NADH/NAD" intracelularo attiecibu, elposanas
kéde nodroSina NAD" priek§ straujam glikolizes reakcijam un lidz ar to atraku glikozes
uznemsSanu no vides (Rutkis et al., 2016). L1dzigi noveérojumi ir ar1 Corynebacteria glutamicum
(Tsuge et al., 2015). Iesp€&jams oksidativa fosforiléSana kalpo ka energijas avots stacionara faze,
kad vide ir beigusies glikoze un fruktoze un akumil&jies etanols (Kalnenieks et al. 1993).
Etanols §ados apstaklos varétu tikt izmantots ka substrats, kas dabiskos apstaklos varetu biit
dala no Zymomonas mobilis dabiska dzives cikla. ElpoSanas kédes darbibas rezultata veidojas
arm inhib&josi metaboliti, ka acetaldehids, kurus bakterija var€tu izmantot konkur€joSo
mikroorganismu nomakSanai uz savas biomasas straujaka pieauguma r&kina (Kalnenieks
2006).

Zymomonas mobilis elpoSanas k&dei varétu bt ari citas papildus funkcijas. ElpoSanas
kéde iespgjams zinamu lomu Z. mobilis aizsardziba pret skabekla, augstas temperatiras,
inhibitoru un sals stresu (Charoensuk et al. 2011; Strazdina et al 2012). Zymomonas mobilis
neuzrada izteiktas elpoSanas k&des un oksidativa stresa atbildes reakcijas komponentu izmainas
reagéjot uz dazadiem aeracijas limeniem. Regulacija attieciba uz $So komponentu génu
ekspresiju ir maz izprasta atSkiras no visparpienemtajiem gramnegativo fakultativo anaerobu
mehanismiem(Yang et al 2009; Strazdina et al. 2012). Pieméram, bakt&rijas genomam triikst
oxyR un soxR génu homologu (Seo et al. 2005). Iesp&jams regulacija iesaistiti alternativais
sigma faktors rpoH (ZMO 0749), MerR saimes regulators (ZMO 1121) (Yang et al., 2009).

Izprotot elposSanas keédes nozimi un regulaciju butu iesp&€jams labaak pielagot Z.mobilis
nepiecieSamajiem industrialajiem pielietojumiem. Ar elpo$nas k&édes genétiskas inzinierijas
palidzibu ir iesp&jams mainit energijas razoSanas efektivitati un intracelularo redoks stavokli
un tadgjadi ietekmét galvenos bioprocesa parametrus: Stinu biomasu, produktivitati un stresa
izturibu (Kalnenieks et al., 2019). Samazinot oksidativas fosforiléSanas efektivitati iesp&jams
veicinat fermentativu procesu straujaku norisi, oksidétaku produktu veidoSanu, bez liekas
biomasas uzkraSanas. Savukart uzlabojot oksidativas fosforiléSanas efektivitati iesp&ams
panakt lielaku biomasu, kas lietderigi, ja vélamais produkts uzkrajas inrtacelulari (Kalnenieks
et al., 2019). Lai mérktiecigi pielietotu elpoSanas kédes metabolisko inZenieriju, ir svarigi
izprast elektronu transporta komponentu aktivitates regulaciju stresa apstaklos, kas Zymomonas

mobilis gadijuma ir maz pétita probléma.
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Plazmidas un bakteériju celmi

Darbam izmantotas 2.1.1.tabula noraditas plazmidas. Plazmida NowGFP/pQE30 tika
izmantota zala fluorescenta proteina (engineered green fluorescent protein, EGFP) klon&Sanai
ar PCR. Péc tam plazmida pBBRMC-2 starp restrikcijas saitiem EcoRI un HindlIII ieligéts ar
PCR klonétais EGFP un izveidota plazmida pPBBR-EGFP. Talak pPBBR-EGFP starp restrikcijas
saitiem BamHI un EcoRI ieligéti ar PCR klonéti Z. mobilis promoteri.

2.1.1. tabula
Darba izmantas plazmidas
Table 2.1.1.

Plasmids used in study

Plazmida Raksturojums Izcelsme
pBBRIMCS-2 Vektora plazmida ar kanamicina rezistences Laboratorijas kolekcija
génu (kan" ), multiplo klongSanas saitu.
pQE-eGFP pQE-30 plazmida ar 720 bp garu EGFP génu BMC kolekcija

kodgjoso insertu multiplaja klon€Sanas saita.
Izmantota EGFP kloneSanai ar PCR.

pBBR-EGFP No pBBRIMCS-2 atvasinata plazmida ar 720 Konkrétais darbs
bp garu zala fluorescenta proteina (engineered
green fluorescent protein, EGFP)kodgjoso
sekvenci ievietotu multiplaja kloneSanas
regiona starp EcoRI un HindlII restrikcijas

saitiem.
pBBR:Pndh- No pBBR-EGFP atvasinata plazmida, kas Konkrétais darbs
EGFP satur ar PCR amplificetu II tipa NADH

dehidrogenazes géna(ndh, ZZ6 0213)
promotera regionu 264 bp gara DNS sekvencé
starp BamHI un EcoRI restrikcijas saitiem.

pBBR:Pbc;- No pBBR-EGFP atvasinata plazmida, kas Konkrétais darbs

EGFP satur ar PCR amplific€tu citohroma bc; génu
(cvtAB, 726 0349, 276 0348,776 0347)

promotera regionu 228 bp gara DNS sekvencé
starp BamHI un EcoRI restrikcijas saitiem.

pBBR:Pbd- No pBBR-EGFP atvasinata plazmida, kas Konkrétais darbs
EGFP satur ar PCR amplificétu citohroma bd
géna(cydAB, ZZ6 1532) promotera regionu
763 bp gara DNS sekvencé starp BamHI un
EcoRlI restrikcijas saitiem.

pBBR:PperC- No pBBR-EGFP atvasinata plazmida, kas Konkrétais darbs
EGFP satur ar PCR amplificétu citohroma ¢
peroksidazes géna(perC, ZZ6 0192)
promotera regionu 423 bp gara DNS sekvencé
starp BamHI un EcoRlI restrikcijas saitiem
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Darba izmantoto mikroorganismu celmi noraditi 2.1.2. tabula. E. coli DH5a Stinas veikta
plazmidu pavairoSana un rekombinanto plazmidu atlasiSana. Z. mobilis Zm6, Zm6-ndh un
Zm6-cat celmos talak ieporétas pPBBR-EGFP plazmida un tas atvasinajumi ar elpoSanas k&des
proteinu promoteriem, un veikta promoteru ekspresijas izmainu detekt€Sana, izmantojot EGFP
reportiergéna sist€ému, pie eksperimenta izmantotajoem augSanas apstakliem.

2.1.2. tabula
Darba izmantotie mikroorganismu celmi
Table 2.1.2.

Strains of microorganisms used in study

Celms Raksturojums Izcelsme
Zmb6 Zymomonas mobilis 1zejas celms Amerikas kultiiru
kolekcija ATCC 29191
Zm6-ndh Zm6 celms ar NADH dehidrogenazes géna (Kalnenieks et al.,
ndh (226 _RS01100) ievietotu hloramfenikola 2008)

rezistences determinantu, Cm"

Zmb6-cat Zm6 celms ar katalazes géna cat (ZMO 0918) | (Strazdina et al., 2012)
ievietotu hloramfenikola rezistences
determinantu, Cm"
Escherichia coli Izmantotas kompotentas Siinas. Thermo Scientific,

DH5a ASV

2.2. KultivéSana

Zymomonas mobilis celmus kultivéja Zm barotng, ar pH 5,8, kuras sastavs noradits 2.2.1.
tabula. S€jmaterialam kultiiras audz€tas barotnei atrodoties stacionari, bez kratiSanas jeb
mikroaerofilos apstaklos 0,5-50 ml tilpuma termostata pie 30°C.

Eksperimenta laika, lai noteiktu augSanas liknes pie ODsso un membranu preparatu
pagatavoSanai NADH dehidrogenazes aktivitates merjjumiem kultiras audzetas aerobos
apstaklos, uz kratitaja ar 100 apgriezieniem/min pie 30°C attiecigi 100 ml un 250 ml koniskajas
kolbas ar 15 ml un 100 ml barotnes. Kulttiram sakotng&jais ODss0 atbilda 0,65.

2.2.1. tabula

Zm barotne
Table 2.2.1.
Zm growth medium
Sastavdala Koncetracija
Glikoze 50 g/l
Rauga ekstrakts 5¢g/1
KH>PO4 1 g/l
(NH4)SO4 1 g/l
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| MgSO4 7H20 | 0,5 g/l |
Papildus pievienotas antibiotikas, atkariba no celma un plazmidas. Z. mobilis celmiem ar

pBBRMC?2 un no tas atvasinatajam plazmidam pievienoja kanamicinu (310 pg/ml). Zm6 — ndh
un Zm6 — cat papildus pievienoja hloramfenikolu(120 pg/ml).
Elektroporacijas metode tika izmantota RM barotne, kutas sastavs noradits 2.2.2. tabula.

2.2.2. tabula

RM barotne
Table 2.2.2.
RM growth medium
Sastavdala Koncetracija
Glikoze 20 g/l
Rauga ekstrakts 10 g/l
KH2PO4 2g/1

Agarizetajai RM barotnei pievienoja agaru(20 g/l) un antibiotikas — kanamicinu (310
pg/ml) un hloramfenikolu (120 pg/ml) atkariba no izolgjama bakteriju celma.
Escherichia coli audzgSanai izmantoja LB (Luria Broth) barotni, kuras sastavs noradits

2.2.3. tabula.

2.2.3. tabula
LB barotne
Table 2.2.3.
LB growth medium
Sastavdala Koncetracija
Triptons 10 g/l
Rauga ekstrakts 5¢g/1
NaCl 10 g/l

E.coli tika audz€tas kratitaja ar 200 apgr./min pie 37°C. Plazmidas saturosajiem E. coli
celmiem pievienoja kanamicinu ar gala koncentraciju 60 pg/ml. Agariz€tajai LB barotnei
pievienoja agaru (20 g/1).

Kompotentu E. coli DH5a iegtiSana izmantoja SOC barotni, kuras sastavs noradits 2.2.4.

tabula.
2.2.4. tabula
SOC barotne
Table 2.2.4.
SOC growth medium
Sastavdala Koncentracija
Triptons 20 g/l
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NaCl 0.5 g/l
Rauga ekstrakts 5¢g/l
KClI 1,9 g/l

Ilgstosai Z.mobilis un E. coli glabasanai izmantoja glicerina barotnes, kuru pagatavosana

noradita 2.2.5. tabula.

2.2.5. tabula

Bakteriju glicerina kultiru pagatavoSana
Table 2.2.5.

Glycerin bacterial growth medium preparation

Zymomonas mobilis

Escherichia coli

1. Audze baktérijas 30 ml Zm barotné pa
nakti.

2. legiito kultiiru centrifiigé 10 min pie 5000
apgr./min. Supernatantu nolej.

3. Nogulsnes resuspendé 1,5 ml Zm
barotnes, kurai pievienoti 500 pl 50%
glicerna un 40 ul 50% glikozes.

4. 30 min inkubg istabas temperatiira.

5. Uzglaba pie -80 °C.

1. Audze bakterijas 30 ml LB barotné pa
nakti.

2. legiito kultiiru centrifigé 10 min pie 5000
apgr./min. Supernatantu nole;.

3. Nogulsnes resuspendé 1 ml LB barotnes,
kurai pievienoti 450 ul 50% glicerina.

4. 30 min inkubg istabas temperatiira.

5. Uzglaba pie -80 °C.

2.3. Reagenti

2.3.1. tabula
Izmantotie reagenti
Table 2.3.1.

Reagents used in study

Reagenti RazZotajs
(NH4)SO4 Sigma, Vacija
100 bp Plus DNA Ladder (DNS markieris) Thermo Scientific, ASV
Agaroze Sigma, Vacija
CaCl, Sigma, Vacija
Cianids Sigma, Vacija

DNA Loading dye (krasviela paraugu
ieneSanai elektroforézes gela),

Thermo Scientific, ASV

dNTP, Taq polimeraze,

Thermo Scientific, ASV

EDTA Sigma, Vacija
Etanols Jaunpagasts Plus, Latvija
Etikskabe Sigma, Vacija
Etidija bromids Sigma, Vacija
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Fenols

Sigma, Vacija

Glicerins Sigma, Vacija
Glikoze Sigma, Vacija
Hloramfenikols Sigma, Vacija
Kanamicins, Sigma, Vacija
KCl Sigma, Vacija
KH>PO4 Sigma, Vacija
Lizozims Sigma, Vacija
MgCl2, Thermo Scientific, ASV
MgSO4 x TH2O Sigma, Vacija
NaxCOs Sigma, Vacija
NaxSO3 Sigma, Vacija
NaCl Sigma, Vacija
NADH Sigma, Vacija
NaOH Sigma, Vacija

Natrija dodecilsulfats (SDS)

Sigma, Vacija

Proteinaze K,

Thermo Scientific, ASV

produktu attiriSanai)

QIlAquick Purification Kit (komplekts PCR

Qiagen, Vacija

plazmidu izdaliSanai).

QlAquick Spin Miniprep Kit (komplekts

Qiagen, Vacija

Rauga ekstrakts Sigma, Vacija
Taq buferis, Thermo Scientific, ASV
Trietanolamins Sigma, Vacija
Triptons Sigma, Vacija
Tris baze Sigma, Vacija
Ubihinons Q1 Sigma, Vacija

2.3.2. tabula

Darba izmantoto buferSkidumu sastavs

Table 2.3.2.

Composition of buffer solutions used in study

Nosaukums

Sastavs

0,1 M CaCl; buferis

1,47 g CaClxx2H>0 iz8kidina 100 ml H>O

0,1 M KH>PO4 buferis

13,61 g KH>POy4 pievieno 800 ml H>O; ar 6N KOH titré lidz pH 7

pH 7 un uzpilda ar H>O lidz 1000 ml

30 mM TrisHCI buferis | 2,36 g Tris-HCI pievieno 400 ml H>O; titré ar 6 N KOH lidz pH
pH 8,5 8,5 un uzpilda ar H>O lidz 500 ml

50x TAE (Tris- | 48,4 g Tris bazei pievieno 11,42 ml etikskabi, 20 ml 0,5 M EDTA
acetatEDTA) buferis un uzpilda ar H>O lidz 200 ml

10%  SDS  (natrija | 10 g SDS un uzpilda ar H>O Iidz 100 ml

dodecilsulfats)

PKLB (proteinazes K
lizes buferis)

50 ul 2 M Tris-ClI (pH 8) sajauc ar 500 pl 0,5 M EDTA un 400 pl
5 M NaCl. Uzpilda ar H>0 Iidz 10 ml
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2.4.1. tabula

2.4. Materiali

Izmantota aparatiira un tas razotaji.

Table 2.4.1.

Equipment used and their producer.

Iekarta Modelis RaZotajs
Autoklavs 2100 Classic Prestige Medical, Lielbritanija
Centrifuigas 7383 K Hermle laborotechnik GmbH,
Vacija
1-16 Sigma, Vacija
Fuge-Vortex Labotek, Vacija

Sorwall wX+ Ultra series

Thermo Scientific, ASV

Elektroforézes apatats

EPS 301 Power Supply

Amersham pharmacia
biotech, Lielbritanija

Elektroporacijas aparats

MicroPulser

Bio-Rad, ASV

Kratitajs

Orbital Shaker — Incubator
ES-20

Biosan, Latvija

Laboratorijas svari ABT 120-4M KERN & Sohn GmbH, Vacija
Ledusskapis SANTO Elektrolux, Zviedrija
MikroplaSu lasitajs Tecan infinite 200Pro Tecan Group Ltd., Sveice
Mikrovilnu krasns G2712NR Samsung, Dienvidkoreja
PCR aparats ProFlex™ 3 x 32-well | Thermo Scientific, ASV

PCR System
pH metrs PHMS83 AUTOCAL Radiometer, Danija
Polarografs PHM73 Radiometer, Danija
Spektofotometrs NanoDrop 2000c Thermo Scientific, ASV
Termobloks Thermo block TDB - 120 | Biosan, Latvija
Termostats BT120 Labaratorni Pristroje Praha,

Cehija

Ultraskanas dezintagrators

UP 200s

Dr. Hielscher GmbH, Vacija

2.4.2. tabula

Izmantotie materiali un to razotajs.

Table 2.4.2.

Materials used and their producer.

zema blivuma polietiléns

Materials Raksturojums RazZotajs

Automatiskas pipetes 0,1-2,5ul Eppendorf, Vacija
10-100pul Eppendorf, Vacija
0,2-2ul Thermo Scientific, ASV
2-20ul Thermo Scientific, ASV
100-1000pul Thermo Scientific, ASV
0,5-10ul Sartorius, Vacija
500-5000ul Sartorius, Vacija

Automatisko pipesu uzgali 0,1 —10 puL, 250 uL, 1000 | Sarstedt, Vacija
pL, 10 mL
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Elektroporacijas kivetes 0,2 cm Sigma-Aldrich, Vacija

Petri plates Zema blivuma polietiléns | Sarstedt, Vacija

Plazmidu attiriSanas kolonnas | QIAprep Spin Miniprep | Qiagen, Vacija

Kit

Laboratorijas trauki Stikla trauki-kolbas,

varglazes, mégenes
Mercilindri

Stobrini 50 ml; 30ml; 2,0 ml; 1,5 | Sarstedt, Vacija

ml; 0,2ml

A

10.

11.
12.
13.
14.
15.

2.5. Zymomonas mobilis genomiskas DNS izdali§ana

DNS izdaliSana veikta p&c (Sambrook et al. 1989):

Stobrina iepilda 1,5 ml kultiiras un centrifugé pie 13000 apgr./min 1 min.

Supernatantu nolej un nogulsnes resuspendé 1 ml TE bufera.

Centrifuge pie 13000 apgr./min 1 min.

Suprnatantu nolej un nogulsnes resuspendé 200 ul LZ bufera.

Pievieno 20 pl lizozima ar koncentraciju 50 mg/ml un inkubg€ 15 min pie 37°C.

P&c inkubacijas beigadm pievieno 200 pl PKLB, 30 pl 10% SDS un 1 pl proteinkinazi K
ar koncentraciju 20 mg/ml.

Inkubg 1 h pie 50 — 55°C, regulari maisa invertgjot.

Pievieno 600 pl fenola un intensivi samaisa, lai iegiitu stabilu emulsiju.

Centriugg pie 3000 apgr./min 5 min.

Parauga augs€jo fazi parnes sterila stobrina un pievieno 80 pl SM NaCl un 800 pl 96%
etanola. Samaisa invertgjot.

Izgulsnéto DNS ar pipeti parnes jauna stobrina.

Skalo ar 800 pul 70% etanolu.

Centrifuge pie 6500 apgr./min 5 min.

Supernatantu nolej un nogulsnes zave, stobrinu invert&jot uz filtrpapira.

Nogulsnes izskidina 100 — 200 pl tidens.

2.6. Polimerazes kédes reakcija

Reakcijas maistjums, ar kopgjo tilpumu 10 pl, tika pagatavots 200 pl mikromégenes pec

2.6.1. tabula noraditajam sastavdalam, izmantojot 2.6.3. tabula noraditos praimerus.

Polimerazes kédes reakcija (polymerase chain reaction, PCR) tika veikta péc 2.6.2. tabula

noraditas programmas.

2.6.1. tabula
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PCR reakcijas maisijuma komponenti

Table 2.6.1.
Components used for PCR
Komponents Koncentracija Tilpums (ul) Gala koncentracija
PCR buferis 10x 1 1x
TieSais praimeris 10 uM 0,1 0,2 uM
Atgriezeniskais 10 uM 0,1 0,2 uM
praimeris
MgCL, 25 mM 0,8 2 mM
dNTP 10 mM 0,2 200 uM
Taq polimeraze 5U/ul 0,14 0,07 U/ ul
H>O 7.3
DNS 0,36
2.6.2. tabula
PCR programmas iestatijumi
Table 2.6.2.
Setings for PCR
1.stadija 2.stadija(35 cikli) 3.stadij
a
Sakuma Denaturacij | Praimeru | Elongacij | Beigu | Uzglabasan
denaturacija a piesaiste a elogacij a
a
Temperati 95 95 57 72 72 4,0
ra, °C
Laiks, min 3:00 0:30 0:30 1:30 10:00 00
2.6.3. tabula
Izmantotie PCR praimeri, sekvencg pasvitrots restrikcijas saits
Table 2.6.3.
PCR primers used, restriction site is underlined
Praimera Sekvence (5’ - 3°) Restrikcijas
nosaukums saits
EGFP_F ATACGGATCCACCGGTCGAATTCATGGTGA EcoRI
EGFP R TCCGCGGGAAAGCTTTTACTTGTACAGCTC HindIII
perC F CCGATGAATGGGATCCATAAGACCTTTTCC BamHI
perC R AGCCTTGATATTCATGAATTCGTGCTTGCC EcoRI
bel F TTGTTCTGGCTATGGATCCTGAGCCTAGAT BamHI
bel R TTCGCTATTCTTCATGAATTCTGACGAACC EcoRI
bd_F GGTGGAAATGGATCCGTCGCTTCAACCTTT BamHI
bd R CGCATCTGGTACCATGAATTCGGCTCCGTC EcoRI
Ndh_F GGTTTGTGGATCCATAACCCATATTGACGG BamHI
Ndh R GACATGAATTCCCTCTATTCTCTTCCAAGC EcoRI
Ppdc_ndh_fwd ATTTCCATTCGCCATTCAGG
Ppdc _ndh_rev CACTTTATGCTTCCGGCTCG
Catl AAGAGGGATCCTATGACTAGACCCAATCTT
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| Cat2 | GAAGCAGCAAGCTTTATAACAGGCTATCGG |

2.7. Elektroforéze agarozes gela

Pagatavoja 0,8% agarozes g€lu — 0,4 g agarozes atSkaida 50 ml 1 x TAE buferSkiduma
un uzsilddija mikrovilpu krasni. Atdzesgja lidz 40°C un pievienoja 4 pl etidija bromidu. Gelu
ielgja elektroforézes géla forma un ievietoja kemmiti. P&c géla sacietéSanas iznéma kemmiti,
ievietoja elektroforézes kamera un parklaja ar 1x TAE buferi. Bedrites iepildija 10 pl parauga,
kuram pievienots 1 pul 1x Loading Dye. Viena no bedriteém pievienoja DNS markieri, lai

noteiktu paraugu DNS fragmentu izmerus. Elektroforézi veica pie 120 V, 80 mA uz 1h.

2.8. PCR produkta attiriSana

Ar PCR klon&to DNS produktu attirisanu veica peéc QIAGEN QIlAquick Purification Kit

Protocol Handbook 2006:

1. PCR produktam pievieno PB buferi, lai tilpuma attieciba PCR produktam pret buferi butu
1:5.

2. leguto produktu parnes uz 2 ml QIAquick spin kolonu un centrifiigé 1 min pie 13000
apgr./min.

3. Iznem membranu, transudatu izlej no kolonas un ievieto membranu atpakal stobrina.
Pievieno 750 pul PE bufera.

4. Kolonu centriftigé 1 min pie 13000 apgr./min. Iznem membranu, nolej transudatu, ievieto
membranu atpakal stobrina. Atkarto So soli otrreiz.

5. Parlieck membranu sterila 1,5 ml mikrom&gené. Pievieno 40 ul EB bufera, lai eluétu DNS
no membranas, un inkub& 1 min.

6. Centriftugé mikrom&geni ar membranu 1 min pie 13000 apgr./min.

2.9. Plazmidu un PCR produktu restrikcija

pBBR-EGFP plazmidas iegiiSanai izmantoja 2.9.1. tabula noraditos reakcijas maisijumus.
No pBBR-EGFP atvasinato plazmidu pBBR:Pndh-EGFP, pBBR:Pbc;-EGFP, pBBR:Pbd-
EGFP, pBBR:PperC-EGFP iegiisanai izmantoja 2.9.2. tabula noraditos reakcijas maisijumus.

Restrikcijas maistjumi tika inkubéti 2 h 37 °C, lai veicinatu restrikcijas enzimu darbibu.
P&c tam, lai inaktivetu restrikcijas enzimus, temperatiiru paaugstinaja lidz 80 °C un maisijumu
inkubg&ja 20 min. P&c atdzes€Sanas plazmidas restrikcijas maisijumam pievienoja 3 ul sarmainas
fostatazes (shrimp alkaline phosphatase, SAP), kas nover§ plazmidas pasligéSanos. Reakcijas

maisjjumu ar SAP inkub&ja 30 min 37 °C, lai veicinatu SAP enzima darbibu, un p&c tam
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inaktiv€ja uzkars€jot 11dz 75 °C un paturot 5 min. Talak iegiitos restrikcijas produktus attirija

péc protokola, kas paredzets arm1 PCR produktu attiriSanai.

2.9.1. tabula

Restrikcijas maisijumi pPBBR-EGFP iegiisanai

Table 2.9.1.
Restriction enzyme mixtures for making pBBR-EGFP
pBBRMC-2 Ar PCR klonetais EGFP
Koncentracija Tilpums Gala Koncentracija Tilpums Gala
daudzums daudzums
Buferis 10x 20 ul 2x 10x 14 pl 2x
Tango
Restriktaze 10 U/ul 3ul 30U 10 U/ul 3ul 30U
EcoRI
Restriktaze 10 U/ul 3ul 30U 10 U/ul 3ul 30U
HindIII
DNS 165 ng/ul 24 ul 3960 ng 130 ng/pul 30 ul 3900 ng
H:0 50 pl 20 pl
Kopéjais 100 pl 70 pul
tilpums
2.9.2. tabula

Restrikcijas maistjumi no pPBBR-EGFP atvasinato plazmidu iegtiSanai

Table 2.9.2.
Restriction enzyme mixtures for making plasmids derived from pBBR-EGFP
pBBR-EGFP2 Ar PCR klonétais promoters
Koncentracija Tilpums Gala Koncentracija Tilpums Gala
daudzums daudzums
Buferis 10x 10 pl Ix 10x 7 ul 1x
EcoRI
Restriktaze | 10 U/ul 2 ul 20U 10 U/pl 2 ul 20U
EcoRI
Restriktaze | 10 U/ul 2 ul 20U 10 U/ul 2 ul 20U
BamHI
DNS ~120 ng/ul 30 ul ~4000 ng | ~85 ng/ul 35 ul ~3000 ng
H:0 56 ul 24 ul
Kopgjais 100 pl 70 ul
tilpums
2.10. Ligesana

Lai ar PCR klonéto DNS fragmentu, EGFP vai promoteru, rekombin&tu attiecigaja

plazmida, péc restrikcijas tika veikta ligéSana. Lig€Sanas reakcijas maisijjumu sastavs aprakstits
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2.10.1. tabula. Tika variéti plazmidas un PCR produktu daudzumi un attieciba, ka arT tika veikta

plazmidas pasligésanas kontrole. Reakcijas maisijumus inkubgja 2,5 h istabas temperatiira.

2.10.1.. tabula

Lig€Sanas maisijuma sastavs

Table 2.10.1.

Components used for ligation mixture

Pasligesanas
Reagenti 1.variants 2. variants parbaude
Plazmida 3ul 3ul 3ul
PCR produkts 3l 6 ul -
T4 DNS ligaze 0,2 pl 0,2 pl 0,2 ul
Ligazes buferis 10x 2l 2l 2 ul
H20 11,8 pl 8,8 ul 14,8 ul
Kopéjais tilpums 20 pl 20 pl 20 pl

—

® 2 kWD

10.
11.
12.
13.
14.

15.

2.11. Kompotentu Escherichia coli DHSa transformacija

Eschericihia coli transformacija tika veikta peéc Mandel and Higa, (1970):
E. coli DH5a audze 5 ml LB barotnes pa nakti, kratitaja 37 °C
50 pl no nakts kulttiras pievieno stobrina ar 5 ml LB barotni un audze 2 h kratitaja 37 °C.
Stobrinu ar paraugu centrifiigé 10 min pie 5000 apgr./min.
Nogulsnes izskidina 10 ml atdzeséta, sterila 100mM CaClo.
Paraugu centrifiigé 10 min pie 5000 apgr./min.
Nogulsnes izskidina 500 pl atdzeséta, sterila 100mM CaCl,.
Paraugu novieto uz ledus un inkubg 2 h pie 0 °C.
100 ul E. coli $tinu suspensiju parnes uz mikromégeném, pievieno 5- 10 ul ligéSanas miksa
un inkub€ uz ledus 30 min.
Paraugu 1 min silda 42 °C
Paraugu parvieto uz ledus un atdzes€ pie 0 °C 2 min.
Paraugam pievieno 900 pl siltas SOC barotnes.
Paraugu parvieto kratitaja 37 °C uz 1 h.
Stobrinus ar paraugu centriftigé 1 min pie 13000 apgr./min, supernatantu nole;.
Nogulsnes ar pipeti resuspend€ atlikusaja supenratanta un parnes uz Petri plati ar agarizétu
LB barotni, kurai pievienotas antibiotikas transform&to Siinu selekcijai. pBBRMC-2
plazmidas un tas atvasinajumu gadijuma kanamicinu (koncentracija 60 mg/ml).

Petri plates inkubg termostata 37 °C 1-2 dienas.
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2.12. Plazmidu izdali§ana

Plazmidu izdaliSana veikta péc QIAGEN Bench Protocol: QIAprep Spin Miniprep Kit
Using a Microcentrifuge 2005, kas balstita uz (Birnboim and Doly, 1979):
1. Pa nakti audz&to kultiru centrifigé 1min pie 13000 apgr./min. Supernatantu nole;j.

2. Nogulsném pievieno 250 pl P1 bufera un vortekse lidz nogulsnes 1z8kist.

(98]

Suspensijai pievieno 250 pl P2 bufera un samaisa Stipojot 3 min, Iidz paraugs iekrasojas
zils.

Pievieno 350 pl N3 bufera un samaisa Stipojot aptuveni 6 reizes, [idz izzud zilais krasojums.
Paraugu centrifiigé 1 min pie 13000 apgr./min.

Supernatantu parnes uz QIAprep spin kolonnu un centrifigeé 1 min pie 13000 apgr./min.
Iznem membranu, nolej transudatu, membranu ievieto atpakal stobrina.

Pievieno 750 pul PE bufera un centriftig€ 1 min pie 13000 apgr./min.

° ®» N n bk

Iznem membranu, nolej transudatu, membranu ievieto atpakal stobrina.

10. Atkartoti centrifiigé paraugu 1 min pie 13000 apgr./min.

11. Membranu parvieto uz sterilu 1,5 ml mikromégeni un pievieno 40 ul EB bufera. Inkubg 1
min.

12. Plazmidas DNS eluacijai centrifligé mikromégeni ar membranu 1 min 13000 apgr./min.

2.13. Plazmidu parbaude ar restrikcijas metodi

Lai parbauditu vai plazmidas konstrukti ir atbilstosi izveidoti, tika veikta to parbaude ar
restrikcijas metodi. Visi reakcijas maistjumi inkubéti 37 °C 2 h pirms iegiito DNS fragmentu
garumi parbauditi uz agarozes géla elektroforézes.

Plazmidas pBBR-EGFP parbaudei tika izmantoti 2.13.1. tabula noraditie reakcijas
maisjjumi.

2.13.1. tabula
pBBR-EGFP plazmidas restrikcijas parbaudei izmantotie reakcijas maistijumi
Table 2.13.1.

Components used for plasmid pPBBR-EGFP examination with restriction enzymes

Reagenti 1. maisijums 2. maisijums
Plazmida 6 ul 6 ul
Restriktazes HindIII 0,5 pl BamHI 0,5 pl
EcoRI 0,5 pl -
Buferis Tango 10x 2 pl BamHI 1 pl
H:0 1 pl 2,2 ul
Kopgjais tilpums 10 pl 10 pl
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1. maisijuma reakcija plazmida tika sagriezta 2 fragmentos. Starp EcoRI un HindIII
restrikcijas saitiem atrodas 720 bp gara EGFP kodgjosa sekvence, kuru izgrieZot palika 5130
bp gar§ pPBBRMC-2 plazmidas fragments. 2. maisijuma reakcija pBBR-EGFP plazmida tika
pargriezta BamHI restrikcijas saita un iegiits 5858 bp garS fragments.
no pBBR-EGFP atvasinato plazmidu pBBR:Pndh-EGFP,
pBBR:Pbc;-EGFP, pBBR:Pbd-EGFP, pBBR:PperC-EGFP, parbaudei aprakstiti 2.13.2.tabula.

Reakcijas maistjumi

2.13.2. tabula

pBBR:Pndh-EGFP, pBBR:Pbc;-EGFP, pBBR:Phd-EGFP, pBBR:PperC-EGFP, plazmidu

restrikcijas parbaudei izmantotie reakcijas maisijumi

Table 2.13.2.

Components used pPBBR:Prndh-EGFP, pBBR:Pbc;-EGFP, pBBR:Pbd-EGFP, pBBR:PperC-

EGFP plasmid examination with restriction enzymes

Reagenti 1. maisijums 2. maisijums 3. maisijums
Plazmida Sul Sul Sul
Restriktazes BamHI 0,5 pl BamHI 0,5 pl BamHI 0,5 pl
EcoRI 0,5 pl HindIII 0,5 pl -
Buferis BamHI 1 ul 1 ul 1 pl
H:0 3ul 3ul 3,5 ul
Kopéjais tilpums 10 pl 10 pl 10 pl

1. maisijuma reakcija no plazmidam pBBR:Pndh-EGFP, pBBR:PperC-EGFP,
pBBR:Pbhc;-EGFP, pBBR:Pbd-EGFP tika izgrieztas starp restrikcijas saitiem BamHI un EcoRI
esosas promotera sekvences. 2. maisijuma reakcija no plazmidam tika izgrieztas starp
restrikcijas saitiem BamHI un HindIII atrodoamas promotera sekvences ar péc tam sekojoso
EGFP sekvenci. 3. maisijuma reakcija plazmidas tika pargrieztas BamHI restrikcijas saita un
iegiita linearizeta plazmida. Iegiito DNS fragmentu garumi apkopoti 2.13.3. tabula.

2.13.3. tabula

Plazmidu restrikcijas enzimu parbaudg iegiito fragmentu garumi

Table 2.13.3.

DNA fragment lengths from examination with restriction enzymes

Plazmida 1. maistjums 2. maistjums 3.maistjums
e  Promoters e  Promoters+tEGFP ® Linearizéta
e pBBR-EGFP e pBBRMC-2 plazmida
pBBR:Pndh- e 266Dbp e 992Dbp e 6106bp
EGFP e 5840 bp e 5114bp
pBBR:PperC- o 427bp e 1153bp e 06267 bp
EGFP e 5840 bp e 5114bp
pBBR:Pbc;- o 224bp e 950bp e 06064 bp
EGFP e 5840 bp e 5114bp
pBBR:Pbd-EGFP e 763 bp e 1489 bp e 6603 bp
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| e 5840bp | e S1l4bp | |

2.14. Zymomonas mobilis transformacija ar elektroporacijas metodi

Zymomonas mobilis celmu transformacija ar elektroporacijas metodi tika veikta péc (Zou

etal., 2012):

1.  Kultiiru pa nakti audzé RM barotné pie 30°C termostata.

2. Pars€j RM barotné ar 2% glikozi, lai sakuma ODego btitu 0,13 - 0,20.

3. Kultiiru audze lidz ODsoo sasniedz 0,3 - 0,45 pie 30°C termostata.

4.  Paraugu centrifugg€ pie 6000 apgr./min 10 min.

5. Supernatantu nolej un nogulsnes resuspendé 10 ml atdzeseta, sterila tideni.

6.  Centrifuge pie 6000 apgr./min 10 min.

7. Supernatantu nolej un nogulsnes resuspendé sterila fideni, 100 reizes koncentr&jot no
sakotngja audzeSanas tilpuma.

8.  Paraugu iepilda stobrinos, katra stobrina 150 pl un novieto uz ledus.

9.  Paraugam pievieno plazmidu, kuras daudzums vari€é atkariba no plazmidas
koncentracijas.

10. Atdzeséta 0,2 cm elektroporacijas kivete ienes parauga un plazmidas suspensiju.

11. Veic elektroporaciju pie 2,5 kV 0,5 s.

12.  Pievieno 850 pl siltas RM barotnes un paraugu parnes sterila stobrina.

13.  Kultturu audze 24 h pie 30 °C termostata.

14. Paraugu centrifuge pie 13000 apgr./min 1 min.

15. Supernatantu nolej un nogulsnes ar pipetes uzgali resuspendg.

16. Transforméas Stnas (50 pl) uzs€j uz Peri plates ar agarizétu RM barotni, kurai pievienotas
atbilstosas antibiotikas — kanamicins (310 pg/ml) un hloramfenikols (120 pg/ml)

17. Kultiiru audze 3-5 diennaktis pie 30°C termostata.

2.15. Siinu biomasas mériSana

Stinu biomasas koncentraciju noteica ar spektrofotometru pie 600 nm un 550 nm vilnu

garumiem. Paraugu atSkaidija 10 vai 100 reizes, lai OD biitu robezas no 0,1 Iidz 1, jo Saja

diapazona ir cieSa korelacija starp Stnu masas koncentraciju un OD. Siinu sausnes

aprékinasanai nosaka attiecibu ar OD, veidojot standart Skidumus ar noteiktu OD un tilpumu,

pec tam izzavejot un nosverot. Izmantotajam spektrofotometram NanoDrop 2000c 1 OD pie

550 nm vilnu garuma atbilst 0.203 mg sausnes uz 1 ml.
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2.16. Fluorescences mérijumi

Naktskultiras parsgja svaiga Zm barotn€ ar celmam un plazmidai atbilstoSam
antibiotikam, lai ODesoo mikroplaSu lasitaja atbilstu sakotngjai koncentracijai 0,2. Sals un
etanola stresa apstaklu radiSanai barotn€ ieprieks pievienoja NaCl, lai gala koncentracija biitu
0.225 M, un etanolu, lai gala koncentracija biitu 6 %. legtitos maisijumus parnesa 96 bedeisu
platg, katra bedrité pa 200 ul. Mikroplasu lasitaja kulttras audz€ja 15 stundas pie 30 °C, veicot
OD un fluorescences mérjjumus ik péc 11 mintitém ar kratiSanas rezimu 460 s un 1 min
gaidiSanas laiku. OD mérfjumu veica pie 600 nm, fluorescences ierosinasanas vilna garums bija
475 nm un emisiju mérija piec 510 nm. Audz&Sana veikta 8 biologiskajos atkartojaumos
apstaklos bez stresa, 6 biologiskajos atkartojummos ar 6 % etanolu, 5 biologiskajos
atkartojumos ar 0,225 M NaCl. Katra biologiskaja atkartojuma ir veikti 6 lidz 2 tehniskie
atkartojumi, katram no celmiem pie visiem audzeéSanas apstakliem.

Lai parbauditu etanola un NaCl ietekmi uz EGFP tika uzaudzétas E.coli DH5a ar pQE-
eGFP plazmidu. Nakts kultiiru parsgja LB barotng, lai ODgoo biitu 0,09. Audzgja uz kratitaja
200 apgr./min 37 °C lidz ODeoo sasniedz 0,6 un pievienoja IPTG. Turpnaja audzet vél 3 stundas.
Péc tam Siinas centrifiigé€ja 7000 apgr./min un koncentrgja 0,1 M KH>PO4 buferi ar pH 7,
koncentr&jot biomasu, lai OD600 biitu 20. Siinas dezintegréja ar ultraskanu un iegiito
maistjumu ar EGFP atskaidija 10, 20 un 40 reizes buferi. AtSkaidijumiem pievienoja 12 %,
6 % un 3 % etanolu un 0,5 M, 0,225 M un 0,1 M NaCl. legiitos maisijumus iepildija 96 bedrisu
platé pa 200 pl un nolasija fluorescenci pie 475 nm ierosinaSanas un 520 nm emisijas vilpu

garumiem.

2.17. Siinu membranu paraugu pagatavo§ana ar ultraskanu

NADH dehidrogenazes un oksidazes aktivitates noteikSanai membranu paraugus gatavoja
no kultiram, kas augusSas Iidz agrinam stacionaram.
1. Kultiras centrifuggja 7000 apgr./min 10 min.
2. Supernantu nol&ja un stinas resuspendéja 0,1 M KH>PO4 bufert ar SmM MgSO4 (pH=7), lai
OD biitu atbilstu 20.
3. 2 ml iegutas suspensijas iepildija mégené un sonicja 2 mindtes, paraugu vienlaikus
dzesgjot ar ledu.
4. Lai izgulsn@tu nesagrautas Stinas centriftigéja 4 min pie 4000 apgr./min. Nesagrautas $iinas

izgulsngjas.
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5. Talak supernatantu parnes jauna mégené. Membranu iegii$anai izmantoja ultracentriftgu,
izgulsngjot pie 35000apgr./min 1 stundu pie 4°C.

6. Skidro fazi nolgja un, lai atmazgatu no olbaltumvielam, pievienoja 4 ml 0,1 M KH>POx
bufert ar SmM MgSO4 (pH=7).

7. Atkartoti centrifgg€ja 35000apgr./min 1 stundu pie 4°C.

8. Skidro fazi nolgja un membranas resuspendgja 250 pl 0,1 M KH,PO4 buferi ar SmM MgSO4
(pH=7).

2.18. ElpoSanas aktivitates noteikSana

Elektronu transporta k&des aktivitates noteikSanu veica spektroskopiski (Kim et al.,
1995). Oksidazes reakcijas aktivitate tika noteikta merot absorbciju pie 340nm vilnu garuma.
NADH dehidrogenazei oksidéjot NADH par NAD" ir novérojams absorbcijas kritums. Kivete,
kuras reakcijas maisijuma kopgjais tilpums bija 1 ml, pievienoja 980 ul 0,1 M KH>PO4 (pH=7),
10ul 10mM NADH un 10pl membranu preparatu. Aktivitates aprékinaSanai izmantoja

ekstinkcijas koeficientu eNADH pic 340nm=6,22 mM:ecm™.

NADH dehidrogenaze

NADH + H* NAD*
NADH:CoQ; oksidoreduktazes reakcijas noteikSanai registréja koenzima Q; absorbcijas
izmainas pie 276 nm vilnu garuma. Blok&jot elpoSanas kédes terminalas oksidazes ar KCN,

koenzims Q; tiek reducgts un ir novérojams absorbcijas samazinasanas pie 276 nm.

NADH dehidrogenaze
NAD(P)H + H* + CoQ, NAD(P)* 4+ CoQ.H,

— CN™bloke talaku elektronu parnesi
Kivete, kuras reakcijas maisijuma kopgjais tilpums bija 1 ml, pievienoja 950 ul 0,1 M
KH2PO4 (pH=7), 10pul membranu preparatu, 10ul 8mM ubihinonu Qp, 20pul 1M KCN un
inkubg&ja 2 min, lai KCN inaktivétu terminalas oksidazes, un péc tam pievienoja maisjjumam
10ul 10mM NADH. Aktivitates aprékinasanai izmantoja ekstinkcijas koeficientu

€Q1pic 276nm=14,3 mM-cm™!. Aprékins veikts péc formulas:
1
mg sausnes vai proteina

AA
Enzima aktivtate = xec X atSkaidijuma faktors X
exc

kur enzima aktivitates ar mérvieniba ir U/mg sausnes vai proteina(enzimatiska vieniba
U=pmol/min), AA ir absorbcijas izmaina 1 min, ¢ ir kivetes biezums(izmantota kivete bija I cm

bieza), ¢ ir ekstinkcijas koeficients ar mérvienibu mM‘cm™.
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2. 19. Olbaltumvielu koncentracijas mériSana

Olbaltumvielu koncentracija noteikta pec (Lowry et al., 1951). Izmantotie reaktivi bija
reaktivs A (2% NaxCOs skidums 0,1 N NaOH), reaktivs B (0,5% CuSO4 5H>0 skidums 1%
C3H4(OH)(COONa)s), reaktivs C(Reaktivs A + Reaktivs B, kuru ar attieciba bija 50 : 1) un
Folina reaktivs ar 1 N koncentraciju.

1 ml 50 reizes atSkaiditam membranu paraugam pievienoja 5 ml reaktivu C. legiito
$kidumu samaisTja un inkub&ja 10 minites. Talak pievienoja 0,5 ml Folina reaktiva. Skidumu
samaisija un inkubgja 30 miniites. Kad inkubacijas periods beidzas, Skidumu ielgja 1 cm bieza
kiveté un spektroskopiski noteica absorbciju pie 750 nm. Izmantojot kalibracijas Iikni, atrada
atbilstoso olbaltumvielu daudzumu mg/ml. Iegiito rezultatu reizindja ar izmantoto
atSkaidijumu — 50 reizes.

Kalibracijas liknei izmantoja 2 mg/ml liellopu seruma albuminu, no kura izveidoja 50,

100, 300, 500, 750 pg/ml atSkaidijumus Iml tilpuma. Kontrolei izmantoja 1ml H2O.

2.20. Programmas un statistikas testi

Datu apstradei izmantots Microsoft Excel (Microsoft Corporation, ver. 2303 Build
16.0.16227.20202,  https://office.microsoft.com/excel). = Sakotng&ji no  tehniskajiem
atkatrojumiem katra audzeSanas reiz€ aprékinats vidgjas vertibas ODsoo un fluorescencei. Talak
aprékinata florescences attieciba pret OD, katram celmam pie attiecigajiem audzeSanas
apstakliem.

Fluorescence
ODgoo

Individualo biologisko atkartojumu vidgjas OD600 un fluorescences attiecibas pret OD
vertibas tika apvienotas kop€jas vidgjas vertibas un aprékinata standartnovirze. Péc tam katram
no celmiem (Zm6, Zm6-ndh, Zmb6-cat) ar promoterus saturosajam plazmidam (pBBR:Pndh-
EGFP, pBBR:Pbc;-EGFP, pBBR:Pbd-EGFP, pPBBR:PperC-EGFP) pie attiecigiem audzeSanas
apstakliem (bez stresa, ar 6 % etanolu, ar 0,225 M NaCl) tika veikta norméSana pret attiecigo
celmu ar plazmidu ar EGFP bez promotera (pBBR-EGFP) pie attiecigajiem audz€Sanas vides
apstakliem. Piem&ram:

Zm6 pBBR: Pndh — EGFPvidéjé fluorescence=videjais ODgqq pie 6 % etanola

Zmé6 pBBR — EGFP vidéja fluorescence+vidéjais ODggq pie 6 % etanola
Talak noteica vai ir statistiski ticama atSkiriba Zymomonas mobilis celmiem ar
promoterus saturo$ajam plazmidam un So pasu celmu ar EGFP saturoSu plazmidu bez

promotera pie attiecigiem audz€Sanas apstakliem, jeb starp skaititdju un saucgju ieprieksgja
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vienadojuma, ar paru Stjiidenta t-testu. Par statistiskas ticamibas slieksni pienéma p-veértibu,
kas ir zemaka par 0,05.

Talak tika noteikta attieciba starp fluorescenci, kas norméta uz OD pret OD celmiem bez
promoteriem, lai noteiktu vai pasfluorescences attieciba uz biomasas pieaugumu ir konstanta.
Ta ka attieciba nebija konstanta pie visam OD vértibam, tika izvéléts regions kur attieciba ir
tuvak konstantai, jeb 8. audz€Sanas stunda. Tika noteikta statistiska ticamiba stap Zm6
fluorescences un ODsoo attiecibu ar pBBR:Pndh-EGFP, pBBR:Pbc;-EGFP, pBBR:Pbd-EGFP,
pBBR:PperC-EGFP plazmidam, kuras normétas pret plazmidnes€ju bez promotera pBBR-
EGFP, pie normaliem un 6 % etanola, ka arT normaliem un 0.225 M NaCl apstakliem ar

Stjidenta t-testu.
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3. REZULTATI

3.1. Reportiersistemas izveide un parbaude

Reportiergénu izveidei tika izvéleti elpoSanas k&des komponenti: II tipa NAD(P)H
dehidrogenaze, citohroms bd, citohroms bc; un citohroma c peroksidaze. Promoreru sekvences
tika iegiitas no NCBI datu bazes (l.pielikums). P&c Yang et al. (2019) tika izveléti Zm6
sekvences regioni no intreséjosa géna sakuma lidz ieprieksgja géna beigam. Operonu gadijuma,
ka citohromam bd un citohromam bc;, tika izv€lts regions no operona sakuma. PCR
kolon&Sanai tika izveidoti promoteri ar BamHI un EcoRI restrikcijas saitiem. SeSus nukleotidus
pirms kod&josa géna sekvences nomainija ar EcoRI restrikcijas saitu, lai neskartu ribosomas
saistiSanas vietu un ieprieks€ja géna beigas sesus nukleotidus nomainija ar BamHI kodg&joso
sekvenci(2.6.3. tabula, 1.pielikums). Par reportiergénu izvelejas EGFR, kurs bija plazmidas
pQE-eGFP sastava (4.pielikums). PCR klonéSanai izveidoja praimerus ar EcoRI restrikcijas
saitu tieSi pirms EGFP kodgjosas sekvences un HindlIII saitu péc kodgjosas sekvences. Stop
kodons EGFP tika nomainits uz TAA (1.pielikums). Iegiitas promoteru sekvences un EGFP
apstradaja ar restrikcijas enzimiem (2.9.1. un 2.9.2. tabula) un ielig€ja plazmidas vektora
pBBRIMCS2 (2.10.1. tabula). Iegtito plazmidu apraksts ir 2.1.1. tabula.

Vispirms izveidoja pPBBR-EGFP plazmidu ielig€jot EGFP pPBBRIMCS?2. Talak ieliggjot
promoterus izveidoja plazmidas pBBR:Pndh-EGFP, pBBR:Pbc;-EGFP, pBBR:Phd-EGFP,
pBBR:PperC-EGFP (vispargja shéma — 2. pielikuma, sekvence — 3. pielikuma). Plazmidu
klon€Sanai un pavairoSanai izmantoja Escherichia coli celmu DHS5a. Iegiitas DH5a kolonijas
tika parbauditas ar PCR, lai noteiktu vai tas satur plazmidu (5. pielikums) Plazmidas péc
izdaliSanas un attiriSanas tika parbauditas sagriezot ar restrikcijas enzimiem un ieglitie garumi
noteikti ar agarozes g€la elektroforézi(fragmentu garumi — 2.13.3. tabula, agarozes géla
elektroforézes atteli — 5.pielikums).

Nakamaja soli plazmidas iepor&ja Zymomonas mobilis celmos Zm6, Zm6-ndh, kuram ir
inaktivets ndh geéns, un Zmb6-cat, kuram ir inaktivéts katalazes géns. Zm6-ndh izvelets, jo tas
praktiski neuzrada elpoSanas kédes aktivitati (Kalnenieks et al 2008) un tam ir raksturiga
paaugstinata izturiba pret oksidativo stresu (Strazdina 2012; Kovtuna et al 2022), savukart
Zmb6-cat ir pazeminata izturiba pret oksidativo stresu (Strazdina 2012, Balodite et al 2014;
Kovunta et al 2022). Zm6-ndh un Zm6-cat celmi tika parbautditi vai tiem attiecigi ndh un
katalazes géns satur hloramfenikola rezistences markierus (3.1. A un B attéls). Zm6-ndh tika
izmantots Ppdc ndh fwd un Ppdc ndh rev praimeru paris, Zmo6-cat — Catl un Cat2 (2.6.3.

tabula). Peéc pPBBR-EGFP ieporésanas Zymomonas mobilis celmos, kolonijas tika parbauditas

41



ar PCR, izmantojot EGFP_F un EGFP_R praimeru pari (3.1. C un D att€ls) un arT kombingjot
Ppdc ndh fwd, kur§ saistas pBBR1IMCS2, kopa ar EGFP_R (5.pielikums). pBBR:Pndh-
EGFP, pBBR:Pbc;-EGFP, pBBR:Phd-EGFP, pBBR:PperC-EGFP parbaudei tika izmantots
EGFP_R praimeris kombinacija attiecigi ar Ndh F, bcl F,bd FunperC F (3.1.E,F, Gun H
attels, 5. pielikums).

day 1
omz
ypu-gmz
dqoot
omz
w2-9wz
Pq-d w2-9mz
13q-g 1w2-9mz,
4191
-yggd wo-gmz
day 1
dqoot
omz
ouz
02-9mzZ
dqoot

Pq-d ypu-9wz

q-q ypu-9mz

qpu-g 1v9-guz,
ypu-gmz,

N
g g
& 2
R 4
S i
i v
] ]
2 4
a (o}

d193-yggd
d1o3-ygqd
dio3-uggd

G

owz
ypu-g gz
qpu-g /v2-9wz
dqoot

myz

bq-g w2-9gmz
q-g ypu-9mz
q-g omz
dqoot

dqoot

omyz

Pq-d /2-9wz
Pq-d ypu-9mz
Pa-d oWz
Diad-g gmz
dqoot

N
E
.4
[
2
=4
4
=4
®
=
a

3.1. attels. PCR produktu atteli elektroforézes géla ar eksperimenta izmantoto mutanto celmu
patbaudi (A,B) un plazmidu pBBR-EGFP (C,E), pBBR:Pndh-EGFP (E), pBBR:Pbc;-EGFP
(F), pPBBR:Pbd-EGFP (G), pBBR:PperC-EGFP (H) parbaudi izmantotajos celmos Zm6, Zm6-
cat, Zmo6-ndh.

nad-g ypu-omz

Figure 3.1. Images of PCR products in an electrophoresis gel with control of mutant strains
used in the experiment (A, B) and plasmid pBBR-EGFP (C, E), pBBR:Pndh-EGFP (E),
pBBR:Pbc1-EGFP (F), pBBR:Pbd-EGFP (G), pBBR:PperC-EGFP (H) test in the used strains
Zm6, Zm6-cat, Zm6-ndh.

3.2. Stresa apstaklu ietekme uz augSanu

Optiska blivuma merijumi tika veikti ar mikroplaSu lasitaju (.3.2. att€ls, 7. pielikums)
vairakos biologiskos atkartojumos(8 — 4) un audz&jot 15 ml barotnes, kas iepilditas 100 ml
koniskajas kolbas uz kratitaja(6. pielikums). Audz€Sanas datiem, kuri iegiiti no mikroplasu

lasitaja ir novérojama liela izkliede To vatetu saistit ar lielaku sakotn&jo apstaklu atskiribu
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mazakaja tilpuma. AugSana starp Zm6 celmiem ar visiem plazmidu variantiem (pBBR-EGFP,
pBBR:Prndh-EGFP, pBBR:Pbc;-EGFP, pBBR:Pbd-EGFP un pBBR:PperC-EGFP) ir
savstarpgji lidziga, tapat ari Zm6-ndh celmiem ar visam plazmidam un Zm6-cat celmiem ar
visam plazmidam (7. pielikums). Normalos apstaklos vislabak auga Zm6 celmi, Zm6-ndh un
Zmb6-cat augsana ir lidziga, kaut gan audzgjot lielaka tilpuma Zm6-ndh aug labak un beigas
sasniedz lidzigu biomasu ka Zm6 (3.2. A att€ls). Barotnei pievienojot 6% etanolu visi celmi
aug lenak, eksponenciala faze ir garaka un biomasa audzeSanas beigas ir mazaka(.2. B attéls).
Sals stress kaveé Zymomonas mobilis augSanu visvairak, bet pie sals stresa visizturigakais ir Ndh

negativais celms(3.2. C attéls). To paSu efektu noveroja audzgjot lielaka tilpuma(6. pielikums).

16 A 1.6 B 1.6 C
Bez stresa 6% Etanols 0.225M NaCl
1.4 1.4 1.4
1.2 1.2 1.2
1 1 1
50.8 508 508
0.6 0.6 0.6
0.4 0.4 0.4 /———
0.2 0.2 - 0.2
0 0 0
SRHN3nAT S mNanyos SRABNRH AT
85385322 83388583433 833838533243
Laiks, h:min Laiks, h:min Laiks, h:min

e 7m6 pBBR-EGFP
Zm6-ndh pBBR-EGFP
Zm6-cat pBBR-EGFP

3.2. attels. pBBR-EGFP saturo$o celmu augSanas salidzinajums pie normala barotnes satura
(A), ar pievienotu 6% etanolu (B) un 0,225M NaCl (C). Dati attiecigi no 8, 5 un 4
biologiskajiem atkartojumiem audz&jot uz mikroplasu lasitaja.

Figure 3.2. Growth comparison of strains containing pBBR-EGFP plasmid at normal growth
medium content (A), supplemented with 6% ethanol and 0.225M NaCl. Data from 8, 5 and 4

biological replicates respectively when grown on a microplate reader.

3.3. Stresa apstaklu ietekme uz elpoSanas kédes komponentu promoteru aktivitati

Sakotngji tika parbaudita etanola un NaCl ietekme uz EGFP fluorescenci. Sim noliikam
tika E.coli DH5a ar pQE-eGFP kas saturgja IPTG inducgjamu T7 faga polimerazes regulétu
EGFP produkciju. E.coli tika ieséta LB barotné ar sakotngjo OD 0.2. Bakterijas audzgja uz
kratitaja 4 stundas un péc tam pievienoja IPTG un turpinaja kultivét vél paris stundas. Péc tam

Stinas tika centriftgétas 10 min 7000 apgr./min, barotne nolieta un Siinas resuspendétas fosfata
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bufert ar pH7. Lai sagrautu Siinas tas sonic€ja un atdalija supernatantu. E. coli lizats satur€ja
lielu daudzumu EGFP un to vajadzgja atSkaidit 10 — 40 reizes. Pec 12%, 6%, 3% etanola un
0,5M, 0,225M un 0,1M NaCl pievienosanas tika nomerita fluorescence. Normgjot iegiito
fluorescenci pret to, ko emitéja EGFP bez pievienota NaCl un etanola, var redzet ka visvairak
fluorescence mazinajas pie 0,5M NaCl un atbilda 88% no kontroles. Darba NaCl stresa
apstakliem tika izmantots 0.225M NaCl, kuram fluorescence atbilda 97% no kontroles. Pie 6%
etanola, kas izmantots etanola stresa apstaklu radiSanai Zymomonas mobilis, fluorescences
samazinasanos nenovéroja (3.3. attéls). Sie dati liecina, ka eksperimenta izmantotas stresoru

koncentracijas ievérojami neietekméja EGFP fluorescentas ipasibas.

120%

100% - I
T
80%
60%
40%
20%
0%

N 0.5M NaCl 0.225M NaCl 0.1M NaCl 12% Etanols 6% Etanols 3% Etanols

Fluorescences attieciba
pret kontroli, %

3.3. attels. EGFP fluorescences izmanas péc 0,5 — 0,1 M NaCl un 12 — 3 % etanola
pievienoSanas. Mérijumi veikti tris atkartojumos.

Figure 3.3. Changes in EGFP fluorescence after addition of 0.5-0.1 M NaCl and 12-3%
ethanol. Measurements were performed in three replicates.

Lai parbauditu promoteru aktivitates izmainas, Zymomonas mobilis celmus Zm6, Zmo6-
ndh, Zmé6-cat ar reportiergénu plazmidam pBBR:Pndh-EGFP, pBBR:Pbc;-EGFP, pBBR:Pbd-
EGFP, pBBR:PperC-EGFP un pasfluorescences kontroli pPBBR-EGFP audzg€ja mikroplasu
lasttaja, vienlaikus nosakot gan OD, gan fluorescenci ik péc 10 min 15 stundu garuma.

Nakamais solis bija noskaidrot ka fluorescence mainas atkariba no biomasas picauguma
OD. Péc S§is attiecibas aprékinaSanas bija nozimigi noskaidrot vai attieciba starp Siem
mérjjumiem ir linedra izejas celmiem un celmiem ar pasfluorescences kontroles plazmidu
pBBR-EGFP. Apskatot fluoresceces attiecibu pret OD atkariba no OD (3.4. attels) var redzet
ka ta nav konstanta, 1idz ar to arT attieciba starp fluorescenci un OD nav lineara. Sinam augsanas
sakumposma ir raksturiga daudz augstaka pasfluorescence, tadgjadi nelielam atSkirtbam OD
starp celmiem ir daudz lielaka fluorescences atSkiriba augSanas sakumposma un, salidzinot
dazados celmos Sos lielumus, butu lielaka kluda.. AudzeSanas beigu posma attieciba kliist
lineara un OD ietekme mazinas. 3.4. attéla ir salidzinata pasfluorescence Zm6 celmam bez
plazmidas un Zm6 ar pBBR-EGFP. Starp abiem celmiem nav atSkiribas, kas liecina ka Zm6 ar

bezpromotera plazmidu pBBR-EGFP nesintezé EGFP un uzrada tikai fona fluorescenci.
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3.4. attels. Fluorescence, kas norméta pret OD, atkariba OD Zm6 celmam un Zm6 ar pBBR-
EGFP plazmidu. Mérfjumi no 8 biologiskajiem atkartojumiem.

Figure 3.4. Fluorescence normalized to OD as a function of OD for the Zm6 strain and Zm6
with the pBBR-EGFP plasmid. Measurements from 8 biological replicates.

P&c tam tika noskaidrots vai ir statistiski ticama atSkiriba fluorescences/OD merijjumu
attiecibai starp celmiem ar pasfluorescences plazmidu pBBR-EGFP pret to paSu celmu
variantiem ar katru promoterus saturo$ajam plazmidam — pBBR:Prndh-EGFP, pBBR:Phc;-
EGFP, pBBR:Pbd-EGFP un pBBR:PperC-EGFP. Statistiskas ticamibas noteikSanai izmantoja
paru t-testu. Tika salidzinati visi merfjuma veikSanas punkti, kuri veikti ik p&c 10 min 15 stundu
garuma. Rezultati Zm6 celmam attéloti 3.5. attela ar Iinijam, kas atbilst laika nogrieznim, kur
p-vertiba bija zemaka par 0,05, salidzinot Zm6 ar pBBR-EGFP ar katru no promoterus
saturoSajiem Zmo6 celmiem.

Pie normaliem audzeSanas apstakliem attieciba bija statistiski ticama gandriz visa
audzeSanas laika (3.5. A attels). Tas liecina ka promoteru aktivitates rezultata tika sintez€ts
EGFP. Pie 6% etanola stresa statistiski ticama atSkiriba starp Zm6::pBBR-EGFP un
Zm6::pBBR:Pndh-EGFP celmiem bija gandriz visa audz€Sanas laika, statistiski ticamas
attiecibas mazakos laika intervalos bija nov€rojamas ari salidzinot Zm6::pBBR-EGFP ar
Zm6::pBBR:Pbc;-EGFP un Zm6::pBBR:Pbhd-EGFP (3.5. B attéls). Pie sals stresa gandriz visa
audz€Sanas laika statistiski ticama attieciba bija ar Zm6::pBBR:Pndh-EGFP, un mazakos
intervalos ar Zm6::pBBR:Pbd-EGFP un Zm6::pBBR:PperC-EGFP.

Lai izslégtu pasfluorescences ietekmi, celmiem ar promoterus saturo$ajam plazmidam
fluorescences/OD attieciba tika norméta, jeb dalita ar ta pasa celma pBBR-EGFP saturosa
celma fluorescences/OD attiecibu. Sis normétas fuorescecnes/OD attiecibas Zm6 celmiem ar
pBBR:Pndh-EGFP, pBBR:Pbc;-EGFP, pBBR:Pbd-EGFP un pBBR:PperC-EGFP plazmidam

ir att€lotas 3.5. att€la augs$eja dala ar likn€m un norada uz attieciga promotera aktivitati.
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3.5. attels. Fluorescences attieciba pret OD promorerus saturo$o plazmidu pBBR:Prdh-EGFP
(P-ndh), pBBR:Pbc;-EGFP (P-bcl), pBBR:Pbd-EGFP (P-bd), pBBR:PperC-EGFP (P-perC)
celmiem Zm6, kas norméti pret celmu ar promoteru nesaturoSo pPBBR-EGFP plazmidu Zm6.
Izmainas laika audzgjot pie normaliem apstakliem (A), ar pievienotu 6% etanolu (B) un 0,225M
NaCl (C). Ar liniju noradits, kur ir statistiski ticama attieciba izmantojot paru t-testu (p-
vert<0.05) starp Zm6 ar pBBR-EGFP un attiecigi krasai Zm6 ar pBBR:Pndh-EGFP,
pBBR:Pbc;-EGFP, pBBR:Pbhd-EGFP, pBBR:PperC-EGFP. Aprekins veikts katra datu
ievaksanas punkta. Dati no 8 (A), 5 (B) un 4 (C) biologiskajiem atkartojumiem.
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Figure 3.5. Fluorescence ratio to OD for plasmids containing promoters pBBR:Pndh-EGFP (P-
ndh), pBBR:Pbc1-EGFP (P-bcl), pBBR:Pbd-EGFP (P-bd), pPBBR:PperC-EGFP (P-perC) in
Zm6 normalized against the promoterless pPBBR-EGFP plasmid in Zm6. Grown under normal
conditions (A), with added 6% ethanol (B) and added 0.225M NaCl (C). A line indicates where
there is a statistically significant relationship between Zm6 with pBBR-EGFP and Zm6 with
pBBR:Pndh-EGFP, pBBR:Pbc1-EGFP, pBBR:Pbd-EGFP or pBBR:PperC-EGFP indicated
with respective color. Significance test calculated using a paired t-test (p-value<0.05) in every
measurement point. Data from 8 (A), 5 (B) and 4 (C) biological replicates.

Vislielaka aktivitate ir novérojama ndh promoteram. Ta pieaug eksponencialas fazes vidi
un sasniedzot stacionaro fazi kritas. NADH II tipa dehidrogenazes aktivitates maksimums
eksponenciaalaas fazes vidu nove@rots ari E.coli (Wackwitz et al. 1999). Grafika noradita
aktivitate ndh promoteram 9. — 14. stunda ir mazaka par faktisko, jo 5 no 8 atkartojumiem Saja
intervala nomeérita fluorescence parsniedza mikroplasu lasitdja méramo diapazonu. Pargjo
elposanas kédes komponentu aktivitate ir vaja, bet arT ir novérojama tendence aktivitatei pieaugt
eksponencialas fazes vida. Otrs spécigakais promoters ir Zymomonas mobilis vienigai
zinamajai terminalai oksidazei — citohromam bd.

Pie etanola stresa novérojama promoteru aktivitates samazinasanas (3.5. B attels), bet pie
NaCl stresa promoteru aktivitate ir pavisam nieciga (3.5. C att€ls).

Ta ka audzeSanas sakumposma Siinam ir lielaka pasfluorescence un nelielas OD izmainas
vairak ietekmé fluorescences attiecibu pret OD, promoteru aktivitates izmainu salidzinasanai
pie dazadiem audzeSanas apstakliem veica 8. audzeSanas stunda, kur attieciba klist linearaka
(3.4. attels). Zm6 ir noverojami statistiski ticama (p-vertiba<0,05) aktivitates samazinaSanas
pie 6% etanola stresa salidzinot ar aktivitati audz&jot normala Zm barotné. Pie sals stresa
aktivitates samazinajums bija v€l lielaks. Statistiski ticams aktivitates samazinajums bija ari
citohroma bd promoteram pie 0,225M NaCl stresa salidzinot ar kontroli. Aktivitate kritas ari
pie etanola stresa, bet starpiba nebija statistiski ticama. Arl citohoma bc; un citohroma c
peroksidazes promoteru aktivitattm bija neliela tendence samazinaties pie stresa apstakliem
(3.6. A attels). Zm6-ndh un Zmé6-cat (iznemot P-ndh) elpoSanas kédes promoteriem nebija
noveérojama aktivitate (3.6. B un C att€ls). Norméta promoterus saturoSo plazmidu
fluorescenses/OD attieciba bija aptuveni 1, kas nozimé ka ta pielidzinama pasfluorescensei.
Zm6-ndh celmam gan bija noverojama citohroma bd aktivitate, kura uzradija statistiki ticamu
aktivitates samazinasanos gan pie etanola, gan pie sals stresa, kad promoteru aktivitate vairs

nebija noverojama (3.6. B attels).
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3.6. attels. Fluorescences attieciba pret OD promorerus saturoSo plazmidu pBBR:Pndh-EGFP
(P-ndh), pBBR:Pbc;-EGFP (P-bcl), pBBR:Pbd-EGFP (P-bd), pBBR:PperC-EGFP (P-perC)
celmiem, kas norméti pret celmu ar promoteru nesaturoSo pPBBR-EGFP plazmidu Zm6 (A),
Zm6-ndh (B) un Zm6-cat (C) 8. audzesanas stunda audzgjot pie normaliem apstakliem, ar
pievienotu 6% etanolu un 0,225M NaCl. Noradita statistiska pie dazadiem apstakliem
izmantojot t-testu.

Figure 3.6. Fluorescence to OD ratio for plasmids containing promoters pBBR:Pndh-EGFP
(P-ndh), pBBR:Pbc1-EGFP (P-bcl), pBBR:Pbd-EGFP (P-bd), pBBR:PperC-EGFP (P-perC)
OD normalized to the strain with the promoterless pPBBR-EGFP plasmid in Zm6 (A), Zm6-
ndh (B) and Zmé6-cat (C) strains at 8" hour of growth under normal conditions, with added
6% ethanol or added 0.225M NaCl. Statistical difference is shown between different growth

conditions in same strain using t-test.

3.4. Stresa apstaklu ietekme uz II tipa NADH dehidrogenazes aktivitati

P&c promoteru aktivitates meérjjumiem bija svarigi salidzinat iegiitos rezultatus ar enzimu
aktivitates izmainam pie tiem pasiem stresa apstakliem. Ta ka visspécigakais promoters bija
Ndh, tika noteikta §1 enzima aktivitate membranu preparatos. To var noteikt ar divam reakcijam
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— NADH oksidésanas un hinona reducésanas. Hinona reducésanas reakcijai ar KCN tiek blok&ti
terminalie elposanas k&€des komponenti un hinons uzkrajas reducéta stavokli. Abam reakcijam
pie etanola stresa Zm6 noveroja enzima aktivitates kriSanos (3.7. A attéls). Statistiski ticams
(p-vertiba = 0.0251) samazinajums bija gan noverojams tikai oksidoreduktazes reakcijai, kas
apraksta hinona reduc€$nas atrumu. Samazinajums enzima aktivitaté bija gan mazak izteikts ka
promotera aktivitates kritums. Pret&ji gaiditajam, pie NaCl stresa noveroja statistiski ticamu (p-
vetiba = 0.0002) Ndh aktivitates pieaugumu oksidoreduktazes reakcijai. Art NADH oksidazes
aktivitate pieauga, bet Sis efekts neuzradija statistiski ticamu atskiribu (3.7. A attels). Talak, lai
parbauditu vai pie NADH reducésnas un Qo oksidéSanas pieauguma membranu preparatos pie
NaCl stresa nevarétu bt iesaistita kada no citam Zymomonas mobilis genoma atrodamam
NADH dehidrogenazém, to aktivitate tika mérita ari Zm6-ndh membranas (3.7. B attéls).
Atbilstosi ieprieks€jiem noveérojumiem Zm6-ndh neuzradija nekadu aktivitati ne pie normaliem

audzeSanas apstakliem(Kalnenieks et al 2008), ne pie NaCl stresa.

>
vs)
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Aktivitate , U/mg proteina
O P N W b U1 O N
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R ORr N WD U O N
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3.7. attels. NADH oksidazes un NADH:CoQ: oksidoreduktazes aktivitaite membranu
preparatos Zm6 (A) un Zm6-ndh (B) pie dazadiem audzesanas apstakliem.

Figure 3.7. NADH oxidase and NADH:CoQ: oxidoreductase activity in membrane
preparations in Zm6 (A) and Zm6-ndh (B) under different growth conditions.

4. DISKUSIJA
No iegiitajiem rezultatiem izriet ka ndh promoters ir specigaks par par&jiem apskatitajiem
promoteriem — citohoma bd, citohroma bc; un citohroma c¢ peroksidazes. ndh promotera
aktivitate pie etanola un NaCl stresa apstakliem izteikti kritas. Pargjie promoteri ir vaji un maz
reagl uz stresa apstakliem. Ari katalazes negativaja celma nav redzams perC promotera
aktivitates pieaugums, kas liecina ka PerC nekompensé katalazes trukumu. Tas saskan ar
ieprieks$€jiem noverojumiem (Balodite et al 2014). Izejas celma un ndh inaktivacijas mutanta

citohroma bd aktivitates bitiski neatSkiras, tomer iepriek§ ar spektroskopijas metodém
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konstatgts, ka citohroma d saturs Zmh-ndh mutanta membranas ir augstaks (Kalnenieks et al.,
nepublicéti dati). To var€tu skaidrot ar iespgjamam atSkirtbam citohroma bd oksidazes
integracija membrana, h€mu piesaistiSana pie subvienibam, vai proteina un mRNS degradacijas
atruma izmainam. Varbiit pie jutigdkam meériSanas sisttmam, kur noteiktu fluorescenci
individualam $tinam nevis kopuma uz visu biomasu, ka, pieméram, pliismas citometrija, biitu
iesp&jams labak iz8kirt stresa apstaklu ietekmi.

Reportiersistémas atspogulotas ndh promotera aktivitates izmainas liecina ka pie stresa
apstakliem tiek samazinata ndh ekspresija, kas varétu samazinat vienu no ROS generacijas
avotiem- Ndh enzima kofaktora FAD daudzumu (Imlay, 2008). Bez tam, samazinot elpoSanas
kedes aktivitati tas sakuma posma, pargjie komponenti nonak oksidétaka stavokli, kas mazina
ROS generesanas apjomu pie citiem enzimiem ka citohroma bc; (Xia et al. 2013). Spriezot p&c
legiitajiem reportiersist€mas datiem, Zymomonas mobilis atbild uz pétitajiem stresiem ar
elposanas kédes izmainam, kas mazina ROS generéSanu un, un tadejadi mazina iesp&jamo
oksidativo p&cstresu (Hong et al., 2019) .

Pretgji Hayashi et al (2015) publicétajiem datiem, tika novérota Ndh negativa celma
labaka sals stresa izturiba ka izejas celma, kas ir pretruna iegttajiem OD datiem. Japiebilst, ka
Hayashi et al (2015) eksprimentus veica strikti anaerobos apstaklos, bet Saja darba izmantoti
aerobi audzeéSanas apstakli un lidz ar to rezultati nav tiesi pretstatiti. Audz&jot Zymomonas
mobilis strikti anaerobos apstaklos, nav gan skaidrs, kas tika elpoSanas kédé izmantots ka
terminalais akceptors.

Tomer sals stresa gadijuma reportiersist€émas dati ir krasa pretruna ar NADH:CoQl1
oksidoreduktazes un NADH oksidazes mérijumiem membranu preparatos. Sals stresa gadijuma
abas aktivitates eksponenciali augo$am Sunam ir pieauguSas, Ipasi NADH:CoQl
oksidoreduktaze. So aktivitates pieaugumu ir griti skaidrot ka adaptivu pielagojumu, kura
izpauzas kada péctranslacijas Itmeni, jo salidzinot Zm6-ndh ar Zm6, izejas celma sp€ja augt
sals stresa apstaklos ir sliktaka. Iesp&jams, ka Ndh aktivéSanos nosaka fizikali kimiski faktori,
ka pieméram izmainita Ndh mijiedarbiba ar membranu, kuras sastavs un virsmas ipasibas
izmainas sals stresa iedarbiba. Enzima stabilitati varétu izmainit ar1 kovalentas modifikacijas,
kas uzlabo ta stabilitati. Kopuma iesp€jamie mehanismi nav skaidri un nepiecieSams veikt

talakus petijumus.
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SECINAJUMI

Tika izveidoti EGFP reportiergénu konstrukti ar Z.mobilis elpoSanas k&des komponentu
promoteriem, kas lava konstatét, So promoteru aktivitates atSkiribas stresu apstaklos
ElpoSanas k&des promoteru ekspresija pieauga eksponencialas fazes laika un sasniedzot
stacionaro fazi novérojama EGFP fluorescences samazinasanas.

Visspécigakais promoters ir Ndh, citohromu bd un bc; un citohroma ¢ peroksidazes
promoteri ir vaji.

Abi stresa veidi ierobezo Zymomonas mobilis augSanu, bet Zm6-ndh ir relativi izturigaks,
pasi pret sals stresu.

Pie stresa apstakliem noverojams statistiski ticams Ndh promotera aktivitates samazinajums
(p-vertiba<0.05.), pargjo promoteru aktivitatei ar1 ir tendence samazinaties, bet starpiba,
lielakoties, nav statistiski ticama.

Neskatoties uz ndh promotera aktivitates samazinaSanos, tika konstateta NADH:CoQ1o
oksidoreduktazes aktivitates palielinasanas sals stresa ietekmé, kas var€tu liecinat par
péctranslacijas regulaciju vai membranas fizikali kimisko 1pasibu izmainu ietekmi, kuru
adaptiva loma ir neskaidra.

ElpoSanas keédes komponentu promoteru aktivitates samazinasanas etanola un sals stresu

apstaklos var€tu bt saistita ar Stinu adaptaciju oksidativa pecstresa mazinaSanai.
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PIELIKUMI



1. pielikums

Tabula ar eksperimenta izmantoto promoteru un praimeru sekvencém. Zils krasojums génus
kodgjosam sekvencém. Restrikcijas saitu vietas, kuras genoma sekvencé nomainitas uz
attieciga restrikcijas enzima saitu, pasvitrotas. Praimeru saistiSanas vieta izcelta treknraksta.
EGFP stop kodona sekvence praimeri nomainita no GGT uz TAA, iekrasots zala krasa

Géna Promotera sekvence (5° — 3°) Pro Praimera sekvence (5° — 3°)
nosaukums, mote
sekvences id. ra
Saite uz garu
datu bazi ms,
bp
Citohroma ¢ —Z776 0191 423 bp | F praimeris (BamHI GGATCC)
peroksidaze — F praimeris CCGATGAATGGGATCCATAAGACC
perC CCGATGAATGGGTAAAATAAGACCTTTTCCCTTTCTAAAATTTCAGAGGTGGCTTTATTC TTTTCC
776 0192 CTGTTAAAGCCACCTTTTATTTTATCTTTTTCTTTATTCTTTCTCAGCTTTTCTGATTAA perC F
AAAATTTTGTAAATATAGCCAATATTTCCAATGAAATATCAGGTTAAAATATCTGTAAAG -
Kegg AACGAGAATTTTCTTATCACTTTAATGATAACTATTGGCATCATCAAAATCATCAAGAAT __
R praimeris (EcoRI GAATTC
NCBI TAATCAAAATTGAAATGACAGTTATGCCTTTTACTCTAAAAGGGATGTGCTTTCTGTCTT R A A TOAATTCGTGE
GGAATAAGGCCATATTTTTGTTAATTCACAATAAATAAAAAGGTAAATCATCTTCAATAG TTGeC ‘ e
GGAATCGGATACTATAAATTTATAGCCGACCATCCGATCATCTCTGGCGCTGGATTAAGA
TAACGAGGGGCAAGCACAGTTTTATGAATATCAAGGCTTTATT perC_ R
< R praimeris
— Citohroma ¢ peroksidaze
Citohroms bcl —Z7276_0350 228 bp | F praimeris (BamHI GGATCC)
operons ar 3 — F praimeris TTGTTCTGGCTATGGATCCTGAGCC
geniem CTCGCCGCAACCGTCTTGTTCTGGCTATGAGTCCTGAGCCTAGATTTCATGATAGTCAAT TAGAT
776_0349 ATATTAAAAAATTATATATTGTAGTAATCTTTCTTAAAAAATCAGAATAATTGATTTAAA bel F
Ubihinola TATCATTAATTATGGCATTTTAATTATCATTTTTAATATTTTCATGGACAATGAAGAAAA -
citohroma ¢ CTTATTATGTTTTTATTGTAGTAAGCGTTGCAAAAAATATTGTAAGTAATTTACAGTAGA ___
redukidzes GTAGGTTCGTCAAGGGATATGAAGRATAGCGARCCGAL 111"112?;3.1?5f??{?c?%?fﬂcmm
dzelzs-séra « R praimeris GAACC —
klastera — Z76_0349
subvieniba bel R
Z76_0348
Ubihinola
citohroma ¢
reduktazes
citohroma b
subvieniba
Z76_0347
Ubihinola
citohroma ¢
reduktazes
citohroma cl
subvieniba
NCBI
Citohroma bd —776 1533 763 bp F praimeris (BamHI GGATCC)
subvienibas I, — F praimeris GGTGGAAATGGATCCGTCGCTTCA
n TCAAGGGTGGAAATGGTCATGTCGCTTCAACCTTTGATTCTATGAGCGAGGARAGACTTA ACCTTT
cydA GGAGATATATCTAACAAAATTCGACCCGATCTGACAGCTATTATTAAAATGCAGAATAAG od E
776 1532 GTCGCGGGCTTTTTATCAGCTAACTCTAACAAAAAACAGAATCATTCGAAAAAGAATAAT -
B AGAATACTCTATATTTAAATTATARATTGATCCTTTTTCATATGGCTTTTTAATCACAAC R praimeris (EcoRI GAATTC)
cvdB CGCCCTARAATCGGARRATATCTGTTCCCTTGGGTGGTCTGTTATCAGAGATAGARAATA ;E’é é;é TGGTACCATGAATTCGGE
776 1531 ATTCGATTTCAARAATCGTTATTTTCAATATTGAGACCTAAGCCCCTTTTCCCTTGTTCC
B TATCGTGACTTTCTTTTGAAATCGCCCCTATTCAACGAATTTAGGGGCAAGTTTTAARAT bd R
Kegg AAAGCCCTTAATCGCTTCATCACTATTTTATT TAAAAAATGTTATTGATCTATAAARAGA
NCBI TACTATAACTACAGCAATATACTCAAAACAATCTGACATGGTCATATTAAATTTTAAAAT
TTATCAAAAAAATAATTAAAATTAAAGAAATATAAAACGATAATTAAACCCAATTGAAGA
TAAATAGACTGTAGATAGAGATTATTACCCCCGAGGATCAAGAAATTCTCTATTGACACA
ACACCCGATGCTATCAATACACCGATAATATATAGGGGGCATTTTACAGATTCAGGAAGC
TGATCCCTGAAGAAAAGCCCGTAGACCCTAATAATTCCTAATATTATCGACGGAGCCATT
TCTATGGTACCAGATGCGACCGC
< R praimeris
— Citohroma bd subvieniba I
II tipa NADH 776 0214 264 bp F praimeris (BamHI GGATCC)

dehidrogenaze
ndh
776_0213

Kegg
NCBI

— F praimeris
TGATCGGTTTGTTTTTCCATAACCCATATTGACGGGAAAAGAAGCCAAAGGTCAATCAGA
GAAAGCGCGCTTTAAACAAAGCCCATGAGGATGATCAAAGACAGAGACCGGATAAGGGCA
AAGATAGTTTCACAGTAAGCAATAAAAACTTTCACTCTGACTTATAATTTATGTGAAACA
GATTTGAATGTTCTTCGTTAGTTACAGCAAAAGGTAATTGAGGCGGCTCGCAAACCACCA
CGCCAAAGGGGGCTGGGTCGCTTGGAAGAGAATAGAGGTTTCAAATGTCGAAGAATGGTA

«— R praimeris
— Ndh

GGTTTGTGGATCCATAACCCATATT
GACGG
Ndh_F

R praimeris (EcoRI GAATTC)
GACATGAATTCCCTCTATTCTCTTC
CAAGC

Ndh R




EGFP Géna sekevence (5° — 37) 720 bp F praimeris (EcoRI GAATTC)

— F praimeris ATACGGATCCACCGGTCGAATTCA
ATACGGATCCACCGGTCGCC ACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGA 113 g;’Pl C;\
GCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTARACGGC E
CACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTG
AAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTG

ACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTC T“ggg(‘ﬁ“gggf:fgé??gfgg%mA
AAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGC cacere g
AACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAG EGFP R

CTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAAC
TACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAAC
TTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAG
AACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAG
TCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTG
ACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGGGTGGAGGTTCCCGCGGA

«— R praimeris

1+ TAA

2.pielikums

Reportiergénu plazmidu shematisks att€lojums

EcoRlI

BamHI
A Hindill

pBBR1-MCS2

3.pielikums
Reportiergénu plazmidu sekvences kop&ja dala. EGFP iekrasots zala krasa. Restrikcijas

saiti pasvitroti.
CTCGGGCCGTCTCTTGGGCTTGATCGGCCTTCTTGCGCATCTCACGCGCTCCTGCGGCGGCCTGTAGGGCAGGCTCATACCCC
TGCCGAACCGCTTTTGTCAGCCGGTCGGCCACGGCTTCCGGCGTCTCAACGCGCTTTGAGATTCCCAGCTTTTCGGCCAATCC
CTGCGGTGCATAGGCGCGTGGCTCGACCGCTTGCGGGCTGATGGTGACGTGGCCCACTGGTGGCCGCTCCAGGGCCTCGTAGA
ACGCCTGAATGCGCGTGTGACGTGCCTTGCTGCCCTCGATGCCCCGTTGCAGCCCTAGATCGGCCACAGCGGCCGCARACGTG
GTCTGGTCGCGGGTCATCTGCGCTTTGTTGCCGATGAACTCCTTGGCCGACAGCCTGCCGTCCTGCGTCAGCGGCACCACGAR
CGCGGTCATGTGCGGGCTGGTTTCGTCACGGTGGATGCTGGCCGTCACGATGCGATCCGCCCCGTACTTGTCCGCCAGCCACT
TGTGCGCCTTCTCGAAGAACGCCGCCTGCTGTTCTTGGCTGGCCGACTTCCACCATTCCGGGCTGGCCGTCATGACGTACTCG
ACCGCCAACACAGCGTCCTTGCGCCGCTTCTCTGGCAGCAACTCGCGCAGTCGGCCCATCGCTTCATCGGTGCTGCTGGCCGC
CCAGTGCTCGTTCTCTGGCGTCCTGCTGGCGTCAGCGTTGGGCGTCTCGCGCTCGCGGTAGGCGTGCTTGAGACTGGCCGCCA
CGTTGCCCATTTTCGCCAGCTTCTTGCATCGCATGATCGCGTATGCCGCCATGCCTGCCCCTCCCTTTTGGTGTCCAACCGGC
TCGACGGGGGCAGCGCAAGGCGGTGCCTCCGGCGGGCCACTCAATGCTTGAGTATACTCACTAGACTTTGCTTCGCARAGTCG
TGACCGCCTACGGCGGCTGCGGCGCCCTACGGGCTTGCTCTCCGGGCTTCGCCCTGCGCGGTCGCTGCGCTCCCTTGCCAGCC
CGTGGATATGTGGACGATGGCCGCGAGCGGCCACCGGCTGGCTCGCTTCGCTCGGCCCGTGGACAACCCTGCTGGACAAGCTG
ATGGACAGGCTGCGCCTGCCCACGAGCTTGACCACAGGGATTGCCCACCGGCTACCCAGCCTTCGACCACATACCCACCGGET
CCAACTGCGCGGCCTGCGGCCTTGCCCCATCAATTTTTTTAATTTTCTCTGGGGAAAAGCCTCCGGCCTGCGGCCTGCGCGCT
TCGCTTGCCGGTTGGACACCAAGTGGAAGGCGGGTCAAGGCTCGCGCAGCGACCGCGCAGCGGCTTGGCCTTGACGCGCCTGG
AACGACCCAAGCCTATGCGAGTGGGGGCAGTCGAAGGCGAAGCCCGCCCGCCTGCCCCCCGAGCCTCACGGCGGLCGAGTGLGG
GGGTTCCAAGGGGGCAGCGCCACCTTGGGCAAGGCCGAAGGCCGCGCAGTCGATCAACAAGCCCCGGAGGGGCCACTTTTTGC
CGGAGGGGGAGCCGCGCCGAAGGCGTGGGGGAACCCCGCAGGGGTGCCCTTCTTTGGGCACCAAAGAACTAGATATAGGGCGA



AATGCGAAAGACTTAAAAATCAACAACTTAAAAAAGGGGGGTACGCAACAGCTCATTGCGGCACCCCCCGCAATAGCTCATTG
CGTAGGTTAAAGAAAATCTGTAATTGACTGCCACTTTTACGCAACGCATAATTGTTGTCGCGCTGCCGAAAAGTTGCAGCTGA
TTGCGCATGGTGCCGCAACCGTGCGGCACCCTACCGCATGGAGATAAGCATGGCCACGCAGTCCAGAGAAATCGGCATTCAAG
CCAAGAACAAGCCCGGTCACTGGGTGCAAACGGAACGCAAAGCGCATGAGGCGTGGGCCGGGCTTATTGCGAGGAAACCCACG
GCGGCAATGCTGCTGCATCACCTCGTGGCGCAGATGGGCCACCAGAACGCCGTGGTGGTCAGCCAGAAGACACTTTCCAAGCT
CATCGGACGTTCTTTGCGGACGGTCCAATACGCAGTCAAGGACTTGGTGGCCGAGCGCTGGATCTCCGTCGTGAAGCTCAACG
GCCCCGGCACCGTGTCGGCCTACGTGGTCAATGACCGCGTGGCGTGGGGCCAGCCCCGCGACCAGTTGCGCCTGTCGGTGTTC
AGTGCCGCCGTGGTGGTTGATCACGACGACCAGGACGAATCGCTGTTGGGGCATGGCGACCTGCGCCGCATCCCGACCCTGTA
TCCGGGCGAGCAGCAACTACCGACCGGCCCCGGCGAGGAGCCGCCCAGCCAGCCCGGCATTCCGGGCATGGAACCAGACCTGC
CAGCCTTGACCGAAACGGAGGAATGGGAACGGCGCGGGCAGCAGCGCCTGCCGATGCCCGATGAGCCGTGTTTTCTGGACGAT
GGCGAGCCGTTGGAGCCGCCGACACGGGTCACGCTGCCGCGCCGGTAGCACTTGGGTTGCGCAGCAACCCGTAAGTGCGCTGT
TCCAGACTATCGGCTGTAGCCGCCTCGCCGCCCTATACCTTGTCTGCCTCCCCGCGTTGCGTCGCGGTGCATGGAGCCGGGCC
ACCTCGACCTGAATGGAAGCCGGCGGCACCTCGCTAACGGATTCACCGTTTTTATCAGGCTCTGGGAGGCAGAATAAATGATC
ATATCGTCAATTATTACCTCCACGGGGAGAGCCTGAGCAAACTGGCCTCAGGCATTTGAGAAGCACACGGTCACACTGCTTCC
GGTAGTCAATAAACCGGTAAACCAGCAATAGACATAAGCGGCTATTTAACGACCCTGCCCTGAACCGACGACCGGGTCGAATT
TGCTTTCGAATTTCTGCCATTCATCCGCTTATTATCACTTATTCAGGCGTAGCACCAGGCGTTTAAGGGCACCAATAACTGCC
TTAAAAAAATTACGCCCCGCCCTGCCACTCATCGCAGTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACG
CGAATTTTAACAAAATATTAACGCTTACAATTTCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGG
CCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCA
CGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAGCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCG
CTCTAGAACTAGTGGATCCP ROM O T E R S GAATTCATCGTGAGCAAGGCCGAGCAGCTCTTCACCGEEETGETGCCCA

TCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATG

CTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCA CGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGC

GTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGC TGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCA
CCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAG _GAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAG
CTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGC GGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATAT
CATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAA TCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCG
ACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCG CAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTG
AGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAC “GTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGA
GCTGTACAAGTAAAAGCTTATCGATACCGTCGACCTCGAGGGGGGGCCCGGTACCCAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTA

ATTGCGCGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGC
CGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCC
AGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCATGCAT
AAAAACTGTTGTAATTCATTAAGCATTCTGCCGACATGGAAGCCATCACAAACGGCATGATGAACCTGAATCGCCAGCGGCAT
CAGCACCTTGTCGCCTTGCGTATAATATTTGCCCATGGGGGTGGGCGAAGAACTCCAGCATGAGATCCCCGCGCTGGAGGATC
ATCCAGCCGGCGTCCCGGAAAACGATTCCGAAGCCCAACCTTTCATAGAAGGCGGCGGTGGAATCGAAATCTCGTGATGGCAG
GTTGGGCGTCGCTTGGTCGGTCATTTCGAACCCCAGAGTCCCGCTCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCGATAGAAGGCGATGCG
CTGCGAATCGGGAGCGGCGATACCGTAAAGCACGAGGAAGCGGTCAGCCCATTCGCCGCCAAGCTCTTCAGCAATATCACGGG
TAGCCAACGCTATGTCCTGATAGCGGTCCGCCACACCCAGCCGGCCACAGTCGATGAATCCAGAAAAGCGGCCATTTTCCACC
ATGATATTCGGCAAGCAGGCATCGCCATGGGTCACGACGAGATCCTCGCCGTCGGGCATGCGCGCCTTGAGCCTGGCGAACAG
TTCGGCTGGCGCGAGCCCCTGATGCTCTTCGTCCAGATCATCCTGATCGACAAGACCGGCTTCCATCCGAGTACGTGCTCGCT
CGATGCGATGTTTCGCTTGGTGGTCGAATGGGCAGGTAGCCGGATCAAGCGTATGCAGCCGCCGCATTGCATCAGCCATGATG
GATACTTTCTCGGCAGGAGCAAGGTGAGATGACAGGAGATCCTGCCCCGGCACTTCGCCCAATAGCAGCCAGTCCCTTCCCGC
TTCAGTGACAACGTCGAGCACAGCTGCGCAAGGAACGCCCGTCGTGGCCAGCCACGATAGCCGCGCTGCCTCGTCCTGCAGTT
CATTCAGGGCACCGGACAGGTCGGTCTTGACAAAAAGAACCGGGCGCCCCTGCGCTGACAGCCGGAACACGGCGGCATCAGAG
CAGCCGATTGTCTGTTGTGCCCAGTCATAGCCGAATAGCCTCTCCACCCAAGCGGCCGGAGAACCTGCGTGCAATCCATCTTG



TTCAATCATGCGAAACGATCCTCATCCTGTCTCTTGATCAGATCTTGATCCCCTGCGCCATCAGATCCTTGGCGGCAAGAAAG
CCATCCAGTTTACTTTGCAGGGCTTCCCAACCTTACCAGAGGGCGCCCCAGCTGGCAATTCCGGTTCGCTTGCTGTCCATAAA
ACCGCCCAGTCTAGCTATCGCCATGTAAGCCCACTGCAAGCTACCTGCTTTCTCTTTGCGCTTGCGTTTTCCCTTGTCCAGAT
AGCCCAGTAGCTGACATTCATCCCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGCCCGCGTTCCTGCTGGCGCTGGGCCTGTTT
CTGGCGCTGGACTTCCCGCTGTTCCGTCAGCAGCTTTTCGCCCACGGCCTTGATGATCGCGGCGGCCTTGGCCTGCATATCCC
GATTCAACGGCCCCAGGGCGTCCAGAACGGGCTTCAGGCGCTCCCGAAGGT

4.pielikums

EGFP kolnéSanai izmantotas plazmidas pQE-eGFP sakvence
CTCGAGAAATCATAAAAAATTTATTTGCTTTGTGAGCGGATAACAATTATAATAGATTCAATTGTGAGCGGATAACAATTTCA
CACAGAATTCATTAAAGAGGAGAAATTAACTATGAGAGGATCTCACCATCACCATCACCATACGGATCCACCGGTCGCCACCA
TGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTC
AGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGT
GCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACT

TCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGC

GAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTG
GCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTA
AGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGLCCCCGTG
CTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCT

GGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGCGACGAGCTGTACAAGGCTGGAGGTTCCCGCGGACTAAAGCGGCCCT
AGAGCTCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTG
GAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGG
GGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGCTT
CTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGGGGCTCGACCTGCAGCCAAGCTTAATTAGCTGAGCTTGGACTCCTGTTGATAGATCCAGTA
ATGACCTCAGAACTCCATCTGGATTTGTTCAGAACGCTCGGTTGCCGCCGGGCGTTTTTTATTGGTGAGAATCCAAGCTAGCT
TGGCGAGATTTTCAGGAGCTAAGGAAGCTAAAATGGAGAAAAAAATCACTGGATATACCACCGTTGATATATCCCAATGGCAT
CGTAAAGAACATTTTGAGGCATTTCAGTCAGTTGCTCAATGTACCTATAACCAGACCGTTCAGCTGGATATTACGGCCTTTTT
AAAGACCGTAAAGAAAAATAAGCACAAGTTTTATCCGGCCTTTATTCACATTCTTGCCCGCCTGATGAATGCTCATCCGGAAT
TTCGTATGGCAATGAAAGACGGTGAGCTGGTGATATGGGATAGTGTTCACCCTTGTTACACCGTTTTCCATGAGCAAACTGAA
ACGTTTTCATCGCTCTGGAGTGAATACCACGACGATTTCCGGCAGTTTCTACACATATATTCGCAAGATGTGGCGTGTTACGG
TGAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGTTTATTGAGAATATGTTTTTCGTCTCAGCCAATCCCTGGGTGAGTTTCACCAGTT
TTGATTTAAACGTGGCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGTTTTCACCATGGGCAAATATTATACGCAAGGCGACAAGGTG
CTGATGCCGCTGGCGATTCAGGTTCATCATGCCGTCTGTGATGGCTTCCATGTCGGCAGAATGCTTAATGAATTACAACAGTA
CTGCGATGAGTGGCAGGGCGGGGCGTAATTTTTTTAAGGCAGTTATTGGTGCCCTTAAACGCCTGGGGTAATGACTCTCTAGC
TTGAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTCCT
GAGTAGGACAAATCCGCCGCTCTAGAGCTGCCTCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGG
AGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGG
GGCGCAGCCATGACCCAGTCACGTAGCGATAGCGGAGTGTATACTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGA
GTGCACCATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCAC
TGACTCGCTGCGCTCGGTCTGTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAG
GGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTC
CATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATA
CCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCC
CTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCAATGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGT



GTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTT
ATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGC
CTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGC
TCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATC
TCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGAT
TATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGG
TCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGCTGCCTGACTCCC
CGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGG
CTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAG
TCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCAT
CGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGT
TGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATG
GCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTG
AGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAG
TGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACT
CGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAA
AAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATT
GTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCA
CCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTTCAC

5. pielikums

Agarozes g€la elektroforézes att€li no izmantoto praimeru parbaudes (A), pPBBR-EGFP
plazmidas konstrukta parbaudes (B) ar PCR pé&c kloneSanas DH5a, parbaude sagriezot
plazmidu ar restrikcijas enzimiem un PCR parbaude péc ieporéSanas Zm6, Zm6-cat, Zm6-ndh
celmos. pPBBR:Pndh-EGFP (C), pPBBR:Pbc;-EGFP (D), pPBBR:Pbd-EGFP (E), pBBR:PperC-
EGFP (F) plazmidu parbaudes.

Praimeru parbaude
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B pBBR-EGFP Restrikcijas parbaude PCR parbaude

PCR parbaude: E.coli DH5a Restriktazes: Praimeri: EGFP_F + EGFP_R
Hindlll Sacl
Praimeri: ppdc_ndh_fwd+EGFP_R + + Zm6 Zm6-cat Zm6-ndh
i i = BamHI Zm6é pBBR-EGFP pBBR-EGFP pBBR-EGFP

EcoRl  Hindlll
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Praimeri: Ndh_F +EGFP_R
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PCR parbaude: Zmé6 Zmé6-cat

980 bp

980 bp

3. plate
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pBBR:Pbc1-EGFP Restrikcijas parbaude
PCR parbaude: E.coli DH5a Restriktazes:
BamHI+

Praimeri: bc1_F+EGFP_R BamHI+ ;. BamHI
= = EcoRI Hindlil

5065 bp
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PCR parbaude: Zmé Zm6-ndh Zm6-cat

Praimeri: bc1_F +EGFP_R
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pBBR:Pbd-EGFP
PCR parbaude: E.coli DH5a Restriktazes:
Praimeri: bd_F +EGFP_R Bamy BamHI+  BamHi+
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PCR parbaude: Zmé6 Zmé6-ndh Zm6-cat
Praimeri: bd_F +EGFP_R

1491 bp

~ = 100bp w ~ = 100bp w ~ e 100 bp
5 5 g 5 3 g 3 3
g El s g g s g S
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pBBR:PperC-EGFP
PCR parbaude: E.coli DH5a Restrikcijas parbaude
Restriktazes:
Praimeri: PerC_F +EGFP_R BamHt BamHk: o o)
= = EcoRI Hindlll
2. plate 1. plate 100 bp 1kbp 100 bp
g L ~ -
53 & 5 3
S S5 8 §
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PCR parbaude: Zmé Zmé6-ndh Zmé-cat

Praimeri: PerC_F +EGFP_R

1152 bp
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6. pielikums
pBBR-EGFP saturoSo celmu augSanas salidzinajums pie normala barotnes satura (A), ar
pievienotu 6% etanolu (B) un 0,225M NaCl (C) audzgjot uz kratitaja 15 ml tilpuma 100ml

koniskajas kolbas.

10 Bez stresa 10 6% Etanols 10 0225M NaCl
9 4 9 9
8 8 8
7 7 7
6 6 7 6
8 s 8 s 8s
4 4 4
3 3 3
2 2 2
1 1 1 g
0 . 0 0o -
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Audzésanas laiks, h Audzésanas laiks, h Audzésanas laiks, h
—7 M6
Zm6-ndh

Zm6-cat



7.pielikums
Zm6, Zmb6-cat, Zm6-ndh plazmidas saturoSo celmu augSanas savstarpgjs salidzinajums
pie normala barotnes satura (A,B,C), ar pievienotu 6% etanolu (D,E,F) un 0,225M NaCl

(G,H,J). Dati no 8 — 4 biologiskajiem atkartojumiem audz&jot uz mikroplasu lasitaja.

A Bezstresa B C
1.6 1.6 1.6
1.4 — 1.4 1.4
1.2 1.2 1.2
1 1 1
) a =)
8 o8 go0s g o8
0.6 0.6 0.6
0.4 0.4 0.4
02 & 0.2 0.2
0 0 0
SAadANS S oM SSm NI NREDA S38325498S
8583888283 838833832383 Sg8858SAHg
e /M6 pBBR-EGFP a7 m6-cat pBBR-EGFP
@ 7m6 P-ndh e/ m6-cat P-ndh e 7m6-ndh pBBR-EGFP
e 7M6 P-perC Zme6-cat P-bcl Zm6-ndh P-bcl
Zm6 P-bd Zmé6-cat P-bd Zm6-ndh P-bd
Zm6 P-bcl e 7 M6-cat P-perC e 7M6-ndh P-perC
D E F
1.6 1.6 1.6
6% Etanols
1.4 1.4 1.4
1.2 1.2 1.2
1 1 1
a =) Qa
508 508 Sos :
0.6 0.6 0.6
0.4 0.4 0.4
0.2 = 0.2 0.2
0 0 0
SHUBRNISIoD M 8IMNINEAR 253833854938
Sggss8gaas 8888658843 SE8858S883
G H J
1.6 1.6 1.6
0.225M NaCl
1.4 1.4 1.4
1.2 1.2 1.2
1 1 1
[a) o [a)
gos8 g0.8 308
0.6 0.6 R 0.6 i
04 am— o f 0.4
0.2 0.2 ' 0.2
0 0 0
R R RRR R RS SImMNINERA dsmyangag
8338338582483 8388583373 883838583433



Magistra darbs ,, Zymomonas mobilis elpoSanas k&des regulacijas izp€te stresa apstaklos
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