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INFOLEHT

Pseudomonas fluorescens PC20 rulAB operonide roll UV taluvusel ja UV Kkiirgusest

tingitud mutageneesil

rulAB geenid kodeerivad Escherichia coli vigaderohke DNA poliimeraas V ortoloogi, mille
osalust on ndidatud UV kiirguse tekitatud DNA kahjustuste iilesilinteesis. Varasema uuringu
kidigus isoleeriti fenoolsete iihenditega reostunud Kirde-Eesti veekogust keskkonnabakter
Pseudomonas fluorescens tiivi PC20, mille DNA sekveneerimisandmetest leiti, et tal leidub
lausa kolm koopiat rulAB geene. Kéesolevas t00s uuriti kas liks voi mitu P. fluorescens PC20
tiive rulAB operoni voiksid omada teadaolevat vigaderohke DNA Pol V omadusi. PC20 ru/AB
geenide funktsionaalsuse testimiseks viidi 1dbi UV taluvuse ja UV mutageneesi eksperimendid,
viies rulAB geenid plasmiidi koosseisus kontrolltiivesse Pseudomonas putida PaW8S.
Paralleelselt tehti samu katseid P. fluorescens PC20 tiivest konstrueeritud deletsioontiivedega,

mille genoomist on rulAB geenid iihekaupa v3i mitmekesi koos eemaldatud.

Mairksonad: rulAB, DNA Pol V, UV kiirgus, mutatsioonisagedus, Pseudomonas fluorescens

CERCS: B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, miikoloogia

The role of Pseudomonas fluorescens PC20 rulAB operons in the tolerance of UV and in

UV-induced mutagenesis

rulAB genes code an Escherichia coli low fidelity DNA polymerase V ortholog, that has role a
in UV induced translesion DNA synthesis. Pseudomonas fluorescens strain PC20 has been
previously isolated from water in northeastern Estonia polluted with phenolic compounds.
Sequencing this strain revealed that it contains three copies of ru/4B genes. The main goal of
this research was to find out if one or several P. fluorescens rulAB operons could have the
properties of DNA Pol V. To test the functionality of PC20 ru/4AB genes, UV tolerance and UV
mutagenesis experiments were conducted by delivering the rulAB genes into the control strain
Pseudomonas putida PaW85. The same experiments were also performed with P. fluorescens

PC20 deletion strains that had one or several of its 7ulAB genes removed from the genome.

Keywords: rulAB, DNA Pol V, UV radiation, mutation rate, Pseudomonas fluorescens
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KASUTATUD LUHENDID

AP sait — apuriinne/apiirimidiinne sait

BER - limmastikaluse viljaldikamise reparatsioonisiisteem (Base Excision Repair)
CAA - aminohapete hiidroliisaat (casamino acids)

CFU - kolooniaid moodustavate rakkude arv (Colony Forming Unit)

LP-BER - pika ulatusega BER (long-patch BER)

NER — nukleotiidi viljaldikamise reparatsioonisiisteem (Nucleotide Excision Repair)
Pol — poliimeraas

ROS - reaktiivsed hapnikuiihendid (reactive oxygen species)

SP-BER - lithikese ulatusega BER (short-patch BER)

ssDNA — iiheahelaline DNA (single-stranded DNA)

TLS — DNA kahjustuste iilesiintees (translesion synthesis)

UV — ultraviolettkiirgus



SISSEJUHATUS

Looduskeskkonnas elavad bakterid on pideva stressi all, sest keskkond on viaga muutlik. Lisaks
sellele ohustavad baktereid erinevad looduses leiduvad kiirgused ja keemilised tihendid, mis
koik kahjustavad bakterite genoomi. DNA kahjustustega voitlemiseks on bakteritel vilja
kujunenud erinevad DNA reparatsioonisiisteemid, mis parandavad kahjustunud DNA-d tépselt,
vigu tegemata. Kui DNA kahjustusi tekib nii palju, et reparatsioonisiisteemid ei joua neid koiki
enne replikatsiooni dra parandada, vOetakse kasutusele spetsialiseerunud DNA poliimeraasid,
mis suudavad ka kahjustunud DNA-d replitseerida (Fujii ja Fuchs, 2020). Kahjustunud kohad
DNA-s ei pruugi olla alati tdpselt loetavad, mistdttu voivad spetsialiseerunud poliimeraasid teha
replikatsiooni kiigus vigu, mis kinnituvad DNA-s mutatsioonidena. Uheks selliseks
spetsialiseerunud DNA poliimeraasiks on E. coli umuDC operoni kodeeritud DNA poliimeraas
V, mis vOetakse bakterites kasutusele vaid viimase variandina, kui koik teised DNA

parandamise mehhanismid on nurjunud (Janion, 2008).

Eesti polevkivitoostuse tottu fenoolidega saastunud Kirde-Eesti joeveest isoleeritud
bakteritiive, Pseudomonas fluorescens PC20, genoomist leiti muuhulgas kolm koopiat rulAB
geene, mis on umuDC ortoloogid (Heinaru et al., 2000; Ilmjirv et al., 2017). Koikide leitud
rulAB geenide ekspressioon on indutseeritav DNA kahjustustega ning voiks arvata, et kdik need
geenid on funktsionaalsed (Ilmjérv et al., 2017). Tépsemaid katseid P. fluorescens PC20 rulAB
operonidega tehtud ei ole, mistdttu ei ole teada, kas need koik ka périselt osalevad DNA

kahjustuste talumisel.

Antud bakalaureuset6d eesmirk on vélja selgitada, millised P. fluorescens tiives PC20 leiduvad
rulAB operonid on funktsionaalsed ja vastutavad bakteritiive UV taluvuse ning UV kiirgusest

tingitud mutageneesi eest.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. DNA kahjustused

DNA kahjustused bakterites tekivad nii endogeensel kui eksogeensel viisil. Endogeenselt
kahjustavad DNA-d metabolismi kidigus tekkivad reaktiivsed hapnikuiihendid (ROS), DNA
spontaanne hiidroliiiis ja erinevad bakterites leiduvad alkiiiilivad iihendid (Lindahl ja Barnes,
2000). Eksogeenselt ohustab baktereid radiatsioon, kaasa arvatud ultraviolettkiirgus (UV), ja
keskkonnas olevad voi sinna sattunud kemikaalid (Friedberg et al., 2006a). Peale selle on
keskkond vidga muutlik, mis tdhendab, et keskkonna toitainete, hapniku ja vee kdttesaadavus
ning temperatuur ja pH tase kdiguvad pidevalt (Van Elsas ja Van Overbeek, 1993). Koikide
eelnevalt mainitud asjaolude tulemusena vdivad tekkida DNA kahjustused ehk vdib toimuda
lammastikaluste modifitseerimine v3i nende omavaheline kovalentne seondumine, apuriinsete
voi apiirimidiinsete (AP) saitide teke ning lihe- ja kaheahelaliste DNA katkete teke (Friedberg
et al., 2006a).

Igasugused DNA kahjustused on ohtlikud, kuna takistavad replikatsioonikahvli edasi litkumist
(Yeeles et al., 2013). Bakteritel on peatunud replikatsioonikahvli taaskiivitamiseks vélja
kujunenud mitmed siisteemid, kuid kui replikatsiooni ei saada uuesti todle, voib see kaasa tuua

raku surma (Mirkin ja Mirkin, 2007).

1.1.1. UV Kkiirgusest tingitud DNA kahjustused

Piikeselt tuleb Maale UV kiirgus, mis jaotatakse oma lainepikkuste jargi kolmeks: UV-A (315-
400 nm), UV-B (280-315 nm) ja UV-C (<280 nm) (Sinha ja Héder, 2002). Maad timbritsev
osoonikiht neelab téielikult endasse kogu emiteeritud UV-C kiirguse ning enamiku UV-B
kiirgusest, kuid UV-A ja iilejadnud UV-B kiirgus jouavad maapinnale, kus need mojutavad
elusorganisme (Madronich et al., 1998). Kodige kahjulikum on maapinnani joudev UV-B
kiirgus, sest see neeldub rakkudes olevas DNA-s. UV-A kiirgus DNA-s ei neeldu, kuid kaudselt
voib ka see DNA-d kahjustada (Sinha ja Héder, 2002).

Laboratoorsete eksperimentide ldbiviimiseks kasutatakse UV-C kiirgust emiteerivaid lampe
(254 nm). Selline kiirgus neeldub véga hésti DNA-s, mille neeldumisspektri piik on 260 nm
juures, kuid ei neeldu valkudes, mis muudab UV-C kiirguse tekitatud kahjustused rakkudes

spetsiifiliseks DNA suhtes (Friedberg et al, 2006a). Lisaks nditavad uuringud, et UV-C kiirgus



tekitab samasuguseid DNA kahjustusi samas proportsioonis kui UV-B kiirgus (Mitchell et al.,
1991).

Peamised DNA kahjustused, mida UV-B ja UV-C kiirgus tekitavad, on piirimidiini dimeerid,
kus kahe kdrvuti asetseva piirimidiini (tsiitosiin ja/voi tiimiin) vahele tekib tsiiklobutaanring, ja
plrimidiinide (6-4) fotoproduktid (Pfeifer, 1997). Kodikide nende kahjustuste tekkimisel
nukleotiidid roteeruvad ning DNA konformatsioon muutub, mis blokeerib DNA poliimeraaside
t00 (Becker ja Wang, 1989; Villani ef al., 1978). Lisaks otsestele DNA kahjustustele voib UV
kiirgus kahjustada DNA-d kaudselt, neeldudes erinevates rakkudes olevates viikestes
molekulides ning tootes seekaudu reaktiivseid hapnikuithendeid, mis reageerides DNA-ga
okstideerivad selles olevaid nukleotiide voi tekitavad DNA ahelas katkeid (Ikehata ja Ono,
2011).

1.2. DNA kahjustuste parandamine

DNA kahjustuste talumine on tingitud sellest, kas ja kuidas bakterites olevad DNA kahjustuste
kahjuliku moju eest vastutavad mehhanismid tekkinud DNA kahjustusi parandavad voi kuidas
tekkinud kahjustustele vaatamata DNA-d replitseerida (Chang ja Cimprich, 2009; Coohill ja
Sagripanti, 2008). Jiargnevalt kirjeldan tdpsemalt neid reparatsioonisiisteeme, mille
kasutuselevott parandab UV kiirgusest tingitud DNA kahjustused tdpselt, ilma mutatsioone
tekitamata. Sellisteks reparatsioonisiisteemideks on nukleotiidi ja ldmmastikaluse
véljaldikamise reparatsioonirajad ning enslimaatiline fotoreaktivatsioon (Friedberg et al.,

2006a).

1.2.1. Nukleotiidi viljaloikamise reparatsioonisiisteem (NER)

Nukleotiidi viljaldikamise reparatsioonisiisteem (Nucleotide Excision Repair, NER) on
konserveerunud koikides elusorganismides alates bakteritest kuni inimeseni (Reardon ja
Sancar, 2005). NER kaudu parandatakse selliseid DNA kahjustusi, mis muudavad DNA
struktuuri, nditeks UV kiirguse tekitatud piirimidiini dimeerid ja (6-4) fotoproduktid (Sancar ja
Tang, 1993). NER valkude puudumine iiherakulistest organismidest muudab need véga
tundlikuks UV kiirguse suhtes (Boyce ja Howard-Flanders, 1964). NER rajas osalevad valgud
UvrA, UvrB, UvrC, UvrD, DNA poliimeraas (Pol) I ja ligaas, mis tunnevad dra kahjustunud
koha DNA-s ning eemaldavad selle 12-13 nukleotiidi pikkuse oligomeerina (Reardon ja Sancar,

2005).



Kahjustustega kohti DNA-s otsib kahest UvrA valgust koosnev dupleks, millega on seostunud
ka kaks UvrB valku, moodustades iihise kompleksi (Malta et al., 2007). Kasutades ATP
energiat, liigub UvrA;B; kompleks DNA-I ning otsib muutunud konformatsiooniga DNA alasid
(Grossman ja Thiagalingam, 1993). Kui UvrA seondub kahjustumata DNA-le, saab toimuda
ATP hiidroliiiis, mis vabastab kompleksi DNA kiiljest. Seondudes aga kahjustunud DNA-le, ei
saa ATP hiidroliiiis toimuda, mille tdttu seondub UvrA DNA-Ie piisavalt kauaks, et kahjustunud
DNA kiilge saaks seonduda UvrB, peale mida vabaneb kompleksist UvrA (Goosen ja
Moolenaar, 2001). Seondunud UvrB kiitub kui helikaas ning sulatab lahti 5 nukleotiidi pikkuse
ala DNA kahjustuse iimber (Sancar, 1996). Seejdrel seondub UvrB-ga UvrC. UvrB kataliiiisib
16ike DNA kahjustusest 4-6 nukleotiidi 3’ suunas, misjérel teeb UvrC 16ike kahjustusest 8
nukleotiidi 5° suunas (Huang et al., 1994; Lin et al, 1992). UvrD helikaas eemaldab
kahjustunud DNA osa, et DNA Pol I saaks tekkinud iiheahelalise DNA 1digu tdis siinteesida
(Kisker et al., 2013).

Eelnevalt mainitud mehhanism to6tab DNA kahjustuste parandamisel genoomi {ileselt, kuid
NER-il on ka teine, transkriptsioonil pohinev DNA reparatsioonimehhanism (De Laat et al.,
1999). Kui DNA kahjustus on tekkinud transkribeeritavasse geeni, peatub kahjustuse juures
RNA poliimeraas, mille prokariiootides tunneb dra mfd geenilt kodeeritud TRCF
(Transcription-Repair Coupling Factor) valk, mis seob UvrA;B> kompleksi ja toob selle DNA
kahjustuse juurde (Selby et al., 1991). UvrA:B> kompleksi seondumisel DNA kahjustusele
vabanevad sealt RNA poliimeraas ja TRCF valk, edasi toimub DNA parandamine nii nagu
eelnevalt kirjeldatud. Kuna transkriptsioon toimub vaid lihelt DNA ahelalt korraga, suudab
transkriptsioonil pdhinev NER parandada vaid neid kahjustusi, mis on transkribeeritaval ahelal,

vastasahelal olevaid DNA kahjustusi see siisteem ei tuvasta (Reardon ja Sancar, 2005).

1.2.2. Limmastikaluste viljaloikamise reparatsioonisiisteem (BER)

Lammastikaluse véljaldikamise reparatsioonisiisteem (Base Excision Repair, BER) parandab
selliseid DNA kahjustusi, kus muutunud ei ole DNA ahela konformatsioon, vaid iiks DNA
ahelas olev ldimmastikalus, niiteks on see deamiinitud, okslideeritud voi metiileeritud. Paljud
sellised kahjustused tekivad spontaanselt raku normaalse elutegevuse juures, kuid neid on

voimalik tekitada ka erinevate kemikaalide ja kiirgustega (Krokan ja Bjoras, 2013).



Kahjustunud ldmmastikalused eemaldatakse DNA ahelast gliikosiilaaside kaasabil, mis
hiidroliitisivad gliikosiidsideme ldmmastikaluse ja tlejddnud nukleotiidi vahel. Erinevaid
gliikostilaase on rakkudes palju, sest iga gliikosiilaas tunneb &ra vaid tihe voi mone muutunud
lammastikaluse (Fromme ja Verdine, 2004). Limmastikaluse eemaldamisel DNA ahelast tekib
AP sait, mis on substraadiks AP endonukleaasidele, mis hiidroliitisivad 5° fosfodiestersidet,
tekitades DNA poliimeraaside jaoks vajaliku 3’ otsa, kuid kahjustunud nukleotiidi fragment jaab

5’ otsa kiilge (Zharkov, 2008).

Tekkinud tiihimiku tditmiseks on kujunenud kaks viisi, lithikese ulatusega BER (SP-BER,
short-patch BER) ja pika ulatusega BER (LP-BER, long-patch BER). SP-BER kéigus siinteesib
tekkinud tihe nukleotiidi suuruse tiihimiku tdis DNA Pol I, mis suudab ka 5’ otsa kiiljes oleva
nukleotiidi fragmendi eemaldada, kui seda ei ole teinud teised gliikostilaasid voi eksonukleaasid
(Krwawicz et al., 2007). Kui 5’ otsa kiiljes olevat nukleotiidi fragmenti enne selle eemaldamist
modifitseerida, ei suuda DNA Pol I seda siinteesi kdigus eemaldada ning jétkab siinteesi ka
peale tiihimiku tiitmist ehk toimub LP-BER. Siinteesi kdigus liikkab poliimeraas ees olevad
nukleotiidid eest ning siinteesib nende asemele uued nukleotiidid. Siintees kestab seni, kuni
endonukleaas eemaldab eest liikatud oligonukleotiidi. LP-BER asendab kahjustunud ahelas 2-
12 nukleotiidi (Liu et al., 2007).

1.2.3. Fotoreaktivatsioon

Fotoreaktivatsioon avastati, kui margati, et UV kiirgusega kiiritatud seene Streptomyces griseus
eoste elumus suurenes kordades, kui neid hoida ndhtava valguse kées peale kiiritamist. Piisas
ainult monest minutist, et efekti ndha (Kelner, 1949). Fotoreaktivatsioon suudab parandada vaid
plirimidiini dimeere ning teeb seda kasutades ensiitimi nimega fotoliiaas (Oguma et al., 2001).
Fotoliiaase on leitud paljudest organismidest, kaasa arvatud arhedest, mistottu arvatakse, et
need on viga vanad reparatsioonivalgud, mis aitasid kaasa esimeste organismide tekkele, kui
Maal veel osoonikihti ei olnud (Carell ja Epple, 1998). Fotoreaktivatsiooni pohimdte seisneb
fotoliiaasi seondumisel piirimidiini dimeerile, peale mida kasutab ensiiiim ndhtava valguse
energiat, et dimeer kaheks monomeeriks lahutada. Fotoliiaas voib seonduda DNA kahjustusele
ka pimedas. Fotoreaktivatsioon on vdga hea DNA parandamise siisteem, sest ei 1dhu DNA
ahelat, ei kasuta kahjustuse parandamiseks ATP energiat ning parandab DNA kahjustuse vigasid
tegemata (Sutherland, 1981). Fotoliiaasi geen on leitud ka Pseudomonas perekonna bakteritel,

k.a. P. fluorescens (Gunasekera ja Sundin, 2006; Kim ja Sundin, 2001).
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1.3. DNA kahjustuste iilesiintees (translesion synthesis, TLS)

Kui DNA kahjustuste hulk rakus tduseb liiga suureks, nditeks rakkude UV kiiritamisel, ei saa
DNA reparatsioonisiisteemid kodigi kahjustustega hakkama ning osad neist jddvad ette
replikatsioonikahvlile (Fujii ja Fuchs, 2020). Replikatsioon ei peatu, kui kahjustus paikneb
DNA-viivisahelal, kuid kahjustusega Okazaki fragment jdetakse silinteesimata. Liiderahelal
jaetakse samuti kahjustusega koht vahele ning DNA siintees jitkub peale kahjustust, kus
poliimeraas alustab replikatsiooni uuest praimerist (joonis 1) (Heller ja Marians, 2006; Marians,
2018). Mdlemal juhul tekib kahjustust sisaldav iheahelaline DNA (ssDNA) 161k, mida tavalised
DNA reparatsioonisiisteemid parandada ei suuda (Fujii ja Fuchs, 2020). Tekkiv ssDNA
indutseerib rakkudes SOS vastuse, mis lubab lébi viia kahjustuste {ilesiinteesi, sest SOS vastuse
kdigus indutseeritakse muuhulgas ka spetsialiseerunud TLS (translesion synthesis)
poliimeraaside ekspressioon (Michel, 2005). Replikatsioonikahvli jdudmisel DNA kahjustusele
on olemas ka teine, poliimeraaside vahetuse mudel, mille kohaselt DNA replikatsiooni
peatumisel vahetatakse replikatiivne DNA Pol III vélja TLS poliimeraasi vastu, mis siinteesib
iile kahjustunud koha DNA-s, peale mida voetakse kasutusele jélle Pol III (joonis 1) (Fujii ja
Fuchs, 2004). TLS poliimeraasidel on unikaalsed aktiivsaidid, mistottu suudavad need ka
kahjustunud DNA-d replitseerida, kuid kuna matriitsahela nukleotiidid ei pruugi olla selgelt
loetavad, voib poliimeraas kahjustuse iilesiinteesi korral teha vigu ning tekitada nii mutatsioone

(Fuchs ja Fujii, 2013; Yang ja Gao, 2018).

Peatunud
replikatsioonikahvel

;}NDWDN

Kahjustuste tilesiintees Replikatsioonikahvli
(TLS) timberpo6rdumine Matriitsi vahetus

T\

N

Uue praimeri
kasutamine

Joonis 1. DNA replikatsiooniga seotud stressivastuste mehhanismid. Replikatsiooni takistavad
kahjustused (tdhistatud punase kolmnurgaga) peatavad ajutiselt replikatsioonikahvli edasi
litkkumise. Takistusi on vdimalik ,tolereerida“ kolme eristatava raja kaudu, et
replikatsioonikahvel uuesti to6le saada: kahjustuste iilesiintees (vasak), matriitsi vahetus voi
replikatsioonikahvli imberpd6érdumine (keskel) ja uue praimeri kasutamine (parem). Joonis on
voetud ja muudetud artiklist Quintet et al., 2021.
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Prokartiootide kahjustuste iilesiinteesis osalevad DNA poliimeraasid I, IV ja V (Goodman ja
Woodgate, 2013). Pol IV ja V kuuluvad Y-perekonna DNA poliimeraaside hulka, mille
replikatsioon on vigaderohke, millel on madal protsessiivsus ning millel puudub 3’-5’°
eksonukleaasne ehk vigu korrigeeriv aktiivsus (Fuchs ja Fujii, 2013; Ohmori et al., 2001).
Neljandat teadaolevat TLS poliimeraasi kodeerib imuABC geenikassett, mida leidub sellistes
bakterites, kellel puudub DNA Pol V (Abella et al., 2004; Erill, 2006). Kdigi nelja TLS
poliimeraasi ekspressiooni kontrollib SOS vastus (Abella et al., 2004; Goodman ja Woodgate,
2013). Jargnevalt kirjeldan tdpsemalt erinevaid TLS poliimeraase ning nende ekspressiooni

reguleerivat SOS vastust.

1.3.1. SOS vastus

SOS vastus kirjeldati bakteris E. coli, kuid sellele sarnaseid siisteeme on leitud ka viga paljudes
teistes bakterites. SOS vastust reguleerivad LexA ja RecA valgud (Erill et al., 2007).
Bakterirakkudes, kus DNA ei ole kahjustada saanud, kéitub LexA kui repressor seondudes
dimeerina selliste geenide operaatorjirjestusele, mis tegelevad DNA kahjustuste parandamise,
replikatsioonikahvli t66s hoidmise ja enneaegsest rakujagunemisest hoidumisega, takistades
nende ekspressiooni (Crowley ja Courcelle, 2002). Erinevatel LexA kontrolli all olevate
geenide operaatorjarjestustel on erinev afiinsus LexA suhtes, mis mdjutab seda, millal nende
ekspressioon DNA kahjustuse korral indutseeritakse (Butala er al., 2009). Kdige varem
indutseeritakse geenid, mis on seotud vigadeta DNA parandamisega, nditeks nukleotiidi
véljaldikamise siisteemi geenid uvrA, uvrB ja uvrD. Viimasena, alles 30-40 minutit peale DNA
kahjustamist, indutseeritakse DNA Pol V kodeeriv umuDC operon (Goodman ja Woodgate,
2013).

SOS vastuses osalevate geenide ekspressiooni indutseerimiseks on vaja iiheahelalist DNA-d,
mis tekib néditeks siis, kui rakk tiritab kahjustunud DNA-d replitseerida. ssDNA-le seonduvad
ATP juuresolekul RecA valgud, moodustades filamendi ning aktiveerides RecA (Neidhardt,
1996). Aktiveeritud RecA kiitub kui ko-proteaas ning stimuleerib LexA auto-proteoliiiisi
kaheks enam-vihem sama suureks osaks (Little, 1991). Loigatud LexA ei represseeri enam SOS

vastuse kdigus aktiveeritavaid geene ning nende geenide ekspressioonitase tduseb (Friedberg et

al., 2006b).

E. coli rakkudes on SOS vastuse ja LexA kaudu reguleeritud enam kui 40 erineva geeni

ekspressioon, mille hulka kuuluvad ka recA ja lexA (Courcelle et al., 2001; Friedberg et al,
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2006b). Kahjustamata E. coli rakkudes on umbes 1300 LexA ja 7200 RecA molekuli, mida on
piisavalt palju, et vajadusel indutseerida SOS vastus (Sassanfar ja Roberts, 1990). DNA
kahjustuste parandamisel iiheahelaline DNA kaob, ssDNA-RecA filamendid 16hutakse ning
LexA valke enam ei lagundata, mille t3ttu taastub rakkude tavapirane olukord (Friedberg et al,

2006b).

1.3.2. DNA poliimeraas II

E. coli DNA poliimeraas Il kuulub B-perekonna poliimeraaside hulka, mis on tuntud kui
vigadevabad poliimeraasid (Al Mamun ja Humayun, 2006). DNA Pol II replikatsioon on tépne,
sest omab 3’-5° eksonukleaasset aktiivsust, kuid Pol II suudab ldbi viia ka kahjustuste
iilesiinteesi (Cai et al., 1995). Pol II aktiivsaidi ldheduses on véikesed 6dnsused, kuhu
kahjustunud matriitsahel saab 1-2 nukleotiidiste lingudena minna ning nii replikatsioonist vélja
jééada (joonis 2) (Wang ja Yang, 2009). DNA Pol II suudab iilesiinteesida erinevaid UV kiirguse
jareaktiivsete hapnikuiihendite tekitatud DNA kahjustusi, kuid kdige olulisem Pol Il roll E. coli
rakkudes on replikatsioonikahvli taaskdivitamine, kui see on peatunud DNA kahjustuse tottu
(Escarceller et al., 1994; Masker et al., 1973; Rangarajan et al., 1999). Joonisel 2 toodud

replikatiivsete ja TLS poliimeraaside tunnused.

Replikatsioon TLS TLS Pol 11
(A, B, C perekond) (Y-perekond) (B-perekond)
N dNTP - dNTP N dNTP
=, N

P TP iar

Joonis 2. Tunnused, mis eristavad reparatsioonis osalevaid ja replikatiivseid poliimeraase.
Vasakul on kdrge tdpsusega poliimeraas, millel on véike poliimeraasi aktiivsait ja Exo vigu
korrigeeriv aktiivsus. Keskel on iseloomulik Y perekonna poliimeraas, millel on suur aktiivsait,
kuhu DNA kahjustusi mahutada, ning vigu korrigeeriv aktiivsus puudub. Paremal on Pol II,
millel on viikesed taskud matriitsahela kdrval, kuhu DNA kahjustused lingudena mahuvad,
ning viiksem vigu korrigeeriv aktiivsus erilise DNA jaotumise tottu. Vigu korrigeeriv aktiivsus
puudub tihti teistes A ja B perekonna TLS poliimeraasides. Joonisel tihistab T matriitsahelat
(template) ja P praimerit. Joonis on vdetud ja muudetud artiklist Wang ja Yang, 2009.
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1.3.3. DNA poliimeraas IV

dinB geenilt kodeeritud DNA Pol IV on TLS poliimeraas, mida leidub nii bakterites,
eukartiootides kui arhedes (Ohmori et al, 2001). E. coli Pol IV ei suuda iiksinda oma
poliimeraassest aktiivsust 1dbi viia, sest ei seondu DNA peale stabiilselt, kuid koostods DNA
Pol III libiseva klambriga muutub Pol IV protsessiivsemaks ning suudab kuni 400 nukleotiidi
jérjest siinteesida (Fuchs et al., 2004). In vitro suudab E. coli Pol IV teostada kahjustuste
iileslinteesi oksiideeritud voi amineeritud ldmmastikalustega DNA-le ning ka AP saite,
plirimidiini dimeere ja (6-4) fotoprodukte sisaldavale DNA-le. In vivo aga ei suuda Pol IV kdiki
kahjustusi iile siinteesida (Fuchs et al., 2004). Pseudomonas aeruginosa ja P. putida liikidel
osaleb Pol IV alkiiiilkahjustuste iilesiinteesis (Jatsenko et al., 2017). E. coli rakkudes on
taheldatud, et Pol IV ei osale UV kiirguse voi reaktiivsete hapnikuiihendite tekitatud kahjustuste

iilesiinteesis (McKenzie et al., 2001).

1.3.4. DNA poliimeraas V

umuDC operon kodeerib E. coli DNA Pol V, mis on kdige rohkem uuritud TLS poliimeraas.
DNA kahjustuste korral on Pol V iiks viimaseid valke, mille ekspressioon SOS vastuse kaudu
indutseeritakse (Janion, 2008). Pol V koosneb kahest RecA-ssDNA filamendi kaasabil 15igatud
UmuD’ valgust ja {ihest UmuC valgust (Bruck et al., 1996; Burckhardt et al., 1988). Lisaks
aktiveerib RecA-ssDNA filament UmuD’>C kompleksi, kandes iile ithe RecA-ATP molekuli
oma filamendi otsast UmuD’>C kompleksile (Jiang et al., 2009). Varasemalt arvati, et UmuD’>C
kompleks aitab replikatiivsel DNA poliimeraasil III kahjustusi iilesiinteesida, kuid siis leiti, et
vigaderohke DNA siintees on vdimalik ka ilma Pol III osaluseta ning UmuC on see valk, millel

on poliimeraasne aktiivsus (Reuven et al., 1999).

umuDC ortolooge leidub ka teistes bakteriliikides, nditeks bakterites P. syringae ja P. putida,
mille plasmiididel olevat UV-resistentsuse operoni kutsutakse rul4AB-ks (Sundin et al., 1996;
Tark et al., 2005). Varasemalt on ndidatud, et P. putida rulAB operoni ja E. coli umuDC operoni
ees olevad operaatorjérjestused on identsed ning rul4B ekspressiooni indutseerimiseks on vaja
RecA valgu olemasolu rakus (Tark et al., 2005). Oma suuruse ja konserveerunud aminohapete
jargi on RulA UmuD sarnane valk ning RulA valk omab sarnaselt UmuD-le spetsiifilist
dratundmisjérjestust RecA 10ikamisaktiivsuse ldbiviimiseks (Sundin et al., 1996). rulAB
operonid asuvad tihti plasmiidide peal, mistottu levivad need lihtsasti erinevate bakterite vahel

horisontaalse geeniiilekande kaudu (Zhang ja Sundin, 2004).
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1.3.5. ImuC

imuABC geenikassett on laialdaselt leitud selliste bakterite genoomidest, kelledel puudub DNA
Pol V ning vastutab nendes bakterites DNA kahjustuste {ilesilinteesi eest (Abella et al., 2004;
Erill, 2006). Geenikassett koosneb neljast geenist, lexA2, imuA, imuB ja imuC (varasema
nimetusega dnakE?2). lexA2 kodeerib teist koopiat SOS-vastuse repressorit LexA-d ja imuA
kodeerib valku, mis sarnaneb oma jérjestuselt natuke SulA ja RecA valkudele (Galhardo ef al.,
2005; Lujén et al., 2019). SulA inhibeerib rakujagunemist, kuid ImuA funktsioon kahjustuste
iilesiinteesis ei ole teada (Abella et al., 2004; Lujan et al., 2019). ImuC on madala
protsessiivsusega homoloog replikatiivsele DNA Pol IIl-le ja ImuB on homoloogne Y-
perekonna Pol IV poliimeraasiga, kuid selle kataliiiitilises saidis puuduvad poliimeraasse

aktiivsuse jaoks vajalikud aminohapped (McHenry, 2011; Warner et al., 2010).

ImuC on vigaderohke DNA poliimeraas Mycobacterium tuberculosis ja Caulobacter crescentus
bakteritiivede puhul, kus see vastutab UV kiirgusest tingitud DNA kahjustuste {ilesiinteesi eest
(Boshoff et al., 2003; Galhardo et al., 2005). ImuA v6i ImuB puudumine C. crescentus tiivest
muudab selle sensitiivseks UV kiirguse suhtes, mis viitab sellele, et mdlemad geenid on
vajalikud ImuC ldbiviidava UV kahjustuste iilesiinteesi jaoks (Galhardo et al., 2005). Kuna
ImuB-1 ei ole poliimeraasest aktiivsust kuid interakteerub libiseva klambriga, arvatakse, et
ImuB {iihendab erinevaid ImuC ldbiviidavas kahjustuste iilesiinteesis osalevaid valke

(McHenry, 2011).

Geenikassetti funktsionaalsuse osas on leitud ka vastandlikke tulemusi. Naiteks P. putida puhul
on UV kiirgusest tingitud kahjustuste parandamisel mutageenseks poliimeraasiks hoopis ImuB
ning ImuC on sellisel juhul pigem antimutaator ja ei osale mutatsioonide tekkes (Koorits ef al.,
2007). Teisalt on leitud, et ImuC osaleb P. putida alkiitilkahjustuste parandamisel ning ImuB
vOi ImuC puudumine muudab tiive tundlikuks erinevatele alkiiiilivatele iihenditele (Jatsenko et

al., 2017).

1.4. Mutatsioonid, nende tiiiibid ja teke bakterites

Mutatsioonid on muutused DNA jérjestuses, tavaliselt geeni sees. Mutatsioonid vdivad olla
asendusmutatsioonid, kus asendatakse DNA jarjestuses olev nukleotiid teise nukleotiidi vastu,
vai insertsioonid ja deletsioonid, kus viike DNA 161k lisatakse v3i eemaldatakse genoomist.

Asendusmutatsioonid vdivad olla stinoniilimsed, mis ei muuda valgu aminohappelist jérjestust,
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vOi missenss- ja nonsenssmutatsioonid, mille puhul vastavalt muutub valgus olev aminohape
voi tekib enneaegne stoppkoodon. Insertsioonid ja deletsioonid muudavad valgu lugemisraami
ning peaaegu alati muudavad geeni funktsiooni. Mutatsioonid vdivad tekkida ka geeni
regulatoorsetes alades, mis seejdrel hakkavad mojutama geeni ekspressiooni (Schroeder et al.,

2018).

Mutatsioonid tekivad spontaanselt voi erinevate stressorite tottu. Spontaansed mutatsioonid
tekivad DNA replikatsiooni vigadena, kui replikatiivne poliimeraas sisestab DNA ahelasse
nukleotiide, mida selle 3°-5° eksonukleaasne aktiivsus vigadena ei tuvasta (Schroeder et al.,
2018). Sellised nukleotiidid voivad olla niiteks okslideerunud, nukleotiidide tautomeersed
vormid, mis ebakorrektse Watson-Crick paardumise korral on oma ehituselt sarnased digesti
paardunud nukleotiididega voi ribonukleotiidid desoksiiribonukleotiidide asemel (Harris ef al.,
2003; Yamada et al., 2012; Yao et al., 2013). Spontaansed mutatsioonid tekivad véga harva,
iihes generatsioonis toimub iiks spontaanne mutatsioon 10° vdi 10'° nukleotiidi kohta, mis
kinnitub, kui viga enne jirgmist replikatsiooni ei parandata (Schroeder et al., 2018).
Indutseeritud mutatsioonide puhul vdimendub mutatsioonisagedus TLS poliimeraaside tdttu
vastusena monele mutageensele iihendile, mis aktiveerib SOS vastuse (Foster, 2007). Lisaks
DNA kahjustustele tdstab mutatsioonisagedust ka niiteks toitainete puudus, korge pH ja
kokkupuude antibiootikumidega (Blazquez et al., 2018; Bridges, 1994; Musarrat ja Ahmad,
1988). TLS poliimeraaside tekitatud mutatsioonisagedus on korge, kuni iiks mutatsioon 100

nukleotiidi kohta (Henrikus et al., 2018).

Mutatsioonide teke on osa evolutsioonist, sest mutatsioonid muudavad organismide
kohastumust. Tavaliselt on tekkivad mutatsioonid organismidele n6 kahjulikud ning kasulikud
mutatsioonid tekivad harva (Perfeito ef al., 2007). Samas on mutatsioonide teke vajalik, sest
bakterite toimetuleku seisukohast kasulikud mutatsioonid aitavad bakteritel muutuvas
elukeskkonnas paremini hakkama saada (Schroeder et al., 2018). TLS poliimeraaside
kasutamine DNA kahjustuste tilesiinteesis ja sellest tingitud mutatsioonisageduse tdus on seega
valik, mille bakterid on langetanud suurenenud ellujiimise ja potentsiaalselt kahjulike

mutatsioonide tekke vahel (Smith ja Walker, 1998).

Enamasti on TLS poliimeraaside ldbiviidava replikatsiooni tulemuseks UV kahjustuste jargselt
C — T vdi CC — TT asendusmutatsioonid (Brash et al., 1991). (6-4) fotoproduktid tekitavad
E. coli rakkude DNA-s T — C asendusi kohtades, kus on kdrvuti kaks tiimiini (Ikehata ja Ono,

2011). DNA deamiinimise tottu muutub tsiitosiin uratsiiliks, mille replitseerimisel siinteesitakse
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sellele vastu adeniin ning toimub GC — AT asendusmutatsioonide teke (Schroeder et al., 2018).
AP-saitide siinteesimisel replitseerib DNA Pol V ilma l&dmmastikaluseta kohale vastu tavaliselt

A nukleotiidi, tekitades asendusmutatsioone (Reuven et al., 1998).

1.5. Testsiisteemid mutantide tekkesageduse uurimiseks bakterites

Bakterite mutatsioonisagedust saab méaarata fluktuatsiooni testidega, kus méératakse mutantide
arv paralleelkultuurides, millele jérgneb paralleelide jaotuse analiilisimine, et maédrata
mutatsioonisagedus (Rosche ja Foster, 2000). Erinevaid mutantide tekkesagedusi tuvastavaid
testslisteeme on palju, niiteks saab P. putida tiive puhul uurida statsionaarses kasvufaasis oleva
kultuuri mutatsioonisagedust kui viia tiivesse promootorita fenooli lagundamist vdimaldavaid
pheBA geene sisaldav plasmiid ning seejdrel kasvatada tiive s06tmel, kus ainukeseks
stisinikuallikaks on fenool. Sellisel juhul saavad fenooli sisaldaval tardsddtmel kasvama hakata
ainult need mutandid, kelledel on tekkinud mutatsioon pheBA geenide eelsesse alasse, mis
voimaldab pheBA geenide aktiveerumise (Kasak et al., 1997). E. coli tiives FC40 uuritakse
mutatsioonisagedust laktoosi kasutuselevotuga, sest ilma mutatsioonide tekketa ei suuda see
tivi laktoosi minimaals6dtmel kasvada (Foster, 2007). Kéesolevas t66s kasutati
mutatsiooniprotsesside uurimiseks rifampitsiini resistentsuse tekkel pohinevat testsiisteemi,

mida kirjeldan tdpsemalt.

1.5.1. Rifampitsiini  resistentsuse tekkel pohinev testsiisteem  (Rif®/rpoB)

mutatsiooniprotsesside uurimiseks bakterites

Rifampitsiin (Rif) on laia toimespektriga antibiootikum, mille vastu bakterid sagedasti
resistentseteks muutuvad. Rifampitsiin seondub bakterite 7poB geeni kodeeritud RNA
poliimeraasi B-subiihikule ning blokeerib RNA siinteesi, mis on rakkudele surmav (Campbell
et al., 2001). Asendusmutatsioonid voi véga lithikesed insertsioonid voi deletsioonid rpoB
geenis muudavad B-subiihiku konformatsiooni, mille tulemusel rifampitsiin ei saa enam
ensiilimile seonduda ning rakud muutuvad resistentseteks antud antibiootikumi suhtes. Suurem
osa asendusmutatsioonidest, mis muudavad bakterid rifampitsiinile resistentseks, klasterduvad

véikesele regioonile 7poB geenis (Garibyan, 2003).

Rifampitsiini resistentsuse tekkel pohinevat testsiisteemi kasutatakse eksponentsiaalses
kasvufaasis tekkivate mutatsioonide uurimiseks. Kuna testsiisteem pdhineb antibiootikumi

vastu resistensuse tekkimisel, peavad vajalikud mutatsioonid toimuma enne rakkude plaatimist
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selektiivsodtmele. Rifampitsiini resistentsuse tekkel pShinevat testsiisteemi saab kasutada ka

pseudomonaadide mutantide tekkesageduse uurimiseks (Garibyan, 2003; Jatsenko et al., 2010).
1.6. Pseudomonas fluorescens tiivi PC20

Eestis kasutatakse elektri tootmiseks podlevkivi, kuid selle meetodi kdrvalsaaduseks on tekkivad
tuhamied, millest tulenev vesi liigub limbritsevatesse jogedesse ning reostab need fenoolsete
ithenditega. Heinaru et al. (2000) uuringu kéigus isoleeriti Kirde-Eestis reostunud joe- ja
mereveest fenooli ja p-kresooli lagundavaid baktereid. Kokku isoleeriti 39 tiive, mis nimetati
tiivedeks PC1 kuni PC39 selle jirgi, et nad lagundavad fenooli (phenol) ja kresooli (p-cresol).
Uheks isoleeritud tiiveks oli Pseudomonas fluorescens PC20, mis hilisema t66 kiigus on

sekveneeritud.

Ilmjérv et al. 2017 aastal avaldatud t60s uuriti seda, kas erinevatel ksenobiootilisi aineid
lagundavatel keskkonnabakteritel on kdrgenenud mutatsioonisagedus, mis annaks neile
evolutsioonilise eelise teiste bakterite ees. Uheks uuritavaks tiiveks osutus P. fluorescens PC20.
Kuna mutatsioonisagedus tduseb, kui bakterid kasutavad TLS poliimeraase, uuriti tiivede Rif®
mutantide tekkesagedust peale nende kiiritamist UV kiirgusega ning tiivel P. fluorescens PC20
ilmnes mutageneesi fenotiilip. Vottes arvesse seda tulemust ja seda, et tlivi on varem samas
laboris sekveneeritud, otsustati tiive sekveneerimisandmetest otsida, kas tiives voiks leiduda
TLS poliimeraase Pol V vdi ImuC kodeerivaid geene. Leiti, et {illatavalt on tiivel olemas nii
imuABC operoni kodeeriv jdrjestus kui ka kolm koopiat Pol V kodeerivat ru/AB operonide
jérjestust. Kahe rul4B operoni jéarjestus (rulABI ja rulAB2) paikneb bakteri kromosoomis ja
kolmas asub plasmiidil pG20.

rulAByc20 operon sarnaneb oma DNA jérjestuselt P. putida pWWO plasmiidil oleva rulAB
geenijédrjestusega ning kaks kromosoomis asuvat rul4B operoni on omavahel sarnased, kuid
vihem sarnased rulAByc20-ga. Uurides ldhemalt tiive PC20 RulA ja RulB jérjestusi, leiti, et neil
on olemas kdik E. coli DNA Pol V domiinid ning ka kdik Pol V kataliiiitiliseks aktiivsuseks
vajalikud aminohapped (vilja arvatud RulB 72. aminohape). Lisaks on tiive PC20 ImuC-I
olemas kataliiiitiliseks aktiivsuseks vajalikud aminohapped. Koikide P. fluorescens tiives PC20
olevate TLS poliimeraaside ekspressioon on indutseeritav mitomiitsiin C tekitatud DNA
kahjustustega. Neid andmeid kokku vottes voib eeldada, et kdik P. fluorescens PC20 tiives
olevad rulAB operonid ja imuABC on funktsionaalsed (Ilmjdrv et al., 2017). Seetottu tekkis
vajadus ladhemalt uurida, kas ja milline neist kolmest P. fluorescens PC20 tiives leitud rul/AB

operonidest voiks olla funktsionaalne.

18



2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. To0 eesmiirgid

Meie to0grupp on varasemalt genoomi sekveneerimisandmete analiilisimisel leidnud, et
fenoolsete iihenditega saastunud veekeskkonnast isoleeritud bakteril P. fluorescens tiivel PC20
on nii imuABC operoni kodeerivad geenid kui ka huvitaval kombel suisa kolm ru/4AB geenide
koopiat (Ilmjérv et al., 2017). Identifitseeritud rulAB geenidest kaks (rulAB1 ja rulAB2)
paiknevad kromosoomis ja iiks plasmiidil pG20. Samuti leiti, et DNA kahjutused indutseerisid
rulAB geenide transkriptsiooni. Kuna eelnevad uuringud viitasid sellele, et P. fluorescens PC20
tiive rulAB geenid voiksid toimida kui Pol V, siis sai antud bakalaureusetdd eesmirgiks
tapsemalt vilja selgitada, kas ja milline kolmest P. fluorescens tiives PC20 leiduvast rul/AB

geenidest voiks olla funktsionaalne.

rulAB geenide funktsionaalsuse vélja selgitamiseks kloneeriti P. fluorescens kromosomaalsed
rulAB1 ja rulAB2 geenid ning plasmiidil pG20 paiknev rulAB geen igaiiks eraldi vastavasse
testplasmiidi. Kuna antud eksperimentaalse to66ga ehk ru/4AB geenide kloneerimisega plasmiidi
koosseisu oli juba moned aastad tagasi algust tehtud, ent t66 oli seiskunud, sai esimeseks
iilesandeks tuvastada, kas olemasolevate plasmiidsete konstruktide seas on olemas kdik kolm
rulAB geenide jirjestusi sisaldavad plasmiidid. Selgus, et puudu oli rulAB1 geenide jirjestust
sisaldav plasmiid, mistdttu tuli P fluorescens tiive rulAB1 geenid kloneerida plasmiidi
koosseisu. Vastavaid rulAB geene sisaldavad plasmiidid viidi igaiiks eraldi kontrolltiivesse P
putida PaW85 ning uuriti UV kiirguse taluvust erinevatele rakendatud UV doosidele ja UV

kiirgusest tingitud mutantide tekkesagedust.

UV kiirgusest tingitud mutantide tekkesageduse méédramiseks kasutati rifampitsiini
resistentsuse tekkel baseeruvat kromosomaalset rpoB/RifR testsiisteemi. Samuti oli eesmérgiks
vélja selgitada kuidas mojutab P. fluorescens tiive PC20 rulABI, rulAB2 ja plasmiidse pG20
rulAB geenide puudumine (nii liksi kui mitmekesi) PC20 tiive UV taluvust, spontaanset
mutantide tekkesagedust ja UV kiirgusest indutseeritud mutantide tekkesagedust kasutades

rifampitsiini resistentsuse tekkel baseeruvat kromosomaalset rpoB/Rif® testsiisteemi.
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2.2. Materjal ja metoodika
2.2.1. Kasutatud sootmed, plasmiidid ja bakteritiived

Baktereid kasvatati LB (Luria-Bertani) tdissootmes (Miller, 1992) vo6i M9 baasil tehtud
minimaalsootmes (Adams, 1959). Minimaalsodde koosnes 1 x M9-st, kuhu lisati
mikroelementide lahust 2,5 ml/l, aminohapete hiidroliisaati (casamino acids, CAA) koos L-
triiptofaaniga (20 pg/ml) ja gliikoosi, mdlemaid Idppkontsentratsiooniga 0,2%. Tards6dde
sisaldas 15 g/l agarit. Bakteritiivede ja plasmiidide selektsiooniks lisati vajadusel so6tmesse
antibiootikume kanamiitsiin (Km; 50 pg/ml) voi rifampitsiin (Rif; 100 pg/ml). P. putida ja P.
fluorescens tiivesid kasvatati temperatuuril 30 °C, E. coli temperatuuril 37 °C. Vedelsodtmes
kasvatamisel aereeriti kultuure loksutil (180 pddret minutis). To0s kasutatud bakteritiived ja

plasmiidid on esitatud tabelis 1.

Tabel 1. T60s kasutatud bakteritlived ja plasmiidid.
BAKTERITUVI ISELOOMUSTUS ALLIKAS

Escherichia coli

DH5a supE44  AlacUI169 (80 lacZAM15) | (Miller, 1992)
recAl endAl hsdRI17 thi- 1 gyrd96
relAl

Pseudomonas putida

PaW85 Saadud PaW1 tiivest TOL plasmiidi | (Bayley et al., 1977)

pWWO kaotamise kaudu. Kasutatakse

paljudes laborites mudeltiivena

PaW1 P putida tivi, mis sisaldab TOL | (Bayley et al., 1977)
plasmiidi pWWO

PaWrulAB PaW1l pWWO plasmiidilt périt rulAB | (Tark et al., 2005)
geenid on kantud PaW85 kromosoomi

PaW85[pSEVA] PaW85, mis sisaldab pSEVA plasmiidi | Kéesolev t66
(Km")

PaW85[pSEVArulABI] PaW85, mis sisaldab pSEVA plasmiidi, | Kéesolev t66
millesse on sisestatud P fluorescens
PC20 kromosoomist pirit rulABI
operon (KmR)
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PaWS85[pSEVArulAB2]

PaW85, mis sisaldab pSEVA plasmiidi,
millesse on sisestatud P fluorescens
PC20 kromosoomist rulAB2

operon (KmR)

parit

Kiéesolev t66

PaW85[pSEVArulAB,c:20]

PaW85, mis sisaldab pSEVA plasmiidi,
millesse on sisestatud P fluorescens
PC20 pG20 plasmiidilt parit rulAB
operon (KmR)

Kéesolev t66

Pseudomonas fluorescens

PC20

Joeveest eraldatud fenooli ja p-kresooli

(Heinaru et al., 2000)

lagundav bakter

PC20 ArulAB1 PC20 tiivi, mille kromosoomist on | Signe Saumaa
eemaldatud rulAB1 operon

PC20 ArulAB2 PC20 tiivi, mille kromosoomist on | Signe Saumaa
eemaldatud rulAB2 operon

PC20 ArulAB,c:20 PC20 tiivi, mille plasmiidilt pG20 on | Signe Saumaa
eemaldatud rulAB operon

PC20 ArulAB1ArulAB2 PC20 tiivi, mille kromosoomist on | Signe Saumaa
eemaldatud nii rulAB1 kui ka rulAB2
operonid

PLASMIID ISELOOMUSTUS ALLIKAS

pSEVARK2 Multikloonimissaiti sisaldav plasmiid | (Silva-Rocha et al.,
(KmR®) 2013)

pKSrulAB1 P. fluorescens PC20 tiive kromosoomist | Tanel [lmjarv
rulAB1 operon kloneeritud pBluescript
KS(+) vektorisse, Nofl saidis (AmpR)

PSEVArulABI pSEVA plasmiid, mille Nofl saiti on | Kdesolev t60
kloneeritud PC20 kromosoomist parit
rulAB1I operon (Km®)

pSEVArulAB2 pSEVA plasmiid, mille Nofl saiti on | Tanel Ilmjarv

kloneeritud PC20 kromosoomist parit

rulAB2 operon (Km®)
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PSEVArulAB,6:20

rulAB operon (Km®)

pSEVA plasmiid, mille Notl saiti on
kloneeritud PC20 plasmiidilt pG20 périt

Tanel Ilmjarv

2.2.2. Poliimeraasi ahelreaktsioon (PCR)

Poliimeraasi ahelreaktsiooni kasutati konstrueeritud plasmiidide ja bakteritiivede kontrolliks.

PCR viidi 1dbi reaktsioonisegus, mis sisaldas 1x DreamTaq Green puhvrit (Thermo Scientific),

0,2 mM nukleotiide, 10 pmol praimereid (Tabel 2) ning 0,5 U Taq poliimeraasi (J. Sedmani

labori toode). Reaktsioonisegusse lisati paljundatava DNA-na viikene kogus bakterirakke voi

plasmiidset DNA-d. Reaktsioonisegu viidi mahuni 20 pl autoklaavitud milliQ veega.

Reaktsioonisegudele teostati PCR kasutades ,,Eppendorf* firma PCR masinaid, reaktsiooni

etapid olid jargmised:

1) eelsoojendamine 96 °C, 3 minutit,

2) denaturatsioon 96 °C, 30 sekundit,

3) praimerite seondumine 62 °C, 30 sekundit,
4) DNA ahelate siintees 72 °C, 3 minutit ja 10 sekundit,

5) Jéarelsiintees 72 °C, 2 minutit.

Etappe 2-4 korrati 30 korda.

Tabel 2. T60s kasutatud praimerid.

NIMETUS | JARJESTUS ISELOOMUSTUS JA
SEONDUMISKOHT

PS1 5’-AGGGCGGCGGATTTGTCC-3” pSEVA universaalpraimer, kasutati
sekveneerimiseks ja  plasmiidi
olemasolu tuvastamiseks

PS2 5’-GCGGCAACCGAGCGTTC-3’ pSEVA universaalpraimer, kasutati
sekveneerimiseks ja  plasmiidi
olemasolu tuvastamiseks

2.2.3. Geelelektroforees

Plasmiidse DNA, restriktsioonifragmentide ja PCR produktide visualiseerimiseks kasutati

geelelektroforeesi. Kuna PCR teostati DreamTaq Green puhvris, ei olnud PCR produktide
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visualiseerimiseks vaja foreesivarvi lisada, kuid plasmiidse DNA ja restriktsioonifragmentide
reaktsioonisegude visualiseerimiseks lisati 4 pl foreesivarvi (0,04% broomfenoolsinise lahus
50%-lises gliitseroolis) 20 ul reaktsioonisegu kohta. Proovid kanti 1% agaroosgeelile, mis
sisaldas 0,4 pg/ml etiidiumbromiidi. DNA fragmentide suuruse méairamiseks kasutati DNA
markerit Zipruler Express DNA Ladder 2 (Thermo Scientific). Elektroforees viidi ldbi
toatemperatuuril 1x TAE puhvris (sisaldab 50 mM Tris-atsetaati, ] mM EDTA; pH 8,2) pingel

130 V. Tulemusi visualiseeriti UV valguses, kasutades Uvitec Cambridge Uvidoc HD6 masinat.

2.2.4. DNA sadestamine

Plasmiidse DNA sadestamiseks lisati DNA-d sisaldavale segule 1/10 mahust 5 M NaCl lahust
ja 2,5 mahtu kiilma 96% etanooli. Saadud segu hoiti umbes tund aega -20°C juures, peale mida
tsentrifuugiti segu 20 minutit toatemperatuuril tdispdoretel, kasutades ,,Eppendorf MiniSpin*
tsentrifuugi (12000 x g). DNA sademelt eemaldati supernatant, lisati 100 pl kiilma 75% etanooli
ning tsentrifuugiti 10 minutit samadel pdoretel. Viimast etappi korrati veel liks kord, kuid
seekord tsentrifuugiti proove 5 minutit. DNA sademelt eemaldati etanool ning sellel lasti

kuivada 37 °C juures. Sadestatud DNA lahustati autoklaavitud milliQ vees.

2.2.5. DNA restriktsioon

pKSruldB1 vektorist rulAB1 geenide viimiseks pSEVA vektorisse teostati mdlemale vektorile
restriktsioonireaktsioon. Selleks valmistati 20 pl restriktsioonisegud, mis sisaldasid 1x
FastDigest reaktsioonipuhvrit (Thermo Scientific), 5 U Notl restriktaasi ja 1digatavat DNA-d.
Restriktsioonisegud viidi mahuni 20 pl milliQ veega. Reaktsioonisegusid hoiti 25 minutit 37
°C termostaadis, kuid 15 minuti méddumisel lisati pSEVA vektorile juurde 1 U FastAP aluselist
fosfataasi (Thermo Scientific), et viltida restriktaasiga avatud plasmiidi kokku ligeerumist.
Ensiiiimide Nofl ja FastAP t00 peatamiseks tdsteti proovid 5 minutiks 80 °C termostaati.
Seejdrel toimus restriktsioonisegude sadestamine ning ligeerimisreaktsiooni teostamine

(Materjal ja metoodika 2.2.4 ja 2.2.6).
Varem kloneeritud plasmiidide kontrollimiseks teostati samasugused

restriktsioonireaktsioonid, kuid nendele FastAP tootlust ei tehtud. Plasmiidse DNA 16ikust

kontrolliti geelelektroforeesiga (Materjal ja metoodika 2.2.3).
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2.2.6. DNA ligeerimine

rulAB1 geenide ligeerimiseks pSEVA plasmiidi viidi ldbi ligaasireaktsioon. 20 pl ligaasisegu
sisaldas peale ligeeritavate DNA-de 1x T4 ligaasipuhvrit (Thermo Scientific), 1 mM ATP-d ja
1 U T4 ligaasi (Thermo Scientific). Ligaasisegu viidi mahuni 20 pl milliQ veega. Reaktsioon
toimus 1ile6d toatemperatuuril. Reaktsiooni 10petamiseks hoiti segu 20 minutit 65 °C
termostaadis, millele jargnes ligaasisegu sadestamine (Materjal ja metoodika 2.2.4). Sadestatud

DNA lahustati milliQ vees ja elektroporatsiooni teel bakterirakkudesse.

2.2.7. Kloneerimine

Kloneerimiseks vajaliku DNA fragmendi ja kloneerimisvektori saamiseks toddeldi neid Notl
restriktaasi (Thermo Scientific) ja pSEVA plasmiidi FastAP aluselise fosfataasiga (Thermo
Scientific) (Materjal ja metoodika 2.2.7). Oige suurusega DNA fragmendi kiittesaamiseks
teostati geelelektroforees. Agaroosgeelis olev DNA fragment, milles sisaldus ru/4ABI geenide
jérjestus, eraldati kasutades firma Macherey-Nagel ,,NucleoSpin Gel & PCR Clean-Up*
protokolli. Seejérel teostati ligeerimisreaktsioon, peale mida sadestati DNA, mis voeti liles
milliQ vees. Ligeerimisproduktide paljundamiseks viidi need elektroporatsiooni teel E. coli

DH5a tiivesse ja kiilvati selektiivsootmele. Kloneerimise digsuse kontrollimiseks teostati PCR

2.2.8. Elektroporatsiooni jaoks kompetentsete rakkude valmistamine ja elektroporatsioon

Elektroporatsiooni jaoks kompetentsete E. coli rakkude tegemiseks kasvatati tiive iile66 LB
s66tmes 37 °C loksutil. Seejdrel tehti kultuurist 25-kordne lahjendus vérskesse LB so6tmesse
ning kasvatati kuni kultuuri optiline tihedus jdi vahemikku Asg0=0,6-0,8. Kdoik rakud
tsentrifuugiti pdhja toatemperatuuril 45 sekundi jooksul tdispddretel 12000 x g, kasutades
,2Eppendorf MiniSpin“ lauatsentrifuugi. Rakkude pealt eemaldati s66de, misjdrel pesti neid
kolm korda 1 ml 10% gliitseroolis. Kogu t66 kéigus hoiti rakke pidevalt jdal. Kompetentsed

rakud suspendeeriti 100 pl 10% gliitseroolis.

Elektroporatsiooniks kompetentsete P. putida rakkude tegemiseks kasvatati tiive iile66 LB
s66tmes 30 °C loksutil. Uledd kasvanud bakterikultuuri vdeti 400 pl ning rakud tsentrifuugiti
pohja 45 sekundi jooksul tdispooretel 12000 x g kasutades ,,Eppendorf MiniSpin®
lauatsentrifuugi. Rakkude pealt eemaldati s66de ning rakke pesti kolm korda 1 ml 300 mM

sahharoosilahuses. Kompententsed rakud suspendeeriti 300 pl 300 mM sahharoosilahuses.
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Elektroporatsiooni jaoks segati omavahel kompententsed rakud ja ~100 ng plasmiidset DNA-
d. Saadud segu pipeteeriti elektroporatsioonikiivetti ning teostati elektroporatsioon kasutades
,,Bio-Rad MicroPulser* elektroporaatorit pingel 2500 V. Elektroporatsiooni lédbinud rakud
suspendeeriti 1 ml LB vedels6otmes ning kasvatati 2 tundi 37 °C (E. coli) voi 30 °C (P. putida)
loksutil, peale mida tsentrifuugiti rakud pohja, eemaldati enamus osa s60tmest ja allesjadanud

ligikaudu 100 pl LB s66tmes suspendeeritud rakud ning plaaditi selektiivsddtmele.

2.2.9. Plasmiidse DNA eraldamine

Plasmiidi sisaldavat E. coli bakteritiive kasvatati iile6o0 5 ml LB so6tmes 37°C loksutil.
Bakterite sootmest kittesaamiseks tsentrifuugiti kogu kultuur pShja 45 sekundi viltel
taispooretel (12000 x g) lauvatsentrifuugiga ,,Eppendorf MiniSpin®“. Rakkudest eraldati
plasmiidne DNA jirgides FavorPrep Plasmid DNA Extraction Mini Kit protokolli.

2.2.10. Sekveneerimine

Kloneerimise tulemusena saadud konstruktide digsuse kontrollimiseks teostati peale koloonia-
PCR ja plasmiidse DNA eraldamisel saadud plasmiidide restriktsioonianaliiiisi ka DNA
jarjestuste kindlaks tegemiseks sekveneerimine. Esmalt teostati vastav PCR reaktsioon,
misjdrel toddeldi PCR produkte 1 U FastAP aluselise fosfataasiga ja 2,5 U Exol nukleaasiga, et
eemaldada PCR reaktsioonisegust allesjddanud praimerid ja nukleotiidid. Reaktsioonisegu hoiti

30 minutit 37 °C juures ning ensiitimide inaktiveerimiseks hoiti segu 15 minutit 80 °C juures.

Sekveneerimiseks valmistati proovid kasutades BigDye Terminator v3,1 Cycle Sequencing Kit-
i (Applied Biosystems). 10 pl reaktsioonisegu sisaldas 1 pl todtluse ldbinud PCR produkti, 0,7
ul BigDye premixi (BigDye PR-100 mix v3.1), 2 pl 5x lahjenduspuhvrit (200 mM Tris pH 9,0;
6 mM MgCl,) ning 1,6 pmol praimerit (PS1 vai PS2, tabel 2). Reaktsioonisegu viidi mahuni 10
ul milliQ veega. Reaktsioon viidi 14bi PCR masinas (Eppendorf) ning etapid olid jargmised:

1) denaturatsioon 95 °C, 15 sekundit,

2) praimerite seondumine 50 °C, 15 sekundit,

3) DNA siintees 60 °C, 45 sekundit.
Koiki etappe korrati 30 korda.
Reaktsiooni ldbinud proovid sadestati. Selleks lisati proovidele 2,5 ul 125 mM EDTA ja 30 pl
-20 °C 96% etanooli, proove hoiti toatemperatuuril 15 minutit. Seejérel tsentrifuugiti proove 15

minuti jooksul toatemperatuuril tdispooretel 12000 x g, kasutades firma ,,Eppendorf
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tsentrifuugi 5430. Tsentrifuugitud proovidel lasti kuivada, misjdrel lisati 30 pl 75% etanooli
ning tsentrifuugiti uuesti 10 minutit samadel pdoretel. Viimast etappi korrati veel iihe korra.
Tsentrifuugitud proovidel lasti tdielikult kuivada ning need voeti iiles 10 pl 70% formamiidis.
Sekveneerimise teostas Tartu Ulikooli genoomika instituudi tuumiklabor ning saadud jirjestusi

analiiiisiti esmalt BioEdit ja seejérel UniProt ClustalO ja BLAST programme kasutades.

2.2.11. UV-C Kkiirguse taluvuse méiaramine

Selleks et saada teada, kuidas UV kiirgus mdjutab bakteritiivede ellujadmist, madrati nende UV-
taluvus erinevatel kiirgusdoosidel. Katses kasutatud tiivesid kasvatati iile6o gliikoosi ja CAA-
d sisaldavas M9 minimaalsdotmes. Tilivedest tehti kiimnekordsed lahjendusteread 1 x M9
lahuses, mis kiilvati tilkkiilvi meetodil 10 pl kaupa gliikoosi sisaldavatele minimaaltassidele
(vesiagarisse lisatud 10 x M9 (16ppkontsentratsioon s66tmes 1 x M9), mikroelemendite lahus
2,5 ml/l ja gliikkoos 16ppkontsenratsiooniga 0,2%). Kuivanud tilkadega tasse kiiritati UV-C
kiirgusega (254 nm) kasutades firma Capitol Scientific CX-2000 Crosslinker masinat
kiirgusdoosidel 5, 10, 20 ja 30 J/m?. Elusrakkude arvukuse méaramiseks jdeti tassid kiiritamata.
Tasse inkubeeriti 48 tundi 30 °C termostaadis, misjdrel loendati tekkinud kolooniad. Kolooniate
arvu pohjal arvutati elusrakkude hulk 1 ml-s kolooniaid moodustava tihikuna (Colony Forming
Unit, CFU). Kiiritamisel ellujddnud rakkude osakaal arvutati CFU alusel protsentides,
kasutades jérgnevat valemit:

o ellujaanud rakkude arv/ml
ellujaanud rakkude osakaal = X 100%
elusrakkude arv/ml

2.2.12. P. putida ja P. fluorescens spontaansete rifampitsiini-resistentsete (Rif®) mutantide
tekkesageduse midramine Rif®/rpoB testsiisteemiga (fluktuatsiooni test)

Spontaansete mutantide tekkesageduse méédramiseks eksponentsiaalse kasvufaasi rakkudes
kasutati Rif*/rpoB testsiisteemi. Selleks kasvatati tiivesid esmalt 6 tundi 30 °C loksutil (180
rpm) M9-gliikkoos-CAA minimaalsdotmes, kuni bakterirakud saavutasid hilise logaritmilise
kasvufaasi. Peale seda tehti kultuuridest 10° lahjendus virskesse M9-gliikoos-CAA so6tmesse.
Tehtud lahjendus jaotati 2,35 ml kaupa katseklaasidesse ning kultuure kasvatati 30 °C loksutil
(180 rpm) 20 tundi. Seejérel plaaditi igast kultuurist 500 pl LB-Rif tassidele ning tasse
inkubeeriti 30 °C juures. Tassidelt loendati tekkinud Rif® kolooniad 24 ja 48 tunni méodudes,

P. fluorescens PC20 tiivedega tassidelt ka 72 tunni méodudes, sest see tiivi kasvab aeglasemalt.
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Tiivede iildise elumuse méidramiseks tehti kultuuridest lahjendusteread 1 x M9 puhvrisse, mis
kiilvati tilkkiilvi meetodil 10 pl kaupa LB tassidele. Tasse inkubeeriti 24 h toatemperatuuril,
misjdrel loendati neilt tekkinud kolooniad ning mdéérati elusrakkude CFU. Spontaanselt

tekkinud Rif® mutantide tekkesageduse méaaramiseks kasutati jargmist valemit:

mutantide arv/ml

mutantide sagedus = elusrakkude arv/ml

2.2.13. P. putida ja P. fluorescens UV Kiirgusest tingitud rifampitsiini-resistentsete (Rif®)
mutantide tekkesageduse mairamine Rif®/rpoB testsiisteemiga (fluktuatsiooni test)

UV kiirgusest tingitud mutantide tekkesageduse madramiseks kasutati Rif¥/rpoB  testsiisteemi,
vottes aluseks Ilmjarv et al. (2017) artikli. Katses uuritavaid tlivesid aereeriti iile66 30 °C
loksutil (180 rpm) M9-gliikoos-CAA so6tmes. Uledd kasvanud kultuurist tehti 100-kordne
lahjendus 20 ml virskesse sootmesse ning kasvatati loksutil, kuni kultuuri optiline tihedus jai
vahemikku 0,6-0,8 (ODsgo). Seejirel valati 11 ml kultuuri steriilsele Petri tassile. Petri tassil
olevaid rakke kiiritati UV-C kiirgusega doosil 5 J/m?. Kiiritatud tassilt pipeteeriti kultuurid 1,6
ml kaupa katseklaasidesse, mida kasvatati iiledd 30 °C loksutil (180 rpm). Uledd kasvanud
kultuuri plaaditi olenevalt tiivest 100-500 pl LB-Rif tassidele, mida inkubeeriti 30 °C juures.
Tassidelt loeti tekkinud Rif® kolooniaid 24 ja 48 tunni moddudes, P. fluorescens PC20 tiivedel

ka 72 tunni méddudes, sest see tlivi kasvab aeglasemalt.

Elusrakkude arvukuse méédramiseks tehti kultuuridest lahjendusteread 1 x M9 puhvrisse, mis
kiilvati 10 pl kaupa tilkkiilvi meetodil LB tassidele. LB tasse inkubeeriti 24 tundi
toatemperatuuril, misjirel loendati neilt tekkinud kolooniad ning méérati elusrakkude CFU. UV
kiirgusest tingitud mutatsioonide tekkesageduse médramiseks kasutati jirgmist valemit:

mutantide arv/ml

mutantide sagedus = elusrakkude arv/ml

2.2.14. Statistiline analiiiis

UV taluvuse ja mutatsioonisageduste analiilisimiseks kasutati Student T-testi andmehulkade

statistilise erinevuse leidmiseks. Graafikute koostamiseks kasutati programmi Microsoft Excel.
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2.3. Tulemused

Genoomi kuhjunud DNA kahjustuste iileelamiseks on nii prokariiootsetel kui ka eukariiootsetel
rakkudel vilja kujunenud spetsiaalsed DNA poliimeraasid, mis suudavad DNA kahjustusi
iileslinteesida, kui tavalised replikatiivsed poliimeraasid hitta jddvad. DNA kahjustuste
iilesiintees on tavaliselt vigaderohke ja tekitab mutatsioone. Uks histi tuntud TLS poliimeraas
on E. coli’s kirjeldatud umuDC operoni kodeeritud DNA Pol V, mille ortoloog rulAB leiti kolme
koopiana (2 kromosomaalselt ja 1 plasmiidil pG20) bakterist P. fluorescens PC20 (Ilmjérv et
al., 2017). Samas uuringus leiti, et kdik rul4B koopiad voiksid funktsioneerida kui DNA
kahjustuste iilesiinteesis osalev SOS DNA Pol V, sest vorreldes RulA ja RulB jérjestusi E. coli
DNA Pol V jéarjestustega, siis tiive PC20 RulA ja RulB sisaldavad kdiki Pol V domééne ning
lisaks on olemas ka Pol V kataliiiitilise aktiivsuse jaoks vajalikud aminohappejddgid (v.a. RulB
aminohape positsioonis 72) (Ilmjérv et al., 2017). Sellest tulenevalt on selle bakalaureusetdod

eesmirk vélja selgitada, kas ja milline PC20 ru/4B geenikoopia on funktsionaalne.

2.3.1. Spontaansete ja UV-C kiirgusest indutseeritud mutatsiooniprotsesside uurimiseks
vajalike rulAB operone sisaldavate P. putida PaW8S tiivede ja P. fluorescens PC20 rulAB
deletsioontiivede konstrueerimine

Selleks, et vilja selgitada, kas keskkonnabakteril P. fluorescens PC20 leitud kolme rulAB
geenikoopia seas voiks olla E. coli puhul histi kirjeldatud vigaderohke DNA poliimeraasile V
omistatud funktsioone, otsustati uurida, kas rul4dB geeniprodukt(id) osalevad DNA-d
kahjustava UV-C kiirguse talumisel ning UV-C kiirgusega tootlemise jirgses mutageneesis.
Kiisimusele vastuse leidmiseks konstrueeriti algselt plasmiidid, mis sisaldavad iihte PC20
péritoluga rulAB geenikoopiat. Laboris tehtud varasema t66 kdigus olid juba rulAB2 ja
rulAByc20 geenid kloneeritud pSEVA testplasmiididesse (pSEVArulAB2 ja pSEVArulAB,G:2o,
Materjal ja metoodika tabel 1), seega selle t66 kéigus konstrueeriti kolmas, rulAB1 geene
sisaldav plasmiid pSEVAruldABI. Selleks kloneeriti laboris olemasolevast plasmiidist
pKSruldB1 rulABI geenid pSEVA vektorisse, saades plasmiidi pSEVArulAB1 (Materjal ja
metoodika tabel 1). Konstrukti 0digsust kontrolliti nii poliimeraasi ahelreaktsiooni,
restriktsioonianaliiiisi kui ka sekveneerimise teel. Nii plasmiidid, mis sisaldasid PC20-st parit
rulAB geene, kui ilma insertsioonita pSEVA plasmiid viidi elektroporatsiooni teel labori
mudelbakterisse mullabakter P. putida PaW85 ning saadi 4 katsetes kasutatavat tiive (Materjal
ja metoodika, tabel 1). Lisaks neljale plasmiidi sisaldavale PaW85 tiivele voeti katsetesse ka
algtiivi PaW85 ning positiivseteks kontrolltiivedeks PaW1 ja PaWrulAB, millel on TOL
plasmiidi pWWO péritoluga rul4B geenid vastavalt pW WO plasmiidil voi bakteri kromosoomis.
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Tark et al. (2005) on ndidanud, et PaW1 ja PaWrulAB tiivede rul4B geenid aitavad tiivedel

tolereerida UV kiirgust ning vastutavad tiive UV mutageneesi eest.

Paralleelselt uuriti, kuidas ru/4AB geenide puudumine mdjutab P. fluorescens PC20 UV taluvust
ja UV Kkiirgusest tingitud mutageneesi. Selleks konstrueeris Signe Saumaa PC20
deletsioontiived, kust eemaldati ru/AB geenid iihe kaupa ning ka mitmekesi koos (Materjal ja
metoodika tabel 1). PC20 deletsioontiivesid on kokku seitse, kuid katseid jouti teha vaid nelja
tiivega: ArulABI, ArulAB2, ArulABpc2o ja ArulABIArulAB2. Lisaks neljale konstrueeritud

tiivele voeti katsetesse ka algtiivi P. fluorescens PC20.

2.3.2. P. fluorescens PC20 rulAB operonide moju UV-C Kkiirguse taluvusele

Selleks et uurida, milline mdju on P. fluorescens tiive PC20 rulAB geenidel tiivede UV-C
kiirguse taluvumisele, viidi ldbi UV-C kiirguse taluvuskatsed (Materjal ja metoodika 2.2.11).
UV taluvuse eksperimendi tulemuste analiiiisimisel voib viita, et inserdita pSEVA plasmiidi
viimine tlivesse PaW85 ei muuda tiive UV taluvust ning erinevus PaW85 ja PaW85[pSEVA]
tiivede vahel ei ole iihelgi rakendatud kiirgusdoosil statistiliselt oluline (joonis 3). Siin ja
edaspidi on tulemus statistiliselt oluline siis, kui p-viirtus on viiksem kui 0.05. Ullatavalt ei
ole ka statistiliselt oluline erinevus elumuses positiivse kontrolltiive PaWrulAB ja PaW85
vahel, v.a. 30 J/m? kiirgusdoosi juures, kus PaWrulAB UV-C taluvus on PaW85 omast

keskmiselt 8 korda suurem.

PC20 péritolu rulAB geenide viimisel plasmiidi pSEVA koosseisus tiivesse PaW85 tdusis UV-
C kiirguse taluvus statistiliselt olulisel mééral vaid ru/AB1 (PaW85[pSEVArulAB1]) kuid mitte
rulAB2 ja rulAByc20 (PaW85[pSEVArulAB2] ja PaW85[pSEVArulABpG20]) puhul vorreldes
PaW85[pSEVA] tiivega (joonis 3). rulABI mdju tuleb vilja 20 J/m? kiirgusdoosi juures, kus
tiive PaW85[pSEVArulAB1] UV taluvus on umbes 30 korda suurem kui tiivel PaW85[pSEVA],
kuid eriti drastiline on erinevus 30 J/m? kiirgusdoosi juures, kus PaW85[pSEVArulABI] UV
taluvus on peaaegu 315 korda korgem, kui tiivel PaW85[pSEVA]. Tulemused on kokku voetud

joonisel 3.
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Joonis 3. P, putida algtiive PaW85, kontrolltiivede PaW 1, PaWrulAB ja plasmiididega pSEVA,
PSEVArulAB1, pSEVArulAB2, pSEVArulAByc20 PaW85 tiivede UV taluvuskatsete tulemused
doosidel 5, 10, 20, 30 J/m2. Joonisel on esitatud vihemalt 50 sdltumatu paralleelkatse tulemused
ning standardviga. UV taluvus on arvutatud protsentides ning esitatud logaritmilisel skaalal.

rulABI operoni olulisus UV-C kiirguse taluvuse juures on nihtav ka P. fluorescens PC20
deletsioontiivedega teostatud UV-C taluvuse eksperimentidel (joonis 4). P. fluorescens PC20
tiivedel, milledel on puudu rulABI operon (ArulAB1 ja ArulABI1ArulAB2), erinevad UV-C
taluvuse poolest statistiliselt olulisel méiral algtiivest PC20 kiirgusdoosidel 10, 20 ja 30 J/m?.
PC20 ArulAB2 ja PC20 ArulAB,c20 tiivedel statistiliselt olulist erinevust ei ole vorreldes PC20
algtiivega. Kiiritades PC20 ArulABI tiive kiirgusdoosil 10 J/m? on selle UV-C taluvus 5,5 korda
védiksem kui algtiivel PC20 ning ArulABIArulAB2 UV-C taluvus on 9 korda viiksem kui
algtiivel PC20. 20 J/m? ja 30 J/m? Kkiiritades on mdlematel tiivedel (AruldBI ja
ArulAB1ArulAB?2) sarnaselt UV taluvus vastavalt 18 ja 5 korda véiksem kui algtiivel PC20.

Tulemused on voetud kokku joonisel 4.
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Joonis 4. P. fluorescens PC20 ja PC20 rulAB deletsioontiivede PC20 ArulAB1 (ArulABI), PC20
ArulAB2  (ArulAB2), PC20 AruldAByc20 (AruldBpc20) ja PC20  ArulABIArulAB2
(ArulAB14rulAB2) UV-C taluvuskatsete tulemused. Joonisel on esitatud vahemalt 12 sdltumatu
paralleelkatse tulemused ning standardviga. UV-C taluvus on arvutatud protsentides ning
esitatud logaritmilisel skaalal.

2.3.3. P. fluorescens PC20 rulAB operonide moju eksponentsiaalse kasvufaasi rakkude
mutantide tekkesagedusele

Selleks, et uurida, kuidas P. fluorescens tiive PC20 rulAB geenid mdjutavad eksponentsiaalses
kasvufaasis olevate bakterirakkude spontaanselt tekkivate mutantide tekkesagedust, kasutati
Rif¥/rpoB testsiisteemi (Materjal ja metoodika 2.2.12). Rif¥/rpoB on letaalne testsiisteem ehk
rifampitsiini sisaldaval LB tardsé6tmel moodustavad kolooniaid vaid need bakterid, millede
genoomis on rpoB geen enne plaatimist muteerunud. Antud katses loendati rifampitsiini
resistentseid P. putida kolooniaid 24 ja 48 tundi peale plaatimist ning P. fluorescens tiivede
kolooniaid ka 72 tundi peale plaatimist, sest need tiived kasvavad aeglasemalt. Rif® mutantide

tekkesagedus arvutati tildise elusrakkude hulga kohta.

Katses analiiiisitud testplasmiidi kontrolltiivel PaW85[pSEVA] erineb spontaanne Rif®

mutantide tekkesagedus statistiliselt olulisel méédral PaW85 tiives saadud tulemusest ning see

erinevus on 1,75-kordne. Kui vorrelda PaW85[pSEVA] tulemusi PaW85[pSEVArul4BI],

PaW85[pSEVArulAB2] ja PaW85[pSEVAruldByc20] tulemustega, siis spontaansete Riff
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mutantide tekkesageduse poolest erineb statistiliselt olulisel médaral PaW85[pSEVA] tiivest vaid
PaW85[pSEVArulABI] (joonis 5). Joonisel 5 on néha, et PaW85[pSEVArulAB1] spontaansete
Rif® mutantide tekkesagedus on teiste eksperimendis osalenud tiivedega vorreldes eriti kdrge
ning erinevus tiivega PaW85[pSEVA] on 2,6- ja algtiivega PaW85 on 4,5-kordne. Tulemused

on voetud kokku joonisel 5.
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Joonis 5. Spontaansete Rif® mutantide tekkesagedus 1 x 10° elusraku kohta eksponentsiaalse
kasvufaasi rakkudes vordluses algtiivi PaW 835, kontrolltiived PaW 1 ja PaWrulAB ning PaW85
tiived plasmiididega pSEVA, pSEVArulAB1, pSEVArulAB2, pSEVArulAB,c20. Joonisel on
esitatud vihemalt 3 sdltumatu katse tulemused ehk iga tiive kohta vihemalt 30 tassi, kus rist
nditab mutatsioonisageduse keskmist, kasti sisse mahub 50% tulemustest ning kasti sees olev
horisontaalne joon tdhistab mediaanvéartust, vurrud nditavad tulemuste vairtuste iilemist ja
alumist piiri, voorvéértused ehk “viljalodgid” on esitatud punktidena, kasti iilemine d4r —
iilemine kvartiil (75% tulemustest jdib selle alla), kasti alumine &4r — alumine kvartiil (25%
tulemustest jaidb selle alla). Tulemusi analiiiisiti kasutades Student T-testi, * téhistab p-véértust
<0.05.

P. fluorescens PC20 rulAB deletsioontiivede spontaansete Rif® mutantide tekkesagedustes
vorreldes algtiivega PC20 statistiliselt olulist erinevust ei ole. P. fluorescens tiive PC20
spontaansete Rif® mutantide tekkesagedus on keskmiselt 3 korda kdrgem kui P. putida tiivel

PaW85. Tulemused on voetud kokku joonisel 6.
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Joonis 6. Spontaansete Rif® mutantide tekkesagedus 1 x 10° elusraku kohta eksponentsiaalse
kasvufaasi rakkudes vordluses algtiivi PC20 ja PC20 rulAB deletsioontiived PC20 ArulAB1
(4rulABI), PC20 ArulAB2 (4rulAB2), PC20 AruldAByc2o (AruldByc20) ja PC20
ArulABIAvulAB2 (ArulAB1ArulAB2). Joonisel on esitatud vdhemalt 3 sdltumatu katse
tulemused ehk iga tiive kohta vihemalt 30 tassi, kus rist nditab mutatsioonisageduse keskmist,
kasti sisse mahub 50% tulemustest ning kasti sees olev horisontaalne joon tdhistab
mediaanvéirtust, vurrud niitavad tulemuste vdirtuste lilemist ja alumist piiri, vodrvadrtused
ehk “véljaloogid” on esitatud punktidena, kasti tilemine ddr — iilemine kvartiil (75% tulemustest
jadb selle alla), kasti alumine &é4r — alumine kvartiil (25% tulemustest jaéb selle alla). Tulemusi
analiilisiti kasutades Student T-testi,

2.34. P. fluorescens PC20 rulAB operonide moju UV-C kiirgusest tingitud mutantide
tekkesagedusele mutatsioonisagedusele eksponentsiaalse kasvufaasi rakkudes

Selleks, et uurida, kuidas P. fluorescens tiive PC20 rulAB geenid mdjutavad eksponentsiaalses
kasvufaasis olevate rakkude UV-C kiirgusest tingitud mutatsioonide tekkesagedust, kasutati
juba eelnevalt kirjeldatud Rif¥/rpoB testsiisteemi (Materjal ja metoodika 2.2.13). Saadud UV-
C Kkiirgusest tingitud mutantide tekkesagedusi vorreldi spontaansete Riff mutantide
tekkesagedusega, mis joonistel on nii-oelda kiiritamata kontrolltiivedeks (UV-) (joonised 7 ja
8). UV-C kiirgusest tingitud mutantide tekkesageduse mddramise eksperiment teostati UV
kiirgusdoosil 5 J/m?, sest Ilmjirv et al. (2017) tulemustest oli ndha, et standardne UV
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mutageneesi eksperimentides rakendatav UV-C doos 100 J/m? oli P. fluorescens PC20 tiivele
véga raskesti talutav. Sellel kiirgusdoosil ilmnes ka Ilmjérv ef al. (2017) artiklis kdikide tiivede

puhul UV mutageneesi fenotiiiip.

Joonistel 7 ja 8 on néha, et, rakendatud UV-C doosi juures (5 J/m?) on samuti kdikidel tiivedel
UV-C kiirgusest tingitud mutageneesi fenotiilip selgelt tuvastatav, ka P. putida PaW85 ja
PaW85[pSEVA] tiivedel, milledel 7ul4B geenid puuduvad.

Rakendatud 5 J/m?> UV-C Kkiirgusdoosil on statistiliselt oluline erinevus ainult tiivede
PaW85[pSEVArulABI] ja PaWS85[pSEVA] UV-C kiirgusest tingitud Rif® mutantide
tekkesageduses, kus PaW85[pSEVArul4AB1] UV-C kiirgusest tingitud mutantide tekkesagedus
on peaaegu 5 korda kdrgem kui tiivel PaW85[pSEVA]. Statistiliselt olulist erinevust Rif®
mutantide tekkesageduses tliivede PaWS85[pSEVArulAB2] ja PaWS85[pSEVA] ning
PaW85[pSEVArulAB,c20] ja PaW85[pSEVA] vahel ei ole. Vorreldes PaW85[pSEVArulABI |
spontaansete ja UV-C kiirgusest indutseeritud Rif® mutantide tekkesagedusi, oli tiive UV-C
kiirgusest tingitud mutantide tekkesagedus 34 korda korgem kui sama tiive spontaansete
mutantide tekkesagedus. PaW85[pSEVArulAB2] ja PaW85[pSEVArulAB,c20] tiivedel on UV-
C kiirgusest indutseeritud Rif® mutantide tekkesagedus vastavalt 30 ja 15 korda kdrgem, kui

samade tiivede spontaanne Rif® mutantide tekkesagedus.
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Joonis 7. Spontaansed (oranz kast) ja UV-C kiirgusest (5 J/m?, sinine kast) tingitud Rif®
mutantide tekkesagedus 1 x 10° elusraku kohta eksponentsiaalse kasvufaasi rakkudes vordluses
algtiivi PaW85, kontrolltiived PaW1, PaWrulAB ning PaW85 tiived plasmiididega pSEVA,
PSEVArulAB1, pSEVArulAB2 ja pSEVArulAByc29. Joonisel on esitatud vihemalt 5 sdltumatu
katse tulemused ehk iga tiive kohta vihemalt 25 tassi, kus rist nditab mutatsioonisageduse
keskmist, kasti sisse mahub 50% tulemustest ning kasti sees olev horisontaalne joon tihistab
mediaanvéirtust, vurrud nditavad tulemuste véartuste tilemist ja alumist piiri, kasti iilemine dar
— tilemine kvartiil (75% tulemustest jadb selle alla), kasti alumine &édr — alumine kvartiil (25%
tulemustest jadb selle alla). Kiiritatud tiivede omavaheliseks analiiiisiks kasutati Student T-testi,
* tahistab p-vairtust <0.05.

Ka P, fluorescens PC20 rulAB deletsioontiivede uurimisel ilmneb ru/4B1 geenide olulisus PC20
DNA kahjustuste iilesiinteesis. ru/AB1 operoni olemasolul (tiived ArulAB2 ja ArulABpG20) on
tiive UV-C kiirgusest tingitud Rif® mutantide tekkesageduse erinevus vorreldes PC20 algtiivega
statistiliselt oluline, erinedes kiiritatud algtiive PC20 mutantide tekkesagedusest vastavalt 2 ja
1,5 korda. Kiiritatud tiivede Rif® mutantide tekkesagedus vorreldes kiiritatud algtiivega PC20
ei ole statistiliselt oluline sellisel juhul, kui rul4B1 geenid tiivest eemaldada (tiived ArulAB1 ja

ArulAB1ArulAB?2). Tulemused on kokku voetud joonisel 8.
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Joonis 8. Spontaansed (oranz kast) ja UV-C kiirgusest (5 J/m?, sinine kast) tingitud Rif®
mutantide tekkesagedus 1 x 10° elusraku kohta eksponentsiaalse kasvufaasi rakkudes vordluses
algtiivi PC20 ja PC20 rulAB deletsioontiived PC20 ArulAB1 (ArulABI), PC20 ArulAB2
(4rulAB2), PC20 ArulAByc20 (AruldAByG20) ja PC20 ArulABIArulAB2 (ArulABI1ArulAB2).
Joonisel on esitatud vihemalt 6 sdltumatu katse tulemused ehk iga tiive kohta vihemalt 30 tassi,
kus rist nditab mutatsioonisageduse keskmist, kasti sisse mahub 50% tulemustest ning kasti sees
olev horisontaalne joon tdhistab mediaanvéartust, vurrud néitavad tulemuste vdirtuste tilemist
ja alumist piiri, vodrvéirtused ehk “véljaloogid” on esitatud punktidena, kasti lilemine dér —
iilemine kvartiil (75% tulemustest jdib selle alla), kasti alumine &4r — alumine kvartiil (25%
tulemustest jadb selle alla). Kiiritatud tiivede omavaheliseks analiiiisiks kasutati Student T-testi,
* tahistab p-vairtust <0.05.

2.4. Arutelu

Kéesoleva t60 eesmirk oli vilja selgitada, kas ja milline P. fluorescens PC20 leiduv ruldB
geenide koopia voiks olla funktsionaalne ehk millise operoni produkt vdiks osaleda UV kiirguse
tekitatud DNA kahjustuste iilesiinteesil. [lmjarv et al. (2017) uuringus, kus analiiiisiti nii rul4B
kui ka imuC geenide sekveneerimisandmeid ning vaadeldi nende geenide ekspressioonitaset
vastusena DNA-d kahjustavale iihendile mitomiitsiin C, jéreldati, et kdik PC20 tiivest leitud
rulAB geenid vdiksid olla funktsionaalsed, kuid tdpsemaid katseid nendega toona edasi ei
tehtud. Antud t66 eesmérgi saavutamiseks amplifitseeriti PC20 genoomist ja plasmiidist pG20
vastavad rulAB geenid ning kloneeriti igaiiks eraldi pSEVA testplasmiidi. Plasmiidid
pSEVArulAB1, pSEVArulAB2 ja pSEVArulAByc2o viidi labori mudelbakterisse mullabakter
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Pseudomonas putida tiivesse PaW85. Samuti tehti PC20 tiivest deletsioontiived ehk eemaldati
seal leiduvad rulAB geenid iihekaupa ja mitmekesi koos. Koikide bakteritiivede, nii
plasmiididega P. putida PaW85 kui ka konstrueeritud PC20 deletsioontiivedel, médrati UV
taluvus. Samuti médrati koikide t60s kasutatud tiivede puhul nii spontaansete kui UV-C

kiirgusest tingitud mutantide tekkesagedused, kasutades selleks Rif¥/rpoB testsiisteemi.

Eelnevalt mainitud eksperimendid sooritati sellepérast, et t66 kdigus uuritav rul4B operon, mis
on E. coli umuDC ortoloog, kodeerib vigaderohket DNA poliimeraasi V. Keskkonnabakterite
(nagu P. fluorescens) elukeskkond on muutlik ning neil tekib erinevate tegurite, nt. UV kiirguse
tottu palju DNA kahjustusi (Pfeifer, 1997). UV kiirgusest tekkinud DNA kahjustuste
parandamiseks on bakteritel erinevad DNA reparatsioonisiisteemid, kuid kui kahjustusi on viga
palju, ei jouta neid enne replikatsiooni dra parandada (Fujii ja Fuchs, 2020). Kui replikatiivne
DNA poliimeraas iiritab kahjustusega DNA-d replitseerida, tekib iiheahelaline DNA, mis
kutsub rakkudes esile SOS vastuse, mille kdigus indutseeritakse erinevate TLS DNA
poliimeraaside ekspressioon (Fujii ja Fuchs, 2020; Neidhardt, 1996). DNA Pol V ekspressioon
indutseeritakse kdige viimasena, kui koik teised DNA reparatsioonimeetmed on
ebadnnestunud, sest selle ldbiviidav replikatsioon on vigaderohke ning voib tekitada

mutatsioone (Janion, 2008).

Mudelbakterina eksperimentide lidbiviimisel kasutati P. putida tiive PaW85, mis on saadud
PaW1 tiivest TOL plasmiidi eemaldamisel, mistdttu PaW85-1 rul4B geene ei ole (Bayley et al.,
1977). TOL plasmiid koos rulAB geenidega on aga olemas kontrolltiivena kasutatud PaW1
tiivel, mille puhul on ndidatud rulAB geenidest sdltuvat UV talumist ning UV kiirgusest tingitud
mutageneesi olemasolu (Tark et al., 2005). Tark et al. (2005) konstrueerisid ka teise
kontrolltive PaWrulAB, kui TOL plasmiidil olevad rulAB geenid viidi P. putida PaW85
kromosoomi. Kuigi tolles uuringus kasutati UV taluvuse ja UV kiirguse indutseeritud
mutageneesi uurimisel teisi UV-C kiirgusdoose (vastavalt 50 ja 100 J/m?), leiti, et PaW1 tiivi
talub UV kiirgust 1,3 korda paremini kui PaWrulAB ning PaW1 UV Kkiirgusest tingitud Rif®
mutantide tekkesagedus on korgem kui PaWrulAB tiivel. Sama tendents ilmneb ka kdesoleva

bakalaureuse t66 kéigus.

Nii PaW85 tiivedega, milledes olid pSEVA plasmiidi koosseisus eraldi kolme P. fluorescens
PC20 rulAB geenid, kui ka PC20 deletsioontiivedega tehtud UV taluvuse katsetest selgub
rulABI geenide osalus UV kiirguse tekitatud DNA kahjustuste tlesiinteesil, sest tiive
PaW85[pSEVArulAB1] UV taluvus on UV-C kiirgusdoosidel 20 ja 30 J/m? vastavalt 30 ja 315
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korda kdrgem vdrreldes tiivega PaW85[pSEVA] (joonis 3) ning rulAB1 geeni eemaldamisel
tiivest PC20 (tiived ArulABI ja ArulABIArulAB2) muutub tiivi palju tundlikumaks UV-C
kiirguse suhtes. rulAB2 ja rulAB,c20 geenide osalust UV kiirguse talumise juures mérgata ei ole
ning tiivede PaW85[pSEVArulAB2] ja PaW85[pSEVArulAB,c20] UV-C kiirguse taluvus ei
erine statistiliselt olulisel méddral tiive PaW85[pSEVA] UV-C kiirguse talumise tulemusest.
Tiive PC20 puhul ei tule samuti rulAB2 ja rulABpyc20 geenide osalus UV talumise juures vilja,
sest tiivede PC20 ArulAB1 ja PC20 ArulAB1ArulAB2 vahel statistiliselt olulist erinevust tihelgi
kasutatud UV-C kiirgusdoosil ei ole. Uleiildiselt on PaW85 UV taluvus umbes 2 korda parem
kui tiivel PC20 ning PC20 talub UV kiirgust {isna kehvasti, vaatamata tema genoomist leitud
kolmele rulAB operonile ja imuABC operonile. Siiski, PC20 rulAB geenide kloneerimisel
PSEVA plasmiidi ning seejédrel need PaW8S5 tiivesse viies touseb PaW85 UV taluvus, mis v3ib
viidata sellele, et erinevates bakteritiivedes on UV kahjustusele vastuse genereerimisel erinevad

mehhanismid.

rulAB1 operoni osalust UV kiirguse talumisel on néha lédbiviidud UV-C kiirgusest indutseeritud
Rif® mutantide tekkesageduse hindamise eksperimendis, kus katses osalevaid tiivesid toodeldi
UV-C kiirgusega doosil 5 J/m?. rulABI geenide olemasolul on UV Kkiirgusest tingitud Rif®
mutantide tekkesagedus PaWS85[pSEVArulABI] tiivel umbes 5 korda kdrgem kui see on
PaW85[pSEVA] kiiritatud tiivel. Kuid PaW85[pSEVArul4B1] tiivel on ka spontaanne Rif®
mutantide tekkesagedus korgem kui teistel t60s uuritud tiivedel, millest tulenevalt on
PaW85[pSEVArulABI] UV kiirgusest tingitud mutantide tekkesagedus 34 korda korgem
vorreldes sama tlive spontaansete mutantide tekkesagedusega. Kontrolltiivel PaW1 on UV
kiirgusest tingitud mutantide tekkesagedus peaaegu 100 korda korgem kui sama tiive
spontaansete mutantide tekkesagedus. PaW85[pSEVArul4B1] kdrgem spontaansete mutantide
tekkesagedus voib olla tingitud sellest, et ru/ABI geenide basaalne ekspressioonitase tiives
PC20 on suhteliselt korgem vorreldes teiste PC20 rulAB geenidega ja PaW1 rul4B geenidega
(Ilmjérv et al., 2017). rulAB1 operoni tdhtsust on nédha ka PC20 ArulAB2 ja PC20 ArulAB,c:20
tiivede puhul, milledel on keskmiselt umbes 2,2 korda kdrgem UV-C kiirgusest tingitud Rif®
mutantide tekkesagedus (joonis 8) vorreldes kiiritatud tiivedega PC20 ArulABI ja PC20
ArulABIAvrulAB2. rulAB2 ja rulAByc2o operonide osalust UV kiirgusest indutseeritud
mutageneesis ei ole margata nii PaW85 tlivede kui PC20 deletsioontiivede puhul, sest nende
tiivedega UV-C kiirgusest tingitud mutantide tekkesageduse eksperimentide tulemused ei erine
statistiliselt olulisel miédral oma algtiivedega sooritatud eksperimentide tulemustest. PC20
ArulABI ja PC20 ArulABIArulAB2 tivede UV-C Kkiirguse tekitatud Rif® mutantide

tekkesagedus on sarnane, mis viitab ka pigem ru/4B1 osalusele UV mutageneesis.
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Vottes kokku kdik eelnevalt mainitud andmed, voib viita, et P. fluorescens PC20 tiives leidub
iiks funktsionaalne rul4B operon, rulABI, mille produkt voiks osaleda DNA kahjustuste
iilesiinteesil, mis toimub siis, kui teised DNA reparatsioonisiisteemid ei ole DNA kahjustuste
parandamisega hakkama saanud, ning vastutada tiive UV-C kiirguse taluvuse ja UV-C
kiirgusest tingitud mutageneesi eest. Kuigi tiivel PC20 on genoomis kolm koopiat rulAB geene,
talub PC20 ise halvasti UV-C kiirgust, mis voib olla selgitatav P. putida ja P. fluorescens tiivede
erineva vastusega UV-C kiirgusest tingitud DNA kahjustustele. rulAB2 ja rulAB,G20 operonide
olulisus antud katsetes ja antud tingimustel vélja ei tulnud, kuid kuna ka nende geenide
ekspressioon on PC20 tiives DNA kahjustustega indutseeritav, voib siin kiisimus olla pigem
katsetingimustes. P. fluorescens PC20 rul4B operonide tipsemaks uurimiseks on vaja katseid
korrata kaasates nendesse ka teised PC20 rul4B deletsioontiived PC20 ArulABI1ArulAByc:o,
PC20  ArulAB2AruldByc20 ja PC20  ArulABIArulAB2ArulAB,c2, millega antud
bakalaureusetdo raames katseid teha ei joutud. Samuti oleks vaja edaspidi uurida P. fluorescens
tive PC20 DNA kahjustustest indutseeritud imuABC operoni osalust erinevate DNA

kahjustuste talumisel ja mutageneesis.
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KOKKUVOTE

Keskkonnabakteri Pseudomonas fluorescens PC20 sekveneerimisandmete analiilisil on
varasemalt kindlaks tehtud, et tiive genoomis on kolm koopiat rulAB geene. rulAB geene on
tuvastatud ka teistes Pseudomonas perekonna liikidel, kus nende osalust on ndidatud UV
kiirguse talumisel. ru/lAB geenid kodeerivad vigaderohket DNA poliimeraasi V, mis on iiks
viimastest TLS poliimeraasidest, mis vOetakse SOS vastuse tulemusena rakkudes kasutusele,
kui neis on palju DNA kahjustusi. DNA Pol V ldbiviidav replikatsioon ei pruugi olla tépne, sest
sellel puudub 3’-5° eksonukleaasne aktiivsus ning replikatsiooni kiigus tekkinud vead

salvestuvad mutatsioonidena.

Kiesoleva t60 praktilises osas uuriti P. fluorescens tiive PC20 rulAB geenide funktsionaalsust,
konstrueerides selleks varasemast olemasolevatele plasmiididele lisaks puuduoleva plasmiidse
konstrukti, mis koik sisaldavad iihte PC20 ru/AB operoni. Plasmiidid on igaiiks eraldi viidud
mudelbakteri P. putida tiivesse PaW85. Lisaks kasutati P. fluorescens PC20 tiivesid, milledelt
oli eemaldatud kdik kolm rul4B operoni iihekaupa vdi mdlemad kromosomaalsed rulAB
operonid. Kdikide mainitud P. putida PaW8S5 ja P. fluorescens PC20 tiivedega sooritati sarnased
UV-C kiirguse taluvuskatsed ning médrati tiivede spontaansete ja UV-C kiirgusest tingitud
mutantide tekkesagedused. Mutantide tekkesageduse médramiseks kasutati Rif¥/rpoB

testsiisteemi.

Kéesoleva t66 tulemused saab kokku votta jargnevalt:

1. Konstrueeriti puuduolev pSEVArulABI plasmiid kloneerides P. fluorescens PC20
rulAB1 geenid pSEVA plasmiidi.

2. rulAB geene sisaldavate P. putida PaW85 tiivede ning PC20 rulAB deletsioontiivedega
tehti UV taluvuskatsed ja UV kiirgusest tingitud mutageneesi katsed. UV kiirgusest
tingitud mutageneesi katsed teostati UV-C kiirgusdoosiga 5 J/m?. Sellel doosil oli
koikidel uuritud tiivedel olemas UV mutageneesi fenotiiiip.

3. UV taluvuse eksperimentides kasutatud UV-C kiirgusdooside (5, 10, 20, 30 J/m?) puhul
eristus selgelt tiivi PaW85[pSEVArul4B1], mis talus UV-C kiirgust doosidel 20 J/m? ja
30 J/m? vastavalt 30 ja 315 korda paremini kui PaW85[pSEVA] samadel doosidel.
Tiivede PaWS85[pSEVArulAB2] ja PaWS85[pSEVAruldB,c20] puhul erinevused
PaW85[pSEVA] tiivega puudusid kdikidel kiirgusdoosidel.
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. Tiivede PC20 ArulABI ja ArulABIArulAB2 UV taluvus oli kiirgusdoosidel 20 J/m? ja
30 J/m? sarnaselt vastavalt 18 ja 5 korda madalam kui algtiive PC20 UV taluvus. Tiivede
ArulAB2 ja ArulABpc20 UV taluvus jéi algtiivega PC20 samale tasemele.

. Uurides tiivede 5 J/m? UV-C kiirguse tekitatud Rif® mutantide tekkesagedust selgus, et
tiive PaW85[pSEVArulAB1] Rif® mutantide tekkesagedus oli kiiritatud rakkudel 5
korda korgem kui kiiritatud PaW85[pSEVA] tiivel. Tiivede PaW85[pSEVArulAB?2] ja
PaW85[pSEVArulAB,c20] puhul on UV kiirgusest tingitud Rif® mutantide tekkesagedus
sarnane PaW85[pSEVA] tiivega.

. P fluorescens PC20 ArulAB2 ja ArulAB,c2o tiivedel, milledel on rulAB1 geenid olemas,
on UV-C kiirgusest tekitatud Rif® mutantide tekkesagedus keskmiselt 2,2 korda kdrgem
kui PC20 ArulABI ja ArulABIArulAB2 tivedel, milledel rulAB1 geenid puuduvad.
PC20 ArulAB1 ja ArulABiArulAB2 tivede UV kiirgusest indutseeritud mutantide
tekkesagedus on sarnane algtiivega PC20.

Saadud tulemuste pohjal vaib jireldada, et vaadeldud kolme P. fluorescens PC20 tiive
rulAB operonist vOiks kromosomaalselt kodeeritud ru/ABI geenidel olla roll UV-C

kiiritamis-jargsete DNA kahjustuste talumisel ja iileelamisel.
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The role of Pseudomonas fluorescens PC20 rulAB operons in the tolerance
of UV and in UV-induced mutagenesis

SUMMARY

Marielle Suur

Bacteria have developed different DNA repair mechanisms to manage both endogenous and
exogenous DNA damage. Increased amounts of DNA damage stops replication and specialized
polymerases are needed to execute translesion DNA synthesis. Translesion synthesis
polymerase V is used as a last resort to replicate damaged DNA because there is a good chance
of mutations. In a previous study Pseudomonas fluorescens strain PC20 was isolated from water
polluted with phenolic compounds in northeastern Estonia. Analysing the sequence of its
genome, it was shown that PC20 has three copies of rulAB genes, two in the chromosome and

one on plasmid pG20. ru/AB codes a DNA Pol V ortholog.

In the practical part of this work I investigated the function of P. fluorescens PC20 rulAB genes
by constructing plasmids that each carry one of PC20 ru/AB genes. The plasmids were delivered
into P. putida PaW85 cells. We also studied P. fluorescens PC20 strains that had one of its
rulAB genes deleted or both of its chromosomal rulAB genes deleted. All of these constructed
P. putida PaW85 and P. fluorescens PC20 strains were used in UV irradiation and UV

mutagenesis experiments.

The results of this work can be summarized as follows:

1. We constructed the missing pSEVArulAB1 plasmid by cloning the P. fluorescens PC20
rulAB1 genes into a pSEVA plasmid.

2. P putida PaW8S5 strains with plasmids containing PC20 rul4B genes and PC20 rulAB
deletion strains were used in UV irradiation and UV mutagenesis experiments. UV
mutagenesis experiments were performed at UV-C dose 5 J/m?. At this dose all of the
studies strains exhibited the UV mutagenesis phenotype.

3. UV irradiation was performed at UV-C doses 5, 10, 20 and 30 J/m?
PaW85[pSEVArulABI] strain clearly stood out as compared to others. At dose 20 J/m?
PaW85[pSEVArulABI] tolerated UV 30 times better than PaW85[pSEVA] and at dose
30 J/m? it tolerated UV 315 times better than PaW85[pSEVA]. The results of UV
tolerance experiments conducted with strains PaWS85[pSEVArul4B2] and
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PaW85[pSEVArulAB,c20] did not differ from the results obtained with PaW85[pSEVA]

at any used dose.

. UV tolerance of strains PC20 AruldAB1 and PC20 ArulAB1ArulAB?2 at dose 20 J/m? was

18 times lower than UV tolerance of PC20 and at dose 30 J/m? it was 5 times lower than
that of PC20. UV tolerance of strains PC20 ArulAB2 and PC20 ArulAB,c20 did not differ
from that of strain PC20.

. UV-induced mutation rate of strain PaW85[pSEVArul4B1] was 5 times higher than that
of PaW85[pSEVA]. UV-induced mutation rate of strains PaW85[pSEVArul4AB2] and
PaW85[pSEVArulAB,c20] was similar to PAW85[pSEVA].

. P. fluorescens PC20 strains PC20 ArulAB2 and PC20 ArulABpc2o that have rulABI
genes had 2,2 times higher UV-induced mutation rate than strains PC20 Arul4AB1 and
PC20 ArulAB14rulAB2 that had its rulAB1 genes deleted. UV-induced mutation rate of
strains PC20 ArulAB1 and PC20 ArulAB1ArulAB2 was similar to PC20.

. From these results it can be concluded that ru/AB1 operon of P. fluorescens PC20 might

be involved in UV induced DNA damage tolerance and survival.
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