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Syanobakteerit kykenevit selviytymaén mité erikoisimmista olosuhteista sopeuttamalla metaboliaansa
ympériston puutoksiin ja ylitarjontaan. Merkittédvéna tekijédnd tdhén on geenien ilmenemisen valikointi,
joka perustuu RNA-polymeraasin o-faktoriin. o-faktoreita on solussa erilaisia ja jokainen tunnistaa
tiettyja promoottorialueita, joille RNA-polymeraasi kiinnittyy transkription alussa. Tdmén systeemin
kautta solu reagoi muuttuviin olosuhteisiin lisdédmaélla tai vihentdmalla tietyn o-faktorin mééraé. o-
faktorin kiinnittymiseen vaikuttaa RNA-polymeraasin pieni m-alayksikko. Ilman titi alayksikkoa
RNA-polymeraasissa olevien o-faktorien suhde héiriintyy. Tédssa tutkielmassa selvitetddn, ettd
vaikuttaako RNA-polymeraasin m-alayksikon puuttuminen typenpuutteeseen sopeutumiseen. Tydssd
verrattiin Synechocystis sp. PCC 6803 kontrollikannan ja ArpoZ-kannan (puuttuva m-alayksikkd)
fotosynteettisen hapentuoton eroja happielektrodilla seké liséksi fotosynteesin proteiinikompleksien
madrid. Western blot -tekniikalla tutkittiin fotosysteemi I:n, fotosysteemi Il:n, fykobilisomin, NDH-1-
kompleksin sekd ATP-syntaasin méarid mittaamalla komplekseista yhtd alayksikkodd. Fykobilisomista
mitattiin sekd fykosyaniinia ettd allofykosyaniinia. RT-qPCR-tekniikalla tutkittiin fykosyaniinin,
allofykosyaniinin, fotosysteemi I:n, NDH-1:n ja ATP-syntaasin mRNA:n miirdé. Tuloksissa
havaittiin molemmilla kannoilla, ettd fotosysteemi II:n aktiivisuus putoaa ensimmaéisen 4 tunnin aikana
noin puoleen ja loppuu ldhes kokonaan jo 24 tunnin typenpuutteen jilkeen, mutta proteiinien
hajoamista havaittiin vain vdhén ja padiasiassa fykobilisomiantennissa. Vaikka typenpuute ei
vaikuttanut ATP-syntaasin mééraén, niin merkittdvana havaintona proteiinia on paljon vihemmén
kannalla, jolta m-alayksikko puuttuu. RT-qPCR-tuloksia ei pystytty kdyttamadn, silld ndytteet olivat
epédpuhtaita epdonnistuneen DNaasi-kasittelyn vuoksi. Tdmén koe olisi hyva suorittaa uudelleen.
Témén lisdksi ehdotan MIMS-koetta vahvistamaan happielektrodin mittaustulokset. Tédmén tutkielman
tulosten perusteella voidaan todeta, ettd m-alayksikdn puuttuminen ei vaikuta typenpuutteeseen
sopeutumiseen.

Avainsanat: fotosynteesi, hapentuotto, RNA-polymeraasi, Synechocystis, typenpuute, o-faktori, o-
alayksikko
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Johdanto

1.1 Syanobakteerit ja fotosynteesi
1.1.1 Fotosynteettinen kasvutapa ja Synechocystis sp. PCC 6803 malliorganismina

Syanobakteerit ovat laaja ryhma yksi- ja monisoluisia prokaryootteja (Rippka et al. 1979).
Syanobakteerit ovat fotoautotrofeja, eli kdyttavit valoenergiaa fotosynteettisesti kasvaakseen
(Vermaas 2001). Fotosynteesissd fotonien energian avulla solu tuottaa ATP:ta seké
NADPH:a. Fotosynteesiin kuuluu myos hiilensidontareaktiot, joiden avulla solu pystyy
kayttdmadn ilman hiilidioksidia (CO2) biomolekyylien tuottoon. Synechocystis sp. PCC 6803
(Téasté eteenpéin Synechocystis) on makeassa vesistdssi eldva yksisoluinen syanobakteeri,
josta on tehty syanobakteerien malliorganismi (Rippka ja muut 1979). Pallonmuotoiset

Synechocystis-solut lisdéntyvit heterotrofisten bakteerien tavoin solujakautumalla.

Syanobakteerien autotrofinen kasvu perustuu solunsiséiseen tylakoidikalvorakenteeseen
kiinnittyneiden proteiinikompleksien absorboimasta valoenergiasta muunnetun kemiallisen
energian, seké solun sisddn otetun CO7:n kdyttdmiseen ravintona (Vermaas 2001).
Fykobilisomiantenni kerdd valoenergiaa fotosysteemi Il:1le (PSII), joka hajottaa vetté
protoneiksi, elektroneiksi ja hapeksi. Protonit jaavét tylakoidikalvon sisdén ja elektronit
kulkeutuvat vastaanottajalta toiselle fotosynteettisessa elektroninsiirtoketjussa. Elektronien

avulla solu tuottaa NADPH:ta ja protonien avulla ATP-syntaasi aktivoituu tuottamaan ATP:a.

Solu kuluttaa ATP:a ja NADPH:a erilaisiin toimintoihin, kuten biomassan tuottoon.
Fotoautotrofit saavat hiilirunkojensa rakennukseen tarvittavan hiilen ilman COz:sta seka
ympdriston bikarbonaatista (HCOj"). Calvin-Benson-Bassham-kierrossa CO> sidotaan
ribuloosi-5-fosfaattiin ja muodostuneesta 3-fosfoglyseraatista (3-PGA) solu voi valmistaa
hiilirunkojen 1dht6aineita, kuten pyruvaattia (Mills ja muut 2020). Syanobakteereille on
kehittynyt hiilen konsentrointimekanismi tehostamaan hiilensidontaa (Raven ja muut 2017).
Konsentrointimekanismiin kuuluu HCOz3:n sisddnottajia, CO2:n HCO3™:ksi muuttamiseen
erikoistuneita NAD(P)H-dehydrogenaasi (NDH-1) -komplekseja seké karboksisomi (Kurkela
ja Tyystjarvi 2023). Karboksisomi on proteiinikuoresta koostuva partikkeli, jonka sisdlld on
HCOs3:n CO2:ksi muuntava hiilihappoanhydraasi, seké ribuloosi-1,5-
bisfosfaattikarboksylaasi/oksygenaasi (RubisCO) -entsyymi, joka katalysoi ribuloosi-1,5-
bisfosfaatin karboksylaatiota tuottaen 3-PGA:ta (kuva 1).
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Kuva 1: Hiilidioksidin (CO3) littyminen osaksi Synechocystiksen metaboliaa. Karboksisomi, jossa hiilen
sidonta tapahtuu, on merkitty punaisella. Karboksisomin Ribuloosi-1,5-bisfosfaatti
karboksylaasi/oksygenaasi (RubisCO) sitoo CO2:a ribuloosi-5-fosfaattiin muodostaen 3-
fosfoglyseraattia (3-PGA). Katkoviivaisella nuolella on valireaktioita, joita kuvassa ei esiteta.
Fosforyloitujen hiilihydraattien synteesireitit muodostavat kierron joka "ruokkii” RubisCO:a ribuloosi-5-
fosfaatilla. RubisCO:n kayttdessa happea COz:n sijaan syntyy 2-fosfoglykolaattia, joka voidaan
energiaa kuluttaen muuttaa 3-PGA:ksi. Tata kutsutaan fotorespiraatioksi.

1.1.2 Fotosynteesin lineaarinen elektroninsiirtoketju

Fotosynteesin lineaarinen elektroninsiirtoketju on sarja tylakoidikalvolle kiinnittyneitd seka
tylakoidin ldheisyydessa liikkuvia elektronin luovuttajia ja vastaanottajia (Vermaas 2001;
Lea-Smith ja muut 2016) (Kuva 2). Tylakoidikalvon PSII:n absorboidessa valoenergiaa sen
Mn4OsCa -rakenteesta koostuva happea tuottava kompleksi (Oxygen Evolving Complex;
OEC) aktivoituu ja alkaa hajottamaan vettd. Veden hajoamisessa vapautuvat elektronit
ohjataan elektroninsiirtoketjun kautta NADP:1le. Tylakoidikalvon sisipuolelle eli luumeniin
kertyy protoneja OEC:sta seka elektroninsiirtoketjun sytokromikompleksista (cyt bef)

aiheuttaen varauseron luumenin ja soluliman vilille. ATP-syntaasi hyodyntdd tata gradienttia



johtamalla protonit H'-kalvopumppurakenteensa ldpi tylakoidikalvon luumenista solulimaan.

Protonien virtaus pumpun lapi aktivoi ATP-syntaasin tuottamaan ATP:ta.

PSII on elektroninsiirtoketjun ensimmaéinen proteiinikompleksi, joka koostuu OEC:n liséksi
klorofyllid sitovista proteiineista (D1, D2, CP43 ja CP47) sekd muutamista muista
rakennealayksikoistd. PSIl:een kuuluu myos feofytiinimolekyyli sekd plastokinonit Qa ja Qs
(Gisriel ja muut 2021). Klorofylli on valoenergiaa absorboiva pigmenttimolekyyli. OEC:n
aktivaatioon tarvittava energia tulee valoenergialla virittyneestd D1-D2 -heterodimeerin
sitomasta Peso" reaktiokeskusklorofyllistd, jonka positiivinen varaus imee elektroneja sité
mukaa, kuin niitd siirtyy eteenpdin elektroninsiirtoketjussa. PSII:n valoenergian kerdysté
vahvistaa sen pinnalle kiinnittyvé fykobilisomi. Fykobilisomi on oranssia valoa absorboivaa
fykosyanobiliinipigmenttid sitovasta fykosyaniinista seké allofykosyaniinista (APC) koostuva
proteiinikompleksi (Arteni ja muut 2009). Fykobilisomi kerdd valoenergiaa, jonka se voi
siirtdd PSII:n CP43:n ja CP47:n sitoman klorofyllin kautta reaktiokeskusklorofyllille. APC on
sylinterimdinen rakenne (Dominiguez-Martin ja muut 2022). Kolmesta APC-alayksikdsté
koostuva fykobilisomiydin sitoo polymeeristd fykosyaniinia. Fykosyaniinin alayksikot
muodostavat antennimaisia sauvarakenteita, jotka absorboivat valoenergiaa. Yhdessa
fykobilisomissa on kuusi fykosyaniinisauvaa, jotka koostuvat valoa absorboivan
fykobiliinipigmentin siséltdmistd alayksikoistd sekd niiden vilissé olevista
rakennealayksikdistd. Fotonit kulkeutuvat fykosyaniinirakenteen sisélld pigmenttimolekyylien
valisend energiansiirtona APC:lle ja siitd edelleen PSII:1le. Valon kerddmistehokkuus riippuu
antennipolymeerien pituudesta, joka vaihtelee olosuhteiden mukaan. Fykobilisomi kiinnittyy

PSII:een ydinproteiinien vélityksella.

Veden hajoamisessa muodostuva elektroni johdetaan PSI:n Peso' reaktiokeskusklorofyllille.
PSII sitoo myds klorofyllin kaltaisen feofytiinimolekyylin, joka vastaanottaa
reaktiokeskusklorofyllin elektroneja ja luovuttaa niitd Qa -plastokinonille, (Vinyard ja muut
2013). Qa siirtdd elektronin Qg -plastokinonille. Qg vastaanottaa kaksi elektronia sekéd kaksi
protonia, jolloin siité tulee plastokinoli. Plastokinoli irtoaa PSII:sta ja luovuttaa elektronit cyt
bef:n rieske-domeenin rauta-rikkiklusterille (Lea-Smith ja muut 2016) (kuva 2). Cyt bef:Itd
toinen elektroni palautuu takaisin plastokinonille ja toinen luovutetaan plastosyaniinille. Cyt

bef vastaanottaa plastokinolilta my6s kaksi protonia, jotka kompleksi luovuttaa luumeniin.

Plastosyaniini on pieni tylakoidikalvon luumenissa sijaitseva metalloproteiini, joka

vastaanottaa cyt befin elektroneja ja siirtda niitd fotosysteemi I:lle (PSI) (Chitnis 2001). PSI



on PSII:n tavoin klorofyllié sitovista proteiinirakenteista koostuva valoenergiaa keraava
kompleksi. PSI:n P7go reaktiokeskusklorofyllin virittyminen reaktiokeskuksessa mahdollistaa
elektronin siirtymisen reaktiokeskukseen. Reaktiokeskuksesta elektroni siirtyy muihin PSI:n
sitomiin klorofylleihin. Samalla reaktiokeskus imee itselleen uuden elektronin
plastosyaniinilta. Fyllokinoni on PSL:n sitoma molekyyli, joka vastaanottaa elektroneja
klorofylliltd. Fyllokinonilta elektroni siirtyy rauta-rikkiklusterien kautta ferredoksiinille.
Solulimassa ferredoksiini-NADP-reduktaasi (FNR) vastaanottaa ferredoksiinilta elektronin ja

luovuttaa sen NADP*:1le tuottaen NADPH:a.
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Kuva 2: Fotosynteesin lineaarinen elektroninsiirto. Fykobilisomiantenni keraa valoenergiaa
fotosysteemi Il:lle (PSIl). Happea tuottava keskus (OEC) kayttaa valoenergian veden hajotukseen.
Reaktiossa syntyy luumeniin jaavia protoneja, PSll:een kulkeutuvia elektroneja seka sivutuotteena
happea. Protonit siirtyvat luumenista solulimaan ATP-syntaasin protonipumpun avulla. Samalla tuottuu
ATP:ta. PSII siirtda keradmansa elektronit plastokinonille (PQ), joka luovuttaa ne sytokromi bsf:lle (cyt
bef). Plastosyaniini (PC) vastaanottaa elektroneja cyt bef:Ita ja luovuttaa ne fotosysteemi l:lle (PSI). PSI
keraa valoenergiaa, jonka avulla se pystyy siirtdmaan elektronit ferredoksiinille (Fd). Fd:lta elektronit
siirtyvat ferredoksiini-NADP-reduktaasille (FNR) joka tuottaa NADP*:sta NADPH:a. Muokattu kuvista
Sarvikas ja muut 2017.

1.1.3 Syanobakteerien soluhengitys

Syanobakteereilla on hapen tuoton lisdksi happea kuluttavia proteiineja (Vermaas 2001; Lea-
Smith ja muut 2016). Syanobakteerien soluhengitys on reaktio, josta vastaa tylakoidikalvon
terminaalioksidaasit [ Vaihtoehtoinen terminaalioksidaasi (ARTO), plastidin
terminaalioksidaasi (PTOX), sytokromi-c-oksidaasi (COX) ja sytokromi-bd-kinolioksidaasi
(Cyd)] (kuva 3). Terminaalioksidaasit tuottavat vettid hapesta, elektroneista ja protoneista.

COX vastaanottaa elektronin cyt bef:Itd, kun taas muut terminaalioksidaasit vastaanottavat



elektronin plastokinonilta. NDH-1 on suuri tylakoidiproteiinikompleksi, jolla on solussa
useita tehtivid (Battchikova ja muut 2011). Yksi niistd on tyypin 2 NDH:n kanssa elektronien
siirtiminen NADPH:Ita plastokinoneille. Sukkinaattidehydrogenaasi (SDH) luovuttaa myds

elektroneja plastokinonille, kun se katalysoi sukkinaatista fumaraattia.
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Kuva 3: NDH-1:n ja terminaalioksidaasien toiminta. Tyypin 1 ja 2 NAD(P)H dehydrogenaasit (NDH-1 ja
NDH-2) seka sukkinaatidehydrogenaasi (SDH) siirtavat elektroneja plastokinonille. Terminaaliksidaasit
(vaihtoehtoinen terminaalioksidaasi ARTO, plastidin terminaalioksidaasi PTOX ja sytokromi-bd-
kinolioksidaasi Cyd) kayttavat plastokinolin pelkistysvoimaa veden tuottamiseen. Sytokromi-c-
oksidaasi (COX) kayttaa plastokinonien sijaan plastosyaniinia. Muokattu kuvasta Lea-Smith ja muut
2016.

1.2 Syanobakteerien hiilen sidonta ja typpimetabolia
1.2.1 Hiilen konsentrointimekanismin osat

Syanobakteerit tuottavat orgaanisten biomolekyylien hiiliketjuja CO2:sta Calvin-Benson-
Bassham (CBB) -kierron reaktioissa. Solujen hiilenkonsentrointimekanismit tehostavat CO2:n
saatavuutta sekd hiiliketjujen tuottoa (Raven ja muut 2017). Hiilen konsentrointimekanismiin
kuuluu HCOjs™-transportteja, HCO3™:n tuottoon erikoistuneita NDH-1-komplekseja (NDH-13 ja
NDH-14) sekd karboksisomi. HCO3™ on ioni, jota solut kdyttavét hiilenldhteend COz:n liséksi.
Soluliman CO2 muutetaan HCO3":ksi CupA- (NDH-13) tai CupB-alayksikon (NDH-14)
sisdltdvissd NDH-1-komplekseissa (Battchikova ja muut 2011; Kurkela & Tyystjarvi 2023).
COz:a solu ottaa sisdénsa passiivisesti, mutta HCO3™ tarvitsee kuljetusproteiinin padstikseen
solukalvon lépi. Synechocystikselld on kolme HCO3™:n sisddnottajaa: ATP:n voimalla toimiva
pumppu BCT1 (Omata ja muut 1999), sekd Na"/HCOj3™ symportit SbtA (Shibata ja muut
2002) ja BicA (Price ja muut 2004).

Solussa HCO3™ kulkeutuu karboksisomiin, jossa hiilihappoanhydraasi muuttaa sen takaisin
COz:ksi. RubisCO-entsyymi tuottaa COx:n avulla 3-PGA:ta, joka kulkeutuu ulos
karboksysomista (kuva 1). Solulimassa 3-PGA muutetaan 2-fosfoglyseraatiksi (2-PGA).

Fotorespiraatiolla kuvataan tilannetta, jolloin RubisCO kayttaa happea COz:n sijaan.



Tuloksena syntyvéa 2-fosfoglykolaatti kuljetetaan karboksisomin ulkopuolelle, jossa se
muutetaan myrkyttomiksi yhdisteiksi, kuten 3-PGA:ksi pitkén, energiaa kuluttavan
reaktiosarjan kautta. Fotorespiraatio ei ole energiataloudellisesti kannattavaa. Karboksisomin
tehtdava on ehkéistd fotorespiraatiota konsentroimalla CO»:a RubisCO:n ldheisyyteen.
Hiilirunkojen prekursorina solut kayttdvét pyruvaattia, joka on ldhtéaineena monelle
biosynteesireitille, seké toimii keskeisend molekyylind sitruunahappokierrossa.
Syanobakteerit saavat pyruvaattinsa 2-PGA:sta. Vaihtoehtoisesti syanobakteerit voivat

varastoida CBB-kierron hiilirunkoja tuottamalla 3-PGA:sta glykogeenia. (Mills ja muut 2020)
1.2.2 Hiili- ja typpimetabolian tasapainotus syanobakteereissa

Synechocystis ottaa kuljetusproteiinien (ammonium-, nitraatti- ja ureatransportti) avulla
ympdristostdin typped ammoniakkina, nitraattina ja ureana (Forchammer ja Selim 2020).
Solulimassa nitraatti muutetaan nitriitin kautta ammoniumioniksi (NH4") nitraatti- ja
nitriittireduktaasien avulla. Glutamiinisyntaasi kiyttda NH4" -ioneja glutamiini-glutamaatti
(GS-GOGAT) -kierrossa tuottaen glutamiinia (kuva 4). GS-GOGAT-syklissi tuotetaan my0s
glutamaattia liittdmélld glutamiiniin sitruunahappokierron reaktiotuotteena syntyvaa 2-
oksoglutaraattia (2-OG). Typen metabolia on tistd syysta tiiviisti linkittynyt hiilen
metaboliaan ja syanobakteerit sdételevit hiilen ja typen metaboliaa reagoimalla solunsisdisen
hiilen ja typen suhteeseen (C/N-suhde) (Forchammer ja Selim 2020). Keskeisend C/N-suhteen
signalointimolekyylind toimii 2-OG, joka voi aktivoida tai estda sddtelyproteiinien toimintaa.
Kun typped ei ole riittidvisti, GS-GOGAT-kierto ei pysty kuluttamaan 2-OG:a, jolloin sité

kertyy soluun ja pystyy sitoutumaan signalointiproteiineihin (Forchammer ja Schwarz 2019).
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Kuva 4: GS/GOGAT-kierto. Glutamiinisyntaasi (GS) liittdd ammoniumionin glutamaattiin tuottaen
glutamiinia. Glutamiini-oksoglutaraattiaminotransferaasi (GOGAT) tekee glutamiinista glutamaattia 2-
oksoglutaraatin (2-OG) avulla. GS kuluttaa ATP:a ja GOGAT kuluttaa NADPH:a. Glutamaatin
valmistukseen vaadittava 2-OG tuotetaan sitruunahappokierrossa, joka yhdistaa hiilimetabolian
typpimetaboliaan. Katkoviivaisella nuolella on reaktioita, joita kuvassa ei esiteta.

1.2.3 Syanofysiini seka typen puutostila

Syanobakteerit varastoivat typped aminohapoista koostuvaan syanofysiinimolekyyliin
(Watzer ja Forchammer 2018). Syanofysiinisyntetaasi muodostaa syanofysiinia ATP:ta
kuluttavassa reaktiossa liittdmalld arginiinia ja asparagiinihappoa vuorotellen kasvavan
aminohappoketjun karboksyylipddhdn. Kun typped ei ole saatavilla, syanobakteeri menee
kloroosiin (Forchammer ja Schwarz 2019). Kloroosissa solujen normaalit toiminnot
hidastuvat ja typped vapautuu valttdmattomien toimintojen ylldpitoon hajottamalla
ensisijaisesti syanofysiinid (Forchammer ja Selim 2020), mutta myos proteiineja.
Fykobilisomeja on syanobakteereissa erittdin paljon (Jahn ja muut 2018), jonka vuoksi niiden
hajottaminen alkaa kloroosin alkuvaiheilla (Collier ja Grossman 1992). Fykobilisomeja
hajotetaan myos siksi, ettd typenpuutteessa C/N-suhde on korkea, jolloin solu pyrkii
hidastamaan hiilen metaboliaa, joka tarkoittaa myos fotosynteesin alasajoa. Fykobilisomin

hajotus on riippuvainen NblA-proteiinista, joka sitoutuu fykosyaniinialayksikkdon irrottaen



sen (Forchammer ja Schwarz 2019). NbIB-proteiini irrottaa pigmenttimolekyylin NblA-
fykosyaniinista, jonka jilkeen NblA sitoo fykosyaniinin Clp-proteaasiin joka hajottaa sen.
Fykobilisomien seka klorofyllin hajoaminen johtaa kloroosille tyypilliseen varinmuutokseen.
Syanobakteerin nestekasvatus muuttuu kirkkaan vihredsti samean kellertdvaksi. Keltainen
véri johtuu solujen karotenoidipigmenteisti, jotka eivit hajoa sinertdvén fykobiliinin tai
vihertdvin klorofyllin tavoin. Solut voivat toipua kloroosista, mikéli solujen ympéristoon
tuodaan typpiyhdisteitd. Syanobakteerit toipuvat paremmin kloroosista, mitd enemman
syanofysiinid ne ovat pystyneet varastoimaan hyvissd kasvuolosuhteissa (Watzer ja

Forchammer 2018).
1.2.4 C/N-suhteen vaikutus hiilen konsentrointiin seka typpimetaboliaan

Hiilen konsentrointimekanismeja seké typpimetaboliaa sdidelldén usean transkriptiotekijan
avulla. Hiilimetaboliaa sdételee RbcR (Bolay ja muut 2022), NdhR (Jiang ja muut 2017),
CmpR (Omata ja muut 2001) sekd SyCRP1 (Bantu ja muut 2022). Typpimetaboliaa siitelee
NtcA (Giner-Lamia ja muut 2017), sekd CfrA (Muro-Pastor ja muut 2020).

RbcR on RubisCOn suuren alayksikon (rbcL) operonia aktivoiva transkriptiotekijd (Bolay ja
muut 2022). RubisCOn liséksi RbcR aktivoi myos HCOs™:n symportti SbtA:n,
karboksisomirakenteen (ccmK) ja NDH-1-kompleksin CupA-alayksikon (ndhF3) operoneja.
Lyhyesti RbcR siis parantaa hiilen sisddnottoa seka hiilen sidontaa. Syklinen AMP (cAMP)
on korkeasta hiilipitoisuudesta viestiva signalointimolekyyli. cAMP:n reseptoriproteiini
SyCRP1 on yleinen hiilen konsentrointigeenien hiljentdjd (Bantu ja muut 2022), joka hidastaa
hiilen sidontaa, kun epdorgaanista hiiltd on ylimairin. SbtB on myds cAMP:a sitova proteiini,
joka inhiboi HCO3:n symportti SbtA:ta sitoutumalla sithen (Fang ja muut 2021; Mantovani ja
muut 2022). cAMP:ia sitova SyCRP1 héiritsee SbtA-SbtB-kompleksia ja toimii SbtB:n
inhibiittorina (Bantu ja muut 2022). sbtA ja sbtB sijaitsevat samassa operonissa eli ne

ilmenevét yhdessa.

Hiili/typpimetabolian sditelyn keskeisin signalointireitti on PII-proteiinien kautta tapahtuva
sddtely (Forchammer ja muut 2022). PII-proteiinit sitovat 2-OG:a. 2-OG viestii korkeasta
C/N-suhteesta, jolloin sitd sitova PII aktivoi typen sisdénottokanavia. 2-OG:a sitova PII
aktivol my0s typpimetabolian tirkeintd transkriptiotekijaa, NtcA:ta, jolla on myds useita
muita rooleja solun eri toiminnoissa. PII vaikuttaa NtcA:n aktivaatioon PipX-proteiinin
kautta. PII inaktivoi PipX:a, mutta 2-OG:n liittyesséd Pll:een PipX vapautuu ja tehostaa

NtcA:n sddtelyaktiivisuutta sitoutumalla siihen. PII voi sitoa myds ADP:n tai ATP:n, jotka



viestivét energian saatavuudesta. PII-proteiini voi my0s fosforyloitua kerran, kahdesti tai
kolmesti (Forchammer ja Selim 2020). Fosforyloitumisen taso on riippuvainen vallitsevasta
C/N-suhteesta. Fosforylaation méiéard on suurimmillaan typenpuutteessa ja pienimmilldin, kun
ammoniumionia on runsaasti saatavilla ymparistdssd. Fosforyloituneen PII:n méérd nousee
my0s korkeassa COz:ssa sekd ympéristdssi, jossa solun pitdd pelkistdd nitraattia
ammoniumioniksi. Téstd voi pddtelld fosforyloidun PII:n tehostavan ammoniumionin (seké

vilillisesti glutamiinin) tuotantoa.

NtcA on typen ja hiilen metaboliaa seké fotosynteesid saitelevi transkriptiotekijd. NH4 -ioni
toimii viestintdmolekyylind, jonka pitoisuus vaikuttaa NtcA:n toimintaan (Giner-Lamia ja
muut 2017). Typenpuutteessa NtcA lisdi typen sisdénottajien ja ureaasin ilmenemistd sekd
hiljentdd PSII:n OEC:n ja HCO3":n muodostumista katalysoivan CupA-alayksikon
ilmenemistd. Aikaisemmin mainittu hiilen sidontaa hiljentdva transkriptiotekiji SyCRP1
my0s aktivoi NdhR:dd (Bantu ja muut 2022). NdhR on hiilen miiréédn reagoiva
transkriptiotekijd, jonka aktiivisuus riippuu korkeassa C/N-suhteessa kertyvistd 2-OG:sta ja
matalassa CO»-pitoisuudessa kertyvistd 2-fosfoglykolaatista (Jiang ja muut 2017). 2-
fosfoglykolaatti on RubisCO:n sivutuote, joka syntyy, kun entsyymi kéyttda substraattina
COz:n sijaan Oz:a (kuva 1). Kahden 2-OG-molekyylin sitoutuessa NdhR-tetrameeriin saa
kompleksin sitoutumaan DNA:han hiljentden hiilen konsentrointimekanismeja sekd
itsesddtelee omaa geeniekspressiotaan. 2-fosfoglykolaatin sitoutuessa NdhR irtoaa DNA:sta.
CmpR on NdhR:n kaltainen transkriptiotekijd, joka 2-fosfoglykolaatin aktivoimana lisdd
BCT1:n ilmenemisté eli nostaa hiilen sisddnottokykyd (Omata ja muut 2001, Jiang ja muut
2017). CfrA on hiilen konsentrointimekanismin séédtelijé, joka sopeuttaa solun
typenpuutostilaan aktivoimalla varastosokeri glykogeenin synteesid (Muro-Pastor ja muut
2020). Typpimetabolian séételijd NtcA:n havaitsema korkea C/N-suhde johtaa CrfA:n
aktivaatioon. CfrA inhiboi pyruvaattidehydrogenaasin ilmenemisté ohjaten hiilen kulkemaan

sitruunahappokierron sijaan glykogeneesin reaktioreitille.
1.3 Synechcystis sp. PCC 6803:n RNA-polymeraasi
1.3.1 RNA-polymeraasiydin ja o-faktorit

RNA-polymeraasi on DNA:han sitoutuva proteiinikompleksi, joka tuottaa RNA:ta DNA:n
templaattisekvenssin mukaisesti transkriptiossa. Synechocystiksen RNA-polymeraasin ydin

(kuva 5) koostuu kahdesta a-alayksikosté, B- sekéd B’ -alayksikoistd, y-alayksikostd ja o-



alayksikostd (Hasekorn ja Schneider 1988; Shen ja muut 2023). RNA-polymeraasi tarvitsee
transkription aloitukseen varsinaisten ydinalayksikoiden lisdksi rakenteeseen viimeisend
liittyvan o-faktorin (Imamura ja Asayama 2009; Srivastava ja muut 2020). o-faktorit ovat
ryhma proteiinialayksikoitd, joiden tehtdvénd on tunnistaa DNA:n promoottorialueita, joille
RNA-polymeraasi voi kiinnittyéd. o-faktori osallistuu myds transkription aloituksessa DNA-
juosteiden avaamiseen. Synechocystikselld on yhteensd 9 erilaista o-faktoria (SigA, SigB,

SigC, SigD, SigE, SigF, SigG, SigH ja Sigl).

Kuva 5: Synechocystis sp. PCC 6803:n RNA-polymeraasin rakenne. Rakenne koostuu dimeerisesta
a-alayksikosta (pinkki), B-alayksikdsta (vihred), p’-alayksikdsta (vaaleansininen), y-alayksikosta
(tummansininen), w-alayksikdsta (punainen), seka rakenteeseen liittyvasta o-faktorista (keltainen,
kuvassa SigA). Muokattu kuvasta Shen ja muut 2023.

Priméérinen (ryhmén 1) o-faktori SigA on vastuussa solun vélttiméattdmien toimintojen
ylldpitoon tarvittavien geenien, kuten fotosysteemi (PS-) kompleksien, ilmenemisesti
(Tuominen ja muut 2003, Imamura ja muut 2003). SigA on solulle valttimiton o-faktori.
Sekundaaristen o-faktorien ryhmaan 2 kuuluu SigB, SigC, SigD ja SigE, jotka parantavat
solujen sopeutumista ja sietokykyd muuttuviin olosuhteisiin (Antal ja muut 2016).
Stressiolosuhteissa, kuten valoisuuden muutoksissa RNA-polymeraasiin sitoutuneen SigA:n
maérd vihenee ja ryhmén 2 o-faktorien miéra lisddntyy huomattavasti. SigB:n aktivoimien
geenien on todettu vastaavan sopeutumisesta lampd- ja valostressiin (Tuominen ja muut 2005;
Summerfield ja Sherman 2007), typenpuutteeseen (Antal ja muut 2016) seké suolapitoiseen

ympéristoon (Nikkinen ja muut 2012). SigC:n aktivoimien geenien on todettu osallistuvan



solupopulaation kasvun stationéddriseen vaiheeseen sopeutumiseen hidastamalla solun
energiantuottoa seki jakautumisaktiivisuutta (Asayama ja muut 2004; Kurkela ja muut 2025,
kasikirjoitus). Lisdksi SigC on vélttimiton kuumaan sopeutumiseen (Tuominen ja muut
2008). SigD:n aktivoimien geenien on todettu vastaavan reaktiivisten happilajien
neutraloinnista (Li ja muut 2004) sekd typenpuutteeseen sopeutumisesta (Antal ja muut 2016).
SigE:n geenien on todettu vaikuttavan typpimetabolian sddtelyyn (Osanai ja muut 2006) seki
hiilihydraattien kataboliaan (Osanai ja muut 2011). Transkription sddteliji 6S-RNA:n on
todettu sitoutuvan SigA-RNA-polymeraasiin ja timén kautta siddtelevin ryhmén 2 o-faktorien
geenien ilmenemistd (Heilmann ja muut 2017). Typenpuutteesta toipumisessa 6S-RNA
helpottaa SigA:n sitoutumista RNA-polymeraasiin nopeuttaen solun normaalien toimintojen

palautumista.

o-faktorien ryhméén 3 kuuluvat SigF ja SigH. SigF:n geenien on osoitettu sditelevin pilusten
muodostusta (Bhaya ja muut 1999) seki proteiinien erityksen séddtelyi ja suolastressin
signaloinnin sdételyproteiineja (Flores ja muut 2018). SigH:n on todettu sditelevin
lamposhokkiin reagointia (Huckauf ja muut 2000). Ryhmin 4 o-faktoreista (SigG ja Sigl) ei
tiedetd juuri mitdén, mutta SigG:n on todettu olevan vélttdméton solujen selviytymisen
kannalta (Huckauf ja muut 2000). Sigl:n on geenien ilmenemisen perusteella ehdotettu olevan

kylméén sopeutumiselle merkittdva o-faktori (Srivastava ja muut 2020).
1.3.2 w-alayksikkd ja Synechocystis ArpoZ-kanta

RNA-polymeraasin w-alayksikko on pienikokoinen proteiini (kuva 5), joka 16ytyy
bakteereista seki joistakin levistd (Gunnelius ja muut 2014a); aitotumallisilla lajeilla on ®-
alayksikon homologi. RNA-polymeraasin kaikki alayksikot w-alayksikkod lukuunottamatta
ovat vilttimattomid polymeraasin toiminnalle (Gunnelius ja muut 2014a). rpoZ-geenin
koodaama w-alayksikon rooli RNA-polymeraasissa liittyy o-faktorien kiinnittymiseen
(Kurkela ja muut 2021). Synechocystiksestd on tehty ArpoZ -mutantti, jolla m-alayksikdn
geeniekspressio on estetty liittdmalld 7poZ -sekvenssin keskelle kanamysiiniresistenssigeeni
(Gunnelius ja muut 2014a). Mutanttikanta kasvaa hyvin pienelld erotuksella hitaammin kuin
alkuperdinen kanta. Tavallisissa kasvatusolosuhteissa (32 °C, ilman CO;-pitoisuus seki 40
umol fotoneja/m?/s:n jatkuva valaistus) ArpoZ:n geeniekspressiossa on kuitenkin eroja
villityypin kantaan. ArpoZ-kanta on my06s kykeneméaton kasvamaan 40 °C:n lampdétilassa
(Gunnelius ja muut 2014b) tai 3 %:n COz-pitoisuudessa (Kurkela ja muut 2017).

Jalkimmadisessd koeolosuhteessa havaittiin ArpoZ-solujen rdjahtdvén, jonka osoitettiin



johtuvan puutteellisen soluseinisynteesin vaikutuksesta solurakenteen vahvuuteen (Kurkela ja
muut 2025, kasikirjoitus). ArpoZ-kannan typpimetabolian geenit myds ilmenevat vihemmaén
normaalioloissa verrattuna villityyppiin. Kasvua hidastavaa SigC:td on myos havaittu ArpoZ-
kannan RNA-polymeraasissa tavallista enemmén korkeassa hiilidioksidissa, joka myds

hankaloittaa sopeutumista (Kurkela ja muut 2025, kdsikirjoitus).
1.4 Tyon tarkoitus

Aikaisempi tutkimus on osoittanut, ettd m-alayksikolld on vaikutus Synechocystiksen
geeniekspressioon ja sopeutumiskykyyn. Synechocystiksen hiilimetabolian sdétely on vahvasti
sidoksissa typpimetabolian séételyyn. Koska ArpoZ-kannan typpimetabolian geeniekspressio
ja korkean CO»-pitoisuuden sietokyky poikkeavat normaalista kannasta, on syyta tutkia

puutteellisen w-alayksikon vaikutuksia my0s typenpuutostilaan sopeutumisessa.

Tadmin tutkielman tarkoitus oli selvittdd, vaikuttaako Synechocystiksen RNA-polymeraasin o-
alayksikon puuttuminen typenpuutteeseen sopeutumiseen. Asiaa tutkittiin
fotosynteesiaktiivisuuden sekd fotosynteesigeenien proteiinikompleksien ja mRNA-
transkriptien kautta. Tuloksia vertailtiin glukoositoleranttiin Synechocystis GT-T-kantaan
(Koskinen ja muut 2023), jonka pohjalta ArpoZ-kanta oli tuotettu. Seka elektronin
vastaanottajista riippuvaa, ettd PSII:n tehokkuudesta riippuvaa fotosynteesiaktiivisuutta
mitattiin happielektrodin avulla. Proteiinien ilmenemisté tutkittiin western blot-tekniikan
avulla ja transkriptiota tutkittiin reaaliaikaisella kvantitatiivisella polymeraasiketjureaktiolla

(RT-qPCR).



2 Materiaalit ja menetelmat

2.1 Solukannat, kasvatusolosuhteet ja typenpuute

Koeorganismina kdytettiin Synechocystis sp. PCC 6083 syanobakteeria, jonka kannat olivat
kontrollikantana kiytetty glukoositolerantti GT-T (Williams 1988; Koskinen ja muut 2023)
sekd GT-T-kannasta tehty ArpoZ -mutantti, jonka RNA-polymeraasista puuttuu m-alayksikko.
ArpoZ-kanta oli tuotettu siirtdmaélld kanamysiiniresistenssigeeni vastakkaiseen lukusuuntaan

keskelle rpoZ-geenin sekvenssid (Gunnelius ja muut 2014a).

Kasvatusolosuhteina kéytettiin 32 °C:n ldmpétilaa, ilman COz-pitoisuutta, 40 pumol
fotoneja/m?/s:n fotosynteettisen valovuon tiheytti (PPFD) (lamput Osram/Phillips; virit 865
ja 840), seki nestekasvatuksissa lisdksi 90 rpm:n ravistelua. Kasvatuksiin kaytettiin BG-11:a
(pH 7.5; sdddetty hepes-NaOH:lla; typpipitoisuus 149,6 mg/l; typenldhteend NaNOs) seka
ylldpitomaljoilla, ettd nesteend 100 ml:n erlenmeyer-pulloissa. ArpoZ-kannan
maljakasvatuksissa kdytettiin 50 uM kanamysiinid antibioottiselektiona. ArpoZ-solut otettiin

pakastetuista varastosoluista maljalle.

Nestekasvatukset laitettiin typenpuutteeseen siten, etti solut sentrifugoitiin 5300 x g 7 min,
jonka jdlkeen supernatantti poistettiin ja solusakka resuspentoitiin typettdméain BG-11:a.
Tadmai pesu tehtiin 3 kertaa, jonka jdlkeen resuspentoiduista soluista valmistettiin typettoméén
BG-11:a 30 ml nestekasvatukset (RT-qPCR-kokeissa 35 ml). Jokaista koetta varten kerittiin

solundytteitd typenpuutteen eri vaiheista, sekd normaalista kasvuolosuhteista.
2.2 Fotosynteettisen aktiivisuuden mittaus happielektrodilla
2.2.1 Solujen kasvatus

Happielektrodimittauksia varten soluja kasvatettiin ensin n. 5 pdivad maljalla, josta solut
siirrettiin nestekasvatukseen. Nestekasvatus aloitettiin spektrofotometrin 730 nm:n
aallonpituudesta mitatun optisen tiheyden (OD730) arvosta 0,06 ja solujen annettiin kasvaa
arvoon ~1. Tdmin jélkeen kasvatuksista otettiin standardiolosuhteiden nédyte (5 ml) ja loput
solut laitettiin typenpuutteeseen (OD730=0,6). Kasvatuksista otettiin kolme 5 ml:n néytetta 4,
8, 24 ja 50 tunnin (fotosynteettisen elektroninsiirron aktiivisuusmittaus) seké 4, 23 ja 48
tunnin (PSII:n aktiivisuusmittaus) jilkeen typenpuutekasvatuksen aloituksesta. Naytteiden

ottohetkelld kasvatuksen OD730-arvo mitattiin.



2.2.2 Hapentuottomittaukset

Happielektrodi (Hansatech) kalibroitiin mittaamalla veden happipitoisuus ennen ja jilkeen
happea sitovan natriumditioniitin lisdystd. Kalibraatiokdyran daripdiden vélistd etdisyyttad
kaytettiin hapentuoton laskukaavassa. Hapentuottomittauksessa happielektrodin
ndytekammioon pipetoitiin 1 ml soluja. Mittauksissa soluja valaistiin saturoivalla valolla
(PPFD oli ~2100 umol fotoneja/m?/s) ja niytekammio pidettiin 32 °C:n limpdiseni sen

ympdri virtaavan lampimén veden avulla ja ndytettd sekoitettiin mittausten aikana.

Fotosynteettisen elektroninsiirron mittaamisessa ndytekammioon lisdttiin solujen liséksi
natriumbikarbonaattia (NaHCO3) 10 uM:n pitoisuuteen. Ennen mittaamisen aloitusta solujen
annettiin olla saturoivassa valossa n. 2 min, jonka jélkeen hapentuottoa mitattiin n. 3 min
piirturin avulla, johon elektrodin saama signaali johdettiin. Mitatun tuottokdyran

kulmakerroin laskettiin manuaalisesti viivoitinta kdyttden. Hapentuotto laskettiin kaavalla 1.

i i L mol
tuottokiyrin kulmakerroin (cm/min) . veden happipitoisuus (”W

kalibraatiosuoran pituus (cm) OD739

)*60 min/h (1)

PSII-aktiivisuuden mittauksissa naytteisiin lisittiin 0,5 pM 2,6-Dikloro-1,4-bentsokinonia
(DCBQ) seki 0,5 uM ammoniumferrosyanidia (FeCy). DCBQ vastaanottaa elektroneja
plastokinolilta ja luovuttaa niitd FeCy:lle Ennen mittaamisen aloittamista ndytekammio
pimennettiin peittdmailld se kankaalla. PSII-aktiivisuutta mitattiin n. 2 min pimedssé sekd n. 2
min saturoivassa valossa (PPFD oli ~2100 pmol fotoneja/m?/s). PSII-mittaustuloksen
kulmakertoimen arvosta vdahennettiin pimeédssd mitattu soluhengityksen kulmakerroin, jolloin

saatua arvoa kaytettiin kaavan 1 tuottokdyrdn kulmakertoimena.
2.3 Proteiinien tutkimus western blot-tekniikalla
2.3.1 Solujen kasvatus

Western blot-kokeita varten soluja kasvatettiin 5 pdivdd maljalla seké nesteessé.
Nestekasvatus aloitettiin OD730 -arvosta 0,06. Solut laitettiin typenpuutteeseen, kun
nestekasvatuksen OD?73¢ oli ~1. Typenpuute aloitettiin sddtdmailla resuspentoitujen solujen
OD?730 arvoon ~0,8. Solut kerittiin 4, 7 ja 24 tunnin typenpuutteen jidlkeen sentrifugoimalla ne
5300 x g 5 min, jonka jdlkeen supernatantti poistettiin ja solusakka jaddytettiin nestetypelld
sekd sdilottiin -20 °C:n. Jokaista aikapistettd kohden oli oma 30 ml:n kasvatuksensa.

Standardiolojen niyte kerittiin typenpuutteen aloituksen yhteydessa.



2.3.2 Proteiinien eristys ja pitoisuuden maaritys

Western blot -koetta varten tehdyistd solusakasta eristettiin totaaliproteiini (kolme biologista
toistoa GT-T- ja ArpoZ-kantojen kasvusta typenpuutteessa 0, 4, 7 ja 24 tunnin ajalta). Solut
suspentoitiin 600 pul STNE-puskuriin (10 mM pH 8,0 Tris-HCI; 400 mM sakkaroosi, 400 mM
NaCl, 20 mM EDTA) ja niitd sentrifugoitiin 1 min 18400 x g 4 °C:n ldmpétilassa.
Supernatantti poistettiin ja solusakka suspentoitiin 180 pul STNE-puskuriin. Solut rikottiin
lisddmalla néytteisiin lasikuulia (Sigma Aldrich) ja vorteksoimalla kolme kertaa 2 min.
Naytteitd pidettiin jiilla noin 6 min vorteksointien valilld. Tadman jidlkeen ndytteitd
sentrifugoitiin kahdesti 600 x g 4 min 4 °C:n ldmpdétilassa. Molempien sentrifugointien
jélkeen supernatanttiin jaineet proteiinit keréttiin talteen. Totaaliproteiinindytteiden pitoisuus

madritettiin sekd Lowryn menetelmaélld, ettd BioDrop-laitteella.
2.3.3 Western blot-menetelma

Totaaliproteiinista madritettiin PSI:n PsaB:n, PSI:n CP43:n, fykobilisomin fykosyaniinin (R-
PC) sekéd APC:n, ATP-syntaasin AtpB:n ja NDH1:n NdhH proteiinien maaraa.
Totaaliproteiinista valmistettiin 20 ul:n SDS-PAGE-geeliajonidytteet, jotka pipetoitiin
kaivoihin kokonaisuudessaan. Néytteiden proteiinimdéra oli fykobilisomiproteiinien
madrityksessd 1,6 pug, CP43:n madrityksessd 5 pg, psaB:n miirityksessd 7 ug ja NdhH:n seka
AtpB:n méadrityksessd 15 pg. Geeliajondytteet sisélsivit proteiinilaimennosten liséksi
Laemmli-latauspuskuria (valmiissa ajondytteessd 10 % glyserolia, 2 %
natriumdodekyylisulfaattia (SDS), 5 % merkaptoetanolia, 1 % bromofenolisinisti ja 62,5 mM
tris-emdstd). Naytteitd inkuboitiin 75 °C:ssa 10 min, jonka jilkeen ne sentrifugoitiin 2 min
13500 x g. BioRad:n mini protean TGX 4-15 %:n gradienttigeelille pipetoitiin ndytteiden
lisaksi my0s 5 pl Dual color- sekd 1 pul Magic mark- proteiinimarkkeria. Elektroforeesin
ajoliuos sisdlsi 25 mM Tris:a, 192 mM glysiinid sekd 1% SDS. Geelid ajettiin BioRad:n mini-
PROTEAN tetra cell -ajolaitteella 200 V:n jénnitteelld n. 30 min.

Geelielektroforeesin jilkeen proteiinit siirrettiin polyvinylideenifluoridi-membraanille
(Millipore). Membraani aktivoitiin 100 % metanolilla. Blottauspaperit, geelit ja membraanit
kasteltiin siirtopuskurilla, joka sisdlsi 48 mM Tris:a, 39 mM glysiinid, 0,0375 % SDS:a ja 20
% metanolia. Membraani ja geeli laitettiin blottauspaperien viliin, jonka jilkeen proteiineja

siirrostettiin BioRad:n Transblot-siirrostuslaitteella 65 min. Siirrostukseen kaytetty



sahkovirran voimakkuus laskettiin kaavalla: [=A*0,9, jossa I=séhkovirta ja A= membraanin

pinta-ala.

Siirrostetut membraanit huuhdeltiin Tris-puskuroidulla suolaliuoksella (TBS; 300 mM NaCl,
20 mM Tris-HCI pH 7,5). Membraaneja blokattiin tunnin ajan TBS-puskurissa, johon oli
lisétty 5 % maitojauhetta, jonka jdlkeen ne huuhdeltiin kahdesti 0,05 % Tween-20:a
siséltavéllda TBS-puskurilla (TTBS). Tamén jilkeen membraaneja késiteltiin kohdeproteiiniin
sitoutuvassa primdérisessé vasta-aineessa (Agrisera) n. vuorokausi. Priméériset vasta-aineet
valmistettiin 1 % maitojauhetta sisdltdvdan TTBS-liuokseen ja vasta-ainepitoisuudet olivat
1:3000 (anti-R-PC, AS08 278), 1:5000 (anti-APC, AS08 277; anti-AtpB, AS03 030; anti-
PsaB, AS10 695; ja anti-NdhH, AS16 4065), 1:6000 (anti-CP43, AS11 1787). Vasta-
aineinkubaation jilkeen membraaneja pestiin 3 kertaa 5 min TTBS:114, jonka jdlkeen niita
inkuboitiin sekundéirisesséd vasta-aineessa (Anti-rabbit IgG(H+L), Invitrogen, OR 97402) 2
tuntia. Sekundédrinen vasta-aine valmistettiin 1 % maitojauhetta sisiltdvain TTBS:4én ja
vasta-ainepitoisuus oli 1:50000. Sekundéérisen vasta-aineinkubaation jilkeen membraania
pestiin ensin 3 kertaa TTBS:11d 5 min, sitten 2 kertaa TBS:114 2 min ja lopuksi 5 min 0,1 M
Tris-HCl-puskurissa (pH 9,5). Tdmén jalkeen membraania inkuboitiin 5 min Novox-
kemiluminesenssiliuoksessa (Invitrogen). Inkuboidut membraanit suljettiin muovikiéreeseen
kehitystd varten. Membraani valotettiin rontgenfilmille (Fujifilm), jota kehitettiin
kehiteliuoksessa (Afga G150) n. 2 min, jonka jélkeen se huuhdeltiin vedelld ja
fiksausliuoksella (Afga G354) n. 30 s.

2.4 mRNA:n kvantitatiivinen reaaliaikainen PCR
2.4.1 Solujen kasvatus

RT-qPCR-kokeita varten soluja kasvatettiin 5 pdivdd maljalla, josta ne siirrettiin
nestekasvatukseen. 35 ml:n nestekasvatus aloitettiin OD730 -arvosta 0,2 ja paitettiin arvoon
~1. Kasvatukset jaettiin kahtia (OD730 ~0,5) ja annettiin taas kasvaa ~1:n arvoon. Typenpuute
aloitettiin sddtdmalld resuspentoidut solut OD73¢ -arvoon ~0,7. Kasvatuksista keréttiin 4, 7 ja
24 tunnin typenpuutteen jilkeen 8 ml:n ndyte, joka sentrifugoitiin 3900 x g 7 min, jonka
jalkeen supernatantti poistettiin ja solusakka jaddytettiin nestetypelld seké séilottiin -20 °C:n.

Standardioloista keréttiin 10 ml:n ndyte. Jokaisesta aikapisteestd mitattiin OD73.



2.4.2 RNA:n eristys

RT gPCR:ta varten valmistetut solunéytteet suspentoitiin 1 ml resuspensiopuskuriin (0,3 M
sakkaroosia, 10 mM natriumasetaattia pH 4,5 ja 60 mM natrium-EDTA:ta pH 8.0) ja ndyte
jaettiin kahtia. Naytteitd sentrifugoitiin 1 min 14000 x g huoneenldmmdossi. Supernatantti
poistettiin ja sakka resuspentoitiin 250 pl:n jadkylmaa resuspensiopuskuria sekd 375 pl:n
lyysispuskuria (2 % SDS:a, 10 mM natriumasetaattia pH 4,5).

Naytteitd uutettiin fenoli-kloroformiliuoksella (1:1), jota liséttiin ndytetilavuuden verran.
Uutto tehtiin inkuboimalla vorteksoituja ndytteitd 3 min 60 °C:ssa ja sentrifugoimalla 5 min
14000 x g huoneenldimmdssé. Ylempi nestefaasi keréttiin talteen ja uutto toistettiin viela
kahteen kertaan ilman kuumakasittelyd. Taméin jalkeen nédytteeseen lisdttiin sen tilavuuden
verran 100 %:sta kloroformia. Néytteet vorteksoitiin ja sentrifugoitiin 2 min 14000 x g
huoneenlimmossé. Ylempi nestefaasi otettiin talteen. RNA saostettiin lisddmalld néytteisiin
jaakylmad 100 %:sta etanolia 67,6 %:n lopulliseen pitoisuuteen seki jadkylmaa litiumkloridia
54 mM:n pitoisuuteen. RNA:n annettiin saostua -20 °C:ssa noin vuorokausi.

Tadmin jalkeen RNA kerittiin sentrifugoimalla ndytteitd 20 min 18000 x g 4 °C:ssa.
Supernatantti poistettiin ja RNA-sakka pestiin lisidmalld ndyteputkeen 70 %:sta etanolia ja
vorteksoimalla seké sentrifugoimalla 10 min 18000 x g 4 °C:ssa. Supernatantti poistettiin ja
RNA ilmakuivattiin huoneenlammaossi. Sakka resuspentoitiin 35 ul MilliQ-veteen ja
kasvatusvaiheessa seki eristyksen alussa kahtia jaetut ndytteet yhdistettiin samaan
ndyteputkeen. RNA-niytteille tehtiin DNaasikésittely Thermo Fischer Scientificin Turbo
DNA Free -kitilld valmistajan ohjeen mukaan. Naytteiden RNA-pitoisuus mitattiin timén

jalkeen BioDrop-laitteella.
2.4.3 cDNA-synteesija RT gqPCR

1 pg RNA:sta syntetisoitiin cDNA:ta kddnteiskopioijaentsyymin avulla kdyttden Biorad:n
iScript cDNA synthesis kittid valmistajan ohjeita seuraten. Synteesissé valmistettiin myods
negatiivinen kontrolli, joka ei sisédltdnyt kidnteiskopioijaentsyymid (-RT). cDNA synteesiin
kaytetyt ajat ja 1dampdotilat on koottu taulukkoon 1. Synteesi tehtiin BioRad T100 Thermal

Cycler -laitteella. Synteesin jédlkeen cDNA laimennettiin 1:5 ja séilottiin -20 °C:een.



Taulukko 1: cDNA-synteesiin kaytetty ajo-ohjelma.

cDNA-synteesi Lampétila (°C) Kesto (min)
Kiinnittymisvaihe 25 5
Synteesivaihe 72 20
kdanteiskopioijan inaktivaatio 95 1
PCR:n lopetus 4 oo

qPCR:114 mitattiin atpB:n, ndhH:n, apcB:n, cpcA:n ja psbC:n mRNA:n mairia.

Referenssigeenind kéytettiin rnpB:td. Alukkeiden sekvenssit nidkyvit taulukossa 2. cDNA:sta
ja -RT-kontrollista tehtiin 2 teknistd toistoa jokaiselle alukeparille. qPCR-kokeissa kéytettiin
vain yhté biologista toistoa. Leima-aineena kéytettiin BioRad:n 1Q SYBR Green:id. 25 plin
néytteessd alukkeita oli 0,5 uM ja 5 pul cDNA:ta. PCR tehtiin BioRad:n 1Q5 PCR-laitteella
kayttden taulukon 3 ajo-ohjelmaa. Ajossa mitattiin myos sulamiskdyrd PCR-syklien jilkeen

ennen viimeista 4 °C:en vaihetta.

Taulukko 2: gPCR:n kaytettyjen alukkeiden sekvenssit.

Alukkeen kohdegeeni | Forward-sekvenssi: Reverse-sekvenssi:

psbC 5'-AGGTGAAGGCTTGGGATTGG-3' |5'-ACAGCTTGGGTGCTTTGTCT-3'
atpB 5'-CGGCTAAAGTGGCAAACACC-3' |5'-AACATCCTTGCGGACGAGTT-3'
ndhH 5'-GGGCCCAAACTCCCTTCTTT-3' 5'-AGGGCAAATCCACAGCTACC-3'
cpcA 5'-GCTTGGGCAGCACCATTTAC-3' |5'-GCTTTCGGTCGTCTACGTCA-3'
apcB 5'-CCAGTGTAATCAGCGCCAAC-3' |5'-GACGTCGGAGTACAACAGGG-3'
rnpB 5'-GTGAGGACAGTGCCACAGAA-3' | 5'-CCTTTGCACCCTTACCCTT-3'




Taulukko 3: gPCR:n kaytetty ajo-ohjelma.

gPCR-ajo Lampétila (°C) Kesto (s) Syklimaara
Ensimmadinen denaturaatio 95 180 1
Toistuva denaturaatio 95 10
Kiinnittymisvaihe 57 30 40
DNA-synteesi 72 20
PCR:n lopetus 4 oo 1

PCR-ajon taulukoimia kynnysarvoja kdyttdmalld laskettiin kantojen vdlinen RNA-pitoisuuden

ero kdyttden kaavaa 2, jossa CS on vertailtava kontrollikanta ja CT on kynnyssykli.

lOgZ{Z[CT(CS geeni)—CT(CS referenssi)|—[CT(ArpoZ geeni)—CT (ArpoZ referenssi)]} (2)



3 Tulokset

3.1 Happielektrodikokeet
3.1.1 Fotosynteesiaktiivisuus ArpoZ:lla ei eroa kontrollikannasta

Synechocystis ArpoZ-kannan sopeutumista typenpuutteeseen lahdettiin selvittdmién, silla
kannan typpimetabolian geeniekspressiossa oli havaittu poikkeavuuksia normaaliolosuhteissa.
GT-T-kontrollikannan ja ArpoZ-kannan fotosynteesiaktiivisuutta typenpuutteen ensimmaisen
kahden péivén ajalta mitattiin hapen tuottonopeuden kautta happielektrodilla tarkoituksena
selvittdd, muuttuuko fotosynteesimekanismien sopeutuminen typenpuutetilaan, kun solulta
puuttuu RNA-polymeraasin w-alayksikkd. Solunéytteisiin lisédttiin 10 uM NaHCOs:a ja
néytetti valaistiin saturoivalla valoa (valovuon tiheys on ~2100 umol fotoneja/m?*/s), jotta PS-
kompleksien tehokkuus olisi maksimissa, ja jotta CO; ei olisi toimintaa rajoittava tekija.
Mittauksissa havaitaan Synechocystiksen nopea reagointi typenpuutteeseen hapen
tuottonopeuden laskuna (kuva 6). Molemmilla kannoilla fotosynteettinen aktiivisuus vihenee
noin 70 %:iin 4 tunnin jédlkeen ja alle 40 %:iin 8§ tunnin jélkeen standardioloihin verrattuna.
Mielenkiintoisena havaintona fotosynteettisen aktiivisuuden muutos 8 ja 24 tunnin aikavalilla
on hyvin véhdistd. Kahden péivin jdlkeen molempien kantojen hapenkulutus on suurempaa,
kuin sen tuotto [kulutus kontrollikannalla 0,06 pmol O2/(OD730 x h) ja ArpoZ-kannalla 0,14
pmol O2/(0OD730 x h)]. 8 ja 24 tunnin vélilld aktiivisuuden muutos on hyvin vihdisti

molemmilla kannoilla. Muutosnopeudessa ei kantojen vilillé ole eroa.
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Kuva 6: Synechocystiksen hapentuotto typenpuutteessa kontrollikannalla seka ArpoZ:lla.
Hapentuottoa mitattiin Clark-tyypin elektrodilla. Mittausaikapisteet olivat Oh, 4h, 8h, 24h ja 50h. Tuotto
mitattiin 1 ml:n solunaytteesta 32 °C:n lampdétilassa, ~2100 umol fotoneja/m2/s:n saturoivassa valossa
ja 10 uyM:n NaHCOs:ssa. a) Hapentuoton laskennallinen arvo [umol O2/(ODz730 x h)]. Hapen tuoton ja
kulutuksen netto 50 tunnin typenpuutteen jalkeen oli kontrollikannalla -0,06 ja ArpoZ-kannalla -0,14
tarkoittaen, ettd happea kuluu nopeammin, kuin sita tuottuu. b) Hapentuoton %-osuus
standardiolosuhteista.

3.1.2 PSII:n aktiivisuus laskee hyvin nopeasti typenpuutteessa

Myos PSIL:n hapentuottoaktiivisuutta mitattiin happielektrodilla kahden pdivin typenpuutteen
aikavililld. Mitattuun néytteeseen liséttiin elektronin vastaanottavaa kinonia ja néytettd valaistiin
saturoivalla valolla (~2100 umol fotoneja/m?/s), jotta PSIL:n ulkopuoliset rajoitukset poistuvat.
Mittauksissa havaitaan hapentuoton voimakas lasku typenpuutteen alkuvaiheessa (kuva 7). 4 tunnin
jélkeen hapentuotto on n. 45 % standardioloihin verrattuna ja 23 tunnin jélkeen vain ~10 %
standardiolosuhteiden arvosta. Kontrollikannan aktiivisuus on standardioloissa hieman mutanttia
korkeampi. Kahden péivén jélkeen hapen kulutus on kontrollikannalla tuottoa suurempi [nettokulutus
0,09 pmol O»/(OD730 x h)]. ArpoZ-kannalla tuotto on kahden péivin jalkeen vield hieman kulutusta
korkeammalla [nettotuotto 0,10 pmol O»/(OD73 x h)].
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Kuva 7: Synechocystiksen PSIl:n hapentuotto typenpuutteessa kontrollikannalla seka ArpoZ:lla.
Mittausaikapisteet olivat Oh, 4h, 23h ja 48h. Tuotto mitattiin 1 ml:n solunaytteesta 32 °C:n lampdtilassa
ja ~2100 umol fotoneja/m2/s:n saturoivassa valossa. Mitattavassa naytteessa oli myds 0,5 uM PSIl:n
elektronin vastaanottaja DCBQ:a ja 0,5 yM DCBQ:ta hapettavaa amoniumferrosyanidia. a)
Hapentuoton laskennallinen arvo [umol O2/(OD730 x h)]. Hapen tuoton ja kulutuksen netto 48 tunnin
typenpuutteen jalkeen oli kontrollikannalla -0,09 ja ArpoZ-kannalla 0,10 tarkoittaen, ettd kontrollikanta
kuluttaa hieman enemman happea, kuin sita tuottuu. Samalla ArpoZ-kannan tuotto on hieman
kulutusta korkeammalla. b) Hapentuoton %-osuus standardiolosuhteista.

3.1.3 Soluhengitys vaihtelee suuresti typenpuutteessa

PSII-mittausten yhteydessé otettiin myds pimedmittaus PSII:n aktiivisuuden sammuttamiseksi
ennen hapentuoton mittausta. Pimeémittauksista havaittiin mahdollinen lieva
hapenkulutuksen kasvu typenpuutetilan edetessd (kuva 8). Molemmat kannat saattavat lisita
hapen kulutusta ensimmadisen 24 tunnin aikana, jonka jilkeen kulutus romahtaa.
Hapenkulutuksessa oli kuitenkin suurta vaihtelua sekd biologisten, ettd teknisten toistojen
vililld johtaen suuriin keskivirhearvoihin. Keskimédrin kontrollikannalla hapen kulutusta
esiintyi hieman enemmaén verrattuna mutanttikantaan. Erot ovat silti pienet. Pimedmittaukset
selittdviat myos PSII-mittauksista (kuva 7) havaitun eron 48 tunnin kohdalla, jossa

kontrollikannan kulutus havaittiin tuottoa suuremmaksi.
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Kuva 8: Pimeassa mitattu Synechocystiksen hapenkulutus typenpuutteessa kontrollikannalla seka
ArpoZ:lla. Mittausaikapisteet olivat Oh, 4h, 23h ja 48h. Kulutus mitattiin 32 °C:ssa 1 ml:n naytteesta,
johon oli lisatty 0,5 yM DCBQ:a ja 0,5 yM ammoniumferrosyanidia.

3.2 Proteiinimaarien vertailu western blot-menetelmalla
3.2.1 Fykobilisomin hajoaminen havaitaan vasta 24 tunnin typenpuutteessa

Happielektrodin mittaustuloksista (kuva 6 ja kuva 7) havaitun fotosynteesiaktiivisuuden
nopean laskun vuoksi tutkittiin fotosynteesiin liittyvien proteiinien ilmenemistd. Valoenergiaa
kerddvén fykobilisomiproteiinin tiedetdin hajoavan typenpuutteessa, jonka vuoksi lahdettiin
selvittimééin, ettd eroaako ArpoZ-kannan fykobilisomin hajoaminen GT-T-kannasta.
Fykobilisomiproteiinien mairda mitattiin 4, 7 ja 24 tunnin typenpuutteesta seka
kontrolliolosuhteista western blot -menetelmélld. Synechocystis GT-T- ja ArpoZ-kannoille
tehtiin 3 biologista toistoa. Fykobilisomin ydinproteiini APC:n médré standardiolosuhteissa
vaikuttaa vdhdisemmaltd kuin typenpuutteen alussa (kuva 9). Biologiset toistot eroavat
toisistaan jonkin verran, mutta kantojen vililld ei vaikuta olevan eroja. Ottaen huomioon

kaikki toistot, vaikuttaa silté, ettd APC ei 24 tunnin aikana ehdi hajoamaan.
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Kuva 9: Allofykosyaninin (APC) maara 0, 4, 7 ja 24 tunnin typenpuutteessa kontrollikannalla seka
ArpoZ:lla. Vasta-ainekonsentraatio oli 1:5000 ja SDS-PAGE-geelilla ajettu nayte sisalsi 1,6 ug
totaaliproteiinia.

Fykobilisomin antennirakenteen proteiini R-PC:n tulokset olivat osiltaan samankaltaisia kuin
APC:n (kuva 10), mutta 24 tunnin néytteessd vaikuttaisi tapahtuneen hajoamista molemmilla
kannoilla. R-PC:n mairé vaikuttaa standardioloissa vihdiseltd suhteessa 4 tunnin
typenpuutteeseen molemmilla kannoilla, kuten havaittiin myos APC:lla (kuva 9). Sekd APC-
ettd R-PC-membraaneja yritettiin Coomassie-virjiti, mutta ladatun proteiinin mééra oli
menetelmin havaitsemisrajan alapuolella.

R-PC
1:3000

Kontrollikanta ArpoZ
Typenpuutteen
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Kuva 10: R-fykosyaninin (R-PC) maara 0, 4, 7 ja 24 tunnin typenpuutteessa kontrollikannalla seka
ArpoZ:lla. Vasta-ainekonsentraatio oli 1:3000 ja SDS-PAGE-geelilla ajettu nayte sisalsi 1,6 ug
totaaliproteiinia.

3.2.2 PS-kompleksit eivat hajoa typenpuutteen alussa

Fykobilisomin liséksi tutkittiin PS-kompleksien ilmenemisti typenpuutteessa mittaamalla

PSI:n PsaB-alayksikon ja PSI:n CP43-alayksikon madraa western blot -menetelmailld. PsaB:n



ja CP43:n miirad mitattiin 4, 7 ja 24 tunnin typenpuutteesta seki kontrolliolosuhteista.
Synechocystis GT-T- ja ArpoZ-kannasta oli 3 biologista toistoa. PSI:n reaktiokeskusproteiini
PsaB:n méadrdssd (kuva 11) ei havaittu muutoksia kantojen vililld eikd myoskdin
typenpuutteen suhteen.

PsaB
1:5000

Kontrollikanta ArpoZ

Typenpuutteen

kesto (h) O 4 7 24 0 4 7 24
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Kuva 11: PsaB:n maara 0, 4, 7 ja 24 tunnin typenpuutteessa kontrollikannalla sekd ArpoZ:lla. Vasta-
ainekonsentraatio oli 1:5000 ja SDS-PAGE-geelilld ajettu nayte sisélsi 10 ug totaaliproteiinia.

PSIL:n klorofyllid sitovan CP43-alayksikon mdardé on hankala arvioida biologisten toistojen
erilaisuuden vuoksi (kuva 12). CP43:n miéra vaikuttaa vihenevén hieman 7 ja 24 tunnin

valilla molemmilla kannoilla.



CP43
1:6000

Kontrollikanta ArpoZ
Typenpuutteen

kesto (h) 0O 4 7 24 0 4 7 24

Biol. toisto 1

Biol. toisto 2

Biol. toisto 3

Kuva 12: CP43:n m&ara 0, 4, 7 ja 24 tunnin typenpuutteessa kontrollikannalla seka ArpoZ:lla. Vasta-
ainekonsentraatio oli 1:6000 ja SDS-PAGE-geelilla ajettu nayte sisalsi 5 ug totaaliproteiinia.

3.2.3 ATP-syntaasia on ArpoZ:lla kontrollikantaa vahemman

ATP-syntaasi on my0s osa fotosynteesid, joten sen méaérdi tutkittiin myds western blot -
menetelmédlld. ATP-syntaasista mitattiin $-alayksikon (AtpB) méérda 4, 7 ja 24 tunnin
typenpuutteesta sekéd kontrolliolosuhteista. Synechocystis GT-T- ja ArpoZ-kannasta oli 3
biologista toistoa. AtpB:n miéra on kontrollikannalla huomattavasti suurempi kuin ArpoZ:lla

(kuva 13). Typenpuute ei vaikuta ATP-syntaasin madrdédn kummallakaan kannalla.

AtpB
1:5000
Kontrollikanta ArpoZ
Typenpuutteen
estoh) O 4 7 24 0 4 7 24
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Kuva 13: AtpB:n maara 0, 4, 7 ja 24 tunnin typenpuutteessa kontrollikannalla seka ArpoZ:lla. Vasta-
ainekonsentraatio oli 1:5000 ja SDS-PAGE-geelilla ajettu ndyte sisalsi 15 pg totaaliproteiinia.



3.2.4 NDH-1:n maara vaihteli typenpuutteen aikana

NDH-1 osallistuu soluhengitykseen seka hiilimetaboliaan. Tdméan vuoksi myds sen
ilmenemisté tutkittiin western blot -menetelmailld. NDH-1:n H-alayksikon (NdhH) maaraa
mitattiin normaalioloissa sekd 4, 7 ja 24 tunnin typenpuutteessa. NDH-1 proteiinikompleksin
maérd alkoi vihentyd vasta 7 tunnin typenpuutteen kohdalla molemmilla kannoilla (kuva 14).
Saattaa olla, ettd etenkin kontrollikannalla mutta myds ArpoZ:lla NDH-1:n mééri kasvaa

typenpuutteen alussa standardioloihin verrattuna.

NdhH
1:5000

Kontrollikanta ArpoZ
Typenpuutteen

kesto (h) 0 4 7 24 0 4 7 24
Biol. toisto 1 —-“”“-..-'

Biol. t0iSto 2 | o g - — s - |

Biol. toisto 3 | MG—_: — N S —

!

Kuva 14: NdhH:n m&ara 0, 4, 7 ja 24 tunnin typenpuutteessa kontrollikannalla seka ArpoZ:lla. Vasta-
ainekonsentraatio oli 1:5000 ja SDS-PAGE-geelilld ajettu ndyte sisalsi 15 ug totaaliproteiinia.

3.3 RT gPCR-kokeet
3.3.1 RNA-konsentraatio saattaa olla ArpoZ:lla kontrollikantaa alhaisempi

Western blot- kokeiden tuloksia (kuva 9, kuva 10, kuva 11, kuva 12, kuva 13 ja kuva 14)
haluttiin tukea tutkimalla my0s geenien ilmenemistd. Kvantitatiivisella PCR-kokeella
mitattiin mRNA:n eroavaisuuksia Synechocystis GT-T- ja ArpoZ-kannan vélilld. Tét4 varten
typenpuutteessa kasvatetuista soluista eristettiin RNA:ta, jonka méard mitattiin. ArpoZ:lta
saatiin eristettyd vihemméan RNA:ta suhteessa ndytteen OD73o-arvoon, kuin
kontrollikannalta (taulukko 4). RNA:n mééra vaikuttaisi vihenevin 24 tunnin typenpuutteen
jalkeen molemmilla kannoilla. ArpoZ:n RNA-pitoisuus on keskimairin noin puolet

kontrollikannasta. Tulos on kuitenkin vain yhdesti biologisesta nédytteesta.



Taulukko 4: gPCR:n kaytettyjen naytteiden eristetyn RNA:n maara suhteutettuna OD730-arvoon.

Oh:n naytteisiin kaytettiin 10 ml soluja, 4, 7 ja 24 tunnin typenpuutenaytteisiin kaytettiin 8 ml soluja.

totRNA mg/0OD730/1ml soluja
Kontrollikanta Oh 1,135397412
Kontrollikanta 4h 2,624313187
Kontrollikanta 7h 1,827589419
Kontrollikanta 24h 0,840342078
ArpoZ Oh 0,696866607
ArpoZ 4h 0,739341085
ArpoZ 7h 0,82877843
ArpoZ 24h 0,419727979

3.3.2 gPCR-tuloksista todetaan naytteiden epapuhtaus

Typenpuutteessa olleista GT-T- ja ArpoZ -soluista eristetystd RNA:sta valmistettiin cDNA:ta,
jota kaytettiin kvantitatiiviseen PCR:oon. cDNA-synteesin yhteydessd valmistettiin myos
negatiivinen kontrolli -RT. PCR-tulosten negatiivisten kontrollien kynnysarvot (taulukko 5)

olivat alhaisia johtuen epdpuhtaasta cDNA:sta, joten tuloksista ei saatu.

Taulukko 5: gPCR:n kynnysarvojen keskiarvot.

Kontrollikanta (GT-T) seka ArpoZ typenpuutteessa (0, 4, 7, ja 24 tuntia). Tutkitut geenit ovat atpB,
ndhH, psbC, apcB, cpcA seka referenssigeeni rnpB. -RT -naytteet ovat negatiivisia kontrolleja, joita ei
kasitelty kdanteistranskriptaasilla.

apcB
-RT

cpcA rnpB

atpB ndhH psbC
RT | MPB | RT

ndhH psbC RT

atpB RT RT apcB CpcA

GT-T
Oh 21,94|23,72122,04|23,62|21,84|25,04| 20,8|24,15|18,95|26,74|14,76|23,98
GT-T
4h 26,58 31,66 27,25|32,23|28,21|32,07|25,85|29,52| 26,2|33,72|16,94|30,90
GT-T
7h 21,92|24,92|20,92|25,73|20,93|25,93|20,96 | 23,87 | 19,13 | 27,98 | 14,53 | 25,77
GT-T
24h |24,93|25,52|24,24|26,18|23,90|25,70| 23,5|25,05|22,82|28,05|16,70|26,11
ArpoZ
Oh 23,87 | 28,8|22,80|28,73|23,06|28,44|21,92|27,09| 19,49 |30,55]| 15,46 | 28,78
ArpoZ
4h 28,63|29,11|25,89|30,13|29,41|30,05|27,11|28,52| 25,68 |31,96| 22,58 | 29,99
ArpoZ
7h 26,73 |33,63|23,94|32,96|26,07|32,72|24,33|30,79| 23,49 |34,39| 18,33 | 31,00
ArpoZ
24h 31,6(32,12|31,19|33,30|31,36|33,49|29,15|30,76 | 29,38 | 34,64 | 24,86 | 31,96




4 Tulosten tarkastelu

Typenpuutteeseen sopeutuminen vaikuttaa hyvin samanlaiselta kontrollikannan ja ArpoZ-
kannan vililld. Hapentuotto laskee molemmilla kannoilla samalla tavalla. ArpoZ-kannalla
vaikuttaisi kuitenkin olevan hieman tavallista vihempi hapenkulutus ja normaalioloissa
hieman alhaisempi hapentuotto. NDH-1:n miira vaikuttaa myotdilevan hapenkulutusta siten,
ettd sen mddrd joko pysyy samana tai hieman nousee typenpuutteen ensimmaéisten tuntien
aikana ja laskee 24 tuntiin mennessd. Hapenkulutusta tulisi kuitenkin tutkia suoraan
terminaalioksidaaseista, joka ei tissd tutkimuksessa ollut mahdollista. Fotosynteettisté
aktiivisuutta kannattaisi tutkia myos MIMS (Membrane Inlet Mass Spectrometer):114, jolla

hapen médraé voi dokumentoida tarkemmin.

Fykobilisomin hajoaminen typenpuutteessa, joka on tunnettu tapahtuma (Collier ja Grossman
1992), ei vaikuta eroavan kantojen vililld. Mielenkiintoisin havainto oli kuitenkin, etté 4
tunnin typenpuutteessa molemmilla kannoilla fykobilisomiproteiini antoi erittdin voimakkaan
signaalin. Syyni tdhin saattaa olla totaaliproteiinin koostumuksen eroavaisuudet
normaalioloihin nihden, mutta varmasti ei voi sanoa. APC:n maéra ei ehdi muuttumaan 24
tunnin aikana, joka on ymmarrettavéa, silld fykobilisomin hajotus alkaa sauvarakenteista
(Forchammer ja Schwarz 2019). Téamaén liséksi on havaittu, ettd solu sdilyttdd osan
fykobilisomin ydinrakenteista pidempiaikaisessa typenpuutteessa suojaamalla niitd
hajotukselta fosforyloinnin kautta (Forchammer ja Schwarz 2019). Fykosyaniinin méiérassa
havaittiin hyvin vdhén hajoamista. Richaud ja muut (2001) ovat todenneet fykosyaiinia
hajottavan NblA-proteiinin geenien transkription aktivoituvan jo kahden tunnin typenpuutteen
aikana. Lisdksi Krauspe ja muut (2022) havaitsivat fykosyaniinin hajotuksesta syntyvid
aminohappoja 24 tunnin typenpuutteen jilkeen. Aminohappojen alkuperi todistettiin

mutantilla, jolta puuttui fykobilisomin hajotukseen tarvittava NbID-proteiini.

Molempien kantojen PS-komplekseissa ja erityisesti PSI:ssé ei juurikaan tapahdu hajoamista
typenpuutteen ensimmadisen pdivan aikana. Tdma kertoo, ettd fotosynteettisen aktiivisuuden
lasku johtuu enimmaékseen fykobilisomin hajoamisesta eikd PS-kompleksien puutteesta. PSII
alkaa hajoamaan vasta ensimmadisen péivén loppupuolella, todennédkoisesti vasta, kun
kompleksissa ei ole enédé fykobilisomia. Li ja Sherman (2002) raportoivat kontrollikannan
PSI:n vihenevén hieman 4 pdivén typenpuutteessa. ATP-syntaasin méérdssd havaitaan
kantojen vililld suuri ero, mutta typenpuute ei ndyta vaikuttavan tdhdan kompleksiin

kummallakaan kannalla.



mRNA:n tutkimus tulisi suorittaa uudelleen, mutta tdssi ty0ssa siihen ei ollut aikaa.
Esimerkiksi ArpoZ:n RbcR- ja NtcA-transkriptiotekijoitd kannattaisi tutkia enemmén. RNA-
konsentraatio vaikuttaisi laskevan molemmilla kannoilla typenpuutteen edetessi (taulukko 4),
mutta biologisia toistoja ei tehty, joten tulos on epdluotettava. Lisdksi ArpoZ:n RNA-
konsentraatio ndyttdd olevan paljon kontrollikantaa alhaisempi. Tdmai vertautuu kuitenkin
OD730-arvoon eiké solutiheyteen. OD730-arvo ei vastaa soluméérdé, mikéli solujen koko on

eri. Jatkotutkimuksena voisi tutkia, vastaako ArpoZ:n solukoko GT-T-kantaa.

Tuotetut tulokset ovat hyvin lyhyeltd typenpuutteen ajalta, jossa kloroosin viarinmuutosta ei
vield juurikaan havaitse paljailla silmilld. Pidempiaikaista puutostilaa ja uudelleentoipumista
kannattaisi tutkia. Etenkin uudelleentoipuminen saattaa olla erilaista ArpoZ:lla, silli RNA-
polymeraasiin kiinnittyneiden o-faktorien suhde toisiinsa vaihtuu olosuhteiden muuttuessa
(Antal ja muut 2016). Puutteellinen w-alayksikko vaikuttaa suoraan o-faktorien affiniteettiin

kiinnittyd polymeraasiin, joten on perusteltua olettaa poikkeavuutta.



5 Paatelmat

Synechocystis sopeutuu typenpuutteeseen hidastamalla fotosynteettisen aktiivisuuden
minimiin ja hajottamalla ei-valttaméttomié proteiineja, kuten fykobilisomia. ArpoZ-kanta
toimii samalla tavoin, vaikka sen geeniekspressiota on muutettu poistamalla RNA-
polymeraasirakenteesta m-alayksikko. Tyossé testattu hypoteesi oli, ettd ArpoZ-kannan
sopeutuminen typenpuutteeseen eroaisi kontrollikannasta, silld kannalla on vaikeuksia
sopeutua korkeaan hiilidioksidipitoisuuteen sekd korkeaan ldmpotilaan, joten oli syyté olettaa

ongelmia myds typen puutostilaan sopeutumisessa. Tulos osoitti hypoteesin vaaraksi.
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