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Kopsavilkums

Melnais plaskoks (Sambucus nigra) ir bagats ar flavonoidiem, kam piemit antimikrobiala
aktivitate. Nav zinams, vai $1 IpaSiba piemit S. nigra in vitro $tinu suspensijam.

Tika izvértéta gaismas intensitates un elicit€Sanas ar flg22 ietekme uz $tnu suspensiju
kopgjo flavonoidu (TFC) un antocianu (TAC) saturu, flavonoidu biosintézes génu ekspresiju
un antibakterialo aktivitati pret Cetriem mutes dobuma mikrobiotas patogéniem.

Iegitie rezultati parada, ka S. nigra $tnu suspensijas, kas elicitétas ar flg22 vai kultivétas
200-250 pmol m s, uzrada augstako aktivitati pret B. licheniformis. Kultivésana 400450
umol m2 s? Jauj iegiit lielaku TFC un TAC, tadu elicite$ana ar flg22 %o savienojumu saturu
nepaaugstina. S. nigra suspensiju kulttiras, kuras tika audz&tas bioreaktoros, uzradija zemaku

produktivitati, salidzinot ar kultivaciju kolbas.

Atslégvardi: Sambucus nigra, in vitro Stinu suspensiju kulttiras, antibakterialas tpasibas,

flavonoidi, elicitori.



Summary

Optimization of black elder (Sambucus nigra L.) in vitro cell suspension cultures to

obtain antibacterial extracts

Black elderberry (Sambucus nigra) is a rich source of flavonoids with antimicrobial
activity. It is not known whether these properties are also present in S. nigra in vitro cell
suspensions.

The influence of light intensity and elicitation with flg22 on cell suspension extracts
flavonoid (TFC) and anthocyanin (TAC) content, expression of genes involved in flavonoid
biosynthesis and antibacterial activity against four oral microbiota pathogens was evaluated.

The obtained results show that S. nigra cell suspensions elicited by flg22 or cultivated at
200-250 pumol m s are the most effective against B. licheniformis. Cultivation at 400450
umol m2 st result in higher TFC and TAC, but eliciting with flg22 do not increase the content
of those. S. nigra suspension cultures grown in bioreactors showed lower productivity

compared to flasks.

Keywords: Sambucus nigra, in vitro cell suspension cultures, antibacterial properties,

flavonoids, elicitors.
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Apziméjumu un saisinajumu saraksts

CcDNS — komplementara DNS (complementary DNA)

Cyn-3-Glu — cianidina-3-glikozids (cyanidin-3-O-glucoside)

ddH20 — dubulta destiléts idens (double distilled water)

DNS — dezoksiribonukleinskabe (deoxyribonucleic acid)

DW — sausa masa (dry weight)

FDA — fluoresceina diacetats (fluorescein diacetate)

Flg22 — flagellins 22 (flagellin 22)

FW — svaiga masa (fresh weight)

MBC — minimala bakteriostatiska koncentracija (minimum bacteriostatic concentration)
MES - 2-(N-morfolino)etansulfonskabe (2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid)
MIC — minimala inhib&jo$a koncentracija (minimum inhibitory concentration)
MS — barotne p&c Murashige & Skoog (1962)

NAA — 1-naftalinetikskabe (1-naphthaleneacetic acid)

NFH:20 — nukleazes nesatuross tidens (nuclease-free water)

OD - optiskais blivums (optical density)

PCR — polimerazes k&des reakcija (polymerase chain reaction)

pH — tdenraza jonu koncentracija Skiduma

rcf — relativais centrb&dzes speks (relative centrifugal force)

RE — rutins (rutin, quercetin-3-O-rutinoside)

RNS — ribonukleinskabe (ribonucleic acid)

RT-PCR — reversas transkripcijas PCR (reverse transcription PCR)
RT-gPCR - reala laika kvantitativa PCR (real-time quantitative PCR)

TAC — kopgjais antocianu saturs (total anthocyanin content)

TDZ — tidiazurons (thidiazuron)

TFC — kopgjais flavonoidu saturs (total flavonoid content)

UV — ultravioleta gaisma

umol m2s? jeb PPFD — gaismas intensitates mérvieniba; mikromoli sekundg uz kvadratmetru
jeb fotosintétisko fotonu plismas blivums (Micro moles per second per meter squared or

Photosynthetic Photon Flux Density)



levads

Pieaugosas antibiotiku rezistences d&] bakt€riju izraisitas saslimSanas ir viens no
butiskakajiem veselibas apriipes izaicinajumiem. Tadg] ir aktuali jaunu antibakterialu lidzeklu
mekl&jumi. ledarbojoties uz mikroorganismu virulences faktoriem, ir iespéjams samazinat
bakteriju augSanu, vienlaikus neveicinot rezistences veidosanos pret antibakterialo lidzekli.
Augu sekundarie metaboliti, kas iedarbojas uz patogéno baktériju virulences faktoriem, var
kalpot ka profilaktiski antibakteriali Iidzekli, jo to ilgstoSa lietoSana neveicina nevélamo
rezistences attistibu baktérijas. Rezultata augu izcelsmes antimikrobiali produkti, kas kave
bakterialas biopléves veidosanos, ir viens no risinadjumiem, ka ierobezot antibiotiku rezistences
straujo izplatibu.

Melnais plaskoks (Sambucus nigra) ir bagats ar flavonoidiem un tam piemit
antimikrobiala iedarbiba, taja skaita — bioplévju veidoSanas inhib&sana. Bioplévju veidoSanas
mutes dobuma ir viens no galvenajiem smaganu iekaisumu c€loniem, tapec ir nozimigi izpéetit
S. nigra in vitro $tnu suspensiju kulttru ekstraktu potencialu ar mutes dobuma infekcijam
saistto patogéno bakteriju ierobezosanai.

S. nigra antimikrobiala aktivitate ir saistita ar auga biokimisko sastavu, tapéc sagaidams,
ka, ierosinot paaugstinatu mérksavienojumu sintézi, butu iespjams iegit efektivaku
antibakterialo aktivitati pret mutes dobuma mikrobiotas patogénajam bakterijam:
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus, Bacillus licheniformis un
Escherichia coli. In vitro kultivéSanas pieeja lauj standartizéta veida un neatkarigi no
sezonalitates optimizét augu Stnu biokimisko sastavu, izmantojot specifiskus audz€Sanas
apstaklus, ka arT pielietojot elicitorus sekundaro metabolitu ierosinasanai.

Darba meérkis: optimizét Melna pliskoka Sambucus nigra Stnu suspensiju kulttiras
antibakterialu ekstraktu iegtiSanai.

Darba uzdevumi:

1. Noteikt, ka kultivésana pie atskirigas intensitates apgaismojuma ietekmé S. nigra stinu
suspensiju antibakterialo aktivitati, kop&jo antocianu un flavonoidu biosintézi.

2. Noteikt, ka elicitésana ar flg22 ietekmé S. nigra $iinu suspensiju antibakterialo aktivitati,
kopgjo antocianu un flavonoidu biosintezi.

3. Noteikt, vai S. nigra Stnu suspensiju meérogoSana ietekmé kop&jo antocianu un
flavonoidu saturu.

Hipotéze: S. nigra in vitro S$tnu suspensiju kultiras, kas audz&tas pie augstakas
intensitates apgaismojuma vai elicitétas ar flg22, bis ar specigaku antibakterialo iedarbibu,

neka kontroles apstaklos audzetas $iinu suspensijas.



1. Literataras apskats
1.1. Bioplévju nozime cilvéka mutes dobuma

Cilveka mutes dobuma mikrobiotu veido vairak neka 700 mikroorganismu sugu (Zhao et
al. 2017). Baktgrijas kolonizé mutes dobuma cietos un mikstos audus, uz kuru virsmas tas ar
adhézijas palidzibu veido sarezgitas struktiiras kopienas jeb biopléves (biofilmas). Biopléves
pilda aizsargfunkciju, ka rezultata tas ir 10 — 1000 reizes izturigakas pret argjo faktoru
iedarbibu, piem&ram, antimikrobialajiem savienojumiem, neka planktoniskas bakterijas (Shree
et al. 2023). Komensalas sugas ir nozimigas mutes veselibas saglabasana, tacu labveéligo un
patogeéno sugu lidzsvaru var viegli un atri izmainit, neieverojot optimalu mutes dobuma higiénu,
kas rezult€jas ar patogéno baktériju skaita palieclinasanos (Wade 2013). Patogénu veidotas
biopléves nelabveligi ietekmé cilvéka imtinsistému un var biit par iemeslu smaganu infekcijam,
kuru arsté$ana ir apgritinata bioplévju specifisko ipasibu un sastava dél (Rather et al. 2021).
To struktiira inhib& antimikrobialo savienojumu diftiziju caur matriksu, palielinot baktériju

rezistenci pret mutes skalosanas lidzekliem un antibiotikam (Kommerein et al. 2021).

1.2. Augi ka antimikrobialu savienojumu avots

P&dgjo gadu laika visa pasaule bakteriju rezistence pret vairakam antibiotikam turpina
pieaugt, klustot par arvien lielaku globalu problému, kas ietekmé visus dzivos organismus
(Salam et al. 2023). Tapéc ir nepiecieSams atklat jaunus veidus, lai samazinatu bakterialas
izcelsmes infekciju gadijumus un ierobeZotu antibiotiku rezistences izplatibu. Merketi
iedarbojoties uz patogéno mikroorganismu virulences faktoriem, nevis Stinas pamatprocesiem,
ir iesp&jams ierobezot patogénu negativo ietekmi, vienlaikus neradot selektivo spiedienu, kas
novestu pie antibiotiku rezistences mutaciju attistibas (Johnson and Abramovitch 2017). Viens
no baktériju virulenci veicinos$iem faktoriem ir sp&ja veidot biopléves (Shree et al. 2023), tapéc
ir Ipasi svarigi izvertet antimikrobialo Iidzeklu efektivitati tiesi pret bioplevem.

Strauji palielinas interese par antimikrobialiem lidzekliem, kas iegiiti no augiem, uzskatot
augus par perspektivu risinajumu tajos esoso savienojumu dél (Othman et al. 2019). Augi
tradicionali ir izmantoti, lai arste€tu dazadas infekcijas, un art 21. gadsimta tiem ir nozimiga
loma jaunu savienojumu atklasana (Newman et al. 2000). Augu sekundarie metaboliti satur
biologiski aktivas vielas ar dazadam kimiskam un strukturalam tpasibam un funkcijam (Ncube
and Van Staden 2015). Atskiriba no primarajiem metabolitiem, kas iesaistiti auga
fiziologiskajos pamatprocesos, sekundarie metaboliti veicina adaptivos un aizsardzibas
mehanismus, ka mikroorganismu $iinu aug$anas un dzivotsp&jas nomaksanu (Sovljanski et al.

2023). Savienojumu — polifenolu, flavonoidu, alkaloidu, tanninu, terpénu un citu —
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antimikrobialais un rezistenci modific€josais potencials ir plasi pétits un pieradits vairakiem
augiem (Keita et al. 2022).

Atskirtba no tradicionalajam antibiotikam, augos esoSie savienojumi var kompleksi
iedarboties vienlaikus uz vairakiem mikroorganismu virulences faktoriem, tade] augu izcelsmes
savienojumi var ietekm&t mikroorganismu dzivotspgjai nozimigus biokimiskos celus, kurus
tradicionalas antibiotikas neskar (Othman et al. 2019). ST iemesla dél augu izcelsmes ekstraktu
pielietojumam antibiotiku rezistences apkaroSana butu japievers lielaka uzmaniba. Viens no
augiem ar antimikrobialam ipasibam un bagatigu biologiski aktivo savienojumu saturu ir

Sambucus nigra, kas arf tika izvél&ts par $1 p&tijuma objektu.

1.3. S. nigra raksturojums un biologiski aktivas ipasibas

Pluskoku (Sambucus) ginti veido kriimi un maza izméra koki no Bezslavisu dzimtas
(Adoxaceae), kuru vietgjais izplatibas areals ir mérena vai suptropu josla gan ziemelu, gan
dienvidu puslodé. Sobrid ir zinamas ap 10 Sambucus gints sugu, kas ieklauj ari Melno pliiskoku
Sambucus nigra (Britannica 2024). S. nigra ir vasarzal§ krims 2 — 7 m augstuma ar kuplu
gadijumos sastopama Latvija visa teritorija, veidojot skrajas grupas (Klavin$ u.c. 2024).

S. nigra ziedi un ogas (1.1. att€ls) tiek izmantoti partikas, kosmetologijas un farmacijas
ripnieciba ta veselibu veicinoso Tpasibu d&l. Augs ir bagats ar oglhidratiem, olbaltumvielam,
lipidiem, organiskajam skab&m, mineralvielam, vitaminiem un &teriskajam ellam. Ta sastava
domingjosie biologiski aktivie savienojumi ir polifenoli, flavonoidi un antociani (Mtynarczyk

et al. 2018).

1.1. attels. S. nigra (Stepien et al. 2023); A — ziedi, B — ogas.
Figure 1.1. S. nigra (Stepien et al. 2023); A — flowers, B — berries.



S. nigra piemit antioksidanta, pretickaisuma, citotoksiska, pretalergiska, pretvirusu,
antimikrobiala, antidepresiva, antiaterosklerozes, imiinmoduljosa, hipoglikémiska un
pretdiabé&ta iedarbiba (Stgpien et al. 2023). Tradicionalaja medicina S. nigra tika izmantots ka
sviedr&joss, diurétisks, pretaizciet§juma, pretdrudza, iesnu un sapju mazinoSs lidzeklis
(Manganelli et al. 2005). S. nigra ogu ekstraktos eso$ajiem savienojumiem — 5,7,3',4'-tetra-O-
metilkvercetinam (3,7,3’,4"-tetra-O-methylquercetin) un cianidina-3-glikozidam (cyanidin-3-
glucoside) — piemit pretgripas Tpasibas, mazinot elposanas traucéjumu simptomus (Roschek et
al. 2009; Torabian et al. 2019; Mahboubi 2021).

S. nigra ogam ir raksturiga augsta antioksidantu aktivitate, pateicoties antocianiem —
cianida-3-O-glikozidam (cyanide-3-O-glucoside), cianidina sambubiosidam (cyanidin
sambubioside), cianidina 3,5-diglikozidam (cyanidin 3,5-diglucoside) un flavonoidiem —
rutinam (rutin), kvercetinam (quercetin) un kvercetina-3-O-glikozidam (quercetin-3-O-
glucoside) (Silva et al. 2017; Boroduske et al. 2021). Apstiprinats, ka, palielinoties antocianu
koncentracijai, palielinas arT antioksidativas Tpasibas, tacu tikai 11dz noteiktam Itmenim, virs
kura $is parametrs sak kristies (Pliszka et al. 2005). S. nigra piemit arT prebiotiska lidzekla
potencials (Has et al. 2023), ka arT to varétu izmantot ka perspektivu partikas konservantu
(Antolak et al. 2017).

S. nigra ogu, ziedu un lapu ekstraktiem pieraditas antimikrobialas TpaSibas pret
nozimigiem patogéniem, kas izplatiti arstniecibas iestadés (Hearst et al. 2010;

Mohammadsadeghi et al. 2013).

1.4. Sambucus inhibgjosa ietekme uz bioplévju veidojosam baktérijam

Pie Staphylococcus gints pieder gram-pozitivas, fakultativi anaerobas baktérijas, kas ir
komensalas un nosaciti patogénas (Dasgupta et al. 2022). Staphylococcus piemit augsta
rezistence pret antibiotikam (Iidz pat 90%) (Tang et al. 2020). Visizplatitakas mutes dobuma
mikrobiota esosas Staphylococcus gints sugas ir S. aureus, S. epidermidis un S. saprophyticus.

S. epidermidis kolonizé adu un glotadas virsmas, mikroorganisms tiek uzskatits par
oporttnistisku patogénu (Severn and Horswill 2023). S. saprophyticus veido normalu adas,
urincelu un dzimumorganu mikrobiotu. Cilvékiem ar novajinatu imiinsist€ému vai imiindeficita
sindromu baktgrija var izraisit akiitas urincelu infekcijas. Atklats, ka 91% no S. saprophyticus
izolatiem sp&j veidot biopleves (1.2. attéls) (Rafiee and Ghaemi 2023). ST baktérija ir atrodama
ar1 zobu bioplévju sastava, domingjot veselu individu smaganu paraugos (Colombo et al. 2023).
S. Junior et al. (2018) raksta, ka flavonoidam kvercetinam piemit antibakteriala aktivitate pret
S. saprophyticus un S. aureus. C. Hearst et al. (2010) veica eksperimentu ar S. nigra ziedu, ogu
un lapu ekstraktiem, pieradot, ka augam piemit inhib&joSas 1pasibas pret 13 patog€niem, tostarp,
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pret Staphylococcus sugam. I.M. Has et al. (2023) pé&tijums liecina par S. aureus augSanas
inhib&sanu ar S. nigra ekstraktu MIC 1,95 mg/mL, tacu péc S. Mohammadsadeghi et al. (2013)

rezultatiem S. aureus augsana tika inhib&ta ar MIC 0,005 mg/mL.

1.2. attels. S. saprophyticus biopléves struktiira; A — 20 000 reizu palielinajuma; B —
5 000 reizu palielinajuma (Martins et al. 2019).
Figure 1.2. S. saprophyticus biofilm structure; A —20 000 times magnification; B —5 000
times magnification (Martins et al. 2019).

B. licheniformis ir gram-pozitiva, aeroba baktgrija, kas ir nosaciti patogéna (Nithya et al.
2012). Par §is bakterijas lomu mutes dobuma mikrobiotas sastava literatira ir atrodama
pretruniga informacija. PE€d&jo gadu laika B. licheniformis tiek atzits par potencialu probiotisku,
antimikrobialu un bioplévju inhib&osu agentu (Surin Hudakova et al. 2022; Shleeva et al.
2023), tomér $1 bakterija var izraisit smagas infekcijas, taja skaita — mutes dobuma (Haydushka
et al. 2012). S. nigra ekstraktiem ir pieradits inhib&joss efekts pret B. cerus (Hearst et al. 2010)
un B. subtilis (MIC 0,005 mg/mL) (Mohammadsadeghi et al. 2013), tacu lidz Sim nav
informacijas par S. nigra ekstraktu aktivitati pret B. licheniformis.

E. coli ir gram-negativa, fakultativi anaeroba komensala baktérija, kas apdzivo zarnu
mikrobiotu. Ta ir nosaciti patogéna un var ierosinat dazadu infekciju izpausmes (Nataro and
Kaper 1998). E. coli ir konstatéta ari mutes dobuma mikrobiota, nonakot tur ar partiku vai
saskarsmé ar dzivniekiem, priekSmetiem. Ja E. coli tiek nodrosinati labvéligi vides apstakli, tad
ta var dominét mutes dobuma sugu bioplévju sastava (Zaatout 2021). S. nigra polifenolu
ekstrakti uzrada aktivitati pret baktériju celmiem, taja skaita, E. coli, ar MIC diapazona no 0,5
lidz 0,05% (Przybylska-Balcerek et al. 2021), tacu péc .M. Has et al. (2023) rezultatiem
ekstrakta MIC pret E. coli ir 3,91 mg/mL. Savukart, S. Mohammadsadeghi et al. (2013)
parbaudija, ka S. nigra ogu ekstraktiem piemit sp&ciga antibakteriala aktivitate pret E. coli ar
MIC 0,0027 mg/mL.

Ir pétits Sambucus gints augu ekstraktu pielietojums mutes kopsanas lidzeklu sastava.

Pieradits, ka mutes skalojamais lidzeklis, kas satur S. williamsii ekstraktu, ir iedarbigs pret
10



kariesu, pateicoties efektivai antibakterialai iedarbibai, it Tpasi pret S. mutans (Kim and Nam
2022). S-H Nam (2019) pétija S. williamsii ekstrakta iedarbibu pret E. faecalis, apstiprinot, ka
ekstrakts ir efektivs lidzeklis zobu kanalu iekaisuma arst€Sana ar MIC 20 mg/mL un MBC
30 mg/mL péc 6 h un MIC/MBC 40 mg/mL péc 24 h.

H. Adnan et al. (2017) atklaja, ka S. nigra ziedu ekstrakts pret P. aeruginosa bioplévéem
uzradija 59,2% efektivitati — tas ir pirmais p&tijums, kur parbaudita S. nigra anti-bioplévju
efektivitate. S. nigra ekstrakts sp&j inhibét S. aureus (ICso 0,688 mg/mL) un P. aeruginosa
(ICs0 0,890 mg/mL) veidotas biopléves (Kiizkovska et al. 2023).

Antimikrobiala iedarbiba tiek saistita ar S. nigra sastava esoSajiem flavonoidiem un
antocianiem, tantniem un triterp&niem, ka art peptidiem un oligosaharidiem (Hearst et al. 2010).
Nesena pétijuma tiek minéts, ka S. nigra ekstraktu antimikrobialas ipasibas ir attiecinamas uz
biologiski aktivo savienojumu kombinaciju, nevis Uz atseviskiem savienojumiem (Przybylska-

Balcerek et al. 2021).

1.5. Flavonoidi

Flavonoidi ir biologiski aktivi savienojumi, kas pieder pie augu sekundaro metabolitu
klases ar polifenolu struktiru. Tos klasifice dazadi atkariba no molekula esoSajam sait€m,
kimiskas struktiiras un oksidacijas pakapes (Panche et al. 2016; Ramesh et al. 2021; Chen et al.
2023). Pec jaunakas klasifikacijas flavonoidus iedala septinas klas€s: flavanoli jeb katehini,
antociani, flavanoni, flavonoli, izoflavoni, flavoni un halkoni (Chen et al. 2023).

Antociani ir Gdent $kistoSi pigmenti, kas veido sarkano, zilo un violeto krasu augu
audiem. Visizplatitakais antocians ir cianidina-3-glikozids (Khoo et al. 2017), kas ir kvantitativi
domingjosais antocians ari S. nigra (Silva et al. 2017). Antocianu stabilitate atkariga no pH,
temperatiiras, to struktiiras, ka ar1 no gaismas (Laleh et al. 2006). Ogas sastopamie antociani ir
specigi antioksidanti, kas nodroSina aizsardzibu pret brivajiem radikaliem. Tiem piemit loti
daudz dazadu biologiski aktivo Tpasibu, tostarp, antimikrobiala aktivitate, tapéc antocianiem ir
potencials to pielietoSanai farmacija (Tena et al. 2020).

Ir veikti daudzi p&tijumi par ogas esoSo flavonoidu antimikrobialo aktivitati (Puupponen-
Pimi& et al. 2001; Nile and Park 2014). Apstiprinats, ka flavonoidi — luteolins (luteolin), morins
(morin), naringins (naringin), kvercetins (quercetin) un rutins (rutin) — efektivi kavé mutes
dobuma patogéno mikroorganismu augsanu (Gutiérrez-Venegas et al. 2019). S. nigra ogas ir
vienas no bagatakajam ar flavonoidiem: to kopgjais fenolu (104 mg/g FW), kopgjais flavonoidu
(42 mg/g FW) un kopgjais antocianu saturs (45 — 791 mg/g FW) ir viens no augstakajiem starp
dazadu augu ginsu ogam (Rimpapa et al. 2007; Nile and Park 2014).
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1.6. Flavonoidu biosintezes cel$

Flavonoidi tiek sintezeti pa fenilpropanoidu metabolisko celu (1.3. attéls). Pirmo reakciju
katalizé fenilalanina amonjaka liaze (PAL), kad no aminoskabes fenilalanina ieglist cinamatu,
no cinamata — 4-kumaratu, ko kataliz€ cinamata-4-hidroksilaze (C4H). 4-kumarata-CoA ligaze
(4CL) parver§ 4-kumaratu par 4-kumaroil-CoA. Sim savienojumam reaggjot ar tris malonil-
CoA molekulam, iegiist naringenina halkonus. So reakciju veic enzims halkona sintaze (CHS).
No halkoniem iegtist flavanonus ar enzimu — halkona flavanona izomeraze (CHI). No
centralajiem starpproduktiem biosinteézes cel§ novirzas vairakos sanu zaros, radot atSkirigus
flavonoidu klases savienojumus, iesaistoties dazadiem enzimiem. Ar flavanona 3-hidroksilazes
(F3H) palidzibu iegtst dihidroflavonolus. Dihidroflavonola reduktaze (DFR) katalizé
reducésanos lidz leikoantocianiem, kurus antociana sintéze (ANS) parver§ par antocianiem.
Glikozidu veidosanos kataliz€¢ UDP glikozes-flavonoida 3-0-glikoziltransferaze (UFGT), kas
stabiliz€ antocianus ar 3-O-glikozilaciju (Jaakola et al 2003; Ma et al. 2021).

Fenilalanins PAL  Cinnamats CH4  4-kumarits
Phenylalanine Cinnamate 4-Coumarate
4CL 1
4-kumaroil-CoA + 3 x Malonil-CoA
4-Coumaroyl-CoA + 3 x Malonyl-CoA
CHS l
Naringenina halkons
Naringenin chalcone
CHI l &
Naringenins "° O °. O
Naringenin
OH O
F3H l
F3'H Dihidrokaempferols 35y

Dihidrokvercetins / Dihydrokaempferol \ Dihidromiricetins

Dihydroguercetin DFR l dihydromyricetin

DFR l Leikopelargonidins DFR l

Leikocianidins Leucopelargonidin Leikodelfinidins
Leucocyanidin ANS Leucodelphinidin

ANS l s Y™ Pelargonidins ANS l v
" q““‘ i Delfinidins ™oy L.

> UrGT | Delphinidin
UFGT l Pelargonidina 3-O-glikozids UFGT l

Delfinidina 3-O-glikozids
Delphinidin 3-O-glucosid,

1.3. attéls. Flavonoidu biosintézes cel$ (Ma et al. 2021). PAL — fenilalanina amonija
liaze; C4H — cinnamata 4-hidroksilaze; 4CL — 4-kumarata CoA ligaze; CHS — halkona sintaze;
CHI — halkona izomeraze; F3H — flavanona 3-hidroksilaze; /'3'H — flavonoida 3’ hidroksilaze;
F3'5'"H — flavonoida 3’5’hidroksilaze; FLS — flavonola sintaze; DFR — dihidroflavonola 4-
reduktaze; ANS - antocianidina sintaze; UFGT — UDP-galaktozes flavonoida 3-O-
galaktoziltransferaze

Figure 1.3. The pathway of flavonoid biosynthesis (Ma et al. 2021). PAL — phenylalanine
ammonia lyase; C4H — cinnamate 4-hydroxylase; 4CL — 4-coumarate CoA ligase; CHS —
chalcone synthase; CHI — chalcone isomerase; F3H — flavanone 3-hydroxylase; F3'H —
flavonoid 3’ hydroxylase; F3'5'H — flavonoid 3°5’hydroxylase; FLS — flavonol synthase; DFR
— dihydroflavonol 4-reductase; ANS — anthocyanidin synthase; UFGT — UDP-galactose
flavonoid 3-O-galactosyltransferase.
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Lai gan centralais flavonoidu biosintézes cel§ augos ir konservativs, atkariba no sugas var
biit atSkiribas, ko veic cela iesaistitie enzimi. Tie regulé kop&jo sint€zes cela efektivitati,
specifiskumu un modificé flavonoidu pamata molekularo struktiiru, pievienojot sanu grupas,
nodroSinot flavonoidu daudzveidibu augu valsti, ka ari modulgjot iegtta flavonoida fiziologisko
aktivitati (Falcone Ferreyra et al. 2012).

Lai notiktu antocianu sintéze, ir nepiecieSami strukturalie géni, kas ir tieSi iesaistiti
antocianu sint€zg, un regul&josie géni, kas kontrol€ pirma tipa génu transkripciju (Jaakola et al
2002). Ar antocianu biosintézi saistito génu (PAL, CHS, CHI, F3'H, DFR, ANS, UFGT)
ekspresija tiek izmantota antocianu akumul&s$anas pétijumos. Génu ekspresija parasti korelé ar
géna kodg@ta proteina sintézi. Génu ekspresijas izmainas stresa faktora ietekmé liecina par to,
ka Sie géni un to produkti ir saistiti ar stresa atbildi (Matters and Scandalios 1986; Carmo et al.
2012). Antocianu biosintéze ir pétita S. nigra ogam to nogatavoSanas procesa (Mikulic-
Petkovsek et al. 2023), tacu triikst literatiiras par flavonoidu un antocianu regulé$anas

molekularo mehanismu S. nigra auga un no auga iegttam in vitro kultiram.

1.7. Augu audu un $iinu kultiiras ka izejviela vértigu savienojumu iegiisanai

Augu kultiira ir defingjama ka augu $tinu vai organu kultivéSana un uzturéSana sterilos,
uzturvielam bagatos augSanai atbalstoSos apstaklos — in vitro (Pierik 1997; Chawla 2003).
Barotnes izvéle augu in vitro kultiiras ir balstita uz kultivéto audu veidu un augu sugas prasibam
p&c makroelementiem, mikroelementiem un organiskam vielam — vitaminiem, aminoskab&m,
slapekla savienojumiem un augSanas regulatoriem jeb fitohormoniem (Saad and Elshahed
2012). Augsanas regulatori in vitro kultlru barotn@s ir nepiecieSami mazas koncentracijas. Tie
regulé Stnu augSanu, daliSanos un organu attistibu (Chawla 2003). Parbaudits, ka S. nigra
kallusu inducé$anai, attistibai un $tnu suspensiju kultiru uzturéSanai optimala ir citokinina
tidiazurona (TDZ) un auksina 1-naftalinetikskabes (NAA) kombinacija koncentracijas
2,0 mg/L (Boroduske et al. 2022).

Ar Siinu suspensiju kultiram var veiksmigi ieglt augstvertigus augu izcelsmes
sekundaros metabolitus — gaistoSus savienojumus, alkaloidus, pigmentus un citas farmacijas,
kosmeétikas un partikas ripniecibas izejvielas —, kuru kimiska sintezeSana ir darga un kas daba
sastopamas zemas koncentracijas (Eibl et al. 2018). Stinu suspensiju kultiiras var pielietot augu
ekstraktu iegtisanai, kas bagatinati ar vélamiem sekundarajiem metabolitiem tada daudzuma,
kuru nevar iegit ar tradicionalam metodém. Sada gadfjuma $Ginam janodroina tadi aug3anas
apstakli, lai izraisttu konkr&to savienojumu sintézi (Barbulova et al. 2014). Stnu suspensiju
priekSrocibas ir Siinu populacijas viendabigums, liela auga materiala pieejamiba, atra Stnu
augSana un laba apstaklu reproducgjamiba (Maathuis 2012).
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Stinu kultiram, ka tehnologiskam risindgjumam augos eso$o savienojumu iegii$ana, ir
izaicinajumi, kas saistiti ar kultiiru optimizaciju un biomasas palielinaSanu. Optimizacijai veic
manipulacijas ar dazadiem faktoriem jeb abiotiskiem un biotiskiem elicitoriem: barotnes
sastavu, temperatiiru, gaismas intensitati un kimiskiem savienojumiem (Zhong 2001). P&c
kultiru optimizacijas augu Stnu masu var veiksmigi palielinat, kultivéSanai izmantojot
bioreaktorus, kas nodro$ina sterilu, kontrolétu vidi un procesa mérogosanu. Bioreaktoru
sisttmas ir daudz vienkar$ak veikt manipulacijas ar kultivéSanas apstakliem, mainot §tinu
suspensiju maisiSanas un aeracijas atrumu, ka ari gaismas intensitati (Xu and Zhang 2014).

S. nigra mikrodzinumu kulttiras ir izstradatas mikropavairo$anai darzkopibas mérkiem
(Kopper et al. 2020). Bet trikst literatiras par S. nigra vai jebkuras citas Sambucus gintij
piederosas sugas $tinu suspensiju kulttiru Tpasibam un biologisko aktivitati. A. Boroduske et al.
(2022) veica pétijumu ar S. nigra $anu suspensiju kultiram, apstiprinot, ka kultiras veido
sekundaros metabolitus un tam piemit biologiska aktivitate, kas raksturiga visa auga audiem.
Tacu ieprieks nav pétita S. nigra Stinu suspensiju antibakteriala iedarbiba un nav izzinata iesp&ja

§ts kultiiras merogot, kas butiski varétu ietekm@t to biotehnologiska pielietojuma potencialu.

1.8. Sekundaro metabolitu inducé$ana augu in vitro kulturas

Lai palielinatu augu sekundaro metabolitu iegfiSanu no $unu in vitro kultiram, tiek
pielietoti dazadi elicitori (elicitors), kas var biit gan kimiskas vielas, gan fizikali faktori. Tie
augos ierosina atbildes reakcijas, izraisot sekundaro metabolitu pastiprinatu uzkrasanos (Zhong
2001; Zhao et al. 2005; Vasconsuelo and Boland 2007).

1.8.1. Gaisma ka flavonoidu sintézes ierosinatajs

Gaisma bitiski ietekm& augu $tinu un audu attistibu, ka ar7 sekundaro metabolitu sintézi.
Ir zinams, ka gaisma ir vissvarigakais ar¢jais faktors antocianu biosintézg, regulgjot fotosintézi
augu audos un aktivizgjot génu ekspresiju, kas kode antocianu sintézes cela enzimus (Rachel et
al. 2001). Gaismas risinajumu pielagosana augu in vitro kulttiram var prasit papildus izp&ti — ir
noteikts, ka gaismas diodi (LED) var sekmigi izmantot kultiru augSanas veicinaSanai,
eksperimentgjot ar dazada spektra un intensitates gaismas pievadisanu (Bula et al. 1991).

M. Ruiz-Rivas et al. (2022) aprakstija, ka gaisma ietekme kallusu attistibu, un $1 ietekme
atSkiras gan starpsugu, gan vienas sugas ietvaros. Tika pieradits, ka nozimiga ir gan
apgaismojuma intensitate, gan gaisma kombinacija ar barotnes sastavu, kas dod iesp&ju
optimizgt in vitro kultiiras biotehnologiskajam vajadzibam. Zinams, ka saules gaisma palielina
flavonoidu koncentraciju un paaugstina saistito biosintétisko génu ekspresiju (Matus et al.

2009). Savukart, tumsa kaveé flavonoidu biosint€zi, pastiprinot $iinu bojaeju (galvenokart
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nekrozi) sinu suspensiju kulttra (Bertolini et al. 2016). Optimala gaismas intensitate in vitro
augu $nu kultfiram ir robezas no 50 1idz 100 pmol m2 s (Phillips and Garda 2019).
Palielinata gaismas intensitate var veicinat augu pigmentu veidosanos (Steyn et al. 2002),
ta¢u dazadu grupu flavonoidu sintéze var tikt ietekméta dazadi. Pieméram, pétijuma ar Ista
vinkoka Vitis vinifera kallusiem gaismas intensitaté 250 umol m 2 s™! flavonolu un antocianinu
koncentracijas un tiem atbilstoSo génu ekspresijas tika ietekm@tas mazak, savukart flavan-3-ola

koncentracija palielinajas (Cheng et al. 2020).

1.8.2. Flagellina peptids ka flavonoidu sintézes ierosinatajs

Augu imunitates sp€ja noteikt patog€na klatbiitni balstas uz virkni Stnu virsmas
receptoriem, kas loti jutigi sp&j uztvert vispargjos imiinierosinatajus — molekularos motivus, kas
ir kopigi un raksturigi plasam patogénu grupam — PAMP (pathogen-associated molecular
patterns). Viens no $adiem molekulariem motiviem ir bakteriju flagellu strukturalais proteins —
flagellins (Gomez-Gomez and Boller 2002; Mufioz-Wolf et al. 2017).

Bakteriala flagellina fragments — 22 aminoskabju peptids (flg22) — tiek atpazits augos
caur plazmatiskas membranas receptoriem (Gomez-GOmez et al. 1999). FLS2 (second flagellin
sensitive) géna LRR (leucine-rich repeat) jeb ekstracellularajam doménam ir tieSa mijiedarbiba
ar flagellinu, kas ierosina FLS2 reakciju uz flg22. Serina/treonina kinazes jeb ieksStinas doména
fosforilésana katalizé proteinkinazes kaskadi, kas noved pie atbildes reakcijas (Gomez-Gdémez
and Boller 2000; Shin-Han and Anthony 2001). Flg22 inducg aizsardzibas génu ekspresiju, lai
izraisitu imiinds atbildes, kas rezultgjas auga attistibas un reakcijas izmainas, tapec to plasi
izmanto augu imunitates pétijumos (Goémez-Gomez and Boller 2000).

Ir veikti p&tijumi, ka flg22 ierosina sekundaro metabolitu sintézi Edamam tomatam
(Solanum lycopersicum) (Felix and Boller 2003), Tabakai (Nicotiana) (Wang et al. 2016),
Divskautnu asinszalei (Hypericum perforatum) (Furst et al. 2020), tacu trukst literatiiras par

flg22 iedarbibu uz Sambucus gints augiem.
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2. Materiali un metodes

Bakalaura darbs tika izstradats Latvijas Universitates Mikrobiologijas un biotehnologijas

katedra, Augu biotehnologiju laboratorija no 2023. gada septembra lidz 2024. gada maijam.

2.1. Materiali

Darba izmantotie reagenti, barotnes un $kidumi uzskaititi 2.1., 2.2. un 2.3. tabula.

2.1. tabula.
P&tfjuma izmantotie reagenti
Table 2.1.

Reagents used in research

Nosaukums un artikuls/ Name and article

Razotajvalsts /
Country of manufacture

Razotajs / Manufacturer

1-naftalén-etikskabe (NAA) Nr. N0903
10 x buferis ar MgCl2 DNazei I
Agaroze Nr. A9539

cDNS sintézes komplekts RevertAid H Minus
First Strand cDNA Synthesis Kit Nr. K1632

CTAB Nr: 57-09-0
Destiléts udens DNase/RNase free 10977-035
Dinatrija fosfats (NazHPO4)
Ditiotreitols (DTT) Nr. R0861
DNaze DNase, RNase-free Nr. EN0521
EDTA 50 mM
Etanols 96%

Etidija bromids

Fenola $kidums (pH 4.3) P4682
Flagellina fragments flg22 AS-62633
Fluoresceina diacetats

Garuma markieris 1 kb Plus DNA Ladder
Nr:N0469S

Hloroforms
Izopropanols
Kalija hlorids (KCI)

Krasviela 6x Gel Loading Dye, Purple Nr: B7052
Krasviela 6x orange loading dye Nr. R0631
Kristalizeta saharoze Nr. S0809
Kristalvioletais
Maisijums PCR Quick-Load Taq 2X Master Mix
Nr: M0271L
MES Nr: SLCG5942
Monokalija fosfats (KH2POu)
Murashige & Skoog barotne (MS) Nr. M0222
Natrija acetats (C2HsNaO- / NaOAc)
Natrija hidroksids (NaOH)

Natrija hlorids (NaCl)
Polivinilpirolidons (PVP) Nr: PVP40

RNS izdalisanas komplekts GeneJET Plant RNA
Purification Mini Kit Nr. KO802

Rutins Nr: 78095
Salsskabe (HCI) 100%
Skidrais slapeklis
SYBR Green/ROX qPCR MM Nr. K0221
TRIS GE17-1321-01

Niderlande
Lietuva
ASV

ASV

ASV
Lielbritanija
ASV
ASV
ASV
Lietuva
ASV
ASV
ASV
ASV
ASV

ASV

ASV
Vacija
Sveice
Anglija

ASV

Niderlande

ASV

Anglija
Vacija
ASV
Niderlande
Vacija
Vacija
Sveice
ASV
ASV

ASV
Polija
Latvija
ASV
ASV

Duchefa Biochemie
Fermentas
Sigma-Aldrich

Thermo Fisher Scientific

Sigma-Aldrich
Invitrogen
Sigma-Aldrich
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Fermentas
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Anaspec Inc.
Thermo Fisher Scientific

NEB

Sigma-Aldrich
ROTH
Fluka Analytical
NEB
Thermo Fisher Scientific
Duchefa Biochemie
Sigma-Aldrich

NEB

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Duchefa Biochemie
Sarstedt
MERK
Fluka Analytical
Sigma-Aldrich

Thermo Fisher Scientific

Sigma-Aldrich

Centro-chem

Elme Messer
Thermo Fisher Scientific

Sigma-Aldrich
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2.2. tabula.
Modificéta *MS barotne S. nigra stinu suspensiju Kultaram in vitro
Table 2.2.

Modified *MS medium for S. nigra cell suspension culture in vitro

Sastavdala / Component Daudzums, g/L / Amount, g/L
MES 0,5
MS barotne ar vitaminiem 4.4
Saharoze 30,0
NAA 0,002
TDZ 0,002
ddH,0 Lidz nepiecieSsamajam tilpumam

1 M NaOH un 0,1 M HCI pH regul&sanai (pH 5,7 — 5,8)

* barotne péc Murashige and Skoog (1962) / medium according to Murashige and Skoog (1962).

2.3. tabula.
P&tijuma izmantotie Skidumi
Table 2.3.

Solutions used in research

Nosaukums / Name Sastavdala / Component

100 mM TRIS-HCI
20 mM EDTA
1,2 M NaCl
2,0% CTAB
1,0% PVP
0,2% mekraptoetanols

CTARB buferis

137 mM NaCl
2,7 mM KCI
10 mM NazHPO4
1,8 mM KH2PO4

PBS buferis

Koncentréta HCI1 8,8 mL

0.1 MHCI 100 mL ddH20 Iidz 100 mL

Koncentréts NaOH 8,0 g

0,4 M NaOH 500 mL ddH20 Iidz 500 mL

417 mL 96% etanols

0,
40% etanols 1 L 583 mL ddH20

729 mL 96% etanols

[0)
70% etanols 1 L 217 mL ddH20

TRIS 10,8 ¢
Borskabe 5,5 g
0,5 M EDTA (pH 8,0) 4 mL
lidz 1000 mL ddH20

1x TBE buferis 1 L

Kristalvioleta pulveris 0,2 g

o Cor oo
0,1% kristalvioleta Skidums 200 mL ddH.0 200 mL

NAAO,1g
1000x NAA uzglabasanas §kidums 100 mL 1 M NaOH lidz NAA iz8kist
lidz 100 mL ddH20

TDZ 0,19
1000x TDZ uzglabasanas Skidums 100 mL 1 M NaOH lidz TDZ iz8kist
lidz 100 mL ddH20
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Darba izmantotas laboratorijas iekartas un materiali uzskaititi 2.4., 2.5. tabula.

2.4. tabula.

P&tfjuma izmantotas laboratorijas iekartas

Table 2.4.

Laboratory equipment used in research

Nosaukums un artikuls/ Name and article

RazZotajvalsts /
Country of manufacture

RazZotajs / Manufacturer

Analitiskie laboratorijas svari ABJ-NM,
max =80 ¢g,d=0,1 mg
Attelu veidosanas sisteéma BioSpectrum-AC
Autoklavs 2100 Classic
Autoklavs MLS-2781L
Automatiska 8-kanalu pipete Finnpipette
4662030 30-300 uL
Automatiskas pipetes (200-1000 uL, 50-200
pL, 20-100 pL, 2-10 pL, 0,2-2 uL)
Bioreaktori BIOSTAT A
83.ECI.6340.0K.001
Blenderis NutriBullet
Centrifuga MINI Spin plus
Digitalais luksometrs LX1010B
DNS/RNS UV sterilizacijas laminars
UVC/T-M-AR
Elektroforgzes bloks un vanna
Elektroniskie svari PS 210.X2
max =150g,d =0,001g
Homogenizators Mixer Mill MM 301
Kafijas dzirnavinas SP-7415
Klimata kamera

Laminaras plismas bokss Class II BSC
Airstream

LED baltas gaismas lampas
Indoor graden light stand

Liofilizators Alpha 1-4 LD plus

Stikla lodiSu sterilizators Ster-817
Magnétiskais maisitajs
Mikrovilnu krasns EMS2840
Orbitalais kratitajs Multi-shaker PSU 20i
PCR sistéma GeneAmp 9700
pH metrs PH 20
Piesta un piestala
Pipetésanas paligs Accurpette
Rotators RS-60
Spektrofotometrs/mikroplasu
lasttajs Infinite 200 PRO

Spektrofotometrs Ultrospec 3100 pro
UV/Vis 200-900 nm

Spektofotometrs Nanodrop 2000c
Termostats SUB Aqua 34 Plus
Ultra zemas temperatiiras saldétava (-80 °C)
Ultraskanas vanna BK-9050
Vakuumfiltracijas iekarta

Vakuumietvaicesanas iekarta

Concentrator plus 5305000703

Vortekss Micro Spin FV-2400

QuantStudio™ 3 Real-Time PCR System
NR. A28567

ASV

ASV
ASV
Japana

ASV
ASV
Vacija
ASV
Vacija
Polija
Latvija
Lielbritanija
Polija
Vacija
Kina
Japana
Polija
Vacija
Vacija
Izragla
Latvija
Zviedrija
Latvija
ASV
Vacija
Vacija
Lielbritanija
Latvija
Sveice
Lielbritanija
ASV
Trija
Danija
Kina
Vacija
Vacija
Lielbritanija

ASV

KERN

UVP
Prestige Medical
Sanyo

Thermo Fisher Scientific
Gilson

Breuell & Hilgenfeldt GmbH

Capital Brands
Eppendorf
New Brand

Biosan
Cleaver Scientific Ltd
RADWAG

Retsch GmBh
HENSKE
Sanyo

ESCO

LEDVANCE

Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen
GmbH

MRC
Biosan
Electrolux
Biosan
Applied Biosystems
VWR Chemicals
Sigma-Aldrich
VWR
Biosan

Tecan

Amersham Biosciences

Thermo Fisher Scientific
Grarnt
Arctiko
Baku
Sigma-Aldrich

Eppendorf
BIOSAN

Thermo Fisher Scientific
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2.5. tabula.
P&tfjuma izmantotie laboratorijas materiali
Table 2.5.

Laboratory materials used in research

Nosaukums un artikuls/ RaZotajvalsts / RaZotajs /
Name and article Country of manufacture Manufacturer
96-laucinu mikroplate Vacija Sarstedt
96-laucinu mikroplate PCR Vacija Sarstedt
96-laucinu mikroplate RT-gqPCR, optical Kina Applied biosystems
Adnézijas plaksnes RT-GPCR, ASV Thermo Fisher Scientific
MicroAmp optical clear
Adhézijas plaksnes PCR, MicroAmp Kina Applied biosystems
Agarozes gela kemmite, forma, gumijas - -
Aluminija folija 15 um Nr. 291-0044 Cehija VWR
Bakteriologiska cilpina - -
Koniskas kolbas 250 mL, 500 mL Vacija Sarstedt
Laboratorijas halats - -
Metala lodites - -
Metala pincetes un skalpeli Vacija Sarstedt
Merecilindri (50 mL, 100 mL, 250 mL, 1000 mL) Germany Plasti brand
Pipesu uzgali (10 pL, 200 pL, 1000 pL) Vacija Sarstedt
Serologiskas pipetes (2 mL, 5 mL, 10 mL, 25 mL) Vacija Sarstedt
Sterilas Petri plates ar ventilaciju 92x16mm Vacija Sarstedt
Sterils filtrs (non-pyrogenic Sterile-R) 0,20 um Vacija Sarstedt
Stobrini (1,5 mL, 2 mL, 15 mL, 50 mL) Vacija Sarstedt
Uzgalu stativi Polija Eppendorf
Vienreizgjas lietoSanas §lirce ar uzmont&tu adatu Lielbritanija Neoject
(2mLun5mL)
Vienreizlietojamie nitrila cimdi Irija MERCATOR

Darba izmantotie baktériju sugu celmi tika iegiti no Latvijas Mikroorganismu kultiiru

kolekcijas (LMKK). Visu izmantoto celmu izcelsme saistita ar mutes dobuma vai zobu kanalu

paraugiem. Baktériju kultiiras un to kultivéSanas barotnes ir uzskaititas 2.6. un 2.7. tabula.

2.6. tabula.
P&tijuma izmantotie bakteriju celmi
Table 2.6.

Bacterial strains used in research

Sugas latiniskais nosaukums /
Latin name of the species

Baktériju celma nr. LMKK/
Bacterial strain No. MSCL

Bacillus licheniformis
Escherichia coli
Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus saprohyticus

784
752
786
753
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2.7. tabula.
P&tijuma izmantotas bakteriju kultivéSanas barotnes
Table 2.7.

Bacterial media used in research

Barotnes nosaukums /
Name of the medium

Pagatavosanas instrukcija /
Preparation instructions

R2A (Reasoner's 2A agar)
M-H (Mueller-Hilton agar)
NB (nutrient broth)

Van der Linde et al. (1999)
Mueller and Hinton (1941)

Black (1960)

Darba izmantotie praimeri (2.8. tabula) S. nigra génu ekspresijas noteikSanai tika

dizainéti, izmantojot NCBI Primer-BLAST riku (Ye et al. 2012). Detalizéts apraksts praimeru

izveidei atrodams 2.2.5. apaksnodala.

2.8. tabula

RT-gPCR izmantotie praimeri
Table 2.8.

Primers used in RT-qPCR

Praimera kods / Nukleotidu sekvence (5°—3°) /

Flavonoidu biosintézes cela enzims /
Enzyme of flavonoid biosynthesis

Primer code Nucleotice sequence (5°—3) pathway
SNCHS-F GGGTGGACCCGCGATTCTTGA Halkona sintaze /
SnCHS-R CCGTCCCCAGTGGTGGCTTT Chalcone synthase
SnF3H-F TCGCGACCCGGATGTATGGGA Flavonoidu 3’-hidrolaze /
SnF3H-R ATGCGAAGCCCGAGGCTCAT Flavonoid 3*-hydroxylase
Sn3H-F AGGGATGGAAGGCCGTGACAG 3’_hidrolaze /
Sn3H-R GATCCGGCTGAGGACACTTGGG 3'-hydroxylase
SnDFR-F TCGTGCTACTGTCCGCGATCC Dihidroflavonola 4-reduktaze /
SnDFR-R GGGGTGGCAACATGAAACACTCC Dihydroflavonol-4-reductase
SnANS-F GTTGGGTACGCATTTGGCGGT Antocianidina sintaze /
SnANS-R ACCGGAACTTGCTCTTGGCGT Anthocyanidin synthase
SNnGAPDH-F CTTTGCCAATGGCGCGAGACAG Gliceraldehida 3-fosfata dehidrogenaze /
Glyceraldehyde 3-phosphate
SnTUB-F CTGCACTGGCCTCCAAGGGT
Tubulins / Tubulin
SnTUB-R GTGTGTTCCAGGAGGGAATGGGT
SnACT1-F AAATGCATGGTCCCACACATGACCC
Aktins-1/ Actin-1
SnACT1-R CTGCAGGATATTGCCGTTGGAGA
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2.2. Metodes

S. nigra stnu suspensiju kultiiras un S. nigra ogas tika iegiitas projekta lzp-2022/1-0179
“Endofitiskas mikrobiotas loma Melna pliiskoka Sambucus nigra L. iedarbiba pret A tipa gripas
virusu un SARS-CoV-2” ietvaros, detalizéta informacija par to iegiiSanu atrodama A.
Boroduske et al. (2022) publikacija. Sterilu apstaklu nodro$inasanai darbs S. nigra $tnu

suspensiju in vitro kultiram tika veikts laminarboksa. P&tjjuma shéma ir redzama 2.1. attgla.

1a  Sambucus nigra 1b Sambucus nigra
Sunu suspensiju kultiiras Siinu mérogosana bioreaktoros

| gaisma gaisma

3ab ekstrakts 4ab

kopéja flavonoidu satura

/> (TFC) noteiksana

— |

\ % A ' ' ' kopéja antocianu satura
L (TAC) noteikSana
5a \l e

antibakterialas aktivitates

RNS izdali§ana un

¢DNS sintéze ar RT-PCR ‘/ noteikSana \

Bioplévju Minimala inhibitora konc.
CHS, DFR un F3'H génu inhibé$ana Bakteériju Stinu (MIC) un minimala
ekspresija ar RT-gPCR dzivotspeja bioplevé  baktericida konc. (MBC)

13 9’

2.1. attéls. P&tijuma shéma. Burts attelo eksperimentus, kas attiecas uz Stinu
suspensiju kultiiram kolbas. Burts “b” att€lo eksperimentus, kas attiecas uz §tinam bioreaktoros.
Burtu “ab” kombinacija att€lo eksperimentus, kas tika veikti ar Sinam gan no kolbam, gan
bioreaktoriem.

Figure 2.1. Scheme of the research. The letter “a” represents experiments involving cell
suspension cultures in flasks. The letter “b” represents experiments involving cells in
bioreactors. The letter combination “ab” represents experiments that were performed with cells
from both flasks and bioreactors.
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2.2.1. Barotnu pagatavoSana

MS barotne tika pagatavota péc 2.2. tabula uzraditajam sastavdalam un pH, Kkas tika
lidzsvarots, izmantojot 1 M NaOH un 0,1 M HCI. Barotne tika autoklavéta stikla pudelés
(121 °C 20 min). P&c autoklavésanas pie barotnes ar sterilu filtru (poru izmérs: 0,20 um) tika
pievienotas vielas: TDZ un NAA. Skidra barotne tika uzglabata ledusskapi pie + 4 °C ne ilgak

ka divas nedg¢las.

2.2.2. Eksperimenti ar S. nigra Siinu suspensiju kultiram

Lai ierosinatu sekundaro metabolitu biosintézi, S. nigra $iinu suspensijas tika elicitétas

ar flg22 un paklautas dazadas intensitates apgaismojumam.

EliciteSanas ar flg22 eksperimenta Siinas tika iegitas no 14 dienas vecam Skidram
suspensiju kultiram ar vakuuma filtréSanas metodi, izmantojot sterilu poliamida sietu (acs
izmérs: 35 um), lai atdalitu biomasu no barotnes. Siinu svaiga biomasa (3Gnu inokuls 10% m/V;
2,5 g) tika parnesta 25 mL MS barotné 150 mL kolbas, kultiv§jot 24 °C temperatiira pie
fotoperioda 16 h/8 h gaisma/tumsa uz kratitaja ar atrumu 120 apgr./min.

Lai noteiktu flg22 elicit€Sanas ilguma ietekmi, dazados eksperimentalos variantos flg22
tika pievienots atskiriga kultivéSanas diena. Eksponenciala fazes beigas, kultivésanas 11., 12.
un 13. diena pieciem paraugiem tika pievienots 1,0 uM (gala koncentracija) flg22, kur§ pirms
tam tika skidinats dejonizéta tdeni un filtréts caur sterilu filtru (poru izmérs: 0,20 pm).
Kultivesanas 14. diena ar filtréSanu tika ievakta Stinu biomasa, ieglstot paraugus ar flg22
elicit€Sanas ilgumu 72 h, 48 h un 24 h un kontroles paraugus, kuriem tika pievienots atbilstoss
daudzums sterila ddH.O (dubulta destiléta tdens). Paraugiem tika noteikta svaiga masa (FW).
Dala stinu masas (2,0 — 2,5 g) tika saberzta piesta ar piestalu, izmantojot skidro slapekli, un

uzglabata 1,5 mL stobrinos RNS izdalisanai -80 °C temperatiira. Tika noteikts $tnu specifiskas

InFWpeigas / INFW sakuma

augSanas atrums u péc formulas: p = un dubultosanas laiks tq, kas ir

Kultivésanas dienu skaits

apgriezti proporcionals .

Apgaismojuma intensitates eksperimenta Siinas tika iegiitas no 14 dienas vecam
skidram kultoram ar vakuuma filtru, suspendgjot svaiga barotné 20 kolbas, ka aprakstits
ieprieks. Paraugu apgaismosSana tika nodro§inata gan no augsas, gan saniem, virs kratitaja un
viena kratitaja mala novietojot baltas gaismas LED lampas, nodros§inot ¢etras dazadas gaismas
intensitates, kas tika noteiktas ar luksometru: 400 — 450 pmol m2s™!, 200 — 250 umol m 2 s,

50 — 100 umol m2 s™! (kontroles varianta paraugi) un 0 pmol m 2 s™! jeb tumsa (kolbas ietitas
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folija). Péc 14 dienam ar filtréSanu tika ievakta biomasa. Paraugiem tika noteikta svaiga masa

un dala sasaldéta RNS izdaliSanai, ka aprakstits ieprieks.

Abos eksperimentos ekstraktu iegiiSana tika veikta péc vienada darba protokola.
Stinu biomasa tika liofilizéta, izmantojot laboratorijas liofilizatoru $ados apstaklos: 48 h 50 °C
pie 0,04 mbar, tad 0,5 h 65 °C temperatiira un 0,0054 mbar. P&c liofiliz€Sanas tika noteikta Stinu
sausa masa (DW). Ka kontrole tika izmantotas sasald&tas S. nigra ogas. Liofiliz&tas Stinas tika
samaltas, izmantojot kafijas dzirnavinas, un ekstrah&tas ar 40% etanolu ultraskanas vanna 20
min. P&c tam paraugi tika centrifugéti pie 1200 rcf 5 min un no tiem tika atdalitas nogulsnes.
legitais supernatants tika ietvaicéts vakuumietvaicéSanas iekarta +40 °C temperatara 2 h, tad
sasaldéts -80 °C un liofilizéts 72 h ieprieks noraditajos apstaklos. Liofilizetie ekstrakti tika
resuspendéti 40% etanola, lai iegiitu koncentraciju 30 mg ekstrakta DW uz mL. Ekstrakti tika

izfiltréti ar sterilu filtru un izmantoti TFC, TAC noteik$ana un antibakterialas aktivitates testos.

2.2.3. Sekundaro metabolitu noteik§ana ekstraktos

S. nigra ekstraktiem tika noteikts kopgjais flavonoidu saturs (TFC) un kopgjais antocianu

saturs (TAC).

TFC noteik$ana tika veikta péc Huang et al. (2018) protokola, kas pielagots 96-laucinu
mikroplatém. Lai nodro$inatu mé&ramas absorbcijas atbilstibu standartliknes diapazonam,
petamie ekstrakti tika analizéti divos atSkaidijumos — 100% un 10%, attiecigi mikroplates
iedobg iepildot 20 uL ekstrakta vai 2 pL ekstrakta un 18 pL ddH20O. Iedobém tika pievienoti 80
pL ddH20, 30 puL 0,4 M NaOH un 100 pL 90% dietilenglikola. TFC kvantificéSanai tika
izmantoti rutina seridlo at$kaidijumu (15 — 1000 mkM, R? = 0,999) standarti. Ka negativa
kontrole tika izmantots ekstrakts bez pievienota NaOH. Mikroplates tika inkubé&tas 10 min 40
°C temperatura. Tad tas tika atdzesétas Iidz istabas temperattrai. Mikroplates tika ievietotas
mikroplasu lasitaja Infinite 200 pro, kur tika mérita paraugu absorbcija pie 360 nm vilnu
garuma, izmantojot programmu Tecan i-control . legiitie dati tika izteikti mg rutina (RE)

ekvivalentos uz g ekstrakta sausas masas, balstoties uz RE standartlikni.

TAC noteik$anai tika izmantots Lee et al. (2005) protokols. Tika izveidoti ekstraktu
atSkaidijumi 1:4 (ekstrakts : buferSskidums) diviem buferskidumeim (pH 1 un pH 4,5): 200 pL
ekstrakta tika atskaiditi ar 800 pL KCIl buferskidumu pH 1 (0,025 M) un 800 uL NaOAc
buferskidumu pH 4,5 (0,4 M). Paraugi tika vorteks&ti un inkubgti istabas temperatiira 20 min.
Tad tika noteikta skidumu absorbcija pie 520 nm un 700 nm, izmantojot NanoDrop lasitaju un
programmu NanoDrop 2000/200c. Iegutie dati tika izteikti cianidina-3-glikozida (Cyn-3-Glu)

ekvivalentos péc formulas:
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AX MW x DF x 1000
ex1
A = (A520 nm pH1 — A700 nm) pH1 — (A520 nm pH4,5 — A700 nm) pH4,5, MW (molmasa)

, kur

cianidina-3-glikozidam = 449,2 g/mol, DF = at$kaidijuma pakape, € (molekularais absorbcijas

koeficients) = 26900 L/mol, 1 — gaismas cela garums kivetg, cm (Lee at al. 2005).

2.2.4. Ekstraktu antibakterialas aktivitates noteikSana

Antibakteriala aktivitate — minimala inhib&os$a koncentracija (MIC) un minimala
bakteriostatiska koncentracija (MBC) — tika novértéta péc Wiegand et al. (2008) protokola,
izmantojot Cetrus bakteriju sugu celmus: gram-pozitivas — Bacillus licheniformis,
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprohyticus un gram-negativas — Escherichia
coli. Kontrolei tika izmantots 40% etanols un ekstrakts, kas iegiits no S. nigra ogam.
Ekstraktiem, kuri uzradija zemako MIC un MBC, tika noteikta B. licheniformis bioplévju
inhib&Sanas spgja, izmantojot kristalvioleto krasvielu, un bakterialo $tiinu dzivotsp&ja biopleve

ar fluoresceina diacetata (FDA) hidrolizes testu.
MIC un MBC noteikSana

Darba gaita:

1. Baktérijas tika uzsétas Petri platés uz R2A agarizétam barotném (2.7. tabula) ar pH
7,2 £ 0,2 un inkubgtas 37 °C temperatiira 24 h.

2. Sterila 96-laucinu mikroplasu katra iedobg tika ienesti 100 pL skidras M-H barotnes
(2.7. tabula). Pirmajas plasu iedobés tika ienesti 100 pL 30 mg/mL test&jama ekstrakta,
talak So iedobju saturu atSkaidot 12 solos un iegiistot — 25%, 12,5%, 6,25%, 3,13%,
1,56%, 0,78%, 0,39%, 0,20%, 0,098%, 0,049%, 0,024%, 0,012% — atSkaidijumus.
Papildus ekstraktiem testa tika ieklauta negativa kontrole — 10% etanola Skidums.

3. Péc 24 h kultivésanas bakteriju kolonijas ar sterilu bakteriologisko cilpu tika
suspend@tas autoklavéta tdeni, ta lai suspensijas optiskais blivums (OD) pie 625 nm
bitu intervala no 0,08 Iidz 0,1.

4. Bakteriju inokulats tika atSkaidits attieciba 1:99 ar autoklavétu tideni. No atSkaiditas
suspensijas 100 pL tika ienesti katra 96-laucinu plates iedobg.

5. Mikroplates tika inkubétas 24 h 37 °C temperatira.

6. P&c inkub&Sanas tika noteikta MIC — test&jama ekstrakta lielakais atSkaidijums jeb
zemaka koncentracija, pie kuras baktériju augSana netika novérota. Mikroplasu
lauciniem tika noteikts OD pie 625 nm.

7. Petri platés uz R2A agarizétam barotném tika izséti 4 pL no tam 96-laucinu plates

iedobém, kuras augSana netika novérota. Plates tika inkubé&tas 24 h 37 °C temperatira.
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8. P&c inkubé&sanas tika noteikta MBC — atbilstoss lielakais atSkaidijums jeb zemaka

koncentracija, pie kuras uz agariz&tam platém augsana netika noverota.
B. licheniformis biopléves veidosanas noteik$ana ar kristalvioleto krasvielu

Darba gaita:

1. B. licheniformis tika kultivéts NB skidraja barotné (2.7. tabula) 37 °C temperatiira 24 h
(ar s€sanas blivumu 0,16 pie 540 nm).

2. Kultiveta bakteriju suspensija tika atskaidita 1:99 pret NB.

3. Sterilas 96-laucinu plates iedobés tika ielieti 100 pL NB barotnes un pirmaja iedobé —
100 pL ekstrakta, veidojot atSkaidijumus, ka aprakstits “MIC un MBC noteikSana”
darba gaitas 2. punkta.

4. Katra plates iedobg tika ienesti 100 pL ieprieks atskaiditas B. licheniformis suspensijas.

5. Mikroplates tika inkubétas 48 h 37 °C temperatira.

6. P&c 48 h no mikroplates iedobém tika nosiikts Skidums, kas tika parnests jaunas 96-
laucinu platés un mérits skiduma OD pie 630 nm.

7. ledobegs palikusais skidums tika skalots tris reizes ar sterilu ddH-O.

8. Katra iedobé tika ielieti 100 pL 0,1% filtréta kristalvioleta Skiduma ddH2O.

9. Plates tika inkubé&tas 15 min istabas temperatira.

10. Kristalvioleta skidums tika nostikts un paraugi tika skaloti tris reizes ar sterilu ddH20.

11. Atvértas mikroplates tika inkub&tas 15 min istabas temperatiira.

12. Katra plates iedobg tika iepilditi 200 pL 96% etanola.

13. Plates tika inkub&tas 30 min istabas temperatiira.

14. Plates skidums tika nosiikts un mérits ta OD pie 590 nm. Bioplévju veidoSanas sp&ja
tika noteikta ka pozitiva-augsta (ODsgo > 1,0), pozitiva-zema (0,1 < ODsgo < 1,0) vai
negativa (ODsgo < 0,1) (Noumi et al. 2018).

B. licheniformis dzivotspéjas noteiksana biopléve ar FDA hidrolizes testu

Darba gaita:
1. Tika veikts “B. licheniformis biopléves veidoSanas noteikSana ar kristalvioleto
krasvielu” darba gaitas 1. — 7. solis.
2. Katra 96-laucinu plates iedobg tika ielieti 200 pL 0,5% FDA reakcijas maisijuma (1:100
20 uL FDA, 10% PBS bufera).
3. Plate tika inkub&ta 20 min istabas temperatiira.
4. FDA hidrolize tika noteikta ar fluorescenci $ados parametros: ierosinasana — 490 nm,

emisija— 526 nm, pieaugums — optimal.
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2.2.5. S. nigra génu ekspresijas noteik§ana

Reala laika polimerazes k&des reakcijai (RT-qPCR) tika izmantoti pasdizaingti praimeri.
Praimeru parbaude tika veikta ar S. nigra kallusu DNS. Lai pielietotu RT-gPCR, tika izdalita
RNS un veikta tas reversa transkripcija, ar kuru no izdalitas RNS tika uzsintez€ta
komplementara DNS (CDNS). RNS izdalisana, cDNS sintéze un PCR reakciju sagatavoSana

tika veikti UV attiriSanas laminara, lai mazinatu RNS degradacijas risku.

Balstoties uz literatiiras datiem, tika izvel&ti pieci mérka géni, kuru ekspresija informativi
raksturo flavonoidu un antocianu biosint€zes aktivitati auga: CHS, F3’H, 3’H, DFR, ANS, un
tris housekeeping géni: GAPDH, TUB un ACT1. Lai atrastu mérka génu sekvences S. nigra,
homologijas mekléSana tika izmantotas mérka génu translétas aminoskabju sekvences no Vitis
vinifera (GAPDH un TUB gadijuma pret Lonicera sp.), kam attiecigie géni ir funkcionali labi
raksturoti (1. pielikums). Homologijas meklésana tika veikta pret S. nigra genomu (GeneBank
nr. GCA 949130495.1). Tad tika veikta unikalo sekven¢u atlase. Analizei tika izmantotas
sekvences ar augstako I1dzibu, ko ietekm€ gan parklajuma (coverage) vértibas, gan lidzibas %
(percent identity).

Praimeru dizains tika veikts ar riku NCBI Primer-BLAST (Ye et al. 2012). Praimeru
specifiskums tika salidzinats pret S. nigra genomu. Praimeru veidosana tika veikta péc $adiem
parametriem: PCR produkta izmérs (prodct size) ir no 130 Iidz 250 bp un praimeru kusanas
temperatiiras (melting temperatures, Tm) ir +64/+65/+66 °C (min/optimal/max). Iegutie
praimeru pari tika atlasiti péc optimala praimeru garuma, savstarpgji lidzigam Tm un zemiem
komplementaritates raditajiem praimeru paru starpa. Petjjuma izmantotie praimeru pari ir

apkopoti 2.8. tabula.
RNS izdali§ana

RNS tika izdalita no S. nigra $inu suspensiju biomasas, kas ievakta péc 2.2.3.
apaksnodala aprakstito eksperimentu beigam. RNS izdaliSana tika veikta ar Thermo Scientific
GeneJET Plant RNA Purification Mini Kit komplektu. Darbs veikts p&c razotaja noradita

protokola, kas paredzéts ar polifenoliem bagatam auga materialam.

Darba gaita:
1. Pirms darba sakSanas augu $tinu biomasai tika pievienots 500 puL Plant lysis solution,
kam pievienots PVP (2% tilpuma), un 10 uL 2 M DTT.
2. Siinas tika inkubétas §kiduma 3 min 56 °C temperatiira un tad $kidums tika centrifugéts

5 min pie >24 000 rcf.
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3. legiitais supernatants (450-550 pL) tika parnests uz jaunu stobrinu. Tam tika pievienots
250 pL 96% etanola.

4. Sagatavotais maistjums tika parnests uz attiriSanas kolonnu. Kolonna tika centrifug@ta
1 min pie 12 000 rcf. Caurplades skidums tika noliets, saglabajot stobrinu.

5. Kolonnai tika pievienoti 700 uL. mazgasanas bufer§kiduma (WB 1). Ta tika centrifugéta
1 min pie 12 000 rcf un ievietota jauna 2 mL stobrina.

6. Kolonnai tika pievienoti 500 pL mazgasanas buferSskiduma (WB 2). Kolonna tika
centrifugéta 1 min pie 12 000 rcf. Caurpliides skidumu nolgja, saglabajot stobrinu.

7. Tika atkartots 6. solis ar centrifugéSanu 1 min pie 20 000 rcf un kolonna tika parnesta
uz RNazes nesaturoSu 1,5 mL stobrinu.

8. Lai eluétu RNS, attiriSanas kolonnas membranas centra tika pievienoti 50 pL NFH20
un ta tika centrifugéta 1 min pie 12 000 rcf.

9. RNS tika uzglabata -20 °C temperatira lidz tika veikta tas parbaude: koncentracijas

noteikSana ar Nanodrop un kvalitates parbaude ar agarozes géla elektroforézi.

RNS koncentracija tika noteikta, lai saprastu, vai un cik kvalitativi RNS ir izdalijusies,
un lai noteiktu, kads tilpums RNS ir nepieciesama RT-qPCR. Katram RNS paraugam tika veikti
absorbcijas mérijumi ar NanoDrop spektofotometru pie vilna garumiem 200 — 900 nm un
ieglitas A260/A280 un A260/A230 vertibas. legita RNS koncentracija tika izteikta ng/pL.

RNS kvalitates parbaude ar agarozes géla elektroforezi tika izmantota, lai noteiktu,
vai izdalita RNS nav fragmentgta, jo talakai analizei nepiecieSama nedegradéta RNS. Analizei
tika izmantots 1x TBE buferis un 1,5% agarozes ggls. Process tika veikts pie 100 VV 60 min.

Agarozes géla att€losanai tika izmantota programma VisionWorksLS.
RNS apstrade ar DNazi un attiriSana

Lai panaktu cDNS sintézi specifiski no RNS un izvairitos N0 ¢cDNS sintézes uz
genomiskas DNS bazes, tika veikta RNS apstrade ar DNazi. Apstrade ar DNazi tika veikta PCR

sisteéma ar 2.9. tabula noraditajiem reagentiem. Reakcijas apstakli: 37 °C 30 min.
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2.9. tabula.
Reakcijas maistjums RNS attirisanas pirmajam solim
Table 2.9.

Reaction mixture for the first step of RNA purification

Reagents / Reagent Tilpums, pL / Volume, pL
10x reakcijas buferis 1,0
NFH,0 Varié
Ribolock RNazes inhibitors (20 U/uL) 0,25
DNaze 1,0
RNS skidums vari€ (1,0 pg/pL)
Kopgjais tilpums reakcijai 10,0

DNazes inaktivacijai péc reakcijas tika izmantotas divas metodes: termiskas apstrades

metode (iesp&jama RNS degradacija) un fenola-hloroforma metode (iesp&jami RNS zudumi).

Darba gaita termiskas apstrades metodei:
1. Ar DNazi apstradatiem paraugiem tika pievienots 1,0 uL 50 mM EDTA.
2. Tie tika atkartoti inkub&ti PCR sistéma 65 °C 10 min.

Darba gaita fenola-hloroforma metodei:

1. Ar DNazi apstradatiem paraugiem tika pievienots 290 puL ddH0O, lai kopgjais tilpums
butu 300 pL. Tad tika pievienots 300 pL fenola-hloroforma (1 : 1), paraugus vorteksgja
15 s. Paraugi tika centrifugéti 10 min pie 16 000 rcf.

2. legitais supernatants (200 — 250 pL) tika parnests uz jaunu stobrinu. Tam tika
pievienots 200 — 250 pL hloroforma. Paraugus vorteksgja 15 s un tie tika centrifuggti
10 min pie 16 000 rcf.

3. legttais supernatants (200 — 250 pL) tika parnests uz jaunu stobrinu. Tam tika
pievienota 1/10 no tilpuma 3 M NaOAc (20 — 25 uL), 2,5 x tilpuma 96% etanola (500
— 600 pL) un 125 mM EDTA 1:1 ar NaOAc (20 — 25 pL).

4. Paraugi tika sasaldéti -20 °C 1,5 h.

5. P&c tam paraugi tika centrifugéti +4 °C 10 min pie 16 000 rcf. No stobriniem tika izliets
skidums un tiem tika pievienoti 200 pL 70% etanola. Stobrini tika vortekséti 15 s un
centrifugéti +4 °C 5 min pie 16 000 rcf.

6. No stobriniem tika izliets Skidums, tie tika zaveti tira darba laminara (steriliz€jams ar

UV), lidz etanols ir iztvaikojis. Tad tiem tika pievienots 10 pL NFHO.
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¢DNS sintézei (RT-PCR) tika izmantots Thermo Scientific RevertAid H Minus First
Strand cDNA Synthesis Kit komplekts un darbs veikts péc razotaja noradita protokola.

Darba gaita pirma pavediena cDNS sintézei: Sterila stobrina, kurs atrodas ledd, tika
pievienoti 2.10. tabula uzraditie reagenti noraditaja seciba. Stobrini tika vortekséti 15 s. Tad tie

tika inkubgti PCR sistéma 42 °C 1 h un péc reakcijas uzglabati -20 °C temperatira.

2.10. tabula.
Reakcijas maisijums ¢cDNS sintézei
Table 2.10.

Reaction mixture for the cDNA synthesis

Reagents / Reagent Tilpums, puL / Volume, pL
RNS skidums 0,1-5,0pg
Praimeris oligo (dT)1s 1,0
NFH.0 Lidz 12,0
5x reakcijas buferis 4,0
Ribolock RNazes inhibitors (20 U/pL) 1,0
10 mM dNTP Mix 2,0
RevertAid H Minus M-MuLV Reversa 10
transkriptaze (200 U/uL) '

Kopéjais tilpums reakcijai 20,0

DNS izdaliSana un praimeru parbaude

DNS tika izdalita no S. nigra kallusu biomasas, izmantojot CTAB DNS izdaliSanas
protokolu (Kasajima et al. 2013). DNS izdaliSanas process tika veikts velkmes skapi.
Darba gaita:

=

S. nigra kallusu biomasa tika ievietota sterila 2 mL stobrina (1/3 no stobrina). Pie auga

materiala katra stobrina tika pievienoti 600 uL CTAB bufera.

2. Materiala sasmalcinasanai tika izmantotas metala lodites (8 mm diametrs) un
homogenizators (tris reizes pa 30 s ar frekvenci 1/30 s).

3. Paraugi tika ievietoti termobloka pie 60 °C temperatiras uz 45 min. Péc inkub&sanas
paraugs bez kallusa audiem tika parnests uz jaunu stobrinu.

4. Paraugiem tika pievienoti 250 pL hloroforma: izopropanola (24:1), tie tika vortekséeti
10 s, inkubéti 22° C 5 min un centrifuggti 10 min pie 16 000 rcf.

5. P&c centrifuggsanas tika nonemts virsgjais slanis (400 pL), kas iepildits jauna stobrina.

6. Paraugiem tika pievienoti 250 uL hloroforma : fenola : izopropanola (24 : 24 : 1),

vorteksgjot, inkubgjot, centrufuggjot un parnesot virsgjo slani, ka ieprieks.
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7. Paraugiem tika pievienoti 300 uL izopropanola. Tie tika uzmanigi samaisiti un inkubg&ti
22° C 1 h. Paraugi tika centrufuggti 10 min pie 16 000 rcf.

8. P&c centrifugéSanas no stobriniem tika noliets skidrums, atstagjot DNS nogulsnes
stobrina. Pie nogulsném katra stobrina tika pievienoti 500 puL 70% etanola, paraugus
vorteks€jot un centrifugéjot 5 min pie 16 000 rcf.

9. No stobriniem tika noliets etanols, atstajot DNS nogulsnes. Stobrini tika zavéti 40 °C
temperattira (20 — 30 min). P&c Zavésanas stobrina tika pievienoti 30 L NFH20.

10. Izdalitai DNS tika noteikta koncentracija un kvalitate ta, ka ieprieks aprakstits par RNS.

11. P&c kvalitates parbaudes gan genomiska DNS, gan uzsintezéta ¢cDNS tika izmantota
praimeru parbaudei, amplificgjot to ar PCR un veicot agarozes géla elektroforezi.

Reakcijas maistjums un PCR apstakli noraditi 2.11. tabula un 2.12. tabula.

2.11. tabula.
Reakcijas maisjjums praimeru parbaudei
Table 2.11.

Reaction mixture for the primer testing

Reagents / Reagent Tilpums, uL / Volume, pL
Quick-Load Tag 2X Master Mix 10,0
NFH.0 7,0
Praimeris forward (F) + Praimeris reverse (R) 0,5+0,5
DNS / cDNS 2,0
Kopgjais tilpums reakcijai 20,0
2.12. tabula.
PCR apstakli
Table 2.12.
PCR conditions
Process / Process Temperatiira, °C / Temperature, °C llgums / Duration
Sék()_tr}éjé denaturé_lcua/ 95 30s
Initial denaturation
Denaturacija / Denaturation 95 20s
Pralm(_aru pievienoSanas / 58 1_35_ 30s
Primer annealing cikli
Elongacija / Elongation 68 30s
Be_lgu elongac_ua/ 68 5 min
Final elongation
Uzglabasana / Storage 4 )
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RT-gPCR

Pirms RT-gPCR tika veikta PCR ar visiem dizain€tajiem praimeriem un ar CDNS no
abiem eksperimentiem. Iegito produktu analize tika veikta ar agarozes g€la elektroforézi, lai
atlasttu tos mérka génus, kuriem noveérotas butiskakas ekspresijas izmainas pétamo audzeéSanas
apstaklu ietekmé — péc elicitéSanas ar flg22 un dazadas gaismas intensitates variantu starpa.
Géeni, kuriem tika konstatétas atSkiribas, tika izmantoti jau precizakam génu ekspresijas
raksturojumam ar RT-gPCR. PCR tika veikta ta, ka noradits 2.11. tabula un 2.12. tabula (ar
ciklu skaitu 25).

Mérka génu relativas ekspresijas noteiksanai tika pielietots RT-qPCR. Katram paraugam
tika izmantoti tris mérka génu CHS, F3’H, DFR praimeru pari un viens references géna TUB
praimeru paris. Tika veikta arT praimeru efektivitates parbaude ar pieciem cDNS

atSkaidijumiem. Dati tika analiz&ti péc Livaka metodes (Livak and Schmittgen 2001).

Darba gaita:
1. 96-laucinu plates iedobés tika iepilditi 18 uL reakcijas maisijuma (2.11. tabula; Quick-
Load Tag 2X Master Mix vieta tika izmantots SYBR Green/ROX gPCR 2X Master Mix).
Tad tika pievienoti 2 uLL cDNS parauga.
2. Reakcija notika RT-gPCR sistéma 2.13. tabula noraditajos apstaklos. Iegtitie RT-gPCR
dati tika apstradati ar QuantStudio 5 Real-Time PCR Design & Analysis programmu.
2.13. tabula.
RT-qPCR apstakli
Table 2.13.
RT-gPCR conditions

Process / Process Temperatira, °C / Temperature, °C llgums / Duration

Sakotngja denaturacija /

Initial denaturation 9 10
Denaturacija / Denaturation 95 15s
Pralm§ru pievienosanas / 58 37_ 30s

Primer annealing cikli
Elongacija / Elongation 72 30s
Kus e/ 95 15s
usanas likne 58 1 min

Melt curve

95 15s

3. PCR praimeru efektivitate (primer efficiency, %) tika noteikta péc formulas:
(10~1/stepe — 1Y) x 100, kur slope ir Iiknes, kas izveidota no pieciem secigiem CDNS
atSkaidijumiem ar atSkaidiSanas soli 10 (izteikti ka Logio), slipums (Kubista 2006).
Pienemama praimeru efektivitate ir intervala no 85% Iidz 110%.
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4. Genu ekspresija tika noteikta ar normalizaciju pret references génu TUB péc formulas:

Z_ACt’ kur ACt = Ctmérlga géns — Ctreferences géns:

2.2.6. S. nigra Siinu suspensiju mérogosana bioreaktoros

Tika veikta S. nigra stnu suspensiju m&rogoSana bioreaktoros. S. nigra stnas, kas
kultivétas divas ned€las un izfiltrétas ar vakuumfiltru, tika ievaditas tris bioreaktoros,
izmantojot 8% biomasas inokulu (60 g FW un 750 mL suspensiju kultivésanas barotnes (2.
pielikums)). Kultivésanas apstaklu — skabekla piepludes, apgriezienu skaita (80 rpm) —
reguléSanai bioreaktoros tika izmantota iekarta BIOSTAT A, kas konstanti mérija arl
temperatiiru un pH Itmeni suspend@tajas $tinas. Papildus tika izveidotas arT $tinu suspensiju
kultaras 500 mL kolbas (12 g FW un 120 mL suspensiju kultivé$anas barotnes), lai noveértetu
S. nigra $tunu produktivitati tilpumos 25 mL, 120 mL un 750 mL.

Stinas tris bioreaktoros tika kultivétas pie atikirigas intensitates apgaismojuma: 400 — 450
umol m2s™!, 200 — 250 pmol m2s™! un 50 — 100 pmol m2 s!; p&c 10 dienam $iinu biomasa
tika ievakta, liofilizéta un no tas iegiiti ekstrakti, ka ar noteikts $tinu dubultoSanas laiks (2.2.2.

apaksnodala). Ekstraktiem tika noteikts TFC un TAC (2.2.3. apaksnodala).

2.2.7. Datu apstrade

Dati tika ievakti un apstradati Microsoft Office Excel. Iegiito rezultatu statistikas analizu
veikSanai tika izmantota viena faktora dispersiju analize (one-way ANOVA), ar kuru noteica
statistiski butiskas atskiribas un Tukey’s multiple comparisons tests, ar kuru noteica statistiski
bitiskas atSkiribas variantu starpa. Dati tika analizeti pie butiskuma Itmena p < 0,05. Statistikas

testi tika veikti programma GraphPad Prism 10 (2.14. tabula).

2.14. tabula
Izmantotas datorprogrammas
Table 2.14.

Used computer programs

Nosaukums / Name Versija, gads / VVersion, year

Microsoft Office Excel
NanoDrop 2000/2000c
Tecan i-control AphaScreen
VisionWorksLS UVP

QuantStudio 5 Real-Time PCR
Design & Analysis program

GraphPad Prism
BIOSTAT A Sartorius Stedim Biotech

16.0.16130.20298, 2023
1.1.03., 2009
3.9.1.0,, 2017

5.5.2., 2005

2.6.0., 2021

10.2.1.,, 2024
9.1.6., 2021
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3. Rezultati
3.1. Elicitoru ietekme uz S. nigra $iinu suspensiju biomamas pieaugumu

Lai izvertétu elicitéSanas apstaklu ietekmi uz S. nigra $tinu suspensiju aug$anu, péc abu
eksperimentu beigam tika noteikta Stinu FW un péc liofilizésanas — DW. Eksperimenta ar f1g22
FW un DW paraugu starpa statistiski butiskas atSkiribas netika konstatétas (F:16) = 0,4828,
p = 0,6988 un F:16) = 0,8469, p = 0,4883) (3.1.A un 3.1.B attgls).
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3.1. attels. S. nigra $unu suspensiju biomasas salidzinajums. A — FW dazados
eliciteéSanas ar flg22 ilgumos; B — DW dazados elicit€sanas ar flg22 ilgumos; C — FW dazadas
gaismas intensitatés; D — DW dazadas gaismas intensitate€s. Klidu nogriezni attélo
standartnovirzes, n = 5 (biologiskie atkartojumi); * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001.

Figure 3.1. Comparison of biomass of S. nigra cell suspensions. A — FW at different
durations of elicitation with flg22; B — DW at different durations of elicitation with flg22; C —
FW in different light intensities; D — DW at different light intensities. Error bars represent the
standard deviations, n = 5 (biological repetitions); * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.
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Eksperimenta ar dazadam gaismas intensitatém tika konstatéts, ka paraugiem, kas
kultiveti tumsa, ir statistiski biitiski samazinata FW un DW, salidzinot ar par&jiem eksperimenta

variantiem (F;16) = 12,15, p = 0,0002 un F;16) = 26,54, p < 0,0001) (3.1.C un 3.1.D attéls).

3.2. Elicitoru ietekme uz TFC un TAC S. nigra $iinu suspensiju ekstraktos

No Stinu suspensijam iegiito ekstraktu kopé€jais flavonoidu un kopgjais antocianu saturs
tika analizets atkariba no flg22 elicitéSanas ilguma un gaismas intensitates (3.2. un 3.3. attels).
Eksperimenta ar flg22 statistiski biitiskas atSkiribas TFC variantu starpa netika konstatétas
(F@:16)= 1,353, p =0,2927) (3.2.A attels), bet TAC statistiski btiskas atskiribas var&ja konstatet
(Fe:14) = 6,397, p = 0,0059) starp elicitésanas ilgumu 24 h un 72 h (p = 0,0255) un 24 h un
kontroles paraugiem (p = 0,0069) (3.2.B attgls).
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3.2. attéls. Kopgjais flavonoidu un kopgjais antocianu daudzums S. nigra §tinu suspensiju
kultaras, kas elicitétas ar flg22 24 h, 48 h un 72 h. Kontroles paraugi apstradati ar ddH20. A —
TFC; B — TAC. Kludu nogriezni attélo standartnovirzes, n = 5 (biologiskie atkartojumi); * p <
0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001.

Figure 3.2. Effect of flg22 treatment on total flavonoid and total anthocyanin content of
of S. nigra cell suspension cultures. flg22 treatment was applied at different time periods — 24
h, 48 hand 72 h. Control cells were treated with ddH>0. A—TFC; B—TAC. Error bars represent
the standard deviations, n = 5 (biological repetitions); * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Eksperimenta pie dazadam gaismas intensitatém visaugstakais TFC bija pie gaismas
intensitates 400 — 450 pmol m? s (36,08 + 12,32 RE mg*g™ FW ekstrakta) ar statistiski
butiskam atskiribam (F;16) = 5,174, p = 0,0109) variantu starpa pie gaismas intensitatem 400
— 450 umol m2 st un 50 — 100 umol m2 s (p = 0,0062) (3.3.A att&ls).

Visaugstakais TAC bija pie gaismas intensitates 400 — 450 pmol m2s? (7,33 + 1,12 Cyn-
3-Glu equiv*g™ FW ekstrakta) ar statistiski biitiskam atskiribam (F(z;12) = 8,705, p = 0,0024)
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variantu starpa pie gaismas intensitatém 400 — 450 pmol m? s un 50 — 100 pmol m? st (p =

0,0031), ka arT 400 — 450 pmol m2 s un 0 umol m2 s starpa (p = 0,0061) (3.3.B attzls).
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3.3. attels. S. nigra stinu suspensiju kultiiru kopgjais flavonoidu un kopgjais antocianu
saturs atkariba no apgaismojuma intensitates kultivéSanas laika. A — TFC; B — TAC. Kladu
nogriezni att€lo standartnovirzes, n = 5 (biologiskie atkartojumi); * p < 0,05, ** p < 0,01, ***
p <0,001.

Figure 3.3. Effect of light intensity on total flavonoid and total anothocyanin content of

S. nigra cell suspension cultures. A — TFC; B — TAC. Error bars represent the standard
deviations, n = 5 (biological repetitions); * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

No S. nigra liofilizétam ogam iegito ekstraktu TFC un TAC bija ievérojami augstaks —
attiecigi 60,31 RE mg*g™* DW un 148,04 Cyn-3-Glu equiv*g™* DW.

3.3. S. nigra ekstraktu antibakteriala iedarbiba

MIC un MBC

S. nigra ekstraktu antibakterialas iedarbibas noveértésanai tika izmantoti Cetru bakteriju
sugu celmi, kas izdaliti no mutes dobuma mikrobiotas vai zobu kanala — B. licheniformis,
S. aureus, S. epidermidis un E. coli. MIC un MBC tika noteikta 40 S. nigra ekstraktiem, kas
iegliti no $tnu suspensiju kultiram, kuras elicitétas ar flg22 un kuras kultivétas atskirigas
gaismas intensitatgs.

Kopuma S. nigra Sinu un ogu ekstrakti uzradija antibakterialu aktivitati pret
B. licheniformis, ka art abam Staphylococcus sp., bet neiectekméja E. coli. ElicitéSana ar flg22
paaugstinaja Stnu suspensiju antibakterialo iedarbibu pret B. licheniformis (3.4. attéls). Lidzigi,
S. nigra Sonu elicitéSana ar flg22 paaugstindja antibakterialo iedarbibu pret abam

Staphylococcus sp. Interesanti, ka S. saprophyticus gadijuma tika novérota elicitéSanas ilguma
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ietekme uz antibakterialo iedarbibu — ekastrakti no $tinu suspensijam, kuras tika elicitétas ar
flg22 72 h un 48 h, uzradija zemaku MIC (3,75 mg/mL) pret S. saprophyticus, neka ekstrakti
no $iinu suspensijam, kuras tika elicitétas ar flg22 24 h un kuras netika elicitetas (MIC 7,5
mg/mL). Savukart, pret S. epidermidis elicitéSanas ilgums neatstaja iespaidu. Ekstraktu MBC
pret abam Staphylococcus sugam bija vienada — efektivitati ar 7,5 mg/mL uzradija elicitéSanas
ilgums 72 h un 48 h, tacu elicit€sana 24 h un negativa kontrole MBC ar parbauditajam ekstraktu
koncentracijam neuzradija. S. nigra ogu ekstrakts uzradija eksperimenta viszemako MIC un
MBC — 0,94 mg/mL pret B. licheniformis, tacu pret abiem Staphylococcus sp. celmiem ogu
ekstrakta antibakteriala iedarbiba bija vajaka neka $tnu suspensiju ekstraktiem — to MIC un
MBC bija 7,5 mg/mL.

ekstrakta konc.
conc. of the extract

(mg*ml™)

B.licheniformis (MIC)

S.epidermidis (MIC) 6
S.saprophyticus (MIC)
B.licheniformis (MBC) 4
S.epidermidis (MBC) ,

S.saprophyticus (MBC)

flg22 72 h—
flg22 48 h—
flg22 24 h—
flg22 NK -
EtOH
Ogas/Berries —

3.4. attels. Elicitesanas ar flg22 eksperimenta iegiito S. nigra ekstraktu MIC un MBC
pret S. saprophyticus, S. epidermidis un B. licheniformis sugu celmiem. EtOH — etanols. Krasas
parada ekstrakta koncentraciju.

Figure 3.4. MIC and MBC against S. saprophyticus, S. epidermidis and B. licheniformis
species of the S. nigra extracts obtained in the flg22 experiment. EtOH — ethanol. The colors
show the concentration of the extract.

Eksperimenta, kura $iinu suspensijas tika kultivétas pie dazadam gaismas intensitatém,
netika novérota iedarbiba ne pret E. coli, ne pret Staphylococcus baktériju sugu celmiem.

Antibakteriala iedarbiba tika konstatSta pret B. licheniformis (3.5. att€ls), tac¢u ta nebija tik
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efektiva, ka eksperimenta ar flg22. S@inu suspensijas, kas tika kultivétas gaismas intensitaté 200
— 250 pmol m? s, uzradija zemako MIC (1,88 mg/mL). Pie par&jam gaismas intensitatém MIC
bija 3,75 mg/mL. Siinu suspensijam, kas tika kultivétas gaismas intensitate 50 — 100 umol

m2 s un tumsa, MBC ar parbauditajam ekstraktu koncentracijam netika konstatgta.
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3.5. attels. Dazadu gaismas intensitasu eksperimenta iegiito S. nigra ekstraktu MIC un
MBC pret B. licheniformis. EtOH — etanols. Krasas parada ekstrakta koncentraciju.

Figure 3.5. MIC and MBC against B. licheniformis of the S. nigra extracts obtained in
the different light intensities experiment. EtOH — ethanol. The colors show the concentration
of the extract.

B. licheniformis bioplévju veido$anas inhibésana

B. licheniformis bioplévju veidoSanas inhibicijas novértésanai tika izmantoti S. nigra
ekstrakti, kuri uzradija efektivako MIC un MBC rezultatu: ekstrakti, kas iegliti no Stnu
suspensijam, kas elicitétas ar flg22 72 h un ekstrakti, kas iegiiti no $tinu suspensijam, kas tika
kultivétas gaismas intensitaté 200 — 250 umol m™2 s !. Biopléves eksperimentu rezultatu
interpretacija tika veikta saskana ar Noumi et al. (2018) ieteikto vértejuma skalu (detalizéts
apraksts pieejams 2.2.4. apaksnodala).

Biopléves krasoSana ar kristalvioleta krasvielu uzradija, ka ar flg22 elicitéto Stnu
ekstraktiem koncentracija 7,5 mg/mL piemit negativa ietekme uz biopléves veidosanos (ODsgo
< 0,1). Zemakas koncentracijas ekstrakti (3,75 mg/mL), kas iegtti no flg22 elicitétam Stnam,
uzradija vajaku negativu un pat bioplévju veidoSanos veicinoSu iedarbibu pie koncentracijas
1,88 mg/mL — pozitiva-zema (ODsgo < 0,3), bet koncentracija 0,94 mg/mL un zemaka —
pozitiva-augsta (ODsgo > 1). Ekstraktiem no gaismas eksperimenta astonas parbauditajas

koncentracijas (no 0,06 mg/mL lidz 7,5 mg/mL) biopléves veidosana bija pozitiva-zema (0,1 <
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ODsgo < 1,0) (3.6. attels). Tika noteikts, ka B. licheniformis celma bioplévju veidoSanas sp&ja
bez ekstrakta klatbiitnes ir pozitiva-augsta (ODsgo > 1,3). OD sakariba tika novérota ari vizuali
— jo intensivaks violets krasojums, jo konstatéta spécigaka biopléves veidosanas (3. pielikums).
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3.6. attels. S. nigra $tnu suspensiju un ogu ekstraktu ietekme uz B. licheniformis
bioplévju veidosanos. Bioplévju veidosanas izverteta ka B. licheniformis kultiru OD parauga
atkariba no testjamo vielu koncentracijas. Krasu apzZim&jumi: zal§ — S. nigra ekstrakti, kuri
iegliti no §tnu suspensijam, kas elicitétas ar flg22 72 h; zils — S. nigra ekstrakti, kuri iegtiti no
$linu suspensijam, kas kultivétas gaismas intensitate 400 — 450 umol m 2 s™!; dzeltens — S. nigra
ogu ekstrakts; sarkans — etanols 10%. Kladu nogriezni attélo standartnovirzes, n= 5 (biologiskie
atkartojumi).

Figure 3.6. The effect of extracts derived from S. nigra cell suspensions and berries on
B. licheniformis biofilm formation. Biofilm formation was assessed as OD of B. licheniformis
culture in the presence of the tested extracts. Color codes: green — S. nigra extracts obtained
from cell suspensions elicited with flg22 for 72 h; blue — S. nigra extracts obtained from cell
suspensions cultured at a light intensity of 400 — 450 pmol m2 s!; yellow — S. nigra berry
extract; red — ethanol 10%. Error bars represent the standard deviations, n = 5 (biological
repetitions).

B. licheniformis $iinu dzivotspéjas noteik$ana biopléeve

B. licheniformis s§tnu dzivotsp&ja bioplévé tika novértéta péc $inu enzimatiskas
aktivitates (ja Stina sp¢&j hidrolizét FDA, tad ta ir dzivotsp&jiga). Fluorescences dati uzradija, ka
viszemaka $tnu dzivotsp&ja piemit biopléves paraugiem, kas apstradati ar ekstraktiem no
gaismas eksperimenta (3.7. att€ls). Ekstraktos no flg22 eksperimenta, ekstrakta no S. nigra
ogam un etanola dzivo $tnu skaits bija lielaks, tacu vértibas bija variablas. Vargja art novérot
negativu binomalu sakaribu jeb tendenci, ka dzivo Stnu skaits ir mazaks paraugos ar

ekstraktiem visaugstakaja un zemakajas koncentracijas.
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3.7. attels. B. licheniformis dzivo $tnu skaits parauga atkariba no testgjamo vielu
koncentracijas. Krasu apzim&umi: zal§ — S. nigra ekstrakti, kuri iegiiti no $tinu suspensijam,
kas elicitétas ar flg22 72 h; zils —S. nigra ekstrakti, kuri iegiti no $Gnu suspensijam, kas
kultivétas gaismas intensitate 400 — 450 umol m 2 s™!; dzeltens — S. nigra ogu ekstrakts; sarkans
— etanols 10%. Kladu nogriezni att€lo standartnovirzes, n = 5 (biologiskie atkartojumi).

Figure 3.7. The effect of extracts derived from S. nigra cell suspensions and berries on
the cell viability of B. licheniformis biofilms. Color codes: green — S. nigra extracts obtained
from cell suspensions elicited with flg22 for 72 h; blue — S. nigra extracts obtained from cell
suspensions cultured at a light intensity of 400 — 450 pmol m™ s!; yellow — S. nigra berry
extract; red — ethanol 10%. Error bars represent the standard deviations, n = 5 (biological
repetitions).

3.4. Genu ekspresija

No abam DNazes inaktivacijas metodém — termiskas apstrades un fenola-hloroforma —
par veiksmigako cDNS sintézes izmantoSanai tika atzita termiskas apstrades metode, jo RNS

saglabaja sakotngjo koncentraciju un netika degradéta (4. pielikums).
Praimeru parbaude

Ta ka petijuma izmantotie praimeri tika veidoti §1 darba ietvaros, tika veikta praimeru
darbibas parbaude, lai parliecinatos, ka izveidotie praimeri ir specifiski un amplificé planota
garuma fragmentus. Meérka fragmentu amplifikacija no S. nigra sekvencém sakotngji tika
parbaudita ar S. nigra DNS un sintezéto cDNS vienam paraugam ar abam DNazes inaktivacijas
metodém. Agarozes géla attéla (4. pielikums) var redzet, ka visi praimeri piesaistijas gan
S. nigra genomiskai DNS, gan cDNS.

Lai resursu taupibas nolika saSaurinatu ar RT-gPCR parbaudamo mérka génu loku,
sakotngja PCR ar visu astonu génu amplifikaciju no 40 cDNS paraugiem tika analiz&ta agarozes
gela elektroforéze. Atskirigu joslu spilgtumu, tatad ari sagaidamas butiskas génu ekspresijas
atSkiribas uzradija CHS, F3’H, DFR (3.8. attéls), tapéc tie tika izmantoti relativai génu
ekspresijai RT-gPCR.
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3.8. attels. Génu CHS, F3’H un DFR ekspresijas atSkiribu kvalitativa noteikSana péc
joslu spilgtuma ar agarozes ggla elektroforézi. A — 25 ciklu PCR ar géniem CHS un F3’H; B —
30 ciklu reakcija ar géniem CHS, F3’H, DFR un TUB.

Figure 3.8. Qualitative detection of differences in CHS, F3’H and DFR gene expression
by fragment brightness by agarose gel electrophoresis. A — 25-cycle PCR with genes CHS and
F3’H; B — 30 cycle reaction with genes CHS, F3°H, DFR and TUB.

RT-gPCR

Tika noteikta S. nigra génu — CHS, F3’H, DFR — relativa ekspresija pret housekeeping
génu TUB. CHS géna ekspresijas modelis uzradija statistisku butiskumu elicité$anas ar flg22
eksperimenta (Fg:15y = 9,577, p < 0,0009), tacu variantu starpa netika novérotas butiskas
atSkiribas. F'3’H un DFR génu ekspresija butiskas atSkiribas netika konstatétas. Var€ja noverot
tendenci, ka elicitésana 24 h palielinaja CHS, F3’H un DFR ekspresiju un elicitésanas ilgums

72 h supresgja génu ekspresiju, salidzinot ar kontroli (3.9.A, 3.9.B, 3.9.C attgls).
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3.9. attels. S. nigra génu ekspresijas izmainas dazadiem elicitéSanas ar flg22 ilgumiem.
A — CHS ekspresijas izmainas; B — F3’H ekspresijas izmainas; C — DFR ekspresijas izmainas.
Kltdu nogriezni att€lo standartnovirzes, n = 5 (biologiskie atkartojumi).
Figure 3.9. Gene expression fold changes of S. nigra in different durations of elicitation
with flg22. A — CHS fold change; B — F3’H fold change; C — DFR fold change. Error bars
represent the standard deviations, n = 5 (biological repetitions).

Gaismas intensitates eksperimenta CHS géna ekspresijas modelis bija statistiski butisks
(F:14) = 24,62, p < 0,0001). Gaismas intensitate 400 — 450 pmol m 2 s™! un 200 — 250 pmol
m 2 s7! bitiski palielinaja CHS ekspresiju (p < 0,0001 un p = 0,0486), salidzinot ar gaismas
intensitati 50 — 100 pmol m 2 s™!. F3’H géna ekspresijas modelis bija statistiski biitisks (F(:15)
=7,858, p =0,0022). Gaismas intensitate 200 — 250 umol m 2 s ! biitiski (p = 0,0126) palielinaja
F3’H ekspresiju, kas bija par 92,85% lielaka neka TUB génam. Ari DFR géna ekspresijas
modelis bija statistiski butisks (F;15 = 5,269, p = 0,0111), tacu atSkiribas paraugu starpa,
salidzinot ar kontroli, netika konstatétas (3.10.A, 3.10.B, 3.10.C attgls).
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3.10. attels. S. nigra génu ekspresijas izmainas pie dazadam gaismas intensitatém. A —
CHS ekspresijas izmainas; B — F3’H ekspresijas izmainas; C — DFR ekspresijas izmainas.
Kltdu nogriezni attélo standartnovirzes, n =5 (biologiskie atkartojumi); * p < 0,05, ** p < 0,01,
***p < 0,001.

Figure 3.10. Gene expression fold changes of S. nigra in different light intensities. A —
CHS fold change; B — F3’H fold change; C — DFR fold change. Error bars represent the standard
deviations, n = 5 (biological repetitions); * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

41



3.5. S. nigra §iinu suspensiju produktivitate dazados kultivéSanas tilpumos

Lai izvertétu S. nigra $tinu suspensiju mérogoSanas iesp¢jas, Stnas tika audzg&tas tris
atSkirigos darba tilpumos — 25 mL (125 mL kolbas), 150 mL (500 mL kolbas) un 750 mL
(bioreaktoros). S. nigra stinas visos tris bioreaktoros pirmajas dienas vizuali izskatijas zalas.
Péc 10 dienam tika konstatéta infekcija sinam (5. pielikums), kuras tika kultivétas zemakaja
gaismas intensitaté (50 — 100 pmol m2 s7!), tap&c tas liofilizésanai un ekstragesanai netika
izmantotas. Tika konstatéts, ka, audz&jot S. nigra Stnu suspensijas 750 mL tilpuma —
bioreaktora, kultiiru dubulto$anas laiks vidgji ir 8,5 dienas. Salidzinajumam, $tnu kulttru
dubultosanas laiks 500 mL kolbas sasniedza vidgji 7,9 dienas un 125 mL kolbas — 6,9 dienas.

Salidzinot gaismas eksperimenta iegiitos biomasas produktivitates rezultatus no Sinam
kolbas ar $tinam bioreaktoros (3.11.A attéls), Sinu DW bija tendence samazinaties, $tinu
kultivé$anas tilpumam pieaugot. Gaismas intensitaté 400 — 450 umol m 2 s™! TFC bija tendence
biit lielakam, salidzinot ar kultivé$anu gaismas intensitaté 200 — 250 umol m2 s* (3.11.B
attels), un abas gaismas intensitates raditaji videji bija par 2,2 reizém lielaki kolbas ar tilpumu
25 mL, salidzinot ar bioreaktoriem. TAC radijumos tendence dal&ji saglabajas — gaismas
intensitaté 400 — 450 pmol m 2 s™! TAC bija par 2,8 reizém lielaks kolbas ar tilpumu 25 mL,
bet gaismas intensitaté 200 — 250 pmol m2 s! — par 1,4 reizém lielaks, salidzinot ar
bioreaktoriem (3.11.C attéls). Lai iegiitu statistiski butiskus rezultatus, nepiecieSsams veikt

bioreaktoru eksperimentu ar vairakiem atkartojumiem.
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3.11. attels. S. nigra stnu suspensiju kultGru parametru salidzinasana dazados
meérogosanas tilpumos. A — produktivitate DW; B — TFC; C — TAC. Klidu nogriezni attélo
standartnovirzes, nvzs = 5; Nvizo = 3; Nvrso = 1 (biologiskie atkartojumi).

Figure 3.11. Comparison of S. nigra cell suspension culture parameters at different
scaling volumes. A — productivity DW; B — TFC; C — TAC. Error bars represent the standard
deviations, nvzs = 5; nvizo = 3; nvzso = 1 (biological replicates).
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4. Diskusija

S. nigra ir tradicionali pielietots dazadu infekciju slimibu arst€Sanai, pateicoties ta
veselibu veicinosajam ipasibam (Manganelli et al. 2005). Viena no tam ir antimikrobiala
aktivitate (Has et al. 2023; Stepien et al. 2023), ko var izmantot bakterialas izcelsmes mutes
dobuma infekciju apkarosana (Adnan et al. 2017; Kiizkovska et al. 2023). Flavonoidi un
antociani Ir izplatitakie sekundarie metaboliti, kas S. nigra sastava ir augstas koncentracijas
(Nile and Park 2014). Auga antibakterialas TpaSibas var&tu but saistitas ar Siem biologiski
aktiviem savienojumiem (Puupponen-Pimia et al. 2001; Hearst et al. 2010; Mohammadsadeghi
etal. 2013).

S. nigra ekstraktu izmantosana mutes dobuma mikrobiotas patogénu apkarosanai ir
salidzino$i maz pétita un trikst informacijas par S. nigra $tnu in vitro kulttru pielietojumu un
optimizaciju vértigu savienojumu iegiiSanai. Saja pétfjuma tika apskatitas S. nigra $inu
suspensiju kultiru kopgja flavonoidu un antocianu satura, antibakterialas aktivitates un génu
ekspresijas izmainas atkariba no diviem faktoriem — S§iinu suspensiju kultiiru elicit€Sanas ar

flg22 un kultivéSanas dazadas gaismas intensitates.

4.1. S. nigra ekstraktu antibakteriala aktivitate

S. nigra ekstraktu antibakterialas ipaSibas ir pieraditas pret gram-pozitiviem un gram-
negativiem baktériju sugu celmiem no gintim: Bacillus, Staphylococcus, Streptococcus,
Escherichia, Pseudomonas (Hearst et al. 2010; Przybylska-Balcerek et al. 2021; Has et al.
2023). ST briza pieejamaja zinatniskaja literatira netika konstatéti dati par S. nigra
antibakterialu iedarbibu pret B. licheniformis, S. epidermidis un S. saprophytcus, kas izol&ti no
mutes dobuma. Tegiitie rezultati parada S. nigra $tinu suspensiju ekstraktu inhib&joso potencialu
koncentracija no 1,88 mg/mL pret B. licheniformis un no 3,75 mg/mL pret Staphylococcus sugu
celmiem. Literatiira ming&tas MIC vértibas no S. nigra ogam un ziediem iegiitajiem ekstraktiem
pret arstniecibas iestazu patog€niem bakteriju sugu celmiem vari€ja no 0,0027 Iidz 3,91 mg/mL
(Mohammadsadeghi et al. 2013; Has et al. 2023), ka rezultata S. nigra stnu suspensiju kultiiru
ekstrakti ir Iidzvertigi efektivi.

S. nigra ekstrakti neuzradija antibakterialu aktivitati pret E. coli. Viens no iemesliem
var€tu bt ekstraktu salidzino$i zema izejas koncentracija (7,5 mg/mL) — iesp&jams, ka E. coli
augSana vargja tikt inhibéta koncentracija, kas augstaka par 7,5 mg/mL. Gram-negativas
bakterijas ir izturigakas pret antibakterialiem savienojumiem to Stinapvalka strukttras del. Tam
ir argjais membranas slanis, kas satur lipopolisaharidus un proteinus, aizturot antibakterialu

savienojumu diftiziju. Gram-pozitivam baktérijam $ada slana nav (Breijyeh et al. 2020).
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B. licheniformis bioplévju veidoSanas bija negativa, pielietojot S. nigra ekstraktus
koncentracija 7,5 mg/mL. Bioplévju struktiira kavgja antibakterialu savienojumu difuziju caur
bakteriju stnapvalku (Bi et al. 2021), tap&c bioplévju augSanas nomaksanai ir nepiecieSama
augstaka ekstraktu koncentracija. Lai arT Siinu suspensijas, kas elicitétas ar flg22, uzradija
salidzinos$i augstaku bioplévju inhib&Sanas sp&ju koncentracijas 3,75 un 7,5 mg/mL, un
zemakos atSkaidTjumos attiecigi bioplévju veidosana netika inhibéta, $tinu suspensiju ekstrakti
no gaismas eksperimenta visos atskaidijumos uzradija zemu bioplévju inhib&Sanas sp€ju, bet
netika sasniegts slieksnis, kad bioplévju veidoSana nebiitu inhibéta.

So sakaribu papildina B. licheniformis bioplévé eso$o $inu dzivotspgjas rezultati:
ekstraktiem no flg22 eksperimenta koncentracija 7,5 mg/mL nov@roja spécigaku negativu
iedarbibu uz baktériju dzivotsp&ju, neka flg22 eksperimenta paraugiem zemakas
koncentracijas. Savukart, ekstraktiem no gaismas eksperimenta visos atSkaidijumos novéroja
lidzigu negativu iedarbibu uz B. licheniformis dzivotsp&ju, turklat 1 iedarbiba bija spécigaka
neka ekstraktiem no flg22 eksperimenta. Tas apstiprina, ka kultivéSana pie paaugstinats
intensitates apgaismojuma S. nigra S$tnas ierosina sekundaro metabolitu, domajams,
flavonoidu, sintézi, kam ir inhib&joss efekts uz bakterialo $tnu dzivotsp&ju bioplévé un §i
negativa ietekme novérojama vismaz 48 h ilga inkubacijas perioda ar S. nigra ekstraktu.

Iemesls, kapeéc dzivo Siinu skaitam bija tendence biit mazakam tieSi zemakas ekstraktu
koncentracijas, varétu bt saistits ar §tinu bojaeju nobriedusa bioplévé — baribas vielu trilkuma
un mikrovides parapdzivotibas dél. So sakaribu varétu ietekmét ari lidzsvars starp baribas
vielam un antimikrobialam vielam, ko satur ekstrakts — pie zemam koncentracijam ekstrakts
bakteérijam nenodroSinaja pietiekami daudz baribas vielu, bet antimikrobialas vielas ekstrakta

ir pietickama daudzuma, lai palielinatu Stnu mirstibu.

4.2. S. nigra ekstraktu kopgjais flavonoidu un antocianu saturs

Pétijuma visspécigako antibakterialo aktivitati pret B. licheniformis uzradija ekstrakti,
kuri iegiiti no §tinu suspensiju kultiram, kas elicitétas ar flg22 (1,8 mg/mL). So ekstraktu TFC
bija viszemakais un TAC — palielinajas, elicit€Sanas ilgumam pieaugot. Spéciga antibakteriala
aktivitate tika konstatéta ar1 ekstraktiem no Siinu kultiiram, kas kultivétas gaismas intensitate:
200 — 250 pmol m2 s (3,75 mg/mL). So ekstraktu TFC un TAC bija otrs augstakais gaismas
eksperimenta ietvaros. Stnu suspensiju elicitéSana ar flg22 rezultgjas ar antibakterialas
aktivitates paaugstinasanos, bet flg22 nepaaugstinaja mérksavienojumu daudzumu $tnas. Tiesi
pret€ji — elicit€Sanas ietekm€ antocianu un flavonoidu saturs biitiski samazinajas, salidzinot ar
Stnu suspensijam, kas netika elicitetas ar flg22. Iesp&jams, elicitéSana ar flg22 kave antocianu

veidoSanos, izlidzinot resursu izlietojumu par labu citiem sekundariem metabolitiem, kas tiesa
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veida iesaistiti antimikrobiala rezistenc€. Antocianu koncentracijas pakapenisku pieaugumu
lidz ar elicitéSanas laika pieaugumu varetu interpret€t ka Stnu suspensiju adaptaciju
nelabvéligiem apstakliem — jo ilgak Stinu suspensijas tika paklautas flg22 klatbiitnei, jo vairak
laika tam tika atvelets pielagoties jaunajiem apstakliem un atjaunot biosintézes celu, kur§ ir
aktivs normalos apstaklos. Stinu suspensiju kultivé$ana augstaka gaismas intensitate ari
rezultgjas ar antibakterialas aktivitates picaugumu, un gaisma inducgja flavonoidu un antocianu
sintézi, ka tas bija paredzams (Rachel et al. 2001; Steyn et al. 2002; Matus et al. 2009). Lielaka
gaismas intensitate veicinaja flavonoidu un antocianu sint€zi, taCu neizraisija ieveérojamu
antibakterialas aktivitates pieaugumu.

Sie rezultati lauj spekulét, ka flavonoidi — antociani ir iesaistiti S. nigra ekstraktu
antibakterialo pasibu nodrosinasana, bet varétu biit arT citi savienojumi, kas S. nigra Stnu
suspensijam nodro$ina spécigakas antibakterialas ipasibas mutes dobuma mikrobiotas patogénu
augSanas paléninasana un bakt€riju $linu nonavésana, un to sintéze pieaug elicitéSanas ar flg22
rezultata. Tie, pieméram, varétu bt triterpe€nu (saponinu) vai oligosaharidu klases parstavji

(Hearst et al. 2010).

4.3. S. nigra génu ekspresija

S. nigra génu ekspresijas rezultati paradija, ka gaismas intensitate 400 — 450 umol m? s
un 200 — 250 pmol m2 s biitiski palielina CHS ekspresiju, kas ir flavonoidu biosintgzes cela
sakuma (1.2. att€ls). CHS ekspresija netika novérota S$tinas, kas kultivétas tumsa. Nakamais
parbauditais flavonoidu biosintézes cela géns bija F3’H, kura sintézi palielingja gaismas
intensitate 200 — 250 pmol m2 s, tadu augstaka un zemaka gaismas intensitate 3 'H ekspresiju
samazindja. DFR bija ka pedgjais no parbauditajiem biosintézes cela enzimiem, kura ekspresija
bija vismazaka visu gaismas intensitates variantu starpa. Elicit€Sana ar flg22 24 h uzradija
visaugstako ekspresiju visiem parbauditajiem géniem (tacu ne statistiski butisku un ne tik
augstu ka gaismas eksperimentam), tapéc, domajams, ka optimals elicitéSanas ilgums varétu
ierosinat So génu ekspresiju.

Vislielakais TFC un TAC bija pie visaugstakas gaismas intensitates, tatu génu ekspresija
§im variantam bija visaugstaka tikai flavonoidu sintézes cela sakuma CHS génam. So rezultatu
var skaidrot ar negativas atgriezeniskas saites cilpas principu (negative feedback loop), kas
ieklauj regulgjoSus mehanismus, ar kuru palidzibu, sasniedzot konkrétu slieksni, biosintézes
cela génu parekspresija (overexpression) tiek ierobezota, lai $tina saglabatu homeostazi,
noveérsot parmerigu sekundaro metabolitu uzkraSanos (kas varétu izraisit nelabveligus efektus

uz pasu $iinu), un samazinatu resursu patérinu (Liu et al. 2023).
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Geénu ekspresijas rezultatos ir salidzinos$i liela biologiska variabilitate par flavonoidu
sintézi atbildigo génu ekspresija, gan housekeeping génu ekspresija. lesp&jams, tas skaidrojams
ar faktu, ka génu ekspresiju ietekmé loti daudz citu faktoru S$tnas limeni, kurus ir grati
standartizeti kontrolét (Mohanty at al. 2023). Génu ekspresijas eksperimentu vélams atkartot ar
pec iespgjas lielaku paraugu skaitu, lai iegiitu patiesaku rezultatu. Japiemin, ka dizaingjot
praimerus, nebija iesp&jams izveleties sekvences, kas atbilstu tikai mérkagéniem, bet vienlaikus
nesaturétu nekadu Iidzibu ar citiem lokusiem S. nigra genoma. Lai gan tika izv€l&tas praimeru
sekvences, kas satur iesp&jami maz lidzibu ar citiem lokusiem, tomér teorétiski pastav iespgja,
ka izmantotie praimeri neliela intensitaté amplific€ja produktus ari no papildus lokusiem.
Svarigi, ka ne visu génu ekspresija RNS limeni noved pie funkcionala galaprodukta — korelacija
ir aptuveni 40 — 60% (Vogel and Marcotte 2012), tapéc precizaki dati tiktu iegiti ar analizi
proteinu Itment.

Izmainas S. nigra $tunu antibakterialaja efektivitaté var€tu bt saistitas ar sekundaro
metabolitu biosintézes cela génu ekspresijas aktivaciju vai nomaksanu kada elicitora ietekmé.
Tas attiecigi rezultgjas ar konkrétaja cela sintezéto produktu, kuri atbild par antibakterialajam

Ipasibam, pieaugumu vai samazina$anos.

4.4. S. nigra Siinu suspensiju eksperiments bioreaktoros

S. nigra siinu suspensiju mérogosana bioreaktoros bija veiksmiga, kas nozimé, ka S. nigra
Stnu suspensijas ir robustas un atri pielagojas jauniem apstakliem. Ta ka Stinu inokuls visiem
tris bioreaktoriem bija vienads gan p&c masas, gan Stnu izcelsmes un kultivéSanas ilguma,
infekcija viena no bioreaktoriem vargja rasties ar&ju faktoru ietekmé& meérogoSanas procesa
uzsakSana, neieverojot sterilitates prasibas. Janem véra, ka bioreaktors, kura Stnas tika
infic&tas, bija paklauts zemakajai gaismas intensitatei (50 — 100 umol m?s?). Tas vargja §tinam
izraisit lielaku stresu papildus tam, ka japielagojas jauniem kultivéSanas apstakliem, kas vargja
bat par pamatu mikroorganismu infekcijas uznémibai.

Viens no iesp&jamiem skaidrojumiem, kap&c $tinas bioreakoros auga lénak, salidzinot ar
stnam kolbas, varétu bt gaismas intensitates nevienmérigums. Bioreaktoros eso$as $tinas tika
apgaismotas no divam pusém, kas nozimé, ka Stinas sanéma konkréto gaismas daudzumu tikai
pusi laika, jo tas visu laiku atradas nepartraukta rotacijas kustiba. Sis iemesls vargja negativi
ietekmét TFC un TAC bioreaktoros audzetas Stinas.

Stinu aug$anu un metabolismu (gan primaro, gan sekundaro) nelabvéligi vargja ietekmat
arT adaptésanas jaunajiem apstakliem: §tinu mehaniska maisiSana jeb berzes stress vargja izraisit

Stinu dzivotspgjas samazinasanos, Siinu augSanas paléninasanos un Stinapvalka bojajumus, kas
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var novest pie veértigo savienojumu zuduma, ka ar1 §tinu agregatu veidoSanas, kas nelauj uznemt

nepiecieSamas baribas vielas katrai §tinai individuali (Motolinia-Alcéantara et al. 2021).

4.5. Turpmakie petijjumi

Turpmakie pétijuma virzieni ar S. nigra S$tnu suspensiju kultGram varétu ietvert
eksperimentus ar detalizé€taku biokimiska sastava analizu veikSanu, dazadu optimizacijas
metozu letekmi uz S. nigra antibakterialajam ipasibam un Stnu kultGru produktivitates
pieaugumu, ka art kultiiru optimizésanu bioreaktoros. Biokimiska sastava analizei jaizmanto
kvalitativas metodes, pieméram, hromatografija un masspektrometrija, kas lautu ekstraktos
noteikt konkr€tus savienojumus un to saturu. Tad€jadi butu iesp&jams noskaidrot, kuri
savienojumi atbild par antibakterialas aktivitates izmainam.

S. nigra stinu suspensiju kultiiru optimiz&$anai varétu pielietot gan abiotiskos elicitorus,
ka temperatiiras izmainas un padzilinatu izpéti ar dazadam gaismas intensitatém, gan biotiskos
elicitorus, ka enzimus un hormonus (pieméram, metiljasmonatu (Boroduske et al. 2022)), gan
arl abiotisko un biotisko elicitoru kombinaciju. Biitu nozimigi noskaidrot, ka saharozes
koncentracijas izmainas suspensiju kultiiru barotn€ ietekm& StGnu attistibu, produktivitati,
vielisko sastavu un pasibas (Larronde et al. 1998; Murthy et al. 2024). Kulttiru optimizaciju
bioreaktoros varétu nodro$inat ar vienmérigaku gaismas intensitati, optimalu §tinu maisiSanas
atrumu, temperatiiru un skabekla padevi.

S. nigra ekstrakti ir potencialas sastavdalas mutes dobuma higiénas lidzeklu izstrade
(Nam 2019; Kim and Nam 2022), tap&c buitu nozimigi veikt papildus antimikrobialas aktivitates
testus ar citam mutes dobuma patogénam baktérijam un arT mikroskopiskam séném. Javeic
kliniskie pétijumi ar B. licheniformis, nemot véra faktu, ka literatiira atrodama pretruniga
informacija par §1s baktérijas patogenitati un potencialo ietekmi uz cilveka mutes mikrobiotas
sastavu. Svarigi noskaidrot S. nigra ekstraktu efektivitati pret patogéniem, nemot véra ne tikai

ekstraktu koncentraciju, bet art iedarbibas ilgumu.

Rezumgjot, S. nigra $inu suspensiju ekstraktiem piemit antibakteriala aktivitate pret
mutes dobuma patogéniem, kuras paaugstinasana var pielietot kultiiru eliciteSanu ar flg22 vai
audz€Sanu pie paaugstinatas intensitates apgaismojuma. Perspektivakais virziens pret

bakterialas izcelsmes bioplévém biitu gaismas intensitates pielagoSana S. nigra stunu kultGram.
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5. Secinajumi

S. nigra stnu suspensiju elicitésana ar flg22 paaugstina to antibakterialo iedarbibu pret
B. licheniformis, S. epidermidis un S. saprophyticus, tomér $1 ietekme ir atkariga no

elicitésanas ilguma; iedarbiba pret E. coli nav konstatéta.

S. nigra $inu suspensiju kultivé$ana pie 200 — 250 pumol m? s paaugstina
antibakterialo aktivitati pret B. licheniformis, bet neietekmé iedarbibu pret
Staphylococcus sp. un E. coli.

S. nigra ekstrakti, kas tika iegtti péc 72 h elicitéSanas ar flg22, inhibé B. licheniformis

bioplévju veidoSanos.

S. nigra stnu suspensiju elicitéSana ar flg22 nepalielina TFC un TAC — visticamak

flavonoidu biosintézes celu transkripcijas inhib&Sanas del.

S. nigra sanu suspensiju kultivéSana pie apgaismojuma ar intensitati 400 — 450 pmol
m2 s sekmigak lauj palielinat TFC un TAC, visticamak caur flavonoidu biosintézes

celu transkripcijas aktivaciju.

S. nigra $tnu suspensiju mérogos$ana bioreaktoros ir veiksmiga, tacu javeic kultliru
optimizacija, lai palielinatu iegito S$tinu biomasu un ierosinatu v€lamo sekundaro
metabolitu sintézi.

legiitie rezultati dal&ji apstiprinaja izvirzito hipotézi par elicitoru pozitivo ietekmi uz
S. nigra stnu suspensiju antibakterialo iedarbibu, jo elicitésana ar flg22 un kultivésana
apgaismojuma pie 200 — 250 umol m? s paaugstindja iedarbibu tikai pret dalu no

pétijuma ieklautajiem bakteriju sugu celmiem.
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6. Pateicibas

Izsaku lielu pateicibu darba vaditajai Dr. biol. Anetei Boroduskei par iesp&ju nemt dalibu
projekta “Endofitiskas mikrobiotas loma Melna plaskoka Sambucus nigra L. iedarbiba pret A
tipa gripas virusu un SARS-CoV-2” un izstradat p&tijumu Augu biotehnologiju laboratorija.
Paldies par ieguldito laiku, izturibu, ieglitajam zinaSanam, prasmigo pétijuma izstrades procesu,
ka arT par nenovértgjamo atbalstu visa studiju gada garuma.

Paldies Mg. biol. Marim Senkovam un Dr. biol. Vizmai Nikolajevai par palidzibu metozu
apguve un konsultéSanu ar mikrobiologiju saistitos jautajumos.

Paldies Matisam Ri¢ardam Baumanim un Elzai Kaktinai par palidzibu ar S. nigra stinu
suspensiju mérogosanu bioreaktoros.

Paldies Dr. biol. Jevgenijai Necajevai par darba recenzésanu.

Velos pateikties visam laboratorijas kolektivam par draudzigo atmosféru, sniegtajiem
padomiem un klatesamibu darba izstrades procesa, ka ar1 par iesp&ju but dalai no jums, augu

un mikroorganismu biotehnologiem!
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PIELIKUMI



1. pielikums
S. nigra mérka génu noteiksanai izmantotas V. vinifera un Lonicera sp. sekvences
Appendix 1

Sequences of V. vinifera and Lonicera sp. used to determine S. nigra target genes

Géna kodéta aminoskabju sekvence no
modelorganisma /

The amino acid sequence encoded by the gene

Sekvenc¢u homologija S. nigra genoma /
Sequence homology in the S. nigra genome

from a model organism

NP_001267879.1
chalcone synthase
[Vitis vinifera]

0X422220.1

Sambucus nigra genome assembly,
chromosome: 14

Query cover: 98%
Per. Ident.: 86,02%

NP_001267916.1
flavonoid 3' hydroxylase
[Vitis vinifera]

0X422212.1

Sambucus nigra genome assembly,
chromosome: 6

Query cover: 99%
Per. Ident.: 82,94%

NP_001268034.1

naringenin,2-oxoglutarate 3-dioxygenase
[Vitis vinifera]

0OX422207.1

Sambucus nigra genome assembly,
chromosome: 1

Query cover: 90%
Per. Ident.: 89,73%

NP_001268144.1
dihydroflavonol 4-reductase
[Vitis vinifera]

0X422220.1

Sambucus nigra genome assembly,
chromosome: 14

Query cover: 94%
Per. Ident.: 81,61%

NP_001268147.1
leucoanthocyanidin dioxygenase
[Vitis vinifera]

0X422208.1

Sambucus nigra genome assembly,
chromosome: 2

Query cover: 99%
Per. Ident.: 73,37%

AIW60902.1

glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase,
partial

[Lonicera maackii]

0X422215.1

Sambucus nigra genome assembly,
chromosome: 9

Query cover: 99%
Per. Ident.: 47,62%

ALJ56100.1
Tubulin, partial
[Lonicera macranthoides]

0X422207.1

Sambucus nigra genome assembly,
chromosome: 1

Query cover: 100%
Per. lIdent.: 84,92%




2. pielikums
S. nigra stnu inokuli bioreaktoriem
Appendix 2

S. nigra cell inoculum for bioreactors




3. pielikums

Vizualais novertéjums S. nigra stnu ekstraktu iedarbibai uz B. licheniformis bioplévi
A —iekrasotas biopléves; B — biopléves, kas atkrasotas ar 96% etanolu

Ar skaitliem noradits ekstraktu atSkaidijums konkréta bedrité (mg/mL).

Appendix 3

Visual evaluation of the effect of S. nigra cell extracts on B. licheniformis biofilm

A — colored biofilms; B — biofilms decolorized with 96% ethanol.

The numbers indicate the dilution of the extracts in a given well (mg/mL)




4. pielikums

Praimeru piesaistiSanas att€ls no agarozes g€la; A — piesaistiSanas pie S. nigra genomiskas
DNS, B — piesaistisanas pie S. nigra CDNS ar termiskas apstrades metodi;

C — piesaistiSanas pie cDNS ar fenola-hloroforma metodi

Appendix 4

Primer binding image from agarose gel; A — attachment to S. nigra genomic DNA,

B — attachment to S. nigra cDNA by heat treatment method,

C — attachment to cDNA by the phenol-chloroform method

A
S. nigra genomiska DNS

B C
S. nigra cDNS ar S. nigra cDNS ar ;
termiskas apstrades metodi fenola-hloroforma metodi
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5. pielikums

S. nigra stinas bioreaktoros p&c 12 kultivésanas dienam; Gaismas intensitate:

A — 400 — 450 pmol m2s!; B — 200 — 250 pmol m2s7!; C —50 — 150 umol m 25!
Appendix 5

S. nigra cells in bioreactors after 12 days of cultivation; Light intensity:

A — 400 — 450 pmol m2s!; B — 200 — 250 pmol m2s7!; C —50 — 150 umol m 25!




6. pielikums
Dokumentara lapa
Appendix 6

Documentary page

Bakalaura darbs “Melna plaskoka Sambucus nigra L. in vitro Siinu suspensiju
Kultiiru optimizacija antibakterialu ekstraktu iegiSanai” izstradats LU Biologijas fakultate.
Ar savu parakstu apliecinu, ka petijums veikts patstavigi, izmantoti tikai taja noraditie
informacijas avoti un LUISa iesniegta darba elektroniska kopija atbilst izdrukai un/

vai e-studijas iesniegtai darba elektroniskai versijai.

Autore: Laura Balode datums 24.05.2024.

Rekomendgju darbu aizstavéSanai
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