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[VADAS

Ekstremofilai — tai mikroorganizmy grupé, prisitaikiusi gyventi tokiose aplinkos sglygose,
kuriose jprastai Kiti organizmai neisgyvena. Aplinkos sglygos apima kraStutinius parametrus, tokius
kaip radiacija, temperatiira, slégj, pH ar drusky koncentracija (Orellana ir kt., 2018). Termofiliniai
mikroorganizmai yra vieni geriausiai iStirty ekstremofily ir dél gebéjimo augti aukstoje temperatiiroje
(>45 °C) yra laikomi jdomiu moksliniy tyrimy objektu (Zeldes ir kt., 2015). Siy mikroorganizmy
atradimas nulémé nemazai tyrimy, siekianciy iSaiskinti molekulines strategijas, kuriy pagalba jie geba
prisitaikyti ir iSgyventi tokioje ekstremalioje aplinkoje (Szildgyi ir Zavodszky, 2000; Hickey ir
Singer, 2004; Siliakus ir kt., 2017).

Jau ne vieng deSimtmet] termofilinés bakterijos laikomos vienu didziausiu traukos objektu
biotechnologijose dél turimo potencialo ir privalumy pramonéje (Wiegel, 1980). Sios bakterijos gali
biiti panaudotos jvairiuose procesuose, tokiuose kaip biokuro gamyba (Scully ir Orlygsson, 2014),
bioremediacija (Vishwakarma ir kt., 2020) ar metaly nanodaleliy sintezé (Atalah ir kt., 2022). Tai yra
jvairiy termostabiliy fermenty Saltiniai. Termostabilios amilazés, lipazés, ksilanazés ir kiti fermentai,
kurie turi nemazai pranasumy prie§ mezofily gaminamus fermentus (Atalah ir kt., 2019). Taip pat
biotechnologiniy procesy vykdymas aukStesnéje temperatiiroje irgi vertas didelio démesio: kylant
temperatiirai sumazéja mikrobiologinio uzterStumo rizika, sumazéja reakcijos klampumas, padidéja

substraty tirpumas bei reakcijos greitis (Urbieta ir kt., 2015).

Siekiant isplésti termofiliniy bakterijy pritaikyma biotechnologijoje, atsiranda poreikis kurti
genetinés manipuliacijos jrankius, kurie leisty jterpti naujus, pakeisti esamus genus ar atlikti
modifikacijas, kurios suteikty naujy ar pagerinty esamas funkcijas (Taylor ir kt., 2011; Han ir kt.,
2019). Genetinés modifikacijos vienas pirmyjy Zingsniy yra norimos genetinés medziagos pernasa j
lasteles. Taciau termofilinés bakterijos pasizymi sudétinga genetine transformacija, transformacijos
sistemy kirimas palyginti su mezofilinémis bakterijomis pakankamai létas, dél to Zinoma gana mazai
kamieny, kurie gali buti transformuojami (Lin ir Xu, 2013; Arai ir kt., 2022). Dél $iy priezaséiy, jy
pritaikymas pramonéje vis dar gana suvarzytas. Dazniausi geny pernaSos metodai naudojami
transformuoti termofilines bakterijas yra protoplasty transformacija, konjugacija ir elektroporacija
(Lin ir Xu, 2013). Elektroporacija — tai vienas paprasCiausiy ir dazniausiai taikomy genetinés
medziagos pernasSos metody, taCiau jo pritaikyma apsunkina uZtrunkantis proceso salygy

optimizavimas (Taylor ir kt., 2011; Wada ir Suzuki, 2020).

Sio darbo metu sickiama optimizuoti termofiliniy Parageobacillus thermoglucosidasius DSM
25427 bakterijy geneting transformacija naudojant elektroporacijos metoda bei atlikti

transformuojamy termofiliniy bakterijy kamieny atranka. Atrankos metu siekiama identifikuoti
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termofiliniy bakterijy kamienus, kurie gali biiti transformuojami elektroporacijos metodu ir turin¢ius

potencialg biotechnologijoje.

Darbo tikslas:

Optimizuoti geneting elektrotransformacijag termofilinéms bakterijoms Parageobacillus

thermoglucosidasius DSM 25427,
Darbo uzdaviniai:
1. Ivertinti P. thermoglucosidasius DSM 25427 kamieno elektrotransformacijos efektyvuma nuo
kompetentiniy Igsteliy ruoSimo bei transformanty i$s€jimo salygy.
2. Ivertinti P. thermoglucosidasius DSM 25427 kamieno elektrotransformacijos efektyvuma nuo

elektrinio lauko parametry bei DNR kiekio.

3. Jvertinti P. thermoglucosidasius DSM 25427 genetine transformacija naudojant sta¢iakampio
formos elektrinio lauko bangy elektroporatoriy keiciant transformacijos elektrinio lauko

parametrus.

4. Jvertinti Vilniaus Universiteto Gyvybés moksly centro Mikrobiologijos ir biotechnologijos
katedros mikroorganizmy kolekcijoje  esaniy termofiliniy bakterijy kamieny

elektrotransformacijos efektyvuma optimizuotomis sglygomis.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Termofilinés bakterijos

Ekstremofilai — tai organizmai, galintys prisitaikyti, iSgyventi ar klestéti tokiose sglygose,
kuriose jprastai organizmai neis$gyvena. Ekstremofilai skirstomi pagal krastutines sglygas, kuriose jie

geba augti:

e Termofilai — aukstesnéje nei 45 °C temperatiiroje;

e Psichrofilai — zemesnéje kaip 10 °C temperatiroje;

e Acidofilai ir alkalifilai — ekstremaliose pH ribose (pH<5 ir pH>9);

e Halofilai — esant didelei drusky koncentracijai (200-5900 mM));

e Sausoje aplinkoje gyvenantys mikroorganizmai (vandens aktyvumas <0,75);

e Radiotolerantiski, kurie yra atspariis UV spinduliams (Orellana ir kt., 2018).

Termofilai laikomi geriausiai iStirtais ekstremofilais. Termofiliniai mikroorganizmai,
atsizvelgiant j optimalios augimo temperatiiros (Topt) diapozona, skirstomi j 3 grupes: 1) nuosaikds
termofilai (Topt 45-70 °C), 2) ekstremalis termofilai (Topt >70 °C) ir 3) hipertermofilai (Topt >80
°C) (Zeldes ir kt., 2015). Yra zinoma, kad gebéjimas augti auksStoje temperatiiroje yra labiausiai
paplites tarp archéjy, maziau tarp bakterijy, o tarp eukarioty termofily praktiskai néra (Hickey ir
Singer, 2004).

Termofilinés bakterijos gali buti tiek gramteigiamos arba gramneigiamos, tiek aerobai arba
anaerobai, bei kai kurios i§ jy geba sudaryti endosporas (Mohammad ir kt., 2017). Termofilinés
bakterijos priskiriamos jvairioms gentims, pavyzdziui, Clostridium spp., Thermoanaerobacter spp.,
Caldicellulosiruptor spp., Thermococcus spp., Geobacillus spp. (Vavitsas ir kt., 2022), Anoxybacillus
spp., Brevibacillus spp. bei keletai kity (Boteva ir Kambourova, 2018). Tarp minéty genéiy
Geobacillus spp. yra vienos i§ populiariausiy biotechnologijoje naudojamy termofiliniy bakterijy. Si
gentis apima termofiliniy gramteigiamy lazdelés formos bakterijy grupeg, kurig sudaro obligatiniai
aerobai, denitrifikuojantys ir fakultatyviniai anaerobai. Nors geobacilos yra priskiriamos nuosaikiems
termofilams, kuriy optimali augimo temperatiira paprastai btina 45-75 °C (Vavitsas ir kt., 2022),

taciau gali siekti ir 35 °C ar 80 °C priklausomai nuo kamieno (Zeigler, 2014).

Termofilinés bakterijos yra aptinkamos labai jvairiose ekologinése niSose, tiek jiirinése, tick
sausumos. Paprastai paplitusios tokiose vietose kaip, geoterminiai vandenys, karStosios versmes,
giliavandenés hidroterminés zonos, vandenys vir§ geotermiskai aktyviy sluoksniy (Orellana ir kt.,
2018). Taip pat gali buti aptinkamos ir zmogaus sukurtoje karstoje aplinkoje, pavyzdziui, komposto

kriivose, vandens Sildytuvuose ar jvairiuose pramoniniy procesy jrenginiuose (Mehta ir kt., 2016).
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Jdomu tai, kad termofilinés bakterijos buvo aptiktos tokios temperatiiros aplinkoje, kuri prieStarauja
Siy ekstremofily prigim¢iai ir jy fiziologiniai aktyvumai tokiomis sglygomis palaikomi minimaliai
arba iSvis nepalaikomi (zr. 1.1 lentel¢). Ne viename moksliniame S$altinyje aprasyta, kad tiek
termofilinés bakterijos, kurios geba formuoti endosporas, tiek jy neformuojancios, aptiktos tokiose
vietose, kuriy temperatiira gali biiti Zemesné nei 25 °C ar net Zemiau 0 °C, pavyzdziui, amzinojo jSalo
aplinkoje, $alto vandenyno nuosédose, vésiuose dirvozemiuose (Bartholomew ir Paik, 1966; Kelly ir
kt., 2010; Rahman ir kt., 2004; Mironov ir kt., 2013; Bendia ir kt., 2018; Milojevic ir kt., 2022).

1.1 lentelé. Keliy termofiliniy mikroorganizmy, i$skirty i$ $altos aplinkos, pavyzdziai (Milojevic ir
kt., 2022).

Mikroorganizmas Psichrobiontinés aplinkos ir jos Nuoroda
temperatura

Geobacillus stearothermophilus  Jaros nuosédos i§ Zemyninio $laito baseiny (Bartholomew
nuo Ensenados, Meksikos iki Santa ir Paik, 1966)
Catalina salos (~4 °C).

53 termofilinés, aerobings, Dirvozemis Siaurés Airijoje (iki 25 °C). (Rahman ir kt.,
sporas formuojancios ir spory 2004)
nesudarancios bakterijos;

Geobacillus thermoleovorans;

Geobacillus caldoxylosilyticus

Termofilinés spory Amzinasis jSalas i§ Apgaulés salos (angl. (Mironov ir kt.,

nesudarancios Geobacillus Deception island) vulkaniniy nuosédiniy 2013)

genties bakterijos uolieny (-2 °C)

Geobacillus spp. Islandijos bazaltinis ir riolitinis stiklas bei (Kelly ir kt.,
. mineralai, subarktiné aplinka (nuo —20,1°C 2010)

Thermobacterium spp. iki 4.5 °C)

Termofilinés Geobacillus, Ledynai, Apgaulés (angl. Deception) (Bendia ir kt.,

Brevibacillus, Anoxybacillus, ugnikalnis (0 °C) 2018)

Thermus ir Bacillales spp.

Néra tiksliai aisku, kaip jvyko termofily iSplitimas j psichrobionting aplinkg bei kokie
molekuliniai mechanizmai ,,jsijungia®“ termofilams bitinant tokiomis salygomis. Tyrimai gana
apsunkinti dél sudétingo termofily auginimo laboratorinémis salygomis sukurtoje Zzemoje

temperatiroje (Milojevic ir kt., 2022).

Dar zinoma, kad termofilai geba egzistuoti ne tik kar$toje bei saltoje aplinkoje, bet gali turéti ir
daugiau ekstremofiliniy savybiy. Pavyzdziui, Geobacillus spp. turin¢ios metaly, slégio ir radiacijos
tolerancija ar Anoxybacillus flavithermus — metaly tolerancija ir atsparumg radiacijai. Sie
mikroorganizmai dél i$skirtiniy poliekstremofiliniy savybiy mokslininkams islieka labai jdomiu ir

potenciala turin¢iu objektu (Milojevic ir kt., 2022).



1.2 Termofilinés bakterijos kaip biotechnologijy Seimininkas

Per pastaruosius deSimtmecius termofilinés bakterijos sulauké itin didelio susidomejimo
biotechnologijose, ypac¢ baltojoje, kuri apima jvairiy pramoniniy, cheminiy medziagy bei energijos
gamyba ir perdirbimg. Termofilinés bakterijos yra labai jdomus tyrimo objektas turintis nemaza
biotechnologing bei ekonoming verte ir privalumy prie§ mezofilinius mikroorganizmus (Urbieta ir

kt., 2015).

Termofiliniai mikroorganizmai pasizymi termostabiliy metabolity, makromolekuliy ir fermenty
gamyba ir yra svarbiis kaip biokatalizatoriai pramoninéje biotechnologijoje. Visy pirma, aukstoje
temperatiiroje mikroorganizmy augimas Zymiai greitesnis. Taip pat dél didesnio vykstanciy
biocheminiy reakcijy greicio ir geresnio substraty tirpumo, produkto susidarymas vyksta grei¢iau.
Kitas svarbus aspektas yra maZesné mikrobiologinio uzterStumo rizika. Paprastai termofilinés
bakterijos yra nepatogeniski mikroorganizmai, o jy augimo salygos yra nepalankios Kkity
mikroorganizmy augimui. Tokios sglygos nulemia jvairiy patogeny zitj ar jy augimo sustabdyma.
Taip pat fermentacija aukStoje temperatiroje palengvina lakiyjy junginiy gavima. Termofiliniy
mikroorganizmy naudojimas naudingas i§ ekonominés pusés. Aukstoje temperatiiroje vykstantys
procesai reikalauja mazesniy energijos sanaudy, nes metabolinés reakcijos vyksta greiiau ir

papildomai nereikalauja fermentatoriy atSaldymo po jvairiy gamybos etapy (Urbieta ir kt., 2015).

Taciau, ar termofilinés bakterijos gali pakeisti mezofilines bakterijas biotechnologijose?
Vavitsas ir kt. (2022) j tai zvelgia gana kritiSkai ir mano, kad termofilai dar néra pilnai pasirengg
pakeisti mezofily kaip bendryjy biotechnologijy Seimininky dé¢l keliy priezas¢iy. Visy pirma,
termofiliniy bakterijy naudojimas dar gana apsunkintas dél nepakankamai istirtos jy genetikos ir
metaboliniy procesy, genetinei manipuliacijai triikstamy geny inzinerijos jrankiy (Taylor ir kt., 2011,
Vavitsas ir kt., 2022). Taip pat didzioji dalis biotechnologijose naudojamy gamybos ar fermentacijos
procesy yra paremti mezofiliniais mikroorganizmais (Vavitsas ir kt., 2022). Peréjimas prie
termofiliniy bakterijy naudojimo kaip pagrindinio Seimininko gali biiti sudétingas, pareikalauti
dideliy istekliy ne tik procesy ar jrankiy kiirimui, bet jy palaikymui ir tolimesniam vystymui. Be to,
termofilai néra laikoma tinkamiausia mezofiliniy baltymy heterologinés raiskos sistema dél galimos
baltymy denatiiracijos ar zemo fermentinio aktyvumo (Vavitsas ir kt., 2022). Termofiliniai fermentai
yra termostabiliis ir pasiZzymi aukstu kataliziniu aktyvumu aukstoje temperatiiroje, ta¢iau vidutinéje
temperattroje jy Katalizinis aktyvumas yra mazesnis nei mezofiliniy fermenty analogy. Priesingai,
mezofiliniai fermentai yra maziau stabilis aukStoje temperatiroje, tafiau pasizymi didesniu
kataliziniu aktyvumu vidutinéje temperatiiroje (Akanuma ir kt., 2019). Tai yra svarbas aspektai, kurie

apsunkina platy termofiliniy bakterijy pritaikyma.
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Nors termofiliniy bakterijy panaudojimas kaip biotechnologijy Seimininko yra dar gana
apribotas, taciau dél gebéjimo iSgyventi/augti atSiauriomis sglygomis bei turimy privalumy svarbiy
gamyboje, tyréjus skatina tirti Siuos mikroorganizmus ir kurti bioinZinerinius jrankius siekiant iSplésti

termofiliniy bakterijy panaudojimo galimybes (Vavitsas ir kt., 2022).

1.3 Termofiliniy bakterijy termostabilumas

Temperatiira tai vienas svarbiausiy aplinkos veiksniy, kuris veikia mikroorganizmuose
vykstancius Igstelés procesus. Ne visos temperaturos vienodai tinkamos gyviems organizmams augti
ir funkcionuoti (Sang ir kt., 2020). Termofily iSgyvenimui ekstremaliomis salygomis turi buti
palaikomos svarbiausios gyvybinés funkcijos: lastelés plazminés membranos vientisumas bei visy
makromolekuliy, tokiy kaip DNR, RNR bei baltymy, stabilumas (Hickey ir Singer, 2004).

Termofilams prisitaikyti ir iSgyventi aukS$toje temperatiiroje padeda evoliucijos eigoje
iSvystytas adaptacijos mechanizmy rinkinys, kuris uZztikrina jy fiziologines funkcijas ir stabilumag
esant itin aukstai temperattrai (Hickey ir Singer, 2004). Apie tai pladiau aptariama sekancéiuose

skyreliuose.

1.3.1 Termofiliniy bakterijy lastelés membranos struktiira

Lastelés plazminés membranos paskirtis — atskirti viding lastelés dalj nuo iSorinés aplinkos.
Bakterijy lastelés membrana susideda i§ keliy komponenty: fosfolipidy dvisluoksnio ir jame
jsiterpusiy jvairiy baltymy, atsakingy uz signalo ar energijos perdavimg ir medziagy transportavima.
Mikroorganizmo optimaliomis augimo sglygomis plazminé membrana biina skystos kristalinés
biisenos ir nepraleidzia didelés molekulinés masés junginiy ir kriivj turinéiy molekuliy. Sios funkcijos
turi bati palaikomos net esant stresinéms saglygoms. Tac¢iau kylant temperatiirai, plazminé membrana
patiria tam tikrus pokyc¢ius — fosfolipidy padétis membranoje tampa netvarkinga, padidéja
membranos pralaidumas ir taip sukeliama Igstelés zatis (Pollo ir kt., 2015). Siekiant to i$vengti,
termofiliniai mikroorganizmai turi strategijy, skirty prisitaikyti prie aukStos temperatiiros ir palaikyti

lastelés membrang funkcionalig ir nepazeista (Koga, 2012).

Zinoma, kad membrany, sudaryty i3 riebaly riigi¢iy esteriy, pralaidumas labai priklauso nuo
temperatiiros, o jy faziy pereinamoji temperatiira nuo riebaly ragséiy struktiros. Kintant augimo
temperatiirai, greitai reguliuojama membraniniy lipidy struktiroje esanciy riebaly rugsciy struktiira
(Mehta ir kt., 2016), jy ilgis, i$siSakojimas ir neprisotinimo laipsnis (Pollo ir kt., 2015). Termofilinés
bakterijos daugiausia reguliuoja membranos pralaidumg padidindamos Sakotosios grandinés
izoriebaly rugscéiy, sociyjy riebaly rugsciy ir ilgos grandinés riebaly ragsciy kiekj. Tokiu budu

bandoma prisitaikyti prie stresinés aplinkos (Siliakus ir kt., 2017). Pavyzdziui, termofiliniy Bacillus
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spp. kamieny, auganciy 45-70 °C temperatiroje, izo-C15 kiekis (30-50 %) visada didesnis nei
anteizo-C15 (<10 %). Tai rodo, kad temperatiiros prisitaikymas esant kar§¢iui reguliuojamas keiciant

izo/anteizo riebaly rugsciy sudétj (Koga, 2012).

Taip pat pastebéta, kad termofilinés bakterijos, gebancios augti aukStesnéje nei 70 °C
temperattroje, turi tokias lipidy rasis, kurios primena tipiSkus archéjy plazminés membranos lipidus
— tetraeterius, dieterius ir tetraesterius. Pavyzdziui, tetraesteriy lipidai aptikti keliose termofilinése
Thermoanaerobacter spp. bakterijose (Tmax 75-78 °C) bei tetracteriy lipidai — termofilinése

anaerobinése Thermotogales genties bakterijose (Tmax 90 °C) (Siliakus ir kt., 2017).

Kalbant apie termofily membranos struktiirg, jg stabilizuoti padeda dar tokie junginiai, kaip
hopanoidai (Ranawat ir Rawat, 2017). Sie junginiai yra svarbiis mikroorganizmy prisitaikymui prie
ekstremaliy salygy, jskaitant aukStg temperatiirg. Hopanoidai — tai pentacikliniy triterpenoidiniy
lipidy grupé (Zarzycki ir kt., 2017), kuri atlieka panasias funkcijas kaip steroliai esantys eukarioty
membranose — kontroliuoja lastelés membranos takuma. Sie junginiai geba jsiterpti j membranos
dvisluoksnj ir sgveikaudami su kitais membranos komponentais suteikti stabilumo (Belin ir kt.,
2018). Parodyta, kad Alicyclobacillus acidocaldarius bakterijy plazminéje membranoje gausu
hopanoidinio junginio — tetrolio 1,2,3,4-tetrahidroksipentan-29-hopano. Nustatyta, kad temperatrai
pakilus nuo 60 iki 65 °C, Sio junginio Kiekis A. acidocaldarius bakterijose padidéja apie septynis
kartus (Kolouchova ir kt., 2021). Taip pat zinoma, kad hopanoidy kiekis bakterijy plazminéje
membranoje yra labai individualus ir priklauso nuo mikroorganizmo rasies bei augimo salygy. Jy
kiekis gali svyruoti nuo <1 % iki 90 % (Belin et al., 2018).

1.3.2 Prisitaikymas molekuliniame lygmenyje

Termofilams yra svarbu ne tik atlaikyti aukSta temperatiira, bet tokioje aplinkoje iSgyventi ir
funkcionuoti. Norédami iSgyventi aukstos temperatiiros zalinga poveikj, Sie mikroorganizmai turi
apsaugoti itin jautrias iSoriniam stresui makromolekules, tokias kaip DNR ir RNR, nuo pazeidimy
(Pollo ir kt., 2015).

Iiga laika buvo manoma, kad termofiliniai organizmai gyvenantys auks$toje temperatiroje
pasizymi didesniu G+C kiekiu DNR struktiiroje ir prisitaikyma prie tokiy salygy nulemia padidéjes
vandeniliniy jungéiy skai¢ius. Sio gana logisko paaiskinimo patvirtinti nepavyko. Atlikus
termofiliniy ir mezofiliniy bakterijy genomy sekoskaita, nebuvo aptikta koreliacija tarp G+C kiekio
genome ir optimalios augimo temperatiiros. Nustatyta, kad termofiliniy ir mezofiliniy bakterijy G+C
kiekis gali bati panasus, pavyzdziui, termofiliniy Methanobacterium thermoautotrophicum G+C
kiekis 50,46 % (Hurst ir Merchant, 2001), Geobacillus kaustophilus — 52,1 % (Wang ir kt., 2015),
tuo tarpu mezofilinés Escherichia coli bakterijos G+C kiekis siekia 51,37 % (Hurst ir Merchant,
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2001). Yra atvejy, kuomet termofiliniy bakterijy G+C kiekis gali buti net gerokai mazesnis uz
mezofiliniy, pavyzdziui, Caldicellulosiruptor hydrothermalis, kuriy Topt — 70 °C, G+C kiekis siekia
tik 35 % (Wang ir kt., 2015). Tad galima teigti, kad didelis G+C kiekis néra termofiliskumo rodiklis
(Galtier ir Lobry, 1997, Hurst ir Merchant, 2001).

Taciau parodyta, kad G+C kiekis termofiluose yra reikSmingas dvigrandése RNR (tRNR ir
rRNR) molekulés srityse, kuriose tarp guanino ir citozino susidar¢ vandeniliniai ryS$iai Sias sritis
stabilizuoja (Galtier ir Lobry, 1997). Taciau, kodél koreliacija matoma dvigrandése RNR molekulés
regionuose, bet ne dvigrandéje DNR? Manoma, kad tai turi daug didesnj poveikj RNR molekulés
stabilumui, nei dvigrandei DNR, kadangi suporuotos RNR molekulés sritys yra Zenkliai trumpesnés

(Hickey ir Singer, 2004).

Taip pat svarbiis yra fermentai suteikiantys DNR molekuléms stabilumo (Urbieta ir kt., 2015).
Literatiiroje teigiama, kad atvirkstiné giraz¢é yra reikSmingas fermentas prisidedantis prie termofiliniy
mikroorganizmy makromolekuliy stabilumo. Tai yra nuo ATP priklausomas fermentas, sukeliantis
teigiama superspiralinj DNR susisukimag ir uzkertantis kelia makromolekulés denattiracijai. Nors
minima, kad $is fermentas labiausiai paplites tarp termofily, kuriy optimali augimo temperatiira yra
aukstesné nei 80 °C, tadiau aptinkamas ir Zemesnéje temperatiiroje auganciuose termofiluose.
Atvirk$tine girazé laikomas iSskirtiniu termofiliniy bakterijy ir archéjy bruozu, nes Sis fermentas

nebuvo aptiktas jokiuose mezofiliniuose organizmuose (Lipscomb ir kt., 2017).

Dar zinoma, kad tiek DNR, tiek RNR stabilumui palaikyti aukstoje temperatiiroje padeda
poliaminai. Sie junginiai savo struktiiroje turi daugiau nei viena amino grupe, kurios jungiasi su
neigiamai jkrautomis DNR ir RNR molekuliy fosfaty grupémis, taip apsaugodamos nuo terminés
denatiiracijos. Poliaminai pagal struktiirg skirstomi j: 1) ilguosius, kurie stabilizuoja dvigrandés DNR
ir RNR stieby fragmentus, ir 2) Sakotuosius poliaminus, kurie stabilizuoja RNR kilpas (zr. 1.1 pav.)
Poliaminai taip pat svarbiis ir kitose funkcijose, pavyzdziui, dalyvauja transliacijoje aukstoje

temperatiiroje. Nustatyta, kad termofily kamienuose, kuriuose buvo pasalinti genai atsakingi uz

poliaminy sintezg, lasteliy augimas ir

NH,

termostabilumas Zenkliai sumazéjo (Fujiwara
et al., 2015).

H NS NSAoNH,

1.1 pav. a) Sakotosios grandinés poliaminas
— N4 Dbis(aminopropil) spermidinas; b)
Galimas suri§imo budas tarp Sakotosios
grandinés poliaminy ir tRNR kilpos
(Fujiwara ir kt., 2015).
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1.3.3 Termostabiliy baltymy ypatumai

Termofiliniy mikroorganizmy baltymai, kaip ir kitos makromolekulés, turi islaikyti savo
natiiralias struktiiras ekstremaliomis salygomis, kuriomis paprastai denatiiruojasi mezofiliniai
baltymai. Nors Zinoma, kad tiek termofiliniai, tieck mezofiliniai baltymy homologai turi panaSias
aminoragSciy sekas ir katalizinius mechanizmus, ta¢iau ilgai nebuvo aisku, kas nulemia termofiliniy
baltymy stabilumg aukstoje temperatiiroje (Hollien ir Marqusee, 1999). Atlikta nemazai
palyginamyjy mezofiliniy ir termofiliniy baltymy tyrimy siekiant identifikuoti baltymy stabilizavimo
mechanizmus (Szilagyi ir Zavodszky, 2000; Gromiha ir kt., 2013; Ahmed ir kt., 2022).

Visy pirma, termiskai stabiltis baltymai | pirming aminoriigs¢iy struktirg jveda tam tikras
papildomas aminortgstis. Ahmed et al. (2022) atlikta termofiliniy ir netermofiliniy baltymy analogy
struktliry palyginamoji analizé parodé (zr. 1.2 pav.), kad termofiliniuose baltymuose gausiau
aptinkama jkrauty (lizinas (K), argininas (R), glutamo riigstis (E), histidinas (H)) ir aromatiniy
(fenilalaninas (F), triptofanas (W), tirozinas (Y)) aminoragséiy. Taip pat matoma, kad kai kuriy
hidrofobiniy aminortgsciy (izoleucinas (1) ir prolinas (P)) yra daugiau termofiliniy baltymy
struktiiroje. Dél §iy aminortigdéiy suktriamo didesnio hidrofobiskumo susiformuoja sandari,
kompaktiska ir stabili baltymo branduolio struktiira. Teigiama, kad hidrofobiskumas yra pagrindinis
baltymy termostabilumo kriterijus (Gromiha ir kt., 2013). Termostabiliy baltymy struktiiroje aptikta
maziau termolabiliy (cisteinas (C), leucinas (L), serinas (S), glutaminas (Q), asparaginas (N)) bei
trumpos Soninés grandinés (alaninas (A) ir glicinas (G)) aminoriigs¢iy. Manoma, kad pastarosios
dél savo struktiiros ypatybiy yra per daug ,,lanks¢ios* ir néra tinkamos standziai baltymo struktrali
sudaryti (Ahmed ir kt., 2022).

0.12 M Termofiliniai baltymai B Netermofiliniai baltymai

ACDFEGHIKLMNPORSTVWY
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e g &
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1.2 pav. Vidutiniai aminorfig§¢iy dazniai termofiliniuose baltymuose ir jy netermofiliniuose
analoguose (Ahmed ir kt., 2022).
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Kitas svarbus aspektas — tarpmolekulinés sgveikos. Padidéjes kriivj turin¢iy aminoragsciy
kiekis suformuoja jvairias tarpmolekulines sgveikas, t. y. papildomus vandenilinius rysius, jonines
sgveikas, tiek baltymo iSorinéje dalyje, tick Serdyje ir taip padeda suformuoti kompaktiska struktiira.
Taip pat stebimas padidéjes aromatiniy sgveiky skaicius dél papildomy aromatiniy aminoragsciy
jvedimo j strukturg (Ahmed ir kt., 2022).

Termostabilumui jtakos turi ne tik susidariusios papildomos saveikos, bet ir §iy rySiy cheminés
savybés. Nustatyta, kad termofily baltymuose rysiai pasizymi trumpesniu jung¢iy ilgiu ir platesniu
jungties kampu, kuris suteikia baltymui terminio stabilumo (Ahmed ir kt., 2022). PavyzdZiui,
termofiliniams baltymams yra biidingas didesnis jony pory, pasizyminéiu mazesniu atstumu (<4 A),
kiekis. Mazesnis atstumas tarp jony pory sustiprina jy ry$j. Tuo tarpu, mezofiliniuose baltymuose
atstumas tarp jony pory paprastai siekia nuo 6 iki 8 A (Szilagyi ir Zavodszky, 2000). Taip pat prie
termostabilumo prisideda pavirSiaus kilpy sutrumpinimas, kilpy stabilizavimas metalo jonais bei
ivairios papildomos konstrukcijos (spiraliy ir klos¢iy struktiiros), kurios uzpildo baltymo ertmg ir

padidina sandaruma (Ahmed ir kt., 2022).

Prie termofiliniy baltymy struktiiros palaikymo aukstoje temperatiiroje prisideda Saperonai. Sie
baltymai reaguoja i karS¢io Soka ir apsaugo lastele nuo aukstos temperatiiros sukeliamy pazeidimy.
Taip pat yra atsakingi uz baltymy stabilizavimg bei tinkamg jy sulankstymg. Termofilinése
bakterijose svarbiis tokie Saperonai, kaip ClpB, CIpA, ClpC, HslU, DnaK, GroEL, GroES, HtpG ir
kiti (Mangrola ir kt., 2022). Siy $aperoniniy baltymy padidéjimas esant temperatiiros poky¢iams buvo
pastebétas termofilinése Thermoanaerobacter tengcongensis ir Thermotoga maritima bakterijose
(Wang ir kt., 2015).

Sie veiksniai, kurie naudojami skirtingy termofiliniy baltymy ir fermenty, suteikia didesnj
termostabilumg ir atsparumg cheminei denatiiracijai. Dél pakitusios aminoriig§¢iy sekos, susidariusiy
stipresniy molekuliniy saveiky bei kompaktiSkesnés struktiiros, termofiliniai baltymai geba iSsilaikyti
aukStesnéje temperatiiroje, likti atsparts ir iSlaikyti fermentinj aktyvumga tirpikliuose bei pavir§inio

aktyvumo medziagose (Ahmed ir kt., 2022; Mangrola ir kt., 2022).
1.4 Termofiliniy bakterijy pritaikymas biotechnologijose

1.4.1 Termostabilus baltymai

Termostabiliis baltymai dél savo pavydétiny savybiy yra svarbiis tiek pramoniniuose
procesuose, tiek moksliniy ir klinikiniy laboratorijy veikloje. Laboratorijose tokius baltymus patogiau
saugoti bei galima naudoti eksperimentuose, kuriuose yra reikalinga auksta temperattra (Moon ir kt.,

2019). Vienas i$ geriausiai zinomy pavyzdziy — termofilinés Thermus aquaticus bakterijos Taqg DNR
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polimerazé, kuri naudojama PGR (Chien ir kt., 1976). Pramonéje, kaip ir buvo minéta 1.2 skyriuje,

termostabiliis baltymai svarbiis dél geresniy kinetiniy savybiy ir didesnio atsparumo jvairiems

organiniams tirpikliams (Moon ir kt., 2019; Mangrola ir kt., 2022). Termofiliniy bakterijy baltymus

galima pritaikyti labai jvairiose pramonés Sakose, tokiose kaip farmacijos, plovikliy, maisto, tekstilés,

popieriaus, odos ir pasary gamyba (Atalah ir kt., 2019). Zemiau pateikiamos pagrindinés fermenty

grupés gaunamos i$ termofiliniy bakterijy, kurios pla¢iai naudojamos pramonéje:

Amilazés (EC 3.2.1.1). I$ termofiliniy bakterijy gaunamos o tipo amilazés, kuriy funkcija
— skaidyti a-(1-4) glikozidinius rysius krakmolo molekulése. Amilazés yra svarbios
jvairiose maisto, fermentacijos, tekstilés, popieriaus ar farmacijos Sakose. Taip pat tai vieni
pagrindiniy fermenty naudojamy pramoniniame krakmolo perdirbime. Krakmolo
perdirbimas apima pagrindinius du etapus, kurie vykdomi esant aukstai temperatirai:
krakmolo granuliy skystinimg ir cukrinima, 0 $ie procesai vyksta esant 95 °C ir 60 °C
temperatirai (Rigoldi ir kt., 2018). Nustatyta, kad amilazés aktyvumu pasizymi termofilinés
Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus licheniformis, Geobacillus stearothermophilus (Elyasi
Far ir kt., 2020), Bacillus subtilis JS-2004 (Asgher ir kt., 2007).

Lipazés (EC 3.1.1.3). Tai karboksilesterazés, kurios katalizuoja ilgos grandinés
acilgliceroliy hidroliz¢, sudarydamos digliceridus, monogliceridus, riebaly riigstis ir
glicerolj. Lipazés naudojamos maisto pramonéje, plovikliy, popieriaus, odos gamyboje,
riebaly bei aliejaus perdirbime (Rigoldi ir kt., 2018). Lipaziniu aktyvumu pasizymi tokie
termofilai kaip Bacillus thermoleovorans ID-1 (Lee ir kt., 2001), Fervidobacterium
nodosum Rt17-B1 (Yu ir kt., 2010), Bacillus coagulans BTS-3 (Kumar ir kt., 2005),
Geobacillus sp. SBS-4S (Tayyab, 2011), Anoxybacillus flavithermus HBB 134 (Bakir ir
Metin, 2016).

Ksilanazés (EC 3.2.1.8). Sie fermentai dalyvauja hemiceliuliozés skaidyme iki
monomeriniy cukry. Ksilanaziy panaudojimas yra gana platus: nuo popieriaus, maisto,
gyvuliy pasary gamybos iki farmacijos pramonés (Rigoldi ir kt., 2018). Termofilinés
bakterijos yra puikus termofiliniy ksilanaziy Saltinis, o bakterijos priklausancios
Geobacillus genc¢iai laikomos placiausiai aprasytu termostabiliy ksilanaziy Saltiniu (Chadha
ir kt., 2019).

Kiti fermentai: transaminazés (EC 2.6.1.X), glutamato dehidrogenazés (EC
1.4.1.2/1.4.1.3/1.4.1.4), nitrilazés (EC 3.5.5.1) ir lakazés (EC 1.3.10.2) (Atalahir kt., 2019).

Siandien daugelis biotechnologiniy jmoniy nuolat ie$ko naujy ir pritaiko esamus genetinés

manipuliacijos jrankius, siekiant gauti didesnius kiekius bei geresnio katalizinio veikimo fermentus
(Han ir kt., 2019).
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1.4.2 Termofiliniy bakterijy sintetinamos nanodalelés

Metaly nanodalelés tai nanometrinio dydzio medziagos, pasizymincios unikaliomis
fizikinémis, cheminémis ir biologinémis savybémis. Sios medziagos turi didZiulj pritaikomumo
potencialg labai jvairiose srityse, pavyzdziui, energetikoje, farmacijoje, medicinoje bei elektronikoje
(Iravani, 2014). Metaly nanodaleliy sintezei naudojami jvairtis cheminiai ir fiziniai metodai. Taciau
Sie metodai yra gana problematiski, pasizymintys dideliu energijos suvartojimu ir kaina, o jy sintezé
apima toksisky tirpikliy naudojimg ir kenksmingy Salutiniy produkty susidaryma. Siekiant sukurti
ekonomiskas, aplinkai ir zmogui netoksiSkas metaly nanodaleles, jy sintezei pasitelkiami
mikroorganizmai (Atalah ir kt., 2022). Per pastaruosius metus pateikta nemazai termofiliniy bakterijy
pavyzdziy, pritaikyty metaly nanodaleliy, tokiy kaip sidabro ar aukso, sintezéje (Correa-Llantén ir
kt., 2013; Erasmus ir kt., 2014; Deljou ir Goudarzi, 2016; Rehman ir kt., 2019; Cekuolyte ir kt., 2023).

Termofilinés bakterijos geba sintetinti metaly nanodaleles i§ jvairiy neorganiniy junginiy,
pasitelkiant ekstralastelinius arba tarplastelinius procesus. Mikroorganizmai absorbuoja metalo
jonus, esancius aplinkoje, ir redukcijos metu pavercia juos j elementing formg (Koul ir kt., 2021).
Vienos i$ placiausiai aprasyty termofiliniy bakterijy, kurios gali buti pritaikytos ekologiskoje metaly
nanodaleliy sintezéje — Geobacillus spp. bakterijos. Nustatyta, kad termofilinis Geobacillus sp. ID17
kamienas geba sintetinti aukso nanodaleles tarplasteliniu btidu ir biosintezés procesui naudoja NADH
kaip kofaktoriy. Gautos nanodalelés buina stabilios 65 °C temperattiroje (Correa-Llantén ir kt., 2013).
Kitas tyrimas atskleidé didelj Geobacillus spp. potencialg sidabro nanodaleliy sintezéje. Buvo
parodyta, kad keturi Geobacillus spp. kamienai 18, 25, 95 ir 612 vykdo ekstralgsteling sidabro
nanodaleliy sinteze. Procese dalyvauja nitraty reduktazés, kurios yra pagrindiniai fermentai,

tarpininkaujantys sidabro nanodaleliy biosintezéje i§ AgNOs (Cekuolyte ir kt., 2023).

Taip pat Zinoma kity termofiliniy bakterijy gebanciy sintetinti metaly nanodaleles, pavyzdziui,
Bacillus haynesii geba sintetinti ZnO nanodaleles (Rehman ir kt., 2019), Bacillus sp. AZ1 — sidabro
nanodaleles (Deljou ir Goudarzi, 2016), o Thermus scotoductus SA-01 — aukso nanodaleles (Erasmus
ir kt., 2014).

1.4.3 Biokuro gamyba

Ne vienerius metus pasaulis patyria energetikos bei aplinkosaugos krize ir vis didéja
susirtpinimas klimato kaita ir mazéjanciomis iskastinio kuro atsargomis. Siekiant tokia situacija
susvelninti, daug démesio skiriama bioenergetikai ir iskastinio kuro alternatyvai — biokurui. Biokuras
gali biiti gaunamas 2 budais: 1) fermentuojant krakmolg ar lignoceliuliozés biomasg arba 2) atliekant
lipidy ekstrakcija i§ augaly ar mikroorganizmy. Geriausiai zinomos biokuro riSys yra bioetanolis,
biodyzelinas, biobutanolis, biozibalas ir biovandenilis (Ahmad ir Qazi, 2014; Urbieta ir kt., 2015;
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Jiang ir kt., 2017). Biokuro gamyboje bakterijos yra svarbi mikroorganizmy grupé¢, dél turimo plataus
substraty spektro. Jos yra itin geras pasirinkimas gaminant bioetanolj i§ sudétingesnés biomases,
pavyzdziui, pentoziy, heksoziy, disacharidy ir kai kuriais atvejais net polimery, tokiy kaip celiulioze,

pektinas ir ksilanas (Jiang ir kt., 2017).

Biokuro gamyba tai dar viena sritis, kurioje termofilai lenkia mezofilinius mikroorganizmus.
Visy pirma, dél savo savybiy tokiy kaip, gebéjimo toleruoti pH ar temperatiiros svyravimus, Zymiai
greitesnio augimo. Sprendimas biokuro gamybai naudoti termofilinius mikroorganizmus ir gamybos
procesus atlikti aukStoje temperatiroje laikomas tvaresniu lyginant su mezofiliniais
mikroorganizmais. Pirmiausia, nereikalingas auSinimas po pirminio zaliavos apdorojimo ir
pofermentinio distiliavimo proceso. Kitas svarbus aspektas — dujy tirpumas. Zinoma, kad aukstesnéje
temperatiiroje sumaze¢ja dujy tirpumas, o tai padeda palaikyti anaerobing aplinka, kuri bitina
fermentacijos procesui ir tuo pafiu sumazina uzterSimo rizikg aerobiniais mikroorganizmais.
Palaikant tokias ekstremalias salygas i$ esmés procesas nereikalauja papildomo sterilinimo prie§
gamybos procesg, todél taip dar sutaupoma islaidy. Pagrindinés termofiliniy bakterijy gentys
naudojamos biokuro gamyboje yra Sios: Geobacillus spp., Thermoanaerobacter spp.,
Thermoanaerobacterium spp., termofilinés Clostridia spp., Caldicellulosiruptor spp. (Sveinsdottir ir
kt., 2011; Ahmad ir Qazi, 2014).

Taciau placiam termofiliniy bakterijy panaudojimui bioetanolio gamybai truksta geny
inzinerijos jrankiy bei moksliniy tyrimy siekiant iSspresti tokias problemas, kaip mazg bakterijy
etanolio toleravima, gamybos iSeigas ar fermentacijos metu susidaranc¢iy dideliais Kiekiais salutiniy
produkty mazinimag (Sveinsdottir ir kt., 2011; Ahmad ir Qazi, 2014).

1.4.4 Termofilinés bakterijos bioremediacijoje

Dél nuolat besipleciancios pramoninés veiklos didéja uzterStumas sunkiaisiais metalais, naftos
produktais, plastikais ir kitais kenksmingais bei sunkiai skaidomais junginiais. Sie tersalai patenka j
dirvozemj, vandenj bei org, o S$iy ekosistemy uzter§imas sukelia jvairias visuomenés ir aplinkos
sveikatos problemas. Iprasti fiziniai ir cheminiai aplinkos valymo procesai néra pakankamai
veiksmingi, reikalauja dideliy istekliy, todél pasitelkiami ekologiski bei pigesni biologinio valymo
metodai. Vienas 1§ jy — bioremediacija, kurios metu mikroorganizmy pagalba jvairiis cheminiai

junginiai yra neutralizuojami (Vishwakarma ir kt., 2020).

Ankstesniame skyrelyje buvo paminéta, kad termofilinés bakterijos yra poliekstremofilai, kurie
prisitaike gyventi su jvairiais nepalankiais aplinkos parametrais. Sie mikroorganizmai gali biti
aptinkami tokioje natiiralioje aplinkoje, kuri turtinga sunkiaisiais metalais. Sios bakterijos pasizymi

ypatingomis metabolinémis strategijomis, kurios toksisky metaly junginius vercia j maziau toksiska
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formg. Termofilinés bakterijos geba neutralizuoti jvairius metalus (Mn (IV), Cr (VI), Co (l1I), Mo
(VI), Au (1, 1) ir Hg (I1)) (Abo-Alkasem ir kt., 2023) ir radionuklidus (U (V1), Tc (VII), Am, Pu)
(Kaushik ir kt., 2021).

Termofilinés bakterijos geba skaidyti jvairius naftos junginius. Pastebéta, kad termofiliniai
Bacillaceae Seimos nariai geba naudoti zalig, neapdorotg naftag (PAH ir NOS-asfalteno junginius)
kaip vienintelj anglies $altinj, augimui ir lasteliy dauginimuisi (Rajkumari ir kt., 2019). Nustatyta,
kad Bacillus licheniformis MN6, Geobacillus stearothermophilus IR4,  Geobacillus
thermoparaffinivorans IR2 kamienai pasizymi dideliu angliavandeniliniy junginiy biologinio
skaidymo efektyvumu (82—-94 %). Parodyta, kad Sios bakterijos kaip vienintelj anglies $altinj naudoja
angliavandenilius ir stebimas padidéjes ekstralgsteliniy medziagy tokiy kaip, alkano hidroksilaziy,

alkoholio dehidrogenaziy ir lipaziy padidéjimas (Elumalai ir kt., 2019).

Plastikas laikomas vienu didziausiu aplinkos tarSos Saltiniu, kuris ateina i$ kasdienio zmoniy
gyvenimo ir pramoninés veiklos. Nustatyta, kad termofilinés bakterijos yra potencialios plastiko
skaidytojos. Parodyta, kad termofilinis Anoxybacillus rupiensis Ir3 kamienas skaido nailong 6. Sios
bakterijos nailong naudoja kaip vienintelj anglies ir azoto Saltin] augant minimalios sudéties terpéje
65 °C temperatiiroje. Geobacillus pallidus 26 kamienas geba ardyti net sudétingesnés struktaros
nailona, pavyzdziui, nailong 12, esant 60 °C temperatiirai (Atanasova ir kt., 2021). Taip pat nustatyta,
kad Anoxybacillus flavithermus Gecek4s ir termofilinis Bacillus sp. BCBT21 kamienai geba skaidyti
polietileng (Akarsu ir kt., 2022).

1.5 Genetinés transformacijos metodai

Atliekant genetines manipuliacijas ne modeliniuose organizmuose, tokiuose kaip, E. coli ar
Saccharomyces cerevisiae, susiduriama su keturiomis pagrindinémis problemomis. Tai apima: 1)
svetimos DNR jsisavinimg | lgstele; 2) vietines imunines sistemas, kurios degraduoja svetimg DNR
3) transformanty atranka ir 4) stabily svetimos DNR palaikyma lasteléje Seimininkéje. Pirmas svarbus
zingsnis, norint sékmingai genetiSkai modifikuoti lIgstelg, yra efektyvus svetimos genetinés
medziagos perneSimas | tikslinj mikroorganizma (Riley ir Guss, 2021). Termofilinés bakterijos
pasiZzymi unikaliomis fiziologinémis savybés, kurios §] procesa apsunkina. Mazo efektyvumo
geneting transformacija nulemia palyginti sudétinga Iastelés sienelés struktiira, silpnas jos

pralaidumas ir endospory formavimas (Lin ir Xu, 2013).

Pagrindinés genetinés medziagos perneSimo strategijos naudojamos termofilinéms
bakterijoms yra protoplasty transformacija, konjugacija ir elektroporacija (Riley ir Guss, 2021). Yra
zinoma, kad bakterijy, jskaitant termofiliniy, gebéjimas efektyviai transformuoti ir priimti iSoring

DNR yra individualus raiSiai ir kamienui, todél transformuojamy kamieny paieska bei nuolatinis
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transformacijos protokoly tobulinimas yra itin svarbas (Drejer ir kt., 2018). 1 priede yra pateikiami
literatiiroje apraSyti transformuojamy termofiliniy bakterijy kamieny pavyzdziai bei jy

transformacijos charakteristikos.

1.5.1 Protoplasty transformacija

Nors protoplasty transformacija dabar dazniausiai naudojama eukariotiniy lasteliy, ypatingai
augaly, transfekcijai atlikti (Songstad ir kt., 1995), taciau tai vienas pirmyjy genetinés medziagos
pernesimo budy pradétas taikyti termofilinéms Geobacillus spp. bakterijoms (Wu ir Welker, 1989).

Protoplasty transformacija apima tris etapus: 1) protoplasty paruo$img, 2) protoplasty
transformacija naudojant polietileglikolj bei 3) lasteliy regeneracijg (Chang ir Cohen, 1979). Visy
pirma, protoplastai paruo$iami naudojant lizocimg. Bakterijy lastelés sienelés pagrindinis
komponentas yra peptidoglikanas, kuris lastelei suformuoja itin stipry fizinj barjera. Siekiant
palengvinti genetinés medzZiagos pernasa | lasteles, lastelés sienel¢ su peptidoglikanu turi biiti
paSalinta. Tam naudojamas antimikrobinis fermentas lizocimas, kuris skaido pagrinding glikozidine
jungtj esancCig bakterijy lasteliy sieneliy peptidoglikane (Songstad ir kt., 1995). Sekantis etapas —
protoplasty transformacija. Paruosti protoplastai sumaiSomi su plazmidine DNR ir atlickama
transformacija. Tam naudojamas polietilenglikolis (PEG), kuris palengvina isorinés DNR patekimg j
lastelés vidy. Po transformacijos lastelés regeneruojamos ir uzséjamos ant selektyvios terpés (Chang
ir Cohen, 1979). Pirmasis protoplasty transformacijos protokolas sékmingai pritaikytas mezofilinéms
Bacillus subtilis bakterijoms (Chang ir Cohen, 1979), véliau pritaikytas ir kitiems Bacillus spp.

kamienams (Akasmatsu ir Sekiguchi, 1984; Vehmaanperi, 1989).

Remiantis Chang ir Cohen (1979) sukurtu protoplasty transformacijos protokolu, pirma sykij
sékmingai transformuoti termofilinés Geobacillus stearothermophilus bakterijos CU21 ir SIC1
kamienai (Imanaka ir kt., 1982; M. Zhang ir kt., 1988). Nustatyta, kad transformacijos efektyvumas
priklauso nuo naudotos plazmidinés DNR kilmés. Naudojant plazmides, isskirtas i§ G.
stearothermophilus CU21 kamieno, transformacijos efektyvumas sieké nuo 10° — 10’ KFV/ug DNR.
Mazesnis transformacijos efektyvumas buvo gautas naudojant plazmides isskirtas i§ B. subtilis — 103
— 10° KFV/ug DNR (Imanaka ir kt., 1982). Zhang ir kt., (1988) sékmingai atliko G.
stearothermophilus SIC1 kamieno protoplasty transformacija. Transformacijos efektyvumas
naudojant repB ir repA plazmides gautas mazdaug 2-5 x 10° ir 5 x 10* KFV/ug DNR (Zhang ir kt.,
1988).

Taciau §is metodas termofiliniy bakterijy genetinei transformacijai atlikti taikomas labai retai,

dél gana sudétingos procedaros ir dideliy laiko sgnaudy (Rattanachaikunsopon ir Phumkhachorn,
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2009). Termofilinéms bakterijoms dazniau naudojama konjugacija arba elektroporacija. Sie metodai

placiau aprasomi sekanciuose skyriuose.

1.5.2 Konjugacija

Konjugacija tai vienas i§ horizontalaus geny perdavimo mechanizmy, kurio principas —
genetinés medziagos perdavimas per tiesioginj fizinj kontaktg i§ lastelés j Iastele. Lastelés — Iastelés
kontaktui sudaryti yra naudojama speciali struktiira — pilé. Tokios tarp lasteliy sgveikos metu genetiné
medziaga perduodama viena kryptimi, t. y. i§ donorinés lgstelés j recipientine Iastele. Sgveikos metu
yra suformuojamas tiltelis arba konjuguojanti pora, kuri skirta Igsteliy rySiui palaikyti. Recipientinei
lastelei priémus geneting medziagg i§ donorinés lastelés, ji jgyja visas genetines ir fenotipines
savybes, kurios biina uzkoduotos gautoje genetinéje medziagoje (zr. 1.3 pav.). Tai placiai naudojamas
metodas genetinés medziagos perdavimui tarp gramneigiamy, gramteigiamy ir tarp abiejy grupiy
bakterijy (Bello-Lopez ir kt., 2019).

Konjugacija
C hBakteriné Bakteriné
chromosoma chromosoma
~ —4
Recipientiné bakterija Donoriné bakterija

1.3 pav. Genetinés medziagos perdavimas i§ donorinés ] recipienting bakterija per pile
konjugacijos metu (adaptuota pagal Bello-Lopez ir kt., 2019).

Sis geny pernasos metodas labai pasiteisines termofiliniams Bacillus ir Geobacillus spp.
kamienams. Literatiiroje pateikiama nemazai konjugacijos protokoly $iy genciy bakterijoms (zr. 1
priedas). Tominaga ir kt. (2016) atliko konjugacija, kurios metu sékmingai perkelta pUCG18T
Saudykliné plazmidé i$ donoriniy E. coli kamieny j 16 jvairiy termofiliniy recipientiniy Bacillus ir
Geobacillus spp. kamieny. Transformacijos efektyvumas sieké nuo 4,1 x 10~ iki 3,8 x 1072 vienam
recipientui. Kitas sékmingas pavyzdys — ilgy chromosomy segmenty perkélimas is Bacillus subtilis j
Geobacillus kaustophilus. Transformacijos efektyvumas sieké 1,4 x 1071° vienam recipientui (Mori
ir kt., 2022). Tai parodo, kad konjugacija yra lankstus ir turintis savy pranasumy genetinés medziagos
perne§imo metodas. Elektroporacijos atveju DNR dydis daZniausiai neigiamai paveikia

transformacijos efektyvuma (Peng ir kt., 2009), tuo tarpu konjugacijai tai néra klittis.
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Konjugacija gali biiti geras metodas genetinés medziagos perneSimui, kai kamienas yra sunkiai
transformuojamas, t. y. jis yra atsparus kitiems metodams, pavyzdziui, elektroporacijai ar protoplasty

transformacijai (Samperio ir kt., 2021).

1.5.3 Elektroporacija

Elektroporacija tai vienas placiausiai ir daugiau nei keturis deSimtmec¢ius naudojamas metodas,
genetinés medziagos jneSimui j jvairaus tipo lasteles: bakterijas, mieles ar zZinduoliy kulttiry Igsteles.
Metodas pagristas elektriniu lauku, kuris laikinai destabilizuoja Igstelés plazming membrang.
Membranoje susiformuoja poros ir pro jas gali praeiti makromolekulés, kurios jprastai pro plazming
membrang néra praleidziamos (zr. 1.4 pav.) (Young ir Dean, 2015). Elektroporacija sékmingai
naudojama nuo 1982 m., kai Neumann ir jo kolegoms pavyko elektroporacijg pritaikyti zinduoliy
lasteléms ir atlikti efektyvig plazmidinés DNR transfekcija j peliy liomos Igsteles. Tokia liomos
lgsteliy plazminés membranos biisena buvo pasiekta panaudojant 5-10 kV/cm ir 5-10 ps elektrinio

lauko impulsus (Neumann ir kt., 1982).

PTG

+ + Yy & +

Plazminéje membranoje susiformuoja
trumpalaikés poros, leidZianc¢ios genetinei
medziagai patekti j tarplgsteling erdve

NepazZeista membrana prie$ Elektriniu lauku paveikiama
elektroporacijq Igstelés plazminé membrana

1.4 pav. Elektroporacijos veikimo mechanizmas (Chau ir kt., 2020).

Elektroporacija tai metodas leidziantis pasiekti aukstg transformacijos efektyvuma, taciau
efektyvi transformacija priklauso nuo mikroorganizmo tipo ir fiziologiniy savybiy. Zinoma, kad
gramteigiamos bakterijos yra atsparesnés plazmidinés DNR transformacijai nei gramneigiamos
bakterijos. Tai nulemia struktiiriniai Igsteliy sienelés skirtumai tarp dviejy bakterijy grupiy.
Gramneigiamos bakterijos turi dvigubg membranos struktiira, atskirtg plonu peptidoglikano sluoksniu
Ju lasteleés sieneléje. Palyginimui, gramteigiamy bakterijy lasteliy sienelé yra Zymiai storesne, su
viena membrana ir storu iSoriniu peptidoglikano sluoksniu, kuris veikia kaip fizinis barjeras DNR
patekimui ir apsunkina veiksmingg gramteigiamy bakterijy transformacijg (Lofblom ir kt., 2007). Tad
didziausias efektyvumas gaunamas elektroporuojant gramneigiamas bakterijas (10'~10° KFV/ug
DNR), mazesnis gramteigiamy bakterijy ir archéjy (10°-10" KFV/ug DNR), dar maZesnis —
mikrodumbliy ir mieliy 10°-107 KFV/ug DNR) (Kotnik ir kt., 2015).
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Elektroporacijos efektyvumas taip pat priklauso nuo tinkamai optimizuoto elektroporacijos
protokolo, kadangi Sis metodas priklauso nuo daugelio faktoriy tokiy kaip, kompetentiniy Igsteliy
paruosimas (Zhang ir kt., 2015), elektroporatoriaus parametrai (impulso formos, stiprumo ar impulsy
skaic¢iaus) (Jeon ir kt., 2019), elektroporacijos buferis (Kananaviciaté ir kt., 2015), plazmidés forma
(Kotnik ir kt., 2015), dydis (Peng ir kt., 2009), koncentracija (Zhang ir kt., 2015) ir druskos kiekis
terpéje (Kotnik ir kt., 2015). Nors metodo optimizavimas gana sudétingas ir reikalaujantis daug laiko,
taCiau tai atlikus galima gauti gana auksta elektroporacijos efektyvumg. Elektroporacijos metodas
pla¢iai naudojamas termofiliniy bakterijy genetinei transformacijai atlikti ir yra pateikta nemazai

sékmingy varianty (zr. 1 priedas).

Literatiiroje pateikiami elektrotransformacijos protokolai Geobacillus spp. kamienams.
Elektroporacijos protokolas sékmingai optimizuotas termofiliniam Geobacillus stearothermophilus
NUB3621R kamienui ir gautas transformacijos efektyvumas sieké 10° KFV/ug DNR. Nustatytos
tokios transformacijos salygos: augimo faz¢ (1,1-1,3 ODsgo), elektroporacijos buferis (0,5 M
manitolis, 0,5 M sorbitolis ir 10 % glicerolis) bei elektrinio lauko stipris (20-22 kV/cm)
(Kananavicituté ir kt., 2015). Kitas pavyzdys — parinkus auks$to osmoliariSkumo buferj (0,5 M
manitolio, 0,5 M sorbitolio ir 10 % glicerolis), plazmidinés DNR kiekj (50-500 upg) ir
elektroporatoriaus parametrus (10 mF, 600 Q/cm, 25 kV), transformuoti Geobacillus
thermoglucosidasius NCIMB 11955 ir DL33 kamienai. Transformacijos efektyvumas sieké 10°-10*
KFV/ug DNR (Cripps ir kt, 2009). Sis transformacijos biidas pasiteisino anaerobinéms
gramteigiamoms termofilinéms Clostridium thermocellum bakterijy kamienams. Pirmiausia buvo
optimizuotas C. thermocellum DSM 1313 kamieno transformacijos protokolas. Veiksniai, padedantys
pasiekti aukstg transformacijos efektyvuma: speciali kiuveté, elektrinio lauko stipris (25 V/cm),
regeneracijos trukmé (4 val.), plazmidinés DNR kiekis (2,5 pg 90 pl kompetentiniy lasteliy
suspensijai), elektrokompetentiniy Igsteliy Saldymas ruoSimo metu. Optimizuotas protokolas leido
gauti 2,2 x 10° KFV/ug DNR transformacijos efektyvuma. Pritaikant §j protokola, pirma sykj
sékmingai transformuoti ir kiti C. thermocellum kamienai: DSM 4150, 7072 ir ATCC 27405 (Tyurin
ir kt., 2004).

Buvo minéta, kad transformacijos efektyvumui gali turéti jtakos elektrinio lauko impulso
forma. Pagal formuojamas elektrinio lauko bangas -elektroporatoriai skirstomi j dvi rasis:
eksponentinio nykimo ir staiakampio formos bangas. Eksponentinio nykimo bangy
elektroporatorius yra paprastos ir pigios konstrukcijos, taciau dazniausiai leidzia valdyti tik vieng
parametrg — elektrinio lauko stiprj. Staciakampio formos bangy elektroporatoriai leidzia keisti ir
valdyti daugiau parametry: stiprj, impulsy trukme, impulsy skaiciy ar intervalg tarp impulsy (Lv ir

kt., 2020). Literattiroje teigiama, kad stac¢iakampio formos bangy elektroporatoriaus impulsai laikomi
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efektyvesniais uz eksponentinio nykimo impulsus (Novickij ir kt., 2022), nes tokio tipo bangos
nesukelia itin didelio kenksmingo poveikio lgsteléms (Tryfona ir Bustard, 2006). Transformacijos
efektyvumui svarby vaidmen; turi elektrinio lauko impulsy skai¢ius. Parodyta, kad didesnis impulsy
skaicius gali padidinti transformacijos efektyvuma, nes lgstelés membranoje susiformuoja daugiau
pory, pro kurias j Igstelés vidy gali patekti iSoréje esanti DNR (Mahmood ir kt., 2008). Taciau
teigiamas efektas gaunamas iki tam tikros ribos. Per didelis elektrinio lauko impulsy skai¢ius gali
padidinti lgsteliy mirtingumg dél sukeliamos apoptozés (Liang ir Lee, 1998). Taip pat svarbus
parametras — impulso trukmé. Nors literatiiroje pateikiama gana mazai praneSimy, taciau Kim ir kt.
(2005) atliktas tyrimas, parodé, kad impulso trukmé turi jtakos bakterijy Lactobacillus acidophilus
ATCC 43121 kamieno elektrotransformacijos efektyvumui. Buvo iSbandytos trys skirtingos impulso
trukmes: 100; 500; 1000 ms. Atlikti bandymai parod¢, kad 500 ms trukmés impulsas yra optimalus

variantas, duodantis didziausig elektrotransformacijos efektyvuma (Kim ir kt., 2005).

1.5.4 Sonoporacija

Sonoporacija gali buti laikomas kaip alternatyvus termofiliniy bakterijy transformacijos
metodas, kuris pagrjstas ultragarso bangomis sukelta transformacija, t. y. sukeliamas Igsteliy
membranos pory susidarymas dél akustiniy bangy. Ultragarsas vandeniniuose tirpaluose formuoja
mikroburbuliukus (kavitacijos burbuliukus), kurie laikinai pakei¢ia lastelés membranos pralaiduma,
sukurdami trumpalaikes poras. Pro $ias poras j lastelés vidy patenka iSoréje esan¢ios makromolekulés
(zr. 1.5 pav.) (Aune ir Aachmann, 2010).

Genetiné medziaga

134
M’krObu ;%«é ;“‘3

I QO OUIICUI(S Om L/:‘i\ﬁiﬁ Lastelé

aV/tacU

Lastelés membranos pora

1.5 pav. Pory susidarymas membranoje mikroburbuliuky kavitacijos buidu ir genetinés medziagos
difundavimas j lastelés vidy (pagal Krut ir kt., 2022).

Sonoporacijos efektyvumas priklauso nuo intensyvumo, ekspozicijos laiko, centrinio daznio,

taikymo tipo (nuolatinis arba impulsinis), impulsy pasikartojimo daznio ir darbo ciklo. Sio metodo
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pranasumas lyginant su elektroporacija: 1) didesnis transformacijos efektyvumas; 2) maziau
priklausoma nuo jtampos, sutaupoma energijos; 3) islaikomas didesnis lgsteliy gyvybingumas (Lin ir
Xu, 2013, Loske AM, 2014). Nors sonoporacija kaip transformacijos metodas turi didelj potenciala,

taciau literatiroje pateikiama labai mazai pritaikyty protokoly.

Vienas pirmy sékmingy sonoporacijos pritaikymo tyrimy buvo atlikta perkeliant pPBBR1MCS2
plazmidg | mezofilines gramneigiamas bakterijas ir transformacija pasizyméjo dideliu efektyvumu.
Pseudomonas putida UWCL1 ultragarsinio DNR pristatymo (UDD) efektyvumas gautas 9 kartus
didesnis nei taikant konjugacijos metodg. Escherichia coli DHS5a ir Pseudomonas fluorescens
SBW?25 ultragarsinio DNR pristatymo efektyvumas gautas 4 kartus didesnis nei taikant
elektroporacijos metoda (Song ir kt., 2007)

Sonoporacija buvo pritaikyta termofiliniy bakterijy transformacijai. Lin ir kt. (2010) atliko
gramteigiamy termofiliniy anaerobiniy bakterijy Thermoanaerobacter sp. X514 transformacija.
Optimizuotas transformacijos protokolas buvo sékmingas, paprastas, susidedantis i§ minimaliy
zingsniy skaiCiaus siekiant i$saugoti anaerobines sglygas ir transformacijos efektyvumas gautas
aukstesnis (6 x 102 KSV/ug DNR) nei taikant elektroporacija (1 x 102 KSV/ug DNR). Sonoporacijos
naudojimas turi privalumg transformuojant anaerobines bakterijas, nes transformacija vykdoma
sandariame augimo terpés mégintuvélyje, nereikia bakterijy perkelti j elektroporacijos kiuvete. Tad
Sis metodas turi platesnio pritaikymo potenciala dél proceso paprastumo, anaerobiniy salygy

palaikymo ir didesnio transformacijos efektyvumo (Lin ir kt., 2010).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Darbe naudotos medziagos, bakterijy kamienai, terpé€s ir jranga

2.1.1 Naudota jranga

Laminaras (SCANLAF Mars)

Svarstyklés (KERN ADB)

Termostatas (BINDER)

Staliné centrifuga (Fast Gene)

Autoklavas AMA260NT (Astell)

Terminé purtyklé TS-100C Thermo-Shaker (Biosan)
Elektroporatorius (Eppendorf)

Magnetiné maiSyklé (Fisher Scientific)

Elektroporatorius (Sukurtas FTMC mokslininky, Novickij ir kt., 2018)
Spektrofotometras (WPA Biowave)

2.1.2 Naudoti bakterijy kamienai

Darbe naudoti termofiliniy gramteigiamy bakterijy kamienai, saugomi Vilniaus Universiteto

Gyvybés moksly centro Mikrobiologijos ir biotechnologijos katedros mikroorganizmy Kulttiry

kolekcijoje:

Anoxybacillus tepidamans DSM 163257
Geobacillus jurassicus DSM 157267

Geobacillus sp. 15

Geobacillus thermocatenulatus DSM 7307
Geobacillus thermodenitrificans DSM 4657
Geobacillus thermoleovorans DSM 53667
Parageobacillus thermoglucosidasus DSM 25427
Parageobacillus toebii DSM 145907

Naudoti mezofiliniai bakterijy kamienai:

Escherichia coli DH5a
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2.1.3 Naudotos terpés ir buferiai

Termofiliniy bakterijy kultiiros augintos TGP ir 2SPYNG terpése, E. coli kulttiros plazmidziy
skyrimui augintos TGP terpéje. Terpiy ir buferiy, naudoty darbe, sudétis pateikta 2.1 lenteléje.

2.1 lentelé. Darbe naudotos terpés/buferiai ir jy sudétys

Terpé/Buferis Sudétis

TGP 17 g/L triptonas (Gibco; Carl Roth; Organo Technie); 3 g/L sojy peptonas
(Gibco); 5 g/L NaCl (Carl Roth); 2,5 g/L KoHPO4 (Carl Roth); 4 g/L
glicerolis (Acros Organics); 4 g/L natrio piruvatas (Merck)

2SPYNG 16 g/L sojy peptonas (Gibco); 10 g/L mieliy ekstraktas (Gibco); 5 g/L
NaCl (Carl Roth)

2SPY 16 g/L sojy peptonas (Gibco); 10 g/L mieliy ekstraktas (Gibco); 5 g/L
NaCl (Carl Roth); 10 g/L glicerolis (Acros Organics)

TSA 17 g/L triptonas (Carl Roth)3 g/L sojy peptonas (Carl Roth); 2,5 g/L
K2HPO4 (Carl Roth); 5 g/L NaCl (Carl Roth); 2,5 g/L gliukozé (Carl Roth)

GSM 10 % glicerolis (Acros Organics); 0,5 M sorbitolis (Carl Roth); 0,5 M
manitolis (Carl Roth)

Po autoklavavimo j TGP terpe pridedamas 4 g/L glicerolis ir 4 g/L natrio piruvatas. Sios
medziagos pries tai sterilizuojamos filtruojant 0,2 pum filtrais. Taip pat TGP terpé papildoma drusky
tirpalu: MnSO4 (0,47 pumol/L), ZnSO4 (0,91 umol/L), KCI (0,07 mmol/L), MgCl2 (1,1 mmol/L),
CaCl2 (2,3 mmol/L).

Agarizuotos terpés buvo gaminamos pridedant j jas agaro (Oxoid) (15 g/L). Antibiotikas
naudotas kaip atrankos zymuo ir j terpe dedamas atitinkamomis koncentracijomis pagal poreikij:

e Kanamicinas (Roth): E. coli — 50 pug/mL, termofilinems bakterijoms — 12,5 ug/mL
e Chloramfenikolis (Roth): E. coli — 34 pg/mL, termofilinéms bakterijoms — 7 ng/mL

2.2 Metodai

2.2.1 Plazmidziy iSskyrimas

E. coli DH5a kamienas, turintis pG2K arba pG1C (Reeve ir kt., 2016) plazmidg, auginamas
apie 16 val. TGP terpéje su atitinkamos koncentracijos antibiotiku 37 °C temperatiroje ir esant 180
aps./min. pG2K ir pG1C plazmidés isskirtos i§ E. coli DH5a kamieno naudojant GeneJET plasmid
Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific) rinkinj ir laikantis gamintojo pateiktu protokolu.
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2.2.2 Elektrokompetentiniy termofiliniy lgsteliy paruosimas

Bakterijy kultiiros auginamos per naktj skystoje terpéje 55 °C temperatiiroje Su aeracija esant
200 aps./min. Ryte 1 mL (2%) bakterijy kultiiros buvo perséjamos j 50 mL skystos terpés 500 ml
talpos kolboje toliau lgstelés auginamos 55 °C temperatiiroje su aeracija esant 200 aps./min. Baigus
auginimg lgstelés atSaldomos ledo vonioje ~15 min. ir surenkamos centrifuguojant 4 °C temperataroje
4000xg 15 min. Toliau, Iastelés praplaunamos keturis kartus saltu 10 % glicerolio plovimo tirpalu

skirtingomis centrifugavimo salygomis:

e Pirma Kartg lastelés suspenduojamos 30 mL plovimo tirpalu ir centrifuguojamos 15 min.

5000%g;

e Antrag kartg suspenduojamos 30 mL plovimo tirpalu ir centrifuguojamos 15 min.
5500xg;

e Trecig karta lastelés suspenduojamos 30 mL plovimo tirpalu ir centrifuguojamos 15
min. 6000xg.;

o Ketvirtg kartg lgstelés suspenduojamos 30 mL plovimo tirpalu ir centrifuguojamos 15

min. 6500%g.

Toliau Igstelés suspenduojamos 1 mL GSM elektroporacijos buferyje ir centrifuguojamos
7000%g 5 min. Supernatantas paSalinamas ir lgstelés praskiedziamos GSM elektroporacijos buferiu
iki OTeo0 buty lygus 100.

Visi paruoSimo etapai atliekami esant +4 °C temperatiirai arba laikant Igsteles ledo vonioje.
Paruostos lgstelés naudojamos elektrotransformacijai is karto arba laikomos -70 °C saldiklyje iki

panaudojimo.

2.2.3 Elektroporacija

Atsildomos elektrokompetentinés Igstelés ledukuose ir 50/80 pL Igsteliy sumaisoma su ~100
ng plazmidinés DNR (1 plL) ir perkeliamas j atSaldytg elektroporacijos kiuvete (1 mm tarpo).
Elektroporacija vykdoma naudojant eksponentinio nykimo bangy elektroporatoriy (Eppendorf) bei
taikant 23 kV/cm elektrinio lauko stiprj. Po elektrinio lauko impulso Igstelés i$ karto suspenduojamos
ir regeneruojamos 1 mL TGP terpéje. Lastelés regeneruojamos 1,5 valandos terminéje purtykléje 52
°C temperattroje esant 1000 aps./min. Véliau uzséjamos ant agarizuotos terpés su atitinkamu

antibiotiku. Kolonijos suskai¢iuojamos po 12—-24 valandy inkubacijos 55 °C temperatiiroje.

Transformacijos efektyvumas jvertinamas kolonijas formuojanciais vienetaiS vienam

mikrogramui DNR (KFV/ug DNR). Efektyvumas jvertintas pagal vidutinj kolonijy skaiciy, gautg i$

28



trijy pakartojimy. Pakartojimams naudotos skirtingo ruosimo kompetentinés Iastelés, o vienam

parametrui jvertinti naudotos to paties ruo§imo kompetentinés lastelés.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1 Parageobacillus thermoglucosidasius DSM 25427 genetinés transformacijos

salygy optimizavimas
3.1.1 Augimo salygy jtaka

Pirmiausiai tyrimo metu buvo vertinama augimo terpés ir augimo fazés jtaka
elektrotransformacijos efektyvumui. Norint iStirti augimo terpés jtakg elektrotransformacijos
efektyvumui, P. thermoglucosidasius DSM 25427 kompetentinés lastelés buvo ruosiamos jas
auginant dvejose terpése: TGP ir 2SPYNG. Augimo fazés jtakos transformacijai nustatymui,
kompetentinés lastelés buvo ruoSiamos auginant iki skirtingy OTeoo verCiy, kurios atitinka
eksponentinés fazés pradzig, vidurj ir stacionarios fazés pradzig. OTeoo vertés parinktos remiantis

sudarytomis P. thermoglucosidasius DSM 25427 augimo kreivémis (Zr. 3.1 pav.).

Kompetentinés Iastelés  elektroporuotos naudojant eksponentinio nykimo bangy
elektroporatoriy. Pirmieji bandymai buvo pradéti naudojant 50 pL elektrokompetentiniy lasteliy, 1
uL pG2K plazmidinés DNR (100 ng/uL) ir elektroporuojant 23 kV/cm elektrinio lauko stipriu.
Transformuotos lastelés toliau regeneruotos 52 °C temperatiiroje 1,5 val. TGP terpéje, i$sétos ant
TGP agarizuotos terpés ir augintos termostate 55 °C temperatiiroje. Sekancig dieng suskaiciuotos

transformanty kolonijos ir jvertintas transformacijos efektyvumas.
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3.1 pav. P. thermoglucosidasius DSM 25427 augimo kreivés TGP ir 2SPYNG terpése.
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Atlikus elektrotransformacija su paruoStomis lgstelémis gauti rezultatai parodé (zr. 3.1 lentelé¢),
kad lasteles auginant TGP terp¢je iki eksponentinés fazés pradzios (OTeoo — 1,5),
elektrotransformacijos efektyvumas gaunamas 3,1 (£ 0,5) x 10° KFV/ug DNR, o auginant 2SPYNG
terpéje ir vertinant tris eksponentinés augimo fazés pradzios taskus (OTeoo — 1,5, 2,0 ir 2,5)
elektrotransformacijos efektyvumas gautas 2,1 (= 1,7) x 10° KFV/ug DNR, 39 (= 2,1) x 103
KFV/ug DNR ir 1,7 (+ 0,6) x 10* KFV/ug DNR. Tuo tarpu, bakterijas auginant TGP terpéje iki
eksponentinés fazés vidurio (OTeoo — 3,5) gaunama 8,0 (+ 3,6) x 10" KFV/ug DNR, o 2SPYNG
terpéje (OTeo0— 4,0) rezultatas siekia 5,2 (= 5,0) x 10 KFV/ug DNR. Taip pat elektrotransformacijos
efektyvumas jvertintas bakterijy kulttirg auginant iki stacionarios fazés pradzios. TGP terpéje (OTeoo
— 4,0) gautas 6,6 (£ 2,5) x 10> KFV/ug DNR transformacijos efektyvumas, o auginant 2SPYNG
terp¢je iki stacionarios fazés pradzios, negaunama né viena transformanto kolonija.
3.1 lentelé. P. thermoglucosidasius DSM 25427 transformacijos efektyvumo priklausomybé nuo
augimo fazés ir augimo terpés. Lastelés auginamos TGP ir 2SPYNG terpése iki skirtingy OTeoo
reik§miy. Kompetentinés lastelés sumaiSomos su 1 pL pG2K plazmidine DNR (100 ng/uL),

elektroporacijai naudotas 23 kV/cm elektrinio lauko stipris. Transformuotos lastelés regeneruotos 52
°C temperatiiroje 1,5 val. TGP terpéje ir i$sétos ant TGP agarizuotos terpés.

Augimo terpé Optinis tankis, OT Transformacijos
efektyvumas (KFV/ng DNR)
1,5 3,1 (£0,5) x 103
TGP 3,5 8,0 (< 3,6) x 10!
5,5 6,6 (+2,5) x 102
1,5 2,1 (*1,7)x10°
2,0 3,9 (£2,1) x 103
2SPYNG 2,5 1,7 (£ 0,6) x 10°
4,0 5,2 (£ 5,0) x 10!
6,0 0,0

Vertinant rezultatus galima teigti, kad efektyvesné transformacija gaunama bakterijy kultiirg
auginant iki eksponentinés fazés pradzios. Taip pat nustatyta, kad kompetentines Igsteles ruosSiant
2SPYNG terpéje yra gaunamas didesnis transformacijos efektyvumas (3,9 (= 2,1) x 103 KFV/ug
DNR) negu TGP terpéje (3,1 (£ 0,5) x 10°KFV/ug DNR). Lyginant tyrimus su mezofiliniais Bacillus
spp. kamienais, pavyzdziui, B. cereus, B. thuringiensis ir B. mycoides, rezultatai gaunami panasis.

Parodyta, kad mezofiliniy Bacillus spp. kamieny lastelés surinktos ankstyvoje eksponentinéje fazéje
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irgi duoda geriausia elektrotransformacijos efektyvumo rezultatg (Turgeon ir kt., 2006; Peng ir kt.,
2009; Yi ir Kuipers, 2017). Tuo tarpu, lyginant su termofilinémis G. stearothermophilus NUB3621R
bakterijomis gaunami priesingi rezultatai. Siy bakterijy didZiausias transformacijos efektyvumas
gaunamas bakterijy kultiirg surenkant eksponentinés augimo fazés viduryje (Kananavicitté ir kt.,
2015). Gautus rezultatus lyginant su kity tyréjy rezultatais matoma, kad augimo fazé gali turéti didelés

jitakos efektyviai bakterijy elektrotransformacijai.

Taip pat augimo terpés parinkimas yra itin svarbus veiksnys. Gauti rezultatai rodo, kad P.
thermoglucosidasius DSM 25427 auginant terpéje (2SPYNG), kuri turi maziau papildomy mitybiniy
elementy ir mazesne drusky koncentracija, duoda geresnius transformacijos efektyvumus. Kiti tyréjy
pranesimai rodo kiek kitokias tendencijas. Pavyzdziui, parodyta, kad B. amyloliquefaciens TA208
kamieno transformacijos efektyvumas didéja esant didesnei drusky koncentracijai, o esant daugiau
mitybiniy elementy terpéje — mazéja (G. Zhang ir kt., 2011). B. subtilis ZK kamieno transformacijos
efektyvumas didé¢ja naudojant augimo terpe, kurioje yra didesnis kiekis mitybiniy medziagy ir
mazesné drusky koncentracija (Zhang ir kt., 2015). Tai tik parodo, kad augimo terpés ir fazés
parinkimas priklauso nuo bakterijy rtsies ar kamieno ir yra itin svarbts veiksniai optimizuojant

elektrotransformacijos protokola.

3.1.2 Elektrinio lauko stiprio jtaka

Elektrotransformacijos proceso rezultata nulemia elektrinio lauko parametrai, kurie naudojami
elektroporacijos etape. Pagrindinis parametras — elektrinio lauko stipris. Didelis elektrinio lauko
stipris reikalingas membrany pory susiformavimui, pro kurias j lgstelés vidy patenka genetiné
medziaga. Taciau per didelis elektrinio lauko stipris, poras gali suformuoti negriztamai, pazeisti
membrang ir sukelti lasteliy zatj (Yi ir Kuipers, 2017).

Siekiant jvertinti P. thermoglucosidasius DSM 25427 elektrotransformacijos efektyvumo

priklausomybe nuo elektrinio lauko stiprio, buvo isbandytos jvairios jo vertés. I§ viso buvo parinktos
6 elektrinio lauko stiprio vertés — 19, 21, 22, 23, 24 ir 25 kV/cm.

Remiantis gautais rezultatais (zr. 3.2 pav.), matoma, kad naudojant 19, 21 ir 22 kVV/cm elektrinio
lauko stiprj, transformacijos efektyvumas gaunamas labai panasus — 8,4 (+ 1,7) x 10> KFV/ug DNR,
8,6 (+ 4,1) x 10> KFV/ug DNR ir 9,0 (+ 1,8) x 10> KFV/ug DNR. Transformuojant 23 kV/cm
elektrinio lauko stipriu, transformacijos efektyvumas gaunamas 1,5 karto didesnis (1,4 (+ 0,3) x 10°
KFV/ug DNR). Didinant elektrinio lauko stiprj (24—25 kV/cm), efektyvumas nukrenta perpus — 6,7
(+2,9) x 10°KFV/ug DNR ir 7,2 (+ 3,1) x 10> KFV/ug DNR.

32



18.0
16.0 [
14.0

12.0 1 \

w0 1

6.0

H
o
o
—
—

4.0
2.0

Transformacijos efektyvumas,
x102 KSV/ug DNR

0.0
19 21 22 23 24 25

Elektrinio lauko stipris, kV/cm

3.2 pav. Elektrinio lauko stiprio jtaka P. thermoglucosidasius DSM 25427 transformacijos
efektyvumui. Lastelés augintos TGP terp¢je iki OTeoo — 1,5. Kompetentinés lastelés sumaiSytos su 1
pL pG2K plazmidine DNR (100 ng/uL). Transformuotos lastelés regeneruotos 52 °C 1,5 val.
temperatiroje TGP terpéje ir iSsétos ant TGP agarizuotos terpés.

Nustatyta, kad naudojant 23 kV/cm elektrinio lauko stiprj gaunamas didziausias
transformacijos efektyvumas (1,4 (+ 0,3) x 10® KFV/ug DNR). Todél $ios elektrinio lauko salygos
buvo naudojamos ir sekanciuose eksperimentuose. Taip pat parodyta, kad 19-22 kV/cm elektrinio
lauko stiprio vertés yra tinkamos sglygos transformacijai atlikti. Ta¢iau matoma, kad elektrinio lauko

stiprj didinant (>23 kV/cm), transformacijos efektyvumas nukrenta.

Panasus didelio elektrinio lauko stiprio naudojimas pastebétas elektroporuojant Kitas
termofilines  bakterijas.  Pavyzdziui, G.  stearothermophilus NUB3621R  bakterijy
elektrotransformacijai atlikti naudojamas 20-22 kV/cm elektrinio lauko stipris (Kananavi¢iaté ir kt.,
2015), G. thermoglucosidasius NCIMB 11955 - 25 kV/cm (Cripps ir kt., 2009), G.
thermoglucosidasius DL44 — 25 kV/cm (Reeve ir kt., 2016).

3.1.3 Plazmidés kiekio jtaka

Sio eksperimento metu buvo siekiama rasti optimaly plazmidinés DNR kiekj P.
thermoglucosidasius DSM 25427 bakterijy genetinei transformacijai. Atliktos elektroporacijos
didinant jneSamos plazmidés tirpalo tarj nuo 1 pL iki 8 pL, taip didinant jos koncentracijg. Buvo

naudotas plazmides tirpalas, kuriame yra 100 ng/uL DNR. Gauti rezultatai pateikti 3.3 paveiksle.
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3.3 pav. pG2K plazmidés kiekio jtaka transformacijos efektyvumui. Bakterijy kultira auginta
2SPYNG terpéje iki OTeoo — 2,0. Kompetentinés lastelés elektroporuojamos su 23 kV/cm elektriniu
lauko stipriu. Naudojamas plazmidés tirpalas, kuriame yra 100 ng/uL DNR. Transformuotos lastelés
regeneruotos 52 °C temperattiroje 1,5 val. TGP terpéje ir i8sétos ant TGP agarizuotos terpés.
Atlikus elektrotransformacijas nustatyta, kad didinant jneSamos plazmidés kiekj nuo 1 pL iki 2
uL (100 ng/uL DNR), transformacijos efektyvumas pakyla nuo 3,1 ( 0,9) x 10° KFV/ug DNR iki
4,8 (+ 0,9) x 10° KFV/ug DNR. |nesant dar didesnj plazmidinés DNR kiekj (4-8 pL) gauname
zenkliai sumazéjusj transformacijos efektyvuma. Kompetentines lgsteles sumaiSant su 4 uL
plazmidinés DNR gauname 1,4 (+ 0,3) x 10° KFV/pug DNR, 6 uL — 1,2 (£ 0,5) x 10* KFV/ug DNR,
o sumaisant su 8 pL gaunamas Zemiausias transformacijos efektyvumas — 0,4 (£ 0,2) x 10° KFV/ug

DNR.

Pagal gautus rezultatus matoma, kad jneSamos plazmidés kiekis turi didele jtaka
transformacijos efektyvumui. Didziausias P. thermoglucosidasius DSM 25427 bakterijy
transformacijos efektyvumas gaunamas jdedant 2 puL (100 ng/uL DNR) pG2K plazmidinés DNR (4,8
(+0,9) x 10° KFV/ug DNR), o kiekj didinant — efektyvumas sumazéja net kelis kartus.

Siekiant i$siaiSkinti plazmidés kiekio jtakos prieZastis elektrotransformacijai, iSkéléme
hipoteze, kad transformacijos efektyvumo sumazéjimg nulemia kompetentiniy lgsteliy praskiedimas
jdedant vis didesnj plazmidés kiekj. Buvo atliktas eksperimentas, kurio metu j 50 pl kompetentiniy
lasteliy jdéta 2 uL plazmidinés DNR ir atitinkamas vandens Kiekis, praskiedZiant miSinj nuo 2 pL iKi
8 uL (zr. 3.2 lentele). Visais atvejais naudotas kompetentiniy Igsteliy ir plazmidés tirpalas, kuriame
yra 200 ng DNR.
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3.2 lentelé. Plazmidés/vandens miSiniy, naudojamy P. thermoglucosidasius DSM 25427
elektroporacijai, komponenty turiai. Naudotas plazmidés tirpalas, kuriame yra 100 ng/uL DNR.

Plazmideés tirpalo Vandens kiekis, pL Bendras plazmideés tirpalo ir vandens
kiekis, uL miSinio Kiekis, puL
2 0 2
2 2 4
2 4 6
2 6 8

Gauti rezultatai rodo (zr. 3.4 pav.), kad transformacijos efektyvumas islicka panasus, jeigu
pridedamas pastovus plazmidés tirpalo taris, t. y. 2 uL (100 ng/uL DNR), ir kaskart didesnis vandens
kiekis. Galima teigti, kad naudojamas didesnis plazmidés tirpalo tiaris ir praskiedziamos

kompetentinés Igstelés neturi neigiamos jtakos transformacijos efektyvumui.
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3.4 pav. pG2K plazmidés kiekio ir naudojamo plazmidés tirpalo tiirio jtaka transformacijos
efektyvumui. Kompetentinés lgstelés sumaiSomos su plazmide arba plazmidés/vandens miSiniu,
kuris turi pastovy plazmidés kiekj (2 uL, 100 ng/uL). Kompetentinés lastelés ruostos auginant kulttirg
2SPYNG terpg¢je iki OTeoo — 2,0. Lastelés elektroporuotos naudojant 23 kV/cm elektriniu lauko stiprj,
regeneruojant 52 °C temperatiroje 1,5 val. TGP terpéje ir iSséjant transformantus ant TGP
agarizuotos terpes.

Ankstesni praneSimai parod¢, kad didinant jneSamos plazmidés koncentracija i kompetentiniy
lasteliy misinj, yra matomas i$ pradziy didéjantis transformacijos efektyvumas. Tik pasiekus tam tikrg

riba jis pradeda mazéti (Augustin, J., ir Gotz, F., 1990; H. Zhang ir kt., 2011). Masy atveju didinant
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jneSamos plazmidés kiekj nuo 1 pL iki 2 uL (100 ng/uL DNR) stebime didéjantj transformacijos
efektyvumg (didéjant plazmidés koncentracijai), taciau jneSant 4 uL ir daugiau — transformacijos
efektyvumas drastiSkai mazéja. Nustatyta, kad tokj rezultatg nulemia ne praskiedZziamos
kompetentinés Igstelés dél didelio plazmidés tiirio, 0 dél galimai neigiamo jos poveikio. Manoma,
kad didelis iSorinés plazmidés kiekis gali blokuoti lasteliy membranoje susidariusias poras ir taip

sukelti lasteliy zatj (Wang ir kt., 2020).

3.1.4 Regeneracijos sglygy jtaka

Atlikus elektroporacija sekantis svarbus etapas — Igsteliy regeneracija. Regeneracijos tikslas yra
uztikrinti lasteliy gyvybinguma po elektrinio lauko pulsavimo. Sio tyrimo tikslas jvertinti
elektrotransformacijos efektyvumo priklausomybe nuo regeneracijos salygy (temperatiiros,

regeneracijos terpés ir agarizuotos terpés ant kurios i§sé¢jami transformantai).

Pirmas parametras svarbus lasteliy regeneracijai — temperatiira. Siekiant jvertinti
transformacijos efektyvumo priklausomybe nuo regeneracijos temperattiros, transformuotos 1astelés
buvo regeneruojamos skirtingose temperatiirose: 45-55 °C. Regeneracijos temperatiiros parinktos
atsizvelgiant j P. thermoglucosidasius DSM 25427 optimalios augimo temperatiiros diapozong ir
plazmidinés DNR replikono (Siuo atveju pG2K, turinti repB replikong) veikimo temperatiirag. RepB
yra temperatiirai jautrus replikonas, kuris veikia esant 45-65 °C temperatirai, o aukStesnéje
temperatiiroje yra inaktyvuojamas (Reeve ir kt., 2016). Reeve ir kt. (2016) atlikti tyrimai parodé, kad
plazmidés, turincios repB replikong, kopijy skaicius gaunamas didziausias esant 45 °C temperatiirai,
0 jai didéjant — plazmidés kopijy skaiCius mazéja. Tai gali reiksti, kad transformacijos efektyvumas
turéty didéti mazejant regeneracijos temperatiirai.

Siekiant nustatyti regeneracijos temperatiiros jtaka, po atliktos elektroporacijos transformuotos
lastelés buvo regeneruojamos keturiose skirtingose temperatiirose: 45 °C, 49 °C, 52 °C arba 55 °C.

Po regeneracijos Igstelés uzsétos ant selektyvios agarizuotos TGP terpés ir inkubuojamos termostate
55 °C temperatiiroje. Gauti tyrimo rezultatai pateikti 3.5 paveiksle.

Pagal gautus rezultatus nustatyta, kad elektrinio lauko impulsu paveiktas lasteles regeneruojant
45 °C ir 49 °C temperatiiroje, transformacijos efektyvumas gaunamas 1,6 (+ 0,5) x 10> KFV/ug DNR
ir 24 (+ 0,8) x 10> KFV/ug DNR. Regeneruojant 52 °C temperatiiroje elektrotransformacijos
efektyvumas siekia 4,6 (+ 1,8) x 10> KFV/ug DNR. Dar didinant temperatiirg ir lasteliy regeneracijai
pasirinkus 55 °C temperatiira, transformacijos efektyvumas siekia 3,3 (+ 1,5) x 10> KFV/ug DNR.
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3.5 pav. Regeneracijos temperatiiros jtaka P. thermoglucosidasius DSM 25427 transformacijos
efektyvumui. Lastelés augintos TGP terpéje iki OTeoo — 1,5. Naudotas 1 uL (100 ng/uL) plazmidinés
DNR. Kompetentinés lastelés elektroporuojamos su 23 kV/em elektriniu lauko stipriu.
Transformuotos lgstelés regeneruotos TGP terpéje 1,5 val. ir i$sétos ant TGP agarizuotos terpés.

Nustatyta, kad didinant regeneracijos temperatiira, transformacijos efektyvumas didéja.
Gaunamas prieSingas rezultatas palyginus su Reeve ir kt. (2016) atliktais tyrimais. Regeneracijos
temperatiirg pakélus 4 °C, efektyvumas padidéja 1,5 karto (nuo 1,6 (+ 0,5) x 10> KFV/ug DNR iki
2,4 (+0,8) x 10 KFV/ug DNR). DidZiausias transformacijos efektyvumas gaunamas, transformanty
regeneracijai parinkus 52 °C temperatiirg (4,6 (+ 1,8) x 10> KFV/ug DNR). Pakélus temperatiirg iki
55 °C, stebimas elektrotransformacijos efektyvumo mazéjimas (3,3 (+ 1,5) x 10> KFV/ug DNR).
Taciau analizuojant gautus rezultatus, stebimas gana didelis rezultaty iSsibarstymas apie vidurkj (52
°C ir 55 °C temperatiiry atveju). Neatmetama tikimybé, kad atliekant transformanty regeneracijg 52
°C ir 55 °C temperatiiroje gauname panasius rezultatus, tik dél jy iSsibarstymo, negalime tinkamai

jvertinti. Sekantiems tyrimams atlikti pasirenkama 52 °C regeneracijos temperatiira.

Sekantis svarbus parametras bakterijy transformacijos efektyvumui — regeneracijos ir
transformanty i$s¢jimo terpes. Kompetentiniy lasteliy regeneracijai naudotos dvi terpés: TGP ir 2SPY
(2SPYNG terpé papildyta 10 % gliceroliu). Lasteliy i$s¢jimui naudotos trys terpés: TGP, TSA ir
2SPYNG. Gauti rezultatai pateikti 3.3 lenteléje. Elektroporuoty lasteliy regeneracijai ir i§séjimui
naudojant TGP terpe transformacijos efektyvumas gautas 4,7 (£ 4,7) x 10° KFV/ug DNR.
Regeneracijai naudojant TGP, o i$s¢jimui TSA terpe gaunamas 2,2 (+ 1,9) x 10> KFV/ug DNR. Né
viena transformanto kolonija nebuvo gauta iSsé¢jant lgsteles ant 2SPYNG agarizuotos terpés, pries tai

lasteles regeneruojant tieck TGP, tiek 2SPY terpése. Lastelés regeneruotos 2SPY terpéje ir iSsétos ant
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selektyviy TGP ir TSA terpiy, pasizyméjo 8,8 ( 7,0) x 10* KFV/ug DNR ir 9,8 ( 8,3) x 10'KFV/ug
DNR elektrotransformacijos efektyvumu.

3.3 lentelé. Regeneracijos ir iSs¢jimo terpés jtaka transformacijos efektyvumui. Bakterijy kulttra
auginta 2SPYNG terpéje iki OTeoo — 2,0. Kompetentinés lastelés sumaiSytos su 1 puL (100 ng/uL)
plazmidine DNR ir elektroporuojamos 23 kV/cm elektriniu lauko stipriu. Transformuotos lastelés
regeneruotos 52 °C temperatiroje 1,5 val.

Transformacijos efektyvumas

Regeneracijos terpé ISséjimo terpé (KFV/ug DNR)
TGP TGP A7 (£4,7) % 10°
TGP TSA 2,2 (£ 1,9) x 102
TGP 2SPYNG 0,0
2SPY 2SPYNG 0,0
2SPY TGP 8,8 (+7,0) x 10!
2SPY TSA 9,8 (+8,3) x 10!

Nustatyta, kad TGP yra geriausias pasirinkimas tiek transformuoty lasteliy regeneracijai, tiek
i$séjimui. Gaunamas didziausias elektrotransformacijos efektyvumas 4,7 (+ 4,7) x 103 KFV/ug DNR.
Lasteles regeneruojant TGP terpéje ir jas i§séjant ant TSA terpés transformacijos efektyvumas (102
KFV/ug DNR) gaunamas mazesnis lyginant su TGP agarizuota terpe (10° KFV/ug DNR).
Regeneracijai pasirinkus 2SPY terpe ir transformantus iSs¢jus tiek ant TGP, tiek ant TSA terpés,
rezultatai gaunami panasiis (10 KFV/ug DNR). Nustatyta, kad TSA terpé gali biiti naudojama
transformanty atrankai. Taip pat gauti rezultatai parodé, kad 2SPYNG néra tinkama transformuoty
lasteliy i18séjimui. Elektriniu impulsu paveiktas lasteles regeneruojant TGP arba 2SPY terpéje ir

18s¢jant ant 2SPYNG negaunama n¢ viena transformanto kolonija.

Nors 3.1.1 skyrelyje pateikti rezultatai rodo, kad turtingesnés sudéties augimo terpés
naudojimas negarantuoja didesnio transformacijos efektyvumo, bet galima spresti, kad terpés sudétis
yra svarbi lgsteles regeneruojant ir atrenkant transformantus. Regeneracijai ir atrankai naudojant
turtingesnés sudéties mitybing terpe, elektrinio lauko impulsu paveiktos lgstelés galbiit atsistato

greiCiau ir taip i$laikomas lgsteliy gyvybingumas.

Sio tyrimo etapuose apraSytas optimizuotas P. thermoglucosidasius DSM 25427
elektroporacijos protokolas ir gautas didziausias 4,8 (+ 0,9) x 10° KFV/ug DNR transformacijos

efektyvumas. Elektrotransformacijos optimizavimas apémé visus tris etapus: kompetentiniy Igsteliy
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paruosima, elektroporacijg bei lgsteliy regeneracijg. Optimizuoti i$ viso 7 parametrai: augimo terpé
(2SPYNG), augimo fazé (eksponentinés fazés pradzia, OTeoo — 2,0), elektrinio lauko stipris (23
KV/cm), plazmidés kiekis (2 uL, 100 ng/uL), regeneracijos temperatiira (52 °C), regeneracijos (TGP)
ir i8séjimo (TGP) terpés.

3.2 P. thermoglucosidasius DSM 25427 genetinés transformacijos jvertinimas

naudojant sta¢iakampio formos elektrinio lauko bangy elektroporatoriy

Zinoma, kad transformacijos efektyvumas gali priklausyti nuo naudojamo elektrinio lauko
bangos formos. Teigiama, kad lasteles elektroporuojant statiakampio formos bangomis gali biiti
gaunamas aukStesnis transformacijos efektyvumas lyginant su eksponentinio nykimo bangomis
(Novickij ir kt., 2022). Remiantis tuo, siekéme jvertinti P. thermoglucosidasius DSM 25427 genetinés
transformacijos efektyvuma, keiciant staciakampio formos elektrinio lauko bangy elektroporatoriaus

parametrus.

Sio tyrimo metu buvo siekiama jvertinti jvairiy elektroporacijos parametry (elektrinio lauko
stiprio, impulso trukmés ir impulsy skai¢iaus) jtakg transformacijos efektyvumui, naudojant

stac¢iakampio formos bangy elektroporatoriy.

Elektrokompetentiniy lasteliy paruosimas ir elektroporacija vykdoma pagal anksc¢iau atlikty
eksperimenty metu optimizuotas salygas. Lastelés augintos 2SPYNG terpéje iki eksponentinés fazés
pradzios OTeoo — 2,0. Paimama 80 pL elektrokompetentiniy lasteliy ir sumaiSoma su 2 uL (126
ng/uL) plazmidinés DNR. Visas paruostas elektroporacijos misinys (82 pL) perkeliamas j lede
atSaldyta 1 mm plocio elektroporacijos kiuvetg ir lastelés elektroporuojamos. Transformuotos lgstelés
uzpiltos TGP terpe ir regeneruotos 52 °C temperattroje 1,5 val. Po regeneracijos lastelés uzsétos ant
selektyvios agarizuotos TGP terpés ir inkubuojamos termostate 55 °C temperatiiroje. Sekancig dieng

suskaiciuotos transformanty kolonijos ir jvertintas transformacijos efektyvumas.

Visy pirma, jvertinta elektrinio lauko stiprio ir impulso trukmeés jtaka transformacijos
efektyvumui. Kompetentinés lastelés buvo elektroporuojamos taikant skirtingas elektrinio lauko
stiprio vertes — 10; 15 ir 20 kV/cm. Siekiant jvertinti elektrinio lauko impulso trukmés jtaka P.
thermoglucosidasius DSM 25427 transformacijos efektyvumui, kompetentinés lgstelés buvo

veikiamos elektrinio lauko bangomis 2 skirtingomis salygomis (zr. 3.6 pav.):

1) 10 elektrinio lauko impulsy po 100 ps, kuriy bendra veikimo trukmé ~1 ms;

2) 1 elektrinio lauko impulsas, kurio trukmé 1 ms.
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3.6 pav. Skirtingo skaiciaus ir trukmés elektrinio lauko impulsai. a) 10 elektrinio lauko impulsy, kuriy
trukmé po 100 us; b) vienas elektrinio lauko impulsas, kurio trukmé 1 ms.

Pagal gautus rezultatus matoma (zr. 3.7 pav.), kad kompetentines Igsteles elektroporuojant 10
kV/cm elektrinio lauko stipriu ir taikant 10 impulsy, kuriy trukmé po 100 us, transformacijos
efektyvumas siekia 1,2 (+ 0,4) x 10 KFV/ug DNR, 1 ms trukmés impulsas davé 2,6 ( 1,0) x 10!
KFV/ug DNR. Elektroporacijai pasirinkus 15 kV/cm elektrinio lauko stiprj gauname Siuos
transformacijos efektyvumo rezultatus: naudojant 100 us trukmés impulsus — 4,9 (+ 1,0) x 10!
KFV/pug DNR, 0 1 ms trukmés impulsas — 2,0 (£ 0,5) x 10° KFV/ug DNR. Taip pat jvertintas 20
kV/cm elektrinio lauko stipris. Elektroporuojant kompetentines Igsteles Siuo elektrinio lauko stipriu,
transformacijos efektyvumas siekia 6,4 (+ 1,2) x 10! KFV/ug DNR naudojant 100 ps trukmés
impulsus. Naudojant 1 ms trukmés impulsa gauname 5,3 (+ 0,7) x 103 KFV/ug DNR.
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3.7 pav. Elektrinio lauko stiprio ir impulso trukmés jtaka P. thermoglucosidasius DSM 25427
transformacijos efektyvumui. Bakterijy kultira auginta 2SPYNG terpéje iki OTeoo — 2,0.
Kompetentinés lastelés sumaiSomos su 2 pL (126 ng/uL) plazmidine DNR. Transformuotos Igstelés
regeneruotos 52 °C temperattroje 1,5 val. TGP terpéje ir iSsétos ant TGP agarizuotos terpés.
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Atlikus kompetentiniy P. thermoglucosidasius DSM 2542 Iasteliy elektroporacija, pastebétas
didelis rezultaty skirtumas tarp pasirinkty salygy. Ivertinus transformacijos efektyvuma, nustatyta,
kad taikant vieng impulsa, kurio stipris 20 kV/cm ir trukmé 1 ms, transformacijos efektyvumas
gaunamas didZiausias — 5,3 (= 0,7) x 10 KFV/ug DNR. MazZiausias transformacijos efektyvumas
(1,2 (£ 0,4) x 10' KFV/ug DNR) gaunamas, kai lastelés veikiamos 10 impulsy, kuriy trukmé po 100
us ir stipris 10 kV/cm. Nustatyta, kad didinant elektrinio lauko stiprj (nuo 10 kV/cm iki 20 kV/cm),

gaunamas did¢jantis transformacijos efektyvumas.

Taip pat nustatyta, kad tinkamai parinkta impulso trukmé gali duoti Zenkliai geresnj rezultatg.
Elektrotransformacijai naudojant 100 us elektrinio lauko impulsus, transformacijos efektyvumas
siekia ~10' KFV/ug DNR. Naudojant tokio tipo impulsus ir didinant elektrinio lauko stiprj (nuo 10
kV/cm iki 20 kV/cm), transformacijos efektyvumas didéja nezymiai ir islieka panasus (1,2-6,4 x 10*
KFV/ug DNR). Tuo tarpu naudojant 1 ms trukmés impulsus, transformacijos efektyvuma galima
gauti net dviem eilémis didesnj — ~10° KFV/ug DNR.

TreCias parametras, kurio jtakg elektrotransformacijos efektyvumui siekéme nustatyti —
elektrinio lauko impulsy skaicius. Kompetentinés lgstelés buvo paveikiamos skirtingu elektrinio
lauko impulsy skaic¢iumi (1, 3, 5 ir 10 impulsy) naudojant 20 kV/cm elektrinio lauko stiprj ir 1 ms
trukmés impulsus. Gauti rezultatai pateikti 3.8 paveiksle. Nustatyta, kad kompetentines Igsteles
elektroporuojant vienu elektrinio lauko impulsu gaunamas 1,1 (+ 0,1) x 10° KFV/ug DNR, trimis
impulsais — 1,5 (+ 0,4) x 108 KFV/ug DNR, penkiais impulsais — 1,2 (+ 0,3) x 103 KFV/ug DNR, 0
elektroporuojant desiméia impulsy transformacijos efektyvumas siekia 0,7 (+ 0,2) x 10° KFV/ug
DNR.

Didinant elektrinio lauko impulsy skaiciy, transformacijos efektyvumas padidéja. Trys
elektrinio lauko impulsai yra riba iki kurios lastelés néra paZeidZiamos ir gaunami aukStesni
efektyvumo rezultatai. Elektroporacijos metu naudojant 5 ir didesnj impulsy skaiciy, transformacijos
efektyvumas mazéja dél sukeliamos lgsteliy zaties. Taikant tris elektrinio lauko impulsus gaunamas

didziausias transformacijos efektyvumas.

Tadiau pastebéta, kad buvo gautas Zemesnis transformacijos efektyvumas (1,5 (+ 0,4) x 10°
KFV/ug DNR) palyginus su ankstesnio eksperimento rezultatais (5,3 (+ 0,7) x 10° KFV/ug DNR).
Kadangi kiekvieno atskiro ruo$imo kompetentinés Igstelés buvo naudojamos tik vienam parametrui
ivertinti, iSlieka galimybé, kad buvo gautos ,,prastesnés kokybés* kompetentinés lgstelés, kurios

nulemé mazesnj transformacijos efektyvuma.
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3.8 pav. Elektrinio lauko stiprio jtaka P. thermoglucosidasius DSM 25427 transformacijos
efektyvumui. Bakterijy kultiira auginta 2SPYNG terpéje iki OTeoo — 2,0. Kompetentinés lastelés
sumaisomos su 2 ulL (126 ng/uL) plazmidine DNR. Lastelés elektroporuojamos 20 kV/cm ir 1 ms
elektrinio lauko impulsu. Lastelés regeneruotos 52 °C 1,5 val. temperatiiroje TGP terpéje ir iSsétos
ant TGP agarizuotos terpés.

Sio tyrimo metu aprasytas optimizuotas P. thermoglucosidasius DSM 25427 elektroporacijos
protokolas, naudojant stac¢iakampio formos elektrinio lauko elektroporatoriy. Parinktos optimalios
elektroporacijos sglygos maksimaliam transformacijos efektyvumui: elektrinio lauko stipris (20
KV/cm), elektrinio lauko impulsy trukmé (1 ms) ir impulsy skaiius (3). Sis transformacijos
protokolas, naudojant sta¢iakampio formos bangy elektroporatoriy, leido gauti panasy
transformacijos efektyvumg (5,3 (+ 0,7) x 10® KFV/ug DNR) Kaip ir eksponentinio nykimo bangy
elektroporatorius (4,8 (+ 0,9) x 10° KFV/ug DNR).

3.3 Transformuojamy termofiliniy bakterijy atranka

Atrinktus P. thermoglucosidasius DSM 25427 elektrotransformacijos parametrus sujungéme j
vieng optimizuotg protokolg, kurj panaudojome transformuojamy termofiliniy bakterijy kamieny,
esan¢iy VU GMC Mikrobiologijos ir biotechnologijos katedros mikroorganizmy kultiiry kolekcijoje,
atrankai. Atrankai parinktos termofilinés bakterijos, Kkurios literatiiroje nepateikiamos kaip
transformuojamos arba pateikiamos kaip sunkiai transformuojamos ar transformuojamos kitais, bet
ne elektroporacijos, metodais (Wada ir Suzuki, 2020). Pasirinktos $ios bakterijos: Geobacillus sp. 15,
Geobacillus thermodenitrificans DSM 465", Geobacillus thermocatenulatus DSM 7307, Geobacillus
thermoleovorans DSM 53667, Parageobacillus toebii DSM 14590", Geobacillus jurassicus DSM
157267, Anoxybacillus tepidamans DSM 16325".
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Visy pirma, termofiliniy bakterijy kamienai buvo auginti 2SPYNG terpéje ir sudarytos jy
augimo kreivés (zr. 2 priedg). Remiantis augimo kreivémis, kompetentinés. lastelés paruostos
auginant iki eksponentinés fazés pradzios. Taikant prie$ tai optimizuotas elektroporacijos salygas
lastelés buvo transformuojamos stac¢iakampio formos elektrinio lauko bangy elektroporatoriumi.
Eksperimento metu kamienai buvo transformuojami naudojant dvi plazmides: pG2K (turin¢ig repB
replikong ir atsparumo kanamicinui geng) ir pG1C (turin¢ig repBSTI replikong ir atsparumo
chloramfenikoliui gena).

Pagal gautus rezultatus (Zr. 3.4 lentele), naudojant P. thermoglucosidasius DSM 25427
optimizuotg elektroporacijos protokola, i§ 7 termofiliniy bakterijy kamieny pavyko transformuoti tik
1 — G. thermoleovorans DSM 5366". Transformacija atlikta su pG2K plazmide ir gautas itin Zemas
transformacijos efektyvumas, kuris tesieké 6,6 (= 4,6) KFV/ug DNR. Nebuvo galima jvertinti G.
thermodenitrificans DSM 465" transformacijos efektyvumo, elektroporuojant pG2K plazmide, dél
$io kamieno atsparumo kanamicinui. Taip pat nepavyko jvertinti P. toebii DSM 145907
transformacijos efektyvumo. Kompetentiniy Igsteliy ruo$imo metu buvo gautas itin mazas jy kiekis,
kuris nebuvo pakankamas elektroporacijai atlikti. Likusiy kamieny (Geobacillus sp. 15, G.
thermocatenulatus DSM 7307, G. jurassicus DSM 157267, A. tepidamans DSM 163257) taip pat

nepavyko transformuoti. Nebuvo gauta né viena transformanto kolonija.

3.4 lentelé. Termofiliniy Geobacillus, Parageobacillus ir Anoxybacillus kamieny
elektrotransformacijos efektyvumas optimaliomis saglygomis.

Kamienas Optinis tankis, Naudota Transformacijos
OToe0o plazmidé efektyvumas
(KFV/ng DNR)

Geobacillus sp. 15 0,5 pG2K 0
pG1C 0

G. thermodenitrificans DSM 4657 3,6 pG2K __a
pG1C 0

G. thermocatenulatus DSM 7307 1,0 pG2K 0
pG1C 0

G. thermoleovorans DSM 53667 2,6 pG2K 6,6 (+ 4,6)
pG1C 0

P. toebii DSM 145907 0,5 pG2K b
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pG1C b

G. jurassicus DSM 157267 2,0 pG2K 0
pG1C 0
A. tepidamans DSM 163257 0,5 pG2K 0
pG1C 0

&— nevertinamas rezultatas, dé¢l kamieno atsparumo antibiotikui.
b_ nevertinamas rezultatas, dél nepakankamo kompetentiniy lasteliy tiirio elektroporacijai atlikti.

Remiantis optimizuotu elektrotransformacijos protokolu, i§ 7 termofiliniy bakterijy kamieny
identifikuotas tik vienas, kuris gali bati imlus elektrotransformacijai. Nors G. thermoleovorans DSM
5366" kamieno elektroporacija leido gauti itin Zemo efektyvumo transformacija (<10

KFV/ug DNR), taiau tai gali buti atspirties taskas tolimesniems tyrimams atlikti.

Nustatyta, kad 6 i§ 7 termofiliniy bakterijy kamieny, priklausan¢iy Geobacillus,
Parageobacillus ir Anoxybacillus gentims, néra transformuojami elektroporacijos budu. Tai gali
nulemti termofiliniy bakterijy restrikcijos modifikacijos (R-M) sistemos, kurios degraduoja patekusig
plazmiding DNR ir taip neleisdamos jai jsitvirtinti lasteléje. Nepaisant to, ateityje vertéty iSbandyti
kitos genetinés transformacijos metodus, pavyzdziui, konjugacija. Elektroporacija Siems kamienams

greiCiausiai néra tinkamiausias genetinés transformacijos metodas.
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ISVADOS

1. Nustatytos P. thermoglucosidasius DSM 25427 kamieno kompetentiniy lasteliy paruo$imo

salygos, kuriomis gaunamas didziausias elektrotransformacijos efektyvumas (4,7 (+ 4,7) x

10 KFV/ug DNR):

e auginama iki eksponentinés augimo fazés pradzios (OTeoo — 2,0);
e augimo terpé — 2SPYNG;
e transformanty regeneracijos temperatiira — 52 °C;

e transformanty regeneracijos ir i§sé¢jimo terp¢ — TGP.

Nustatytas optimalus P thermoglucosidasius DSM 25427 kamieno elektrotransformacijos
elektrinio lauko stipris (23 kV/cm) ir plazmidés kiekis (2 uL, 100 ng/uL), kuriomis gaunamas
didziausias transformanty kiekis (4,8 (+ 0,9) x 10° KFV/ug DNR).

Nustatytas optimalios P. thermoglucosidasius DSM 25427 kamieno genetinés
elektrotransformacijos salygos, naudojant staCiakampio formos elektrinio lauko

elektroporatoriy, kuriomis gaunamas didziausias elektrotransformacijos efektyvumas (5,3 (=

0,7) x 10° KFV/ug DNR):

e elektrinio lauko stipris — 20 kV/cm;
e elektrinio lauko impulso trukmeé — 1 ms;

e elektrinio lauko impulsy skai¢ius — 3.

. I8 7 testuoty termofiliniy bakterijy kamieny pavyko transformuoti tik G. thermoleovorans
DSM 5366 " kamiena. Transformacijos efektyvumas sieké < 10! KFV/ug DNR.
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SANTRAUKA
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GYVYBES MOKSLU CENTRAS
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Magistro baigiamasis darbas

TRANSFORMUOJAMU TERMOFILINIU BAKTERIJU ATRANKA IR JU GENETINES
TRANSFORMACIJOS OPTIMIZAVIMAS

SANTRAUKA

Termofilinés bakterijos yra ekstremofiliniai mikroorganizmai, gebantys augti aukstoje
temperatiiroje (>45 °C). Sios bakterijos itin svarbios biotechnologijoje dél termostabiliy fermenty
(amilazés, ksilanazés, esterazés ir kt.) bei panaudojimo jvairiuose procesuose (biokuro gamyba,
bioremediacija ir metaly nanodaleliy biosintezéje). Taciau platesnj termofiliniy bakterijy pritaikyma
apsunkina jy sudétinga genetiné transformacija ir zinoma mazai kamieny, kurie gali buti
transformuojami. Elektroporacija tai vienas paprasCiausiy ir daZniausiai taikomy genetinés
medziagos pernasos metody, kuris gali bati pritaikytas termofilinéms bakterijos. Taciau, kad Sis
metodas bty pritaikytas konkre¢iam bakterijy kamieno transformacijai, i§ pradziy turi bati

optimizuotas.

Sio darbo tikslas buvo atlikti Parageobacillus thermoglucosidasius DSM 25427 genetinés
transformacijos, naudojant elektroporacijos metoda, optimizavimg. Optimizuoti i§ viso 7 parametrai:
augimo terpé (2SPYNG), augimo fazé (eksponentinés fazés pradzia, OTeoo — 2,0), elektrinio lauko
stipris (23 KV/cm), plazmidés kiekis (2 pL, 100 ng/uL), regeneracijos temperatira (52 °C),
regeneracijos (TGP) ir i§sé¢jimo terpés (TGP). Gautas didziausias transformacijos efektyvumas sieké
4,8 (+ 0,9) x 10° KFV/ug DNR. Taip pat jvertintas P. thermoglucosidasius DSM 25427 genetinés
transformacijos efektyvumas naudojant staciakampio formos elektrinio lauko elektroporatoriy.
Optimalios elektroporacijos salygos maksimaliam transformacijos efektyvumui buvo $ios: elektrinio
lauko stipris (20 KV/cm), elektrinio lauko impulsy trukmé (1 ms) ir impulsy skai¢ius (3). Gautas

didziausias transformacijos efektyvumas sieké 5,3 (+ 0,7) x 10° KFV/ug DNR.

Taip pat atlikta transformuojamy termofiliniy bakterijy atranka, panaudojant optimizuotg P.
thermoglucosidasius DSM 25427 elektroporacijos protokolg. Nustatyta, kad i§ 7 termofiliniy
bakterijy, priklausanéiy Geobacillus, Parageobacillus ir Anoxybacillus gentims, pavyko

transformuoti tik Geobacillus thermoleovorans DSM 5366" kamiena.
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SELECTION OF TRANSFORMABLE THERMOPHILIC BACTERIA AND
OPTIMIZATION OF THEIR GENETIC TRANSFORMATION
Thermophilic bacteria are extremophilic microorganisms which are capable of growing at high
temperatures (>45 °C). These bacteria are extremely important in biotechnology due to their
thermostable enzymes (amylase, xylanase, esterase, etc.) and their use in various processes (biofuel
production, bioremediation and biosynthesis of metal nanoparticles). However, the wider application
of thermophilic bacteria is prevented by their complicated genetic transformation and few strains are
known that can be transformed. Electroporation is one of the most applicable methods of genetic
material transfer, which can be applied to thermophilic bacteria. However, in order to apply this

method to a specific transformation of a bacterial strain, first it must be optimized.

The aim of this work was to optimize the genetic transformation of Parageobacillus
thermoglucosidasius DSM 25427 using the electroporation method. A total of 7 parameters were
optimized: growth medium (2SPYNG), growth phase (beginning of exponential phase, OTgoo — 2.0),
electric field strength (23 kV/cm), plasmid amount (2 pL, 100 ng/uL), regeneration temperature (52
°C), regeneration (TGP) and selective media (TGP). The maximum transformation efficiency
obtained was 4,8 (+ 0,9) x 10° CFU/ug DNA. The efficiency of genetic transformation of P.
thermoglucosidasius DSM 25427 using a square electric field electroporator was also evaluated. The
optimal electroporation conditions for maximum transformation efficiency were electric field
strength (20 kV/cm), duration of electric field pulses (1 ms) and number of pulses (3). The obtained
maximum transformation efficiency was 5,3 (+ 0,7) x 10° CFU/ug DNA.

The selection of transformed thermophilic bacteria was also carried out using the optimized
electroporation protocol of P. thermoglucosidasius DSM 25427, It was found that out of 7 strains of
thermophilic bacteria belonging to the genera Geobacillus, Parageobacillus and Anoxybacillus, only

Geobacillus thermoleovorans DSM 5366 strain was able to be transformed.
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Noréciau padékoti savo darbo vadovui dr. Arnoldui Kaunieciui, uz suteikta galimybe placiau
pazinti mikroorganizmy pasaulj, uz suteiktas zinias, patirtj ir patarimus. Taip pat dékoju visiems

laboratorijos kolegoms bei savo Seimai uz palaikyma visus S§iuos mokslo metus ir rengiant §j darba.
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PRIEDAI

1 priedas. Transformuojami termofiliniy bakterijy kamienai (sudaryta remiantis Wada ir Suzuki, (2020)).

Kamienas Transformacijos metodas Plazmidé Transformacijos  Nuoroda
efektyvumas

Termofilinés Bacillus spp.

B. caldolyticus DSM 405 Konjugacija pUCG18T 105-104P (Tominaga ir kt., 2016)

B. caldotenax DSM 406 Konjugacija pUCG18T 105-104P (Tominaga ir kt., 2016)

B. caldovelox DSM 411 Konjugacija pUCG18T 107-103P (Tominaga ir kt., 2016)

Geobacillus spp.

G. debilis Konjugacija PNW33N-pxyl-bs2-mob 8 x 107" (Wan, 2013)

G. kaustophilus ATCC 8005 Konjugacija pUCGI18T 106-10°° (Tominaga ir kt., 2016)

G. kaustophilus CER 5420 Elektroporacija pG1lK 6,6 x 1012 (Reeve ir kt., 2016)

G. kaustophilus HTA 426 Konjugacija pUCG18T 104-102" (Tominaga ir kt., 2016)
pGK1 - (Miyano ir kt., 2018)

G. thermodenitrificans K1041 Elektroporacija pG1lK 2,0 x 1032 (Reeve ir kt., 2016)
pUB110 5,8 x 10°2 (Narumi ir kt., 1992)

G. thermodenitrificans DSM 465 Elektroporacija pBC1 - (Frenzel ir kt., 2018)

G. thermoglucosidasius DL33 Elektroporacija pTMO31 103 1042 (Cripps ir kt. 2009)

G. thermoglucosidasius DL44 Elektroporacija pUCG3.8 5,2 x 1032 (Reeve ir kt., 2016)
pG1K 5,3 x 10%2 (Reeve ir kt., 2016)
pG2K 1,1 x 1042 (Reeve ir kt., 2016)
pG1C 3.9x10°" (Reeve ir kt., 2016)




2 priedo tesinys. Transformuojami termofiliniy bakterijy kamienai (sudaryta remiantis Wada ir Suzuki, (2020)).

G. thermoglucosidasius DL44 Elektroporacija pG1lAK 5,8 x 1032 (Reeve ir kt., 2016)
G. thermoglucosidasius DSM 2542 Elektroporacija pG2K 53x10%? Sis darbas
pPNW-Ppta-GFPx-3TER - (Frenzel ir kt., 2018)
Konjugacija pUCG18T 105-102P (Tominaga ir kt., 2016)
G. thermoglucosidasius NCIMB 11955 Konjugacija pUCG18T 103-102° (Tominaga ir kt., 2016)
Elektroporacija pUB190, pTMO31 103- 1042 (Cripps ir kt. 2009)
G. thermoglucosidasius TN Elektroporacija pBST22:ZYM — (Thompson ir kt., 2008)
G. thermoleovorans B23 Konjugacija pUCG18T 106-10" (Tominaga ir kt., 2016)
G. thermoleovorans DSM 14791 Elektroporacija pG1K 3,6 x 10%2 (Reeve ir kt., 2016)
G. thermoleovorans DSM 5366 Konjugacija pUCG18T 102-101P (Tominaga ir kt., 2016)
Elektroporacija pG2K 1,19 x 10%2 Sis darbas
G. stearothermophilus 10 Konjugacija pUCGI18T 106-10°" (Tominaga ir kt., 2016)
G. stearothermophilus ATCC 12980 Protoplasty transformacija  pUB110, pTB19, pTB90,  10%72 (Imanaka ir kt., 1982)
(CU21) pTB92
Konjugacija pUCG18T 10°7P (Tominaga ir kt., 2016)
G. stearothermophilus NRRL B-4419 Konjugacija pUCGI18T 10°6°P (Tominaga ir kt., 2016)
G. stearothermophilus SIC1 (SIL1) Protoplasty transformacija  pTB913 2,9x102°P (M. Zhang ir kt., 1988)
pUB110 7,7 x 102D (M. Zhang ir kt., 1988)
pTB53 3,7x103° (M. Zhang ir kt., 1988)
pTB522 1,4 x1073P (M. Zhang ir kt., 1988)
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3 priedo tesinys. Transformuojami termofiliniy bakterijy kamienai (sudaryta remiantis Wada ir Suzuki, (2020)).

G. stearothermophilus NUB3621 Protoplasty transformacija  pLWO5, pTHT15 2x10"2 (Wu ir Welker, 1989)
(NUB36) 4 x 1082

Elektroporacija pUCG18 ~103%2 (Kananaviéitté ir kt.,

2015)
G. stearothermophilus XL-65-6 Konjugacija pUCG18T 105-10P (Tominaga ir kt., 2016)
G. subterraneus DSM 13552 Konjugacija pUCG18T 10°-104P (Tominaga ir kt., 2016)
G. uzenensis DSM 13551 Konjugacija pUCG18T 1074P (Tominaga ir kt., 2016)
Thermoanaerobacterium sp.
T. saccharolyticum JW/SL-Y S485 Elektroporacija pIKM1 10352 (Tyurin ir kt., 2005)
Thermoanaerobacter spp.
T. ethanolicus JW200 Elektroporacija pTE16 1012 (H. Peng ir kt., 2006)
pTEA2 102 (H. Peng ir kt., 2006)

Thermoanaerobacter sp. X514 Elektroporacija pHLO15/pIKM2 1 x 10?2 (Linir kt., 2010)

Sonoporacija pHLO015/pIKM2 6 x 1022 (Lin ir kt., 2010)
Clostridium spp.
C. thermocellum DSM 1313 Elektroporacija pIKM1 2,2 x 10°2 (Tyurin ir kt., 2004)
C. thermocellum DSM 4150 Elektroporacija pIKM1 ~1032 (Tyurin ir kt., 2004)
C. thermocellum DSM 7072 Elektroporacija pIKM1 ~103%2 (Tyurin ir kt., 2004)
C. thermocellum ATCC 27405 Elektroporacija pIKM1 5,0 x 10%2 (Tyurin ir kt., 2004)
Rhodothermus sp.
R. marinus Elektroporacija pRM100 10682 (Bjornsdottir ir kt.,

2005)

a — KFV/ug plazmidinés DNR

b — transformantai/vienam recipientui.
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4 priedas. Termofiliniy bakterijy Geobacillus thermodenitrificans DSM 465", Geobacillus thermoleovorans DSM 5366', Anoxybacillus tepidamans
DSM 163257, Geobacillus sp. 15, Parageobacillus toebii DSM 145907, Geobacillus thermocatenulatus DSM 7307, Geobacillus jurassicus DSM 157267

augimo kreivés. Bakterijy kultiros augintos 2SPYNG terpéje.

Geobacillus thermodenitrificans DSM 4657
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Anoxybacillus tepidamans DSM 163257
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Geobacillus thermoleovorans DSM 53667
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Geobacillus sp. 15
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2 priedo tesinys. Termofiliniy bakterijy Geobacillus thermodenitrificans DSM 465", Geobacillus thermoleovorans DSM 5366', Anoxybacillus
tepidamans DSM 163257, Geobacillus sp. 15, Parageobacillus toebii DSM 145907, Geobacillus thermocatenulatus DSM 730", Geobacillus jurassicus
DSM 15726 augimo kreivés. Bakterijy kultiiros augintos 2SPYNG terpéje.

Parageobacillus toebii DSM 145907 Geobacillus thermocatenulatus DSM 7307
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