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Sissejuhatus

Mikroorganismide muutlik elukeskkond on kaasa toonud vajaduse mitmete
kohanemisprotsesside kujunemiseks. Ebasobivad kasvutingimused pohjustavad stressi ja
suunavad bakterid statsionaarsesse faasi. Statsionarses faasis akumuleeruvad bakterite
genoomis mutatsioonid, millest moned voimaldavad bakteritel paremini kohastuda antud
keskkonnaga. Sellist protsessi nimetatakse statsionaarse faasi mutageneesiks. Tanu
tehnoloogia arengule ja DNA sekveneerimise kéttesaadavuse tousule leidub {iha enam
informatsiooni bakterite kromosoomis toimuvatest muutustest. Kromosomaalseid muutusi on
varem uuritud nii in vivo kui in silico katsetes ja tulemused on olnud vastuolulised (Sharp jt,
1989; Mira ja Ochman, 2002). Genoomide sekveneerimisel on leitud seos mutatsioonide
tekke ja kaugusega oriC jarjestusest, kuid testsiisteemide inserteerimiskatsetega sellist seost ei
ole kirjeldatud (Hudson jt, 2002). Kuigi enamus katsetest on viidud 1dbi Escherichia coli
tiivedega, uuritakse mutatsiooniprotsesse ka teistes liikides nagu nditeks meie laboris

kasutatavas Pseudomonas putida-s.

Kuna evolutsioneerumise aluseks on mutatsioonide akumuleerumine, siis nende
tekkeprotsesside tdpsem moistmine vOoimaldab sekkuda mikroorganismide adapteerumisega
seotud probleemidesse. Mutatsiooniprotsesside uurimiseks on meie laboris konstrueeritud
mitmeid testslisteeme, mis vdimaldavad tuvastada mutatsioone, mille tagajirjel suudavad

bakterid kasutada susinikuallikana fenooli.

Kéesoleva t00 eesmirgiks on uurida mutatsioonide tekke diinaamikat kromosoomi
erinevates piirkondades ja mutantide akumulatsiooni pérssivaid mehhanisme statsionaarse

faasi rakkude populatsioonis.



1. Kirjanduse ulevaade

1.1. Bakterite elutsiikkel

Mikroorganismide, sealhulgas bakterite, elutegevus sdltub suuresti keskkonnast ja eriti
just toitainete hulgast. Muutused keskkonnas mdjutavad bakterite kasvukiirust. Gram
negatiivsetel bakteritel, kuhu kuuluvad niiteks Escherichia coli ja ka meie laboris uuritud
Pseudomonas putida, esineb viis kasvufaasi (vt. joonis 1). Uude soodsasse keskkonda
sattudes on bakterid alguses lag faasis (LF), kus nad tajuvad uute toitainete ilmumist ning neis
leiab aset rida muutusi, et saaks hakata toimuma replikatsioon ja rakkude jagunemine. Antud
faasi pikkus ja seal toimuvate rakujagunemiste aeg sOltub varem statsionaarses faasis
veedetud aja pikkusest (Pin ja Baranyi, 2008). Muutustega kohanenuna suudavad rakud
soodsas keskkonnas saavutada suurima vdimaliku kasvukiiruse ning seda kasvufaasi
nimetatakse eksponentsiaalseks faasiks. Rakkude kiire kasv toimub senikaua, kuni toitaineid
jagub. Toitainete vihenemine ja muud stressisignaalid suunavad rakud statsionaarsesse faasi
(SF) (Navarro Llorens jt, 2010), kus rakujagunemist enam ei toimu ja rakud valmistuvad
toimetulekuks erinevate stressiteguritega (Lacour ja Landini, 2004). SF rakukultuur on
tegelikult viga heterogeenne (Huisman jt, 1996). Pikemat aega nilgivad rakud hakkavad
vedelkultuuris kaotama oma eluvdimet ja surema. Ellu jaanud rakud kasutavad surnud
rakkudest vabanenud aminohappeid, lipiide ja DNA-d kasvuks (Finkel, 2006). Surma faasile
jargneb pikaaegne statsionaarne faas, kus toimub balansseeritult rakkude jagunemine ja surm,
kusjuures iildine rakkude arvukus populatsioonis ei muutu. Sel viisil suudavad bakterid elada

kuid voi isegiaastaid (Navarro Llorens jt, 2010).

Log elusad rakud mL!

Aeg (pievades)

Joonis 1. Bakterite kasvufaasid E. coli niitel. Rakke on kasvatatud aeroobsetes tingimustes rikkas soGtmes
temperatuuril 37°C. Eristatud on 5 faasi: 1) lag faas; 2) eksponentsiaalne faas; 3) statsionaarne faas; 4) surma

faas ja 5) pikaaegne statsionaarne faas. Modifitseeritud joonise algversioon: (Navarro Llorens jt, 2010).

Eelpoolkirjeldatud 5 faasi on defineeritud laboris ldbiviidud katsete pdhjal E. coli

rakukultuuriga ja ei pruugi olla {llekantavad looduses toimuvale. Kuna looduslikes
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tingimustes veedavad bakterid {ildjuhul suurema osa oma elust toitainevaeses keskkonnas, siis
on rakud valdavalt kas statsionaarses voi pikaajalises statsionaarses faasis. Levinud arusaama
kohaselt koosneb hinnanguliselt umbes 60% maa biomassist niidelda puhkavatest (ingl. k.
resting) mikroorganismidest (Gray jt, 2004) ning seetottu kasitlen jargnevalt pohjalikumat

SF-isisenemist ja seal toimuvaid muutusi.

1.1.1. Statsionaar ne faas

Statsionaarsesse faasi sisenedes toimub bakterirakkudes mitmeid morfoloogilisi ja
fiisioloogilisi muutusi. Rakkude suurus vidheneb kahel pohjusel. SF-i joudes viiakse 16puni
pooleli olev DNA replikatsioon ja rakud jagunevad seni, kuni igas rakus on iiks kromosoomi
koopia. Sel ajal enam uut kromosoomi replikatsiooni ei alustata ja rakud ei suurene. Rakud
muutuvad imaramaks ning sellega kaasneb raku eripinna suurenemine. Rakkude ndlgimine
viib veelgi vdiksemate rakkude tekkele (ingl. k. dwarfing). Rakkude ruumala vdheneb
endogeense materjali (peamiselt rakumembraan ja tsiitoplasmaatiline membraan)

degradatsiooni tagajarjel (Nystrom, 2004).

SF-i rakkude teiseks olulisemaks muutuseks on iildine stressivastus, kus suureneb
molekulaarsete shaperonide hulk, mille tagajirjel taluvad bakterid paremini erinevaid
ebasoodsaid keskkonnatingimusi nagu nditeks liiga korge temperatuur, pH muutused,

kokkupuude antibiootikumidega.

SF-i sisenemine ja eelnevalt kirjeldatud muutuste toimumine on kompleksselt
reguleeritud, kus rolli omavad mitmed globaalsed regulaatorid. Geene, mis indutseeritakse
SF-i sisenemisel, on ligikaudu 200 ja nende avaldumist kontrollivad nii SF-i sigma faktor
RpoS, mitmed globaalsed transkriptsiooni regulaatorid, SRNA-d, proteaasid kui ka SR
(stringent response) (Tani jt, 2002). Koik eelpool mainitud mehhanismid toimivad {ihtse

slisteemina, mis vOimaldab rakul stressitingimustega paremini toime tulla.

1.1.1.1. RpoS

SF-i sisenemisel omab suurt tahtsust rpoS geeni poolt kodeeritud sigma faktor RpoS
(c%), mis on iiheks olulisemaks liiliks iildise stressivastuse kujundamisel (Lacour ja Landini,
2004). Sigma faktor on RNA poliimeraasi subiihik, mis voimaldab RNA poliimeraasil
spetsiifiliselt promootorile seonduda. Erinevad sigma faktorid tunnevad é&ra erinevaid
promootoreid. Niiteks E. coli-l on leitud kuus erinevat sigma faktorit. Erinevate sigma

faktorite hulk bakteris soltub raku flisioloogilisest seisundist ja tajutavatest signaalidest.



RpoS-i hulka rakus kontrollitakse mitme mehhanismi abil. RpoS mMRNA moodustab
juuksendelastruktuure, mis takistavad translatsiooni toimumist. rpoS mRNA transleeritavaks
muutmisel on oluline roll SRNA-del (vt. Kirjanduse iilevaade, peatiikk 1.1.1.3). Lisaks SRNA-
dele on RpoS-i tase rakus kontrollitud veel kolmekomponentse signaalsiisteemi
ArcB/ArcA/RssB kaudu, mis tajub hingamisahelast tulevaid signaale. PGhimdtteliselt toimib
siisteem jargmiselt: kui ArcB tajub hingamisahelas kdrget energiataset, siis inhibeeritakse
rpoS geeni transkriptsioon ja aktiveeritakse RpoS-i proteoliiiis. Madala energiataseme
tajumisel toimib silisteem vastupidiselt (Hengge, 2008). E. coli-s on RpoS-i otsese kontolli all
on iile 70 geeni ning kaudselt mdjutatud ligikaudu 500 geeni (Battesti jt, 2011), mis kaitsevad
rakke erinevate stresside puhul nagu UV-kiirgus, oksiidatiivne stress, kuumasokk,
hiiperosmolaarsus, happeline pH, etanool ja kdrge rohk (Gruber ja Gross, 2003; Vanlint jt,
2013).

Seondumaks RNA poliimeraasiga, peab RpoS konkureerima teiste sigma faktoritega.
Stressi siivenedes kasvab rakus RpoS-i hulk vorreldes teiste sigma faktoritega ning see

soodustab RpoS-i seondumist RNAP holoensiitimiga (Battesti jt, 2011).

1.1.1.2. Globaalsed regulaatorid

Lisaks sigma faktoritele osaleb globaalses geeniregulatsioonis erinevaid
regulaatorvalke, mis mojutavad kindlate geenide ekspressioonitaset, seondudes spetsiifiliselt
nende promootoritele. Néiteks leutsiin-sdltuv regulaatorvalk Lrp v3ib olla nii transkriptsiooni
aktivaator kui ka repressor. Tema ekspressioonitase on poordvordelises seoses rakkude
kasvukiirusega. E. coli puhul on ndidatud Lrp-i mdju enam kui 400-le geenile, millest osa
alluvad ka RpoS-i poolsele regulatsioonile. Lrp iilesandeks on rakku iimber programmeerida
vastusena toitainete puudusele, kdrgele orgaaniliste hapete konsentratsioonile ja osmootsele
stressile (Tani jt, 2002). Lrp hulk rakus on kontrollitud guanosiin tetrafosfaadi (ppGpp)
tasemega, mis on signaaliks toitainete vaegusele, oksiidatiivsele stressile ja DNA
kahjustustele. Nende stresside tottu on ppGpp konsentratsioon rakus tousnud, tuues kaasa

suurenenud Lrp ekspressioonitaseme (Landgraf jt, 1996).

1.1.1.3. sSRNA-d ja nende roll geeniekspressiooni kontrollis

SF-is toimuvaid muutusi on voimalik kontrollida ka vdikeste mittekodeerivate RNA-
de (SRNA) kaudu. sRNA-d reguleerivad geeniekspressiooni transkriptsiooni jargselt,
mdjutades mRNA-de stabiilsust ja transleeritavust. Selleks peavad nad olema
komplementaarsed vastava mRNA jéarjestusega. Enamus SRNA-sid on umbes 100 nukleotiidi

pikkused, nende ekspressioon on tipselt reguleeritud ja sageli seotud stressiga nagu niiteks
10



Fe®* limitatsioon, oksiidatiivne stress, madal temperatuur ja ka glikkoosfosfaadi suurenenud
kogus rakus (Gottesman, 2005). Efekti saavutamiseks peavad sRNA-d sageli olema seotud
RNA chaperoni Hfg-ga. Hfq on heksameerne ringi kujuline valk, mille {ilesandeks on sSRNA-
d stabiliseerida ja soodustada selle seondumist sihtmérk-mRNA-ga (Updegrove ja Wartell,
2011). Tapne mehhanism, kuidas Hfq aitab sihtméark-RNA-ga seonduda, pole siiani 1dplikult
selge (Soper jt, 2010).

Mittekodeerivate RNA-de abil on kontrollitud lisaks paljude teiste valkude
ekspressioonile ka RpoS. Leitud on kolm RpoS-i translatsiooni aktiveerivat SRNA-d (DsrA,
RprA ja ArcZ), mis tunnevad &dra ja kinnituvad rpoS mMRNA-le. Jargneb translatsiooni
inhibeeriva sekundaarstruktuuri avamine, mis vOimaldab RpoS-i siinteesi (Repoila ja
Gottesman, 2001; Carter jt, 2012). Antud nidite puhul vddrib mirkimist asjaolu, et need
SRNA-d mdjutavad RpoS valgu translatsiooni sama mehhanismiga, kuid erinevate
signaalsiisteemide kaudu, tekitades rakus iildise stressivastuse. Viikestel RNA-del on seega
lildises geeniregulatsioonis oluline roll, kuna nad osalevad enamike stressivastuste

regulatsioonis (Gottesman, 2005).

1.1.1.4. Stringent response

Rakud reageerivad aminohapete limitatsioonile rea muudatustega, kuhu kuulub ka
stringent  response  (SR) e. ,poomisvastus”. SR  tulemusena siinteesitakse
guanosiintetrafosfaati (ppGpp), mis seondub RN A poliimeraasiga ja pérsib paljude geenide
(sealhulgas rRNA geenide) transkriptsiooni. ppGpp siintees annab mérku toitainete puudusest
tingitud kasvu pidurdumisest (Magnusson jt, 2005). E. coli-s on ppGpp siinteesiks kaks
ensiilimi: aminohapete limitatsiooni korral siinteesib seda RelA (Gentry ja Cashel, 1996) ning
ppGpp siintees SpoT abil aktiveeritakse siis, kui ilmneb siisiniku, fosfori, raua, lipiidide voi
aminohapete vaegus. SR viahendab nii DNA replikatsiooni kui ka valgusiinteesi, samal ajal
soodustades stressivalkude ja aminohapete biosiinteesi lédbiviivate ensiilimide geenide

transkriptsiooni (Boutte ja Crosson, 2013).

1.2. Bakteritevaheline suhtlus

Omavahelist suhtlemist on uuritud peamiselt hulkraksetel organismidel, kuid {iha
enam on Kirjeldatud kommunikeerumist ka mikroorganismide seas. Bakterid elavad vdga
muutlikes keskkonnatingimustes ning paremaks toimetulekuks on neil vélja kujunenud
mitmed mehhanismid {ksteise mdjutamiseks. Suhtlusviisid jagunevad peamiselt kahte

suuremasse rithma - kvoorumtunnetus (QS) ja kontaktsdltuvad signaalmehhanismid (KS). QS

11



holmab endas populatsiooni mdjutamist signaalmolekulide sekretsiooniga keskkonda. KS
toimib vahetult liksteisega kontaktis olevate bakterite puhul. Jargnevalt on toodud pohjalikum

tilevaade kummastki stistee mist.

1.2.1. Kontaktsoltuvad signaalmehhanismid

Kontaktsdltuvad signaalmehhanismid on tildlevinud signaaliiilekande viisid 1dhestikku
asuvate bakterite vahel nagu niiteks biofilmis. KS-e kasutatakse peamiselt liigisiseseks voi
liilkide vaheliseks konkureerimiseks ja enamus neist toimivad 1dbi efektorvalkude sekretsiooni
sihtmarkrakku. Bakterite sekretsioonisiisteemid (SS) on jagatud seitsmesse gruppi T1SS-
T7SS, millest T5SS vdimaldab bakteritel iiksteist kontaktsoltuvalt mdjutada (Hayes jt, 2010).
Esimesena avastati kontaktsdltuv inhibitsioon (CDI- contact-dependent inhibition) 2005.
aastal E. coli tiivel EC93, mis suutis teiste tiivede kasvu inhibeerida (Slechta ja Mulvey,
2006). CDI-s osaleb cdiBAI geeniklaster, kuhu kuuluvad geenid cdiA ja cdiB kodeerivad
kahest valgust koosnevat T5SS-i. Rakkudevahelise kontakti tulemusena seondub CdiA
sihtmérk-raku retseptoritele BamA ja tema C-terminaalsest otsast vabaneb toksiini domeen.
Kuigi BamA tiilipi retseptoreid on leitud enamikel Gram-negatiivsetel bakteritel, on nende
ekstratsellulaarsed osad erinevatel liikidel vdga varieeruvad. EC93 tiivel on seega voimalik
inhibeerida vaid flilogeneetiliselt ldhedaste liikide kasvu. Inhibitsiooni pdhjustavasse
geeniklastrisse kuulub ka cdil geen, mis kodeerib immuunsusvalku, et hoida dra CDI" tiive
autoinhibitsiooni. Kirjeldatud mehhanism annab CDI" tiivedele eelise inhibeerivat fenotiiiipi
mitte omavate E. coli tiivede ees (Ruhe jt, 2013). Bioinformaatilise analiiiisi tulemusena on
tuvastatud veel mitmeid funktsionaalseid CDI siisteeme paljude Gram-negatiivsete bakterite

genoomidest, kuid cdiBAl homolooge on leitud vahestel (Aoki jt, 2010).

1.2.2. Kvoorumtunnetus

Rakkude omavahelist suhtlemist autoinduktorite (Al) abil nimetatakse
kvoorumtunnetuseks (quorum sensing - QS) e. hulgatunnetuseks. Al molekulid
akumuleeruvad keskkonnas ja voimaldavad tajuda rakukultuuri tihedust, liigilist kooslust ning
teisi keskkonnast parinevaid signaale (Bejerano-Sagie ja Xavier, 2007). Antud mehhanism
voimaldab koordineerida rakukupopulatsioonis geeniekspressiooni, indutseerides sel viisil
nditeks virulentsusfaktorite siinteesi, sporulatsiooni, siderofooride siinteesi, bioluminestsentsi,
biofilmi moodustumist ja plasmiidide konjugatsiooni (Ren jt, 2004; Rutherford ja Bassler,
2012). QS iiheks tihtsamaks eesmirgiks on digeaegselt labi viia energiakulukaid protsesse,

mis toovad kasu tervele populatsioonile.
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Soltumata eesmaérgist toimivad koik QS siisteemid sarnase podhimotte alusel Stisteemi
kuuluvate bakterite poolt siinteesitakse Al molekule, mis akumuleeruvad keskkonnas.
Populatsiooni tihenedes suureneb Al molekulide konsentratsioon keskkonnas, kuni iiletab
signaali tunnetamiseks vajaliku livendi. Signaali tajutakse tsiitoplasmas v0i sisemembraanil
paiknevate spetsiifiliste retseptoritega, mis omakorda mojutavad transkriptsiooni toimumist

marklaudgeenidel (vt. joonis 2).

' I

Madal Populatsooni tihedus Kbrge

Kahjutu tiiiip Agressiivne tiiip

—
o
Signaal- —
molekulid — ====es }

- I

Virulentsusgeenid

QS retseptorid QS signaal-retseptor
P Qs kaudu K gl K P on aktiveeritud
reguleeritud geenid ompleks
Biofilmi moodustumine,
\‘ toksiinide siintees jne. J

Joonis 2. Skeem kvoorumtunnetuse pdhimehhanismist. Modifitseeritud joonise originaalversioon:

www.advancedhealing.com/quorum-sensing-and-biofilm

Bakteritel on Kirjeldatud on mitmeid QS signaalmolekule nagu N -atsiiiil- homoseriin
laktoon (AHL), rasvhappe derivaadid, 4-kinoloonid, furanoonid (autoinduktor 2 - Al2) ja
oligopeptiidid (Williams, 2006). Jargnevalt on antud iilevaade enimuuritud QS tiilipidest
Gram-negatiivsetel bakteritel.

1.2.2.1. Atsuiil-homoseriin laktoon

Atstiiil-homoseriin laktoon (N-acyl-homoserine lactone AHL) on iks enimuuritud QS
signaaliklassidest, mis reguleerib niiteks bioluminestsentsi, virulentsusfaktorite siinteesi,
biofilmi moodustumist jpm (Fuqua ja Greenberg, 2002) (struktuuri vt. joonis 3). Erinevaid
AHL molekule stinteesivad LuxI perekonna siintetaasid ja neid detekteerivad LuxR perekonna
transkriptsiooni regulaatorid. Kdik AHL-id koosnevad {ildjuhul atsiililahelast, mis on
ithendatud homoseriinlaktooniga amiidsideme kaudu. Antud molekuli struktuur varieerub
sOltuvalt spetsiifilistest signaalmehhanismidest. Eelkdige on mdjutatud atsiiiilahela pikkus,

koosnedes neljast kuni kuueteistkiimnest siisinikust (Fuqua ja Greenberg, 2002).
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Joonis 3. QS signaalmolekulide struktuur. Kujutatud on Gram-negatiivsete bakterite enimuuritud QS
signaalmolekulide struktuurid. a) AHL - atsiiil-homoseriin laktoon; b) AIl2 - autoinduktor 2; e) PQS -

Pseudomonas-e kinolooni signaal (Decho jt, 2010).

Koige tuntumaks AHL-soltuvaks QS fenotiitibiks on Vibrio fischeri bioluminestsents.
Saavutades kdrge populatsioonitiheduse, hakkavad bakterid tootma valgust. Selline fenotiiiip
on arenenud soodustamaks siimbioosi siivaveekaladega, kelle tarbeks toodetava valguse eest
saavad bakterid toitaineid. Sel viisil valguse tootmisele véljaspool peremeesorganismi ei ole

leitud tihtegi teist funktsiooni (Fuqua ja Greenberg, 2002).

Uheks huvitavaks niditeks AHL kaudu toimivast mehhanismist on 2012. aastal
avastatud QS siisteem, mida vajavad toimetulekuks Burkholderia perekonna liigid
statsionaarses faasis. Probleemiks on mainitud liikide elutegevuseks sobimatu aluselise
keskkonna teke. Leelistumise pdhjuseks on aminohapete kasutus siisinikuallikana, mille
deamineerimise tulemusel vabaneb ammoonium keskkonda ning pH tase tduseb.
Burkholderia liikidel on kasvava tihedusega kultuuris toimetulekuks kujunenud C8-HSL QS
stisteem, millega aktiveeritakse oksalaadi siintees ja sekretsioon keskkonda. Selle tulemusena
tagatakse neutraalne pH ja eluks kdIblik keskkond statsionaarses faasis (Rutherford ja Bassler,
2012).

1.2.2.2. AlKkiiiil-kinoloonid

Lisaks AHL-le on laialt levinud QS signaalideks kinoloonid (struktuuri vt. joonis 3).
Pseudomonas aeruginosa ja talle lihedased bakteriliigid on suutelised siinteesima mitmeid
kinoloone. Osadel neist on tuvastatud antimikroobne aktiivsus, teised toimivad QS
signaalidena ja indutseerivad rakukultuuri tihedusest soltuvalt virulentsusgeene. Kinolooni
klassi kuuluvaid iihendeid suudavad lisaks bakteritele siinteesida ka taimed ja teatud loomad
(Rho jt, 1999; Heeb jt, 2011). Bakteritest on AQ Kklassi kuuluvaid molekule lisaks P.
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aeruginosa- le leitud rakukultuuri supernatandist nii P. putida-s, Burkholderia perekonnas kui
ka paljudes teistes liikides (Diggle jt, 2003).

P. aeruginosa-s stinteesitakse erinevaid kinoloonseid signaale (PQS), millest enamus
baseerub 2-alkiiiil-4(1H)-kinoloonil (AQ). Hidrofoobsuse tottu on AQ-d peamiselt (umbes
80%) seotud vélismembraanidega vOi membraani vesiikulitega (Mashburn-Warren jt, 2008).
AQ signaalid on seotud P. aeruginosa virulentsuse ning biofilmi moodustamise ja struktuuri
sdilitamisega (Diggle jt, 2006). PQS-soltuvad ststeemid pdhjustavad rakkude osalist
litisumist ja DNA vabanemist keskkonda, mida kasutatakse biofilmi moodustamisel (Jimenez
jt, 2012). PQS defektsetes tiivedes on tuvastatud virulentsuse langemist mitmeid kordi (Heeb
jt, 2011).

1.2.2.3. Autoinduktor 2

Eelpool kirjeldatud QS signaalidest on universaalne ning liikidevahelist suhtlust
voimaldav vaid LuxS enstiiimi poolt siinteesitud autoinduktor 2 (Al2) (struktuuri vt. joonis 3).
Al2-e on leitud enam kui 50-1 liigil nii Gram-positiivsetes kui Gram-negatiivsetes bakterites.
(Xavier ja Bassler, 2003). Antud QS signaal on avastatud Vibrio harveyi-s ning see on seotud
peamiselt virulentsuse ja biofilmi moodustamisega. Al2-e erinevad derivaadid vdimaldavad
bakteritel eristada enda ja teiste poolt siinteesitud signaale. Liigisiseselt on signaalsiisteemide
tdpsem toimemehhanism teada (Federle, 2009), kuid selgusetuks on jddnud signaalide

tolgendamise viis eri liikide vahel (Galloway jt, 2011).

1.3. Bakterite evolutsioneerumine stressitingimustes

DNA-s tekkinud mutatsioonid voivad olla raku jaoks kas kasulikud, kahjulikud voi
neutraalsed. Mutatsioonid jagunevad kaheks: spontaansed ja indutseeritud. Spontaansed
mutatsioonid tekivad DNA replikatsiooni kdigus valede nukleotiidide lisamisega.
Indutseeritud mutatsioonid on seotud mutageenide tekitatud DNA kahjustustega.
Mutatsioonid pdhjustavad populatsioonis geneetilist varieeruvust, andes evolutsioonile uut
materjali, millele toimib looduslik valik. Stressitingimustes kasvavad rakud aeglaselt ja eelise
saavad antud tingimustega koige paremini kohastunud rakud. Stressitingimuste paremat
taluvust voi suurenenud kasvukiirust voib pdhjustada kas spetsiifiline punktmutatsioon voi
suuremad Umberkorraldused genoomis. Sellist selektiivses keskkonnas toimuvat
muteerumisprotsessi, mis toimub rakupopulatsioonis, kus bakterite kasv on pérsitud,
nimetatakse adaptiivseks vOi statsionaarse faasi mutageneesiks ning selle toimumise pdhjuste

kohta on levinud mitmeid hiipoteese (Foster, 1999; Rosenberg, 2001; Adams, 2004; Roth ja
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Andersson, 2004; Tenaillon jt, 2004; Wright, 2004 ; Ponder jt, 2005; Foster, 2007; MacLean
jt, 2013). Teoreetiliste mudelite pdhjal voib delda, et kasulikke mutatsioone tekib selektsiooni
tingimustes sOltumatult nende algsest pohjusest. Populatsioon adapteerub keskkonnaga
kiiremini, kui iildine mutatsioonisagedus rakkudes on korge (sest sellega suureneb ka
voimalus kasulike mutatsioonide tekkeks), kuid kasuliku mutatsiooni fikseerumise jarel on
eelisolukorras madalama mutatsioonisagedusega rakud. Vastasel juhul koguneb genoomi
palju kahjulikke mutatsioone, mis vdahendavad rakkude eluvdimelisust (Galhardo jt, 2007;

MacLean jt, 2013).

1.3.1. Statsionaarse faasi mutageneesi molekulaarsed mehhanismid

Mutatsioonide tekkeks on mitmeid pohjuseid, kuid statsionaarse faasi rakkudes
toimuva madala replikatsioonitaseme ja stressi tekitava keskkonna tottu arvatakse, et enamus
statsionaarse faasi rakkudes tekkinud mutatsioonidest on seotud DNA kahjustuste tekke ja
nende parandamisega. DNA-d kahjustavad tegurid voivad olla kas endogeense voieksogeense
paritoluga. Endogeenset péritolu kahjustusi pdhjustavad ained, mis tekivad rakus normaalse
metabolismi kdigus, nditeks alkiileerivad tlihendid ja hapnikuradikaalid (Foster, 2007).
Eksogeense paritoluga on erinevad kiirgused (UV-kiirgus, rontgenkiirgus), antibiootikumid ja

mitmesugused DNA-d kahjustavad kemikaalid (Friedberg jt, 2004; Pitcher jt, 2007).

Uheks enimkasutatud mudeliks statsionaarse faasi mutageneesi uurimisel on E. coli
FC40 tiivi (Cairns ja Foster, 1991), milles on kromosomaalne lacZ geen deleteeritud. lacZ
geenilt kodeeritav [-galaktosidaas voimaldab bakteritel kasutada laktoosi ainsa siisiniku
allikana (Cupples ja Miller, 1988). E. coli FC40 sisaldab lacl-lacZ liitjarjestusega F’
plasmiidi, milles lacl geenis on +1 raaminihke mutatsioon. Liitjarjestuse olev mutatsioon
vihendab [-galaktosidaasi aktiivsust umbes 1%-ni algsest, mis ei ole piisav rakkude kasvuks
laktoosil (Cairns ja Foster, 1991). Katse pdhineb Lac™ reventantide kolooniate detekteerimisel
laktoos- minimaal plaatidel. Teisel pdeval pirast plaatimist ilmuvad nihtavale esimesed Lac®
reventantide kolooniad, mille Lac® fenotiilipi pdhjustanud mutatsioonid on tekkinud
vedelsootmes ilma selektsioonita kasvanud bakterites. Alates kolmandast péevast
akumuleeruvad Lac® kolooniad, mis on tekkinud selektiivtingimustes statsionaarse faasi
mutageneesi tulemusel ja nende edasine tekkesagedus on konstantne (Cairns ja Foster, 1991).
Samas peab arvestama, et pérast viiendat pdeva tekkinud kolooniatest on ligikaudu 2% Lac".
Kuna lac™ alleel lekib vihesel mééral, siis voimaldab neil kolooniatel laktoosil kasvamist lac
alleeli amplifitseerumine (Foster ja Trimarchi, 1994). Kui mitteselektiivses tingimustes tekib

Lac® mutante minimaalselt, siis Lac* mutantide tekkesagedus laktoosi selektsiooni puhul
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suureneb tunduvalt (kuni 50 mutanti 108 raku kohta pievas) (Cairns ja Foster, 1991 ; Foster ja
Trimarchi, 1994).

Statsionaarses faasis tekkinud Lac® reventantide mutatsioonispekter erineb kasvava
kultuuri Lac® mutantide omast, sisaldades peamiselt 1 ap deletsioone, mis on tekkinud
mononukleotiidsetes kordusjirjestustes. Kasvavas kultuuris tekkinud Lac* mutantidel esineb
nii suuremaid deletsioone, duplikatsioone kui ka raaminihkeid (Foster ja Trimarchi, 1994).
Statsionaarses faasis tekkinud Lac™ mutatsioonide tekkemehhanismid erinevad kasvavates
rakkudes tekkinud mutatsioonide omast. Statsionaarses faasis tekkinud Lac* mutatsioonide
tekkeks on vaja kaheahelaliste katkete parandamisega seotud homoloogilise rekombinatsiooni
ensiiime RecA, RecBCD ja RuvABC (Cairns ja Foster, 1991; Foster jt, 1996). Vorreldes
plasmiidse lokalisatsiooniga vdheneb kromosomaalse lokalisatsiooniga lac alleeli puhul
reventantide tekkesagedus 100 korda (Foster ja Trimarchi, 1995). Teiseks peavad olema
ekspresseeritud plasmiidi konjugatsiooniks vajalikud valgud, mis teevad plasmiidi katke oriT

piirkonnas, konjugatsioon ise vajalik eiole (Foster ja Trimarchi, 1995).

Lisaks on ka RpoS-il oluline roll Lac* revertantide tekkes. Esiteks suurendab RpoS
vigaderohke DNA poliimeraasi Pol IV ekspressioonitaset statsionaarse faasi rakkudes, millest
tulenevalt on kuni 80% Lac™ fenotiiiipi pdhjustavatest mutatsioonidest Pol IV-st sdltuvad
(McKenzie jt, 2001; Lombardo jt, 2004). Teiseks vdhendab RpoS DNA valepaardumisi
korvaldava mismatch reparatsiooni (MMR) taset E. coli statsionaarse faasi rakkudes (Tsui jt,
1997). MMR on vajalik valepaardumiste tuvastamiseks DNA kaksikahelas ja nende
likvideerimiseks. E. coli tiive FC40 puhul ilmnes, et MMR valkude iileekpressioonil viheneb
Lac™ mutatsioonide tekkesagedus (Foster ja Trimarchi, 1995; Foster, 1999). Sarnast MMR
valkude tileekspressiooni mdju on ndidatud ka kasvavate rakkude mutatsioonisagedusele, mis

viitab MMR valkude limitatsioonist tingitud Lac* mutatsioonide tekkele (Foster, 1999).

Lac*™ mutantide tekkemehhanismide selgitamiseks E. coli tiive FC40 statsionaarse faasi
rakkudes on kaks mudelit: juba eelpool kirjeldatud homoloogilisest rekombinatsioonist sdltuv
mutagenees (RMD) ja lac alleeli amplifikatsioonist sdltuv mutatsioon (AMD) (Rosenberg ja
Hastings, 2004; Roth ja Andersson, 2004).

RMD mudeli jirgi indutseerib mutatsioonide teket DNA kaheahelaline katke, mille
teke on F plasmiidis sagedasti toimuv protsess. Kaheahelaline DNA katke initsieerib
homoloogilise rekombinatsiooni, mille kdigus voivad DNA vastasahelat siinteesida nii Pol Il,
Pol Il kui Pol IV. Kui siinteesitav DNA sisaldab lac regiooni, vdivad spontaansete

mutatsioonide tulemusena tekkida Lac™ mutandid (Foster, 2007).
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ADM mudeli kohaselt initsieerib mutageneesi lac regiooni sisaldava DNA
duplitseerumine, mis toimub korge sagedusega, lihel juhul tuhande raku kohta. Laktoosil
kasvades on lac duplikatsioonidega rakkudel piisavalt energiat, et amplifitseerimaks lac
regiooni RecA ja RecBCD sdltuva mehhanismi abil. Aeglase lac regiooni amplifitseerimise
tagajirjel on rohkem potentsiaalseid mirklaudu Lac® mutatsioonide tekkeks (Roth ja
Andersson, 2004; Foster, 2007)

Statsionaarse faasi mutageneesi on lisaks E. coli-le uuritud veel Gram-positiivse
bakteri Bacillius subtilis tiives YB955. Tegemist on auksotroofse tiivega, mis ei suuda
stinteesida histidiini, metioniini ega leutsiini. Inkubeerides YB955 tiive rakke s66tmel, milles
puudub iiks neist aminohapetest, hakkab akumuleeruma prototoofseid revertante, millede
tekkesagedus on tiheksa pdeva jooksul konstantne (Sung ja Yasbin, 2002). Erinevalt E. coli
tiives FC40 kirjeldatud statsionaarse faasi mutatsioonidest ei vajanud B. subtilises tekkinud
mutatsioonid ei RecA valku ega homoloogilist rekombinatsiooni (Sung ja Yashin, 2002;
Foster, 2007). Samas Kirjeldati B. subtilis-e rakkudes aga sarnaselt E. coli-le vigaderohke
DNA poliimeraasi YqjH osalust statsionaarse faasi mutageneesil (Sung jt, 2003). Lisaks
ndidati, et B. subtilis-es indutseerib stasionaarse faasi mutatsioonide teket Mfd (Ross jt, 2006)
jaComA (Sung ja Yasbin, 2002).

Vigaderohke DNA poliimeraasi Pol IV osalust statsionaarse fassi mutageneesil on
niidatud ka bakteris P. putida, kus on uuritud fenooli lagundavate Phe* revertantide teket 1 ap
deletsiooni tulemusena plasmiidis, mis kannab raaminihke mutatsiooniga fenooli
monooksiigenaasi geeni pheA alleeli (Tegova jt, 2004). Phe® revertantide teket P. putida
statsionaarse faasi rakkudes (nii raaminihke mutatsioonide kui ka asendusmutatsioonide teket)
soodustavad ka nukleotiidi viljaldoike reparatsiooni NER ensiitimid (Tark jt, 2008). Samuti
soodustavad P. putida nilgivates rakkudes statsionaarse faasi mutatsioonide teket DNA
okstidatiivsed kahjustused (Saumaa jt, 2002; Saumaa jt, 2006) ning reaktiivsete
hapnikuvormide (ROS) olemasolu rakkudes (Tarassova jt, 2009). Sarnaselt B. subtilis-ele ei
vaja statsionaarse faasi mutagenees bakteris P. putida RecA valgu funktsioone (Tegova jt,
2004).

1.3.2. Mutatsioonisagedust mojutavad tegurid bakteri kromosoomis

Mitmed uuringud on viidanud mutatsioonisageduse varieeruvusele kromosoomi eri
piirkondades. Sekveneeritud genoomide analiilisimisel on selgunud, et enamusel o- ja v-
proteobakteritel esineb oriC liheduses paiknevatel geenidel vihem asendumutatsioone kui
kaugemal asuvatel (Sharp jt, 1989; Mira ja Ochman, 2002). Samal ajal pole in vivo katsetes
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sarnast efekti ndhtud. Naiteks Salmonella enterica kromosoomis on viidud ldbi katse, kus
nelja eri lokalisatsiooni on inserteeritud mutantne lacZ geen. Lac* reventeerumissageduste
vordlemise tulemusena selgus, et mutatsioonisagedus sdltub pigem regionaalsest efektist kui
oriC  kaugusest (Hudson jt, 2002). Kromosomaalse lokalisatsiooni  moju
mutatsioonisagedusele on ndidatud ka E. coli-s, kus raaminihke mutatsioonide uurimiseks
viidi erinevatesse kromosoomi piirkondadesse muteeritud klooramfenikooli (bakteristaatiline
antibiootikum) atsetiililtransferaasi geen. Erinevates kromosoomi piirkondades néhti
varieeruvust nii MMR siisteemi efektiivsuses kui ka DNA replikatsioonil tekkinud vigade
tekkesageduses (Martina jt, 2012).

Teiseks suunaks genoomis toimuvate mutatsiooniprotsesside uurimisel on olnud
mutatsioonisageduste vordlemine juhtivas ja mahajddvas ahelas. Enamus uuringutest on
viidud 1dbi E. coli tiives, kuhu on inserteeritud mutantne lacZ geen. Katsestes vorreldakse
isogeenseid tiivesid, mis erinevad teineteisest lacZ geeni orientatsiooni poolest
replikatsioonikahvli likkumise suhtes. Replikatsioonivigade tuvastamiseks kasutati MMR
defektset tiive ning leiti, et mahajddval ahelal on suurem mutatsioonisagedus kui juhtival
ahelal (Gawel jt, 2002). Vigaderohkete DNA poliimeraaside moju uurimiseks on kasutatud E.
coli tiive, kus SOS siisteem oli konstitutiivselt ekspresseeritud. Sellise testsiisteemi puhul
tekkis samuti rohkem mutatsioone mahajadvas ahelas (Maliszewska-Tkaczyk jt, 2000). Samas
ndhti asendusmutatsioone tuvastavat testsiisteemi kasutades korgemat mutatsioonisagedust
juhtiva ahela puhul (Fijalkowska jt, 1998). UV indutseeritud mutatsioonide uurimisel aga

erinevusi juhtiva ja mahajddva ahela mutatsioonisagedustes ei nahtud (Gawel jt, 2002).
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2. Eksperimentaalosa

2.1. Too eesmark

Selleks, et uurida mutatsiooniprotsesse bakteri P. putida kromosoomi erinevates
piirkondades, konstrueeris Triinu Juurik meie laboris lacl-PicpheBA testsiisteemi, mis
voimaldab detekteerida mutatsioone, mis inaktiveerivad Lacl repressori vOi tema
seondumissaidi (Juurik, 2011). Selle testsiisteemi abil ndgime, et mutatsioonisagedus
varieerus sOltuvalt testsiisteemi lokalisatsioonist kromosoomis (Juurik jt, 2012). Lisaks oli
Triinu oma magistritods viinud ldbi pilootkatse Lacl-d inaktiveerivate mutatsioonide spektri
madramiseks kromosoomi erinevates piirkondades ning saadud andmed viitasid sellele, et
testsiisteemi asukoht kromosoomis mojutab ka mutatsioonispektrit (Juurik, 2011). Antud
testsiisteem vOimaldab uurida nii kasvavates rakkudes kui ka statsionaarses faasi rakkudes

tekkinud mutatsioone.

Selleks, et uurida tdpsemalt mutatsioonide tekke diinaamikat kromosoomi erinevates
piirkondades, oli minu t66 esimeseks eesmargiks vorrelda mutatsioonispektrit suurema hulga
testgeeni lokalisatsioonide puhul ning erinevatel pdevadel selektiivsootmele tekkinud

mutantides.

Kuna sarnasel fenooli lagundamist vdimaldaval testsiisteemil on varem ndhtud
selektiivsootmele akumuleerunud mutantide kolooniate inhibeerivat mdju uute kolooniate
moodustumisele, oli minu t66 teiseks eesmirgiks uurida statsionaarse faasi mutantide

akumulatsiooni parssivaid mehhanisme.
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2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Sootmed, bakteritiived ja plasmiidid

So6tmetena on kasutatud LB-so6det (Miller, 1972) voi M9 minimaals6odet (Adams,

1959), millele lisati mikroelementide lahust (Bauchop ja Elsden, 1960) ning siisinikuallikana

glikkoosi (Glc) 1opp-kontsentratsiooniga 10 mM vai fenooli (Phe) I6ppkontsentratsiooniga 2,5

mM. Gliikoos vedelsootmesse on lisatud kaseiini hiidroliisaati (CAA) 1oppkontsentratsiooniga

0,2%.

Plasmiidi voi tiive selektsiooniks on kasutatud jargmisi antibiootikume: kanamiitsiini

(Km; 50 pg /ml), streptomiitsiini (Sm; 200 mg/ml), karbenitsilliini (Cb; 1-3 mg/ml),
rifampitsiini (Rif; 100 pg/ml), tetratsiikliini (Tet; E. coli-110 pg/ml; P. putida-150 pg/ml).

Escherichia coli rakke on kasvatatud temperatuuril 37°C ja Pseudomonas putida rakke

temperatuuril 30°C. Vedelsootmes kasvatamisel aereeriti kultuure loksutil. T66s kasutatud

bakteritiived ja plasmiidid on toodud tabelis 1.

Tabel 1. T60s kasutatavad bakteritiived ja plasmiidid

Allikas

Iseloomustus

Tiive nimi

Escherichia coli

CC118Lpir A(ara-leu) araD AlacX74 galE galK phoA20 thi-1 rpsE rpoB argE (Herrero jt,
(Am) 1990)

DHS5aApir SupE44, 4 lacU169 (f80 lacZ4M15), hsdR17 (rk-mk+), recAl, (Hanahan ja
endAl, thil, gyrA, relA Meselson, 1983)

HB101 SubE44 subF58 hsdS3 (rB-mB-) recA13 pro42 lacYl galK2 rsp20 (Boyer ja
xyl-5 mt1-1 Roulland-

Dussoix, 1969)

MG 1655 E. coli algne tiivi (Miller, 1992)

Pseudomonas putida

Paw8g5 P. putida algne tiivi (Bay ey jt,

1977)

phe-lacl_5 Pawa85, mis sisaldab phe-lacl testsiisteemi kromosomaalses (Juurik, 2011)
lokalisatsioonis PP0340

phe-lacl_10 Pawa5, mis sisaldab phe-lacl testsiisteemi kromosomaalses (Juurik, 2011)
lokalisatsioonis PP4644

phe-lacl_115 Pawa5, mis sisaldab phe-lacl testsiisteemi kromosomaalses (Juurik, 2011)
lokalisatsioonis PP3579

phe-lacl 117 Pawa5, mis sisaldab phe-lacl testsiisteemi kromosomaalses (Juurik, 2011)
lokalisatsioonis PP4158

phe-lacl_18 Pawa5, mis sisaldab phe-lacl testsiisteemi kromosomaalses (Juurik, 2011)
lokalisatsioonis PP3728

phe-lacl_19 PaWw85, mis sisaldab phe-lacl testsiisteemi kromosomaalses (Juurik, 2011)
lokalisatsioonis PP2764

phe-lac]_31 PaW§5, r’r_]is Si_8a|dab phe-lacl testsiisteemi kromosomaalses (Juurik, 2011)

- lokalisatsioonis PP4050

phe-lacl_30 PaW85, mis sisaldab phe-lacl testsiisteemi kromosomaalses (Juurik, 2011)
lokalisatsioonis PP2316

phe A+C_3.1 PaW 85 tiivi, mis sisaldab miniTn5 koosseisus funktsionaalset (Juurik, 2011)
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pheA+C geenikassetti (Sm")

PaWAPP 3584

P. putida algne tiivi, milles on deleteeritud geen PP_3584

kdesolev t60

PheA"APP_3584

pheA+C 3.1 algne tiivi, milles on deleteeritud geen PP_3584

kdesolev t60

PheA"APP 4173

pheA+C 3.1 algne tiivi, milles on deleteeritud geen PP_4173

kdesolev t60

PaWAPP_4173

P. putida algne tiivi, milles on deleteeritud geen PP_4173

kdesolev t60

Pseudomonas (Merimaa jt,
fluorescens 2006)
Pseudomonas PAOI algne tiivi (Stover jt,
aeruginosa 2000)
PAO1
Pseudomonas Geneetika
fragi dppetooli labori
kollektsioon,
Eeva Heinaru
Pseudomonas Geneetika
syringae dppetooli labori
kollektsioon,
Eeva Heinaru
pRK2013 Konjugatiivse iilekande abiplas miid (Figurski ja
Helinski, 1979)
pBaml Km', Amp", oriR6K (Martinez-
Garcia jt, 2011)
pJP5603-I-scel,,  I-Scel restriktsioonisaite ja multikloneerimisjérjestust sisaldav (Martinez-
suitsiidplasmiid (Km") Garcia ja de
Lorenzo, 2011)
pPSW (I-Scel) I-Sce I nukleaasi ekspresseeriv plasmiid (Amp', Cb) (Wong ja
Mekalanos,
2000)
22.2.PCR

PCR (Polymerase Chain Reaction) on viidud labi jargnevalt: Matriitsina on kasutatud

bakterirakke voi ~10 ng isoleeritud DNA-d. Reaktsioonimahuks on 20 pl ja reaktsioonisegu
sisaldab jargmisi komponente: 75 mM Tris-HCI (pH 8,8), 20 mM (NH4)2S04, 0,01% Triton
X 100, 0,5% Ficoll 40, 1 mM tartasiin. Enne PCR-i reaktsiooni kéivitamist on lisatud MgCI2
2,5 mM loppkontsentratsiooniga, ANTP-d 0,2 mM I6ppkontsentratsiooniga, 0,5 u prof Juhan

Sedmani laboris puhastatud Taq poliimeraasi, 10 pmol praimereid (tabel 2), ~10 ng isoleeritud

DNA-d vdi rakususpensiooni ning autoklaavitud destilleeritud H,O-d 1oppmahuni 20 pl. PCR

on teostatud firma ,.Biometra® ja ,,Eppendorf* PCR-i masinatega. Praimeritena kasutatud

oligonukleotiidid on toodud tabelis 2.

Valdavalt on 14bi viidud 25 - 30 tsiiklit, mis on toimunud jargmistel tingimustel:

1. DNA denaturatsioon — 0,5 minutit temperatuuril 96°C;

2. Praimeri seondumine matriits-DNA- le — 0,5 minutit temperatuuril 54-57°C;
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3. DNA siintees — ligikaudu 1 - 3,5 minutit (sdltuvalt amplifitseeritava DNA fragmendi

pikkusest, arvestatuna 1 minut 1000 nukleotiidi kohta) temperatuuril 72°C.

Tsiklitele eelnes paariminutiline kuumutamine temperatuuril 96°C ja jirgnes mdone minuti

pikkune siinteesijark, mille kdigus siinteesiti 1dpuni veel pooleliolevad fragmendid.

Tabel 2. T66s kasutatud oligonukleotiid id

Nimetus

Nukleotiidne jirjestus

ARB-PCR-i 14bi viimiseks kasutatud praimerid

Seondumissait

ARB2 5- seondub kddupraimeri konserveerunud 5" otsaga
GGCCACGCGTCGACTAGTA
C-3

ARB6 5'- kddupraimer, mille linkerregiooni ACGCC on P. putida
GGCCACGCGTCGACTAGTA  kromosoomis 12050 kordust
C

Smsaba 5'- komplementaarne Sm' resistentsusgeeni jirgse alaga st
GAAGTAATCGCAACATCCG  positsioonides 202 kuni 221 arvestatuna TAA
C-3 stopkoodonist suunaga geenist eemale

SmSplopp 5'- komplementaarne Smr resistentsusgeeni jargse alaga st
GCTGATCCGGTGGATGACCT positsioonides 249 kuni 268 arvestatuna TAA
-37 stopkoodonist suunaga geenist eemale

BAM-1 5- komplementaarne Km' resistentsusgeeni
TTATGTAAGCAGACAGTTTT  initsiaatorkoodonist ATGette jadval ala positsioonides
-3’ -21 kuni -40 suunaga geenist vélja

MelUus2 5- komplementaarne Km' resistentsusgeeni
TATCTTGTGCAATGTAACAT  initsiaatorkoodonist ATGette jadval ala positsioonides
CAGAG-3’ -63 kuni -87 suunaga geenist vilja

Geeni PP_4173 deleteerimiseks kasutatud praimerid

EcoRPP417 5'- komplementaarne geeni PP_4173 eelse alaga

3-1 AAGGAATTCTGTTGCCGCA positsioonides -496 kuni -476 arvestatuna startkoodonist

GGCCAGGCG-3”

ATG ja suunaga geeni poole, 5’otsas asub EcoR1
restriktsioonisait

PP4173sisse 5'- komplementaarne geenist PP_4173 eelse alaga
CAGGACGACTGGCTGTGGG  positsioonides -183 kuni -164 arvestatuna startkoodonist
T-3" suunaga geeni poole
PP4173- 5'- 3’ots on komp lementaarne geeni PP_4173 alaga
1REV AGTGTTTAAGACTGCCGCAC positsioonides 15 kuni -5 arvestatuna startkoodonist ATG
AAGCGTTTGCTCATGGGGT-  ning suunatud geeni poole, 5’otsaga on komplementaarne
3 positsioonidegal953 kuni 1934, arvestatuna
startkoodonist ja suunatud geenist eemale
PP4173- 5'- komplementaarne geeni PP_4173 alaga positsioonides
2FW GTGCGGCAGTCTTAAACACT 1934 kuni 1953 arvestatunastartkoodonist ATG ja
-3’ suunaga geenist eemale
PP4173- 5'- kompleko mplementaarne geeni PP_4173 jargse alaga
2BHREV TATGGATCCCTGCCAGCCGA positsioonides 492 kuni 480 arvestatuna stopkoodonist
GGAAGAA-3’ TAA ja suunaga geeni poole, sisaldab 5’otsas BamH1
restriktsioonisaiti
PP4173out 5- komplementaarne geeni PP_4173 alaga positsioonides
GGTAGACTATTGCGTTGTGG 2053 kuni 2033 arvestatuna startkoodonist ATG ja
T-3" suunaga geeni poole

Geeni PP_4708 deleteerimiseks kasutatud praimerid

4708Fwl 5- komplementaarne geeni PP_4708 eelse alaga
AGAGCTCAAAGCTCAGATC  positsioonides -498 kuni -478 arvestatuna geeni
GTTGCCGA-3’ stratkoodonist GT G, suunaga geeni poole, sisaldab
5’otsas Sacl restriktsioonisaiti
4708Revl 5- 3’otsaga on komplementaarne geeni PP_4708eelse alaga
CGTTCGCTTAGACGCCCGAC positsioonides -11 kuni-31 arvestatuna startkoodonist
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TTTTTCAGTGGCTCTTGGGG- GTGja 5'otsaga on komplementaarne geeni alaga
3 positsioonides 2113 kuni 2095 arvestatuna startkoodonist
GTG, suunaga geenist eemale
4708Fw2 5- komplementaarne geeni PP_4708 alaga positsioonides
TCGGGCGTCTAAGCGAACG- 2113 kuni 2095 arvestatuna startkoodonist GT G
3
4708ReV2 5- komplementaarne geeni PP_4708 jargse alaga
AGGATCCACGCCTTGGCTG positsioonides 504 kuni 484arvestatuna stopkoodonist
GTCTCGAC-3’ TAA, suunaga geeni poole, sisaldab 5’otsas BamH 1
restriktsioonisaiti
4708IN 5- komplementaarne geeni PP_4708 eelse alaga
GCCTCGTGTTGTATCTGGAC  positsioonides -104 kuni -85 arvestatuna startkoodonist
-3’ GTG, suunaga geeni poole
47080UT 5- komplementaarne geeni PP_4708 alaga positsioonides
AGAAACCCTTGCCTGGATC- 168 kuni 150 arvestatuna startkoodonist GT G, suunaga
3 geenist eemale
Geeni PP_3584 deleteerimiseks kasutatud praimerid
3584Fwl 5'- komplementaarne geeni PP_3584 eelse alaga
AGAATTCGCGGTGACAGCA  positsioonides -496 kuni -473 arvestatuna startkoodonist
AGCTGCAATC-3’ ATG suunaga geeni poole, sisaldab 5 otsas Ecorl
restriktsioonisaiti
3584Revl 5'- 3" otsaga on komp lementaarne geeni PP_3584 alaga
CGTTCTTCTTGACGATACCG  positsioonides 252 kuni 231 arvestatuna startkoodonist
AGAGGTTCATGCGCCCGCCT ATG, suunaga geenist eemale, 5’otsaga on
T-3" komplementaarne geeni alaga positsioonides 2676 kuni
2657 arvestatunastartkoodonist ATG, suunaga geenist
eemale
3584Fw2 5'- komplementaarne geeni PP_3584 alaga positsioonides
CGGTATCGTCAAGAAGAAC 2657 kuni 2675 arvestatuna startkoodonist ATG, suunaga
G-3’ geenist vilja
3584ReV2 5'- komplementaarne geeni PP_3584 jargse alaga
AGGATCCATGACTACCCGT positsioonides 293 kuni 274 arvestatuna stopkoodonist
GTCGAACC-3” TGA, suunaga geeni poole, sisaldab 5’otsas BamH1
restriktsioonisaiti
3584IN 5'- komplementaarne geeni PP_3584 eelse alaga
GGAAGTGGTCGAAGACAGC  positsioonides -126 kuni -104 arvestatuna startkoodonist
TC-3’ ATG, suunaga geeni poole
35840UT 5'- komplementaarne geeni PP_3584 alaga positsioonides
AACTGGTCGAGGCCATCTGT 252 kuni 230 arvestatuna startkoodonist ATG, suunaga
TC-3° geenist eemale

pSW plas miidi kontrolliks kasutatud praimerid

pSW-F 5'- komplementaarne  plasmiidis ~ pSW(I-scel)  oleva
GGACGCTTCGCTGAAAACT jarjestusega, suunaga multikloneerimisjirjestuse poole
A-3’

pSW-R 5'- komplementaarne  plasmiidis ~ pSW(l-scel)  oleva
AACGTCGTGACTGGGAAAA- jirjestusega, suunaga multikloneerimisjirjestuse poole
3

Mutantide analiiiisiks kasutatud praimerid

lacopRev 5'- ko mplementaarne lacl geeni eelse alaga positsioonides -
GATCCTCTAGAGTCGACCTG 420 kuni -401 initsiaatorkoodonist GT G
-3
laclloppsiss  5'- komplementaarne lacl geeni positsioonidega 1080 kuni
el CACTGCCCGCTTTCCAGTC- 1062
3
laclalgus 5'- komplementaarne lacl geeni eelse alaga positsioonides -
GCGGTATGGCATGATAGCG- 50 kuni -32 initsiaatorkoodonist GT G, suunaga geeni
3 poole
lacl3 5'- komplementaarne lacl geeni positsioonidega 726 kuni
CATCGCAGTGGGAACGATG- 708
3
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2.2.3. Geelelektroforees

PCR tulemused on analiiiisitud geelelektroforeesil, selleks on lisatud 20 pl proovile 4
ul geelektroforeesivarvi (0,04 %-list broomfenoolsinise lahust 50%-ses gliitseroolis). Proovid
on kantud horisontaalsele 1%-sele agaroosgeelile TAE puhvris (50 mM Tris-atsetaat, 1 mM
EDTA; pH 8,2). Geel sisaldab etiidiumbromiidi 0,1 pg/ml. DNA fragmentide pikkuste
madramiseks on kasutatud firma ,Fermentas® markerit ,,ZipRuler Express DNA Ladder 2.
Geelelektroforees on viidud libi toatemperatuuril, pingel 10 — 15 V/cm. Geel on pildistatud

ultraviolettvalguses.

2.2.4. Bakterite elektroporatsioon

E. coli rakkude elektroporatsioonil on kasutatud Sharma ja Schimke meetodit (Sharma
ja Schimke, 1996). Kompetentsete rakkude saamiseks on lahjendatud iile66 LB-vedelsdotmes
kasvanud E. coli tiivesid DHSa Apir ja CC118Apir optilise tiheduseni AS80 = 0,1 ning
kasvatatud 1,5-2 tundi, kuni bakterikultuur on joudnud optilise tiheduseni A580 = 1-15.
Rakud on tsentrifuugitud so6tmest pdohja 12000 x g 30 sekundi viltel firma ,,Eppendorf*
lavatsentrifuugiga ,,Mini Spin“ ja seejiarel on eemaldatud supernatant. Jirgnevalt on E. coli
rakke pestud kolm korda 700 pl 10%-se gliitserooliga ja suspendeeritud 100 pl 10%-ses

gliitseroolis.

Elektroporatsiooniks on lisatud E. coli rakkudele ligikaudu 100 ng vees lahustatud
plasmiidset DNA-d ning rakud on seejarel pipeteeritud elektroporatsioonikiivetti.
Elektroporatsioon on teostatud firma ,,BioRad*“ elektroporaatoriga ,,E. coli Pulser” pingel
2500 V. Pirast elektroporatsiooni on rakkudele lisatud 1 ml LB-s6odet ja kasvatatud
ligikaudu tund aega termostaadis temperatuuril 37°C. Seejarel on rakud tsentrifuugitud
so0tmest pdhja, eemaldatud supernatant, suspendeeritud 100 pl LB-s66tmes ja plaaditud
selektiivtassidele.

2.2.5. Bakterite konjugatsioon

Homoloogilise rekombinatsiooni libiviimiseks algse ja katkestatud geeni vahel on
kasutatud bakterite konjugatsiooni. Selle ldbiviimiseks on kasvatatud iile66 doonortiivena
katkestusplamismiidi sisaldavat E. coli CC118 ipir vdi DHS5aApir tiive, helperplasmiidi
PRK2013 sisaldavat E. coli tiive HB101 ning soovitud P. putida tiive. Ule6 kasvanud
kultuuridest on tehtud kahekiimnekordsed lahjendused virsketesse LB so0tmetesse ning
kasvatatud ilma antibiootikumideta. Ristamissegude jaoks on vdetud ajapunktidel 1,5 ja 2,5
tundi E. coli kultuurist 50 ul ja P. putida kultuurist 100 pl, segatud kokku ning pipeteeritud

sellest 100 pl LB-tassile. Baktereid on kasvatatud iiled 30°C termostaadis. Uledd kasvanud
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rakud on kraabitud plaadilt ning suspendeeritud 1 mk-s 1 x M9. Suspensioonist on pipeteeritud
100 pl selektiivsootmetele, kus on voimelised kasvama vaid homoloogilise rekombinatsiooni

tulemusel tekkinud P. putida mutandid.

2.2.6. Plasmiidse DNA eraldamine ,,Axygen“ kitiga ja restriktsioonanaliiiis
Plasmiidse DNA eraldamiseks ,,Axygen AxyPrepTM Plasmid Miniprep* kitiga on
kasvatatud plasmiidi sisaldavaid E. coli rakke ile6d 5 ml-s LB-sootmes plasmiidi
selektsiooniks vajaliku antibiootikumi juuresolekul. Jargnevalt on rakud tsentrifuugitud pohja
30 sekundi viltel ja suspendeeritud 250 pl S1 puhvris (RNaasA-d sisaldav lahus). Koik
tsentrifuugimised on viidud Iibi maksimumpooretel (12000 x g), kasutades firma
,Eppendorf* lauatsentrifuugi ,,Mini Spin“. Rakkude liiisimiseks on lisatud suspensioonile
250 pl S2 puhvrit (Lisotsiitimi lahus) ja seejirel hoitud toatemperatuuril 5 minutit pidevalt
segades. Jargnevalt on lisatud 350 pl S3 puhvrit (neutraliseeriv lahus), segatud ning liilisunud
rakkude kestad ja kromosoom-valkkompleks on tsentrifuugitud 10 minuti jooksul pdhja.
Seejarel on pipeteeritud supernatant kolonni ning tsentrifuugitud 1 minut, mille jooksul
toimub DNA seondumine kolonni maatriksile. Soolade eemaldamiseks on pipeteeritud
kolonni 700 pl pesupuhvrit W2 ning tsentrifuugitud 1 minut. Seejarel on DNA elueeritud 60

ul elueerimislahuses.

DNA restriktsiooniks on kasutatud firma ,Fermentas® ensiiime. Reaktsioonid on
viidud 1abi tingimustel, mis on ette nihtud vastavaid restriktaase tootva firma poolt koostatud

ensiitimide kataloogis.

2.2.7. Phe” mutantide akumulatsioonikatse

Akumulatsioonikatseks on kasvatatud 1le66 4 ml-s glikoos-minimaals66tmes
testsiisteemi sisaldavaid tiivesid ning taustarakkudeks on tiive P. putida Paws85 rakud. Ules6
kasvanud testsiisteemiga tiivede kultuuridest on tehtud neljakordsed lahjendused 1 x M9-sse.
10 pl neljakordse lahjendusega testtiivede rakke on seejirel plaaditud koos 250 pl algtiive
rakkudega 2,5 mM fenoolminimaaltassidele ning inkubeeritud temperatuuril 30°C 12 pieva.
Taustarakud on lisatud saavutamaks teiste testsiisteemide kasutamisega vorreldav rakkude arv

plaadil (~1 x 10°), et kdigis katsetes oleksid samad tingimused.

2.2.8. P. putida nélgiva populatsiooni elumuse méiiramine

Bakterirakkude elumust on middratud kogu nédlgimisperioodi jooksul kolooniat
moodustavate rakkude (CFU-Colony Forming Units) arvukuse alusel samadelt fenooli

minimaaltassidelt, millel on jilgitud Phe* revertantide teket. 1-ml pipetiotsikut kasutades on
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1bigatud tassidelt agaritiikikesed, kus ei ole nihtavaid Phe™ kolooniaid, suspendeeritud nendel
olevad rakud 1 x M9 lahuses, tehtud vastavad lahjendused ning plaaditud glikkoos-Tel
tassidele. Agariketta pindala moodustab 1/100 kogu tassi pindalast. Lahtudes gliikkoos-Tel
tassidele tekkinud kolooniate arvust, tehtud lahjendustest ja agariketta pindalast, on arvutatud

elusrakkude arv fenoolminimaaltassidel valemi jargi:

kolooniate arv+lahjendusfaktor

Elusrakkude arv = — —
agaritiiki pindala tassi pindalast

Phe® reventantide tekkesagedus on arvutatud nilgivas populatsioonis olevate

teststisteemi sialdavate elusrakkude kohta.

2.2.9. Sekveneerimine

DNA sekveneerimiseks on kasutatud ABI PrismTM 3730x| kapillaarsekvenaatorit
ning firma Applied Biosystemsi BigDye Terminator v3.1 sekveneerimiskitti. Vastavalt Jiiri
Pariku poolt modifitseeritud protokollile on valmistatud 10 pl reaktsioonisegu, mis sisaldab: 2
ul 5 x lahjenduspuhvrit (200 mM Tris pH 9,0; 6 mM MgCL); 1,6 pmol praimerit; 0,7 pl
premix’i (Big Dye PR-100 mix v3.1); 5-20 ng sekveneeritavat PCR-i produkti ja 3,3-4 pul
H,0O-d. Reaktsioon toimub 37 tstikli jooksul jargnevatel tingimustel:

1) 15 sekundit temperatuuril 95°C,
2) 10 sekundit temperatuuril 50°C,
3) 45 sekundit temperatuuril 60°C.

Jargnevalt on lisatud DN A sadestamiseks reaktsioonidele 2 pldekstraani ja 30 pl196%
etanooli ning lastud proovidel sadeneda 10 minutit temperatuuril -20°C. Seejiarel on
tsentrifuugitud temperatuuril 4°C pooretel 16 100 g-d 10 minuti jooksul DNA sade pdhja ning
pestud seda 150 pl 75% etanooliga. Sade on seejarel kuivatatud temperatuuril 37°C.
Kuivanud DNA sade on jirgnevalt lahustatud 10 ml-s 70% formamiidis ning siilitatud

temperatuuril -20°C.

2.2.10. Inhibitsiooni katse

Inhibitsioonitunnetuse tuvastamiseks on agarsodtmele (plaadile) kiilvatud pheA+C3.1
testsiisteemi sisaldava tiivest saadud Phe™ mutandi rakke (~200-400 rakku plaadi kohta) koos
~1 x 10° taustarakuga (P. putida Paws85 rakud) vdi ilma taustarakkudeta fenool-

minimaalplaatidele. Fenooli sisaldavatel minimaalplaatidel on voimelised kasvama vaid
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fenooli lagundamist vdimaldavad fenooli monooksiigenaasi geeni sisaldavad Phe® rakud.

Jirgnevalt mdotsime Phe” kolooniate ilmumiskiirust fenool-minimaalplaatidele péevades.

2.2.11. Transposoonmutagenees ja ARB-PCR (Arbitory-PCR)

Transposoonmutageneesi Ebiviimiseks on kasutatud Martinez-Garcia ja kolleegide
poolt loodud siinteetilist vektorit pBaml, mis sisaldab minitransposooni (Martinez-Garcia jt,
2011). Esmalt on pBaml vektor viidud elektroporatsiooni teel E.coli CC118 Apir rakkudesse,
millele jiargneb bakterite konjugatsioon (vt. Materjal ja metoodika, peatikk 2.2.5), kus
transposooni  sihtmérkrakkudeks on kasutatud P. putida PaW85 pheA+C3.1 tiive Phe”
mutanti. Uledd LB-1kasvanud rakud on kraabitud plaadilt ning suspendeeritud 1 mks 1 x M9.
Kogu suspensioon on seejirel plaaditud 40 pl kaupa fenool + kanamiistiini s66tmetele koos
250 pl P. putida Paws85-ga. Selektiivsootmetel, mis sisaldab Phe® kolooniate kasvuks
stisinikuallikana fenooli ja transposooni transposooni insertsiooni sisaldavate rakkude
selekteerimiseks kanamiitsiini, on vdimelised kasvama vaid Phe® rakud, mis sialdavad
transposooni insertsiooni. Edasi on uuritud neid Phe® kolooniaid, mis on selektiivsddtmele
ilmunud varem (kolmandal vdi neljandal pdeval) vorreldes algse Paw85 pheA+C3.1 Phe”
mutandi rakkudele, kus kolooniad ilmuvad fenool- minimaalsd6tmetele 1dbi taustarakkude kihi
alles 6.-7. péaeval). Transposoonmutantide kiirenenud koloonia moodustumise fenotiiiipi on
kontrollitud kordusplaatimisel.

Transposooni insertsiooni piirkonna médramiseks P. putida kromosoomis on
amplifitseeritud PCR abil kromosoomist piirkond, mis sisaldab inserteerunud DNA-d ja
sellele kiilgneva ala liitjarjestust. Jirgneb antud PCR produkti sekveneerimine (vt. Materjal ja
metoodika, peatiikk 2.2.9).

Transposooni insertsioonisaidiga kiilgnev ala on amplifitseeritud ARB-PCR-i teel.
ARB-PCR koosneb kahest etapist. Esimeses etapis tekkivate juhusliku pikkusega DNA
fragmentide saamiseks on kasutatud praimereid Me-1-uus ja ARB6 (10 pmol) (tabel 2).
Kodupraimeri ARB6 3" otsas asub 5 - 6 nukleotiidi pikkune linkerregioon, mis on valitud P.
putida kromosoomiga seondumise sageduse alusel ning on koikidel kddupraimeritel erinev.
Jiargnev 10-ne nt pikkune regioon sisaldab juhuslikus jirjekorras koiki nelja nukleotiidi.
Kd&dupraimerite 5° ots on konserveerunud, sisaldades jirjestust, millega teises etapis saab
seonduda praimer ARB2. ARB-PCR-i esimene etapp toimub jargmistel tingimustel: esmalt
DNA denaturatsioon temperatuuril 96°C 30 sekundit, praimeri seondumine temperatuuril
30°C 30 sekundit, DNA siintees temperatuuril 72°C 1,5 minutit, kokku 6 tsiiklit, sellele
jargneb 30 tsiiklit, kus DNA denaturatsioon toimusbtemperatuuril 96°C 30 sekundit, praimeri
seondumine temperatuuril 45°C 30 sekundit, DN A siintees temperatuuril 72°C 2 minutit.
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ARB-PCR-i teises etapis on voetud 2 ul esimeses etapis saadud PCR-i produkti ja
kasutades praimereid Me-1-uus2 ja ARB2 (10 pmol) (tabel 2) on amplifitseeritud esimese
etapi produkte.

Teise etapi reaktsioon toimub jargmistel tingimustel: DNA denaturatsioon
temperatuuril 96°C 30 sekundit, praimeri seondumine temperatuuril 54°C 30 sekundit, DNA
siintees temperatuuril 72°C 2 minutit, kokku 30 tsiiklit.

Sekveneerimisreaktsiooni jaoks on saadud produktidest eemaldatud kasutamata jadnud
PCR-i praimerid ja desoksiiribonukleotiidid. Selleks on to6deldud produkte aluselise
fosfataasiga (SAP; 1 U/ul) ja eksonukleaas I-ga (Exol; 2,5 U/ul). Reaktsioon toimub
temperatuuril 37°C 30 minutit ning ensiiiimid on seejérel inaktiveeritud temperatuuril 80°C 15
minuti jooksul. Jirgnevalt on teises etapis saadud ARB-PCR-i produkte sekveneeritud (vi.
Materjal ja metoodika, peatikk 2.2.9). Sekveneerimistulemused on analiiiisitud Blast

programmiga veebilehel www.pseudomonas.com.

2.2.12. Kolooniate eemaldamise katse

Kolooniate eemaldamise katse on Phe™ mutantide akumulatsioonikatse arendus, kus
tekkinud Phe* kolooniad eemaldatakse fenool-minimaalselektiivsddtmetelt koos nende all
paikneva agariga. Suuremate tiikkide eemaldamiseks on kasutatud skalpelli ja vdiksemate
jaoks peenikest metallist toru labimdoduga ~5 mm. Iga koloonia eemaldamisele on eelnevalt

steriliseeritud tarvikuid.

2.2.13. Soovitud geeni deletsiooniga P. putida tiivede konstrueerimine

Soovitud geeni deletsiooniga tiivede saamiseks kasutasime Podfai jt. (1999) ning
Martinez-Garcia ja de Lorenzo (2011) pohjal modifitseeritud meetodit. Meetodi etapid on

esitatud joonisel joonisel 4.

Mainitud tiivede saamiseks aplifitseerisime esmalt PCR-iga geeni eelse (TS1 - target
sequence 1) ja jargse ala (TS2 - target sequence 2), mdlemad umbes 650 aluspaari ulatuses.
Selleks kasutatavad praimerid on tabelis 2. TSIR praimer sisaldas 5" otsas TS2F praimeriga
komplementaarset jérjestust, et jargnevas etapis oleks voimalik TS1 ja TS2 fragmendid kokku
liita. Jirgmisena tegime praimeritega TS1F ja TS2R ,.Sewing*“ PCR-i, mille jooksul toimus
TS1 ja TS2 fragmentide kokkuliitmine, saades TS1TS2 fragmendi. TS1TS2 fragmendi
Kloneerisime plasmiidi pJP5603-1-Scely, (Martinez-Garcia ja de Lorenzo, 2011), kasutades
plasmiidi ja fragmendi 10ikamiseks firma ,Fermentas® restriktaase, ning saadud plasmiidi
nimetasime JP. Rekombinantset plasmiidi, mis sialdas TS1TS2 insertsiooni, selekteerisime E.

coli tiives CC118Apir kanamiitsiini sisaldaval s66tmel Edasi aplifitseerisime TS1TS2
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fragmenti PCR-iga, kasutades praimereid TS1F ja TS2R ning sekveneerisime selle
kontrollimaks PCR-i kdigus voimalike mutatsioonide teket TS1TS2 fragmendis. Seejarel
viisime korrektset DNA jérjestust sisaldava plasmiidi konjugatsiooni teel bakterisse P. putida,
kus see plasmiid ei replitseeru ning plasmiid inserteerub selles sisalduva TS1TS2 jirjestuse ja
kromosoomi vahel toimuva homoloogilise rekombinatsiooni kaudu bakteri kromosoomi.
Moodustunud kointegraadiga rakke selekteerisime kanamiitsiini sisaldaval so6tmel, millel on
voimelised kasvama ainult kointegraati sisaldavad rakud. Kointegraadi olemasolu sai
kontrollitud praimeritega TS1F ja TS2R. Jargnevalt viisime -elektroporatsiooni abil
rakkudesse 1-Sce | nukleaasi ekspresseeriva plasmiidi pSW(I-Scel), mis kannab
karbenitsilliini resistentsusgeeni (Wong ja Mekalanos, 2000), kasutades selektsiooniks
kanamiitsiini ja karbenitsilliini sisaldavat LB sdddet. Selleks, et indutseerida palsmiidi pSW(I-
Scel) poolt tekitatavaid 16ikeid I-Sce | restriktsioonisaitides kromosoomi integreerunud JP
plasmiidis, kasvatasime rakke iile6d 30° C loksutil 5 ml LB-vedelsootmes, millele lisasime
karbenitsilliini (3 mg/ml). Katkete tekkimise tagajirjel on toimunud homoloogiline
rekombinatsioon TS1TS2 fragmendi ja kromosoomis olevate soovitud geeni eelse TS1 voi
selle jargse TS2 ala vahel Pooltel juhtudel deleteerub geen koos vektoriga ning rakk ei ole
enam voimeline kanamiitsiinil kasvama. Eesmargiga isoleerida deleteerunud algse geeniga
kloonid, tdombasime 5 pl iile66 kasvanud kultuuri karbenitsilliniga LB tassil
tiksikkolooniateks. Soovitud deletatsiooni toimumist bakteri kromosoomist testisime esmalt
kolooniate paralleelkiilviga LB tassidele, mis sisaldasid selektsiooniks kas kanamiitsiini voi
karbenitsilliini. Seejdrel kontrollisime kanamiitsiini suhtes tundlikes kolooniates geeni
deleteerumist PCR-iga, kasutades praimereid kesk ja TS2R. pSW(I-Scel) plasmiidist
vabanemiseks kasvatasime baktereid ilma antibiootikumita 5 ml LB-vedels66tmes ning
tombasime 5 ul {iled6 kultuuri LB tassil iiksikkolooniateks. pSW(I-Scel) kadu kontrollisime
kolooniate paralleelkiilviga LB ja karbenitsilliiniga LB tassidele. Karbenitsilliini tundlikke
kolooniaid kontrollisime ka PCR-iga, kasutades praimereid pSW-F ja pSW-R, mis peaksid
plasmiidi olemasolul andma produkti.
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1. 2.

TS1F TS2F
ECOR|—= —
—SEN deleteeritav geen [ESZN—— — TSI deleteeritav geen [EENI——
- ~s——— BamHI
TSIR TS2R

I-Scel  I-Scel

3. Plasmiidi pSW(I-Scel) (Cb’)

PCR 1 ecorl — (ST S sarn bakterisse elektroporeerimine
oriT R6G ning dsDNA katkete
PCR2 Ecorl —JJiSHINSRN— BamHi indutseerimine kromosoomi
inserteerunud plasmiidis
. . JP5603-I-Scelv..
I~Scell I-Scel l kointegraadi P i
pIP5603-1-Scelz teke

&) R6G I-Scel I-Scel
4.
—ssa—
A) \f\-\ — =—{TS1] deleteeritav gee TSN
” leleteeritav gee
deletesritav see— 5. Plasmiidist pSW(I-Scel) lahti saamiseks kasv
WT (umbes 50%) ilma selektiivse surveta ehk antibiootikumita
(Cb). Paralleelkiilv LB ja LBCb sé6tmele.
Kontroll PCR-iga.
B) — LTSz —
e » - TS1 782}
—{ST deleteeritav geerilfSo— deleteerunud (umbes 50%)

Joonis 4. Geeni deleteerimise skeem, kus on vilja toodud 5 tihtsamat etappi: 1) amplifitseeritav ala, praimerite
seonudmis kohad ja TS1TS2 inserteerumine pJP5603-1-Scely, plasmiidi; 2) PJ plasmiidi viimine P. putida
rakkudesse ja kointegraadi moodustumine; 3) plasmiidi pSW viimine kointegraati ja dsDNA katkete
indutseerimine; 4) homoloogilise rekombinatsiooni toimumise vOimalused ja saagis; 5) pSW plasmiidist

vabanemine. (Joonise modifitseeris Kért UKKivi)

2.2.14. Phe' mutatsioonide tuvastamine

Tuvastamaks Phe™ mutatsioone, isoleerisime phe-lacl testsiisteemi sisaldavatest
rakkudest tekkinud Phe™ mutantide kolooniad fenool-minimaalsodtmetelt ja kasutades PCR
meetodit amplifitseerisime lacl geeni ja Lacl operaator ala, kasutades praimereid lacopRev ja
laclloppsissel. Kombineerides nii eelnevaid, kui lacl3, lacl3out ja laclOc2 praimereid,
viisime libi DNA sekveneerimis reaktsioonid eelpool kirjeldatud viisil. Sekveneeritud DNA

jarjestuste vordlemiseks on kasutatud BioEdit ja ClustalW2 programme.

2.2.15. Mutatsioonispektri analiiiis kasutades Monte Carlo meetodit

Statistiliselt oluliste erinevuste tuvastamiseks Lacl inaktivatsioonil pdhinevat
kromosomaalset testsiisteemi sisaldavate P. putida tivede mutatsioonispektrite vahel
kasutasime Monte Carlo meetodit, mis pdhineb hiipergeomeetrilise testi algoritmidel (Adams
ja Skopek, 1987; Piegorsch ja Bailer, 1994). Tarkvara testi (Cariello jt, 1994) tegemiseks on
kattesaadaval veebiaadressil http:/www.ibiblio.org/dnam/des hypg htm. Kdik P-véértused on
leitud 30 000 iteratsiooni (iteration) pohjal. P-védrtus < 0,05 viitab sellele, et paariviisilisel

vordlemisel on spektrid iiksteisest statistiliselt oluliselt erinevad, kuid kuna me vordlesime 6-
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st erinevast tlivest parit mutatsioonispektrit ja viisime libi mitmeid paariviisilisi vordlusi, siis

tuleks rakendada Bonferroni korrektsiooni ja seega on korrigeeritud olulisuse nivoo meie

andmate jaoks 0.003 (0,05 / (n_z)xn, kus n on vorreldavate mutatsioonispektrite koguarv).

Statistilist anatisi aitas 14bi viia Riho Teras.

2.2.16. Mutatsioonisageduste vordlus kasutades ANOVA statistilise analiiiisi

meetodit ja ,, Tukey* testi

Statistiliselt oluliste erinevuste tuvastamiseks mutatsioonisageduste vahel kasutasime
statistikapaketti STATISTICA 10. Tiivede mutatsioonisageduste tulemusi analiiiisisime
ANOVA meetodiga usaldusnivool 0,05. P-véirtused leidsime ,,Tukey HSD* testiga
programmis PostHoc. P-védértus < 0,05 tdhendab et vorreldavate tiivede mutatsioonisagedused
on iiksteisest statistiliselt oluliselt erinevad. Eelnevalt oli vaja andmed viia normaaljaotusesse,
selleks logaritmisime need (liitsime enne logaritmimist kdigile andmetele juurde 1 ja seda

selleks, et véltida logaritmi votmist nullist).
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3. Tulemused

3.1. Mutatsioonispektri iseloomustamine P. putida kromosoomi
erinevates piirkondades.

Mutatsioonispektrite iseloomustamiseks valisime 6 erinevat phe-lacl tiive, millest
nelja puhul oli lacl geeni transkriptsiooni suund replikatsioonikahvli liikumisega
samasuunaline (tiived phe-lacl_18, phe-lacl_105, phe-lacl_110, phe-lacl 117) ning kahe tiive
puhul vastassuunaline (tiived phe-lacl_31 ja phe-lacl_115) [tulemused on avaldatud artiklis
(Juurik jt, 2012)]. Testsiisteemi lokalisatsioonid on toodud tabelis 3. Kdik kasutatud tiived on
saadud Triinu Juurikult ja nende konstrueerimiseks on P. putida rakkudesse viidud
minitransposooni miniTn5Tel' koosseisus olev lacl-PiapheBA geenikassett. Testsiisteemi
sisaldavad rakud suudavad kasutada fenooli ainsa siisiniku allikana, kui tekib mutatsioon, mis

inaktiveerib Lacl repressori voi tema seondumissaidi Ptac promootoril (Phe™ mutandid).

i5 - 10

lac e N CTGTTOACAATT AATCAT OG0 CTC G TATAAT IGT TG GAS TTO TOA GOG GAT AACAAT TTC ACA N J .
acl gene Moy Gac TG TAA TTAGTA GOC GAGC PTATTAICA CAC CTT AACACT CGC CTA TTG TTA AAGTGT e PeBA genes
. ) - ——

Sin% EEL 362

Joonis 5. phe-lacl testsiisteemi Lacl operaatorala. P promootorala on umbritsetud kastidega ja Lacl

operaatorala on joonitud alla. Ndidatud on ka lacl ja pheBA geenide trankriptsiooni suund (Juurik jt, 2012).

Tabel 3. Kasutatud tiived ja nende lokatsioon kromosoomis. Insertsiooni positsiooni jérel olev nool nditab

mutatsioonide mirklaudgeeni lacl transkriptsiooni suunda kromosoomis (Juurik jt, 2012).

Orientatsioon replikatsioonikahvli liikumisega samasuunaline

phe-lacl_18 PP_3728 Sensor histidiin kinaas/vastus regulaator 4255,078 «

phe-lacl_105  PP_2501 Oletatav faagi intagraas 2,848,051 —

phe-lacl_110  PP_0532 Konserveerunud hiipoteetiline valk 617971 —

phe-lacl_117  PP_4158 Sensor valk KdpD 4,699,697 «—
(kdpD)

phe-lacl_5 PP_0340 Glutamaat-ammoniaak-ligaasi adeniiliiiiltransferaas 2,165,498 —
(9InE)

phe-lacl_19 PP_2764 NADH soltuv FMN reduktaas MsSuE 3,148,466 —
(msuE)

phe-lacl_20 PP_3379 Oletatav epimeraas KguE 3,824,233 «
(kguK)

phe-lacl_16 PP_4624 Alfa/beeta perekonna hiidrolaas 5,249,456 —
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Orientatsioon replikatsioonikahvli lilkumisega e risuunaline

phe-lacl_31 PP_4050 Gliikogeeni siintaas 4,565,560 —
(glgA)

phe-lacl_115 PP_3579 Konserveerunud hiipoteetiline valk 4,061,029 —

phe-lacl_16 PP_4624 Alfa/beeta perekonna hiidrolaas 5,249,456 —

phe-lacl_25 PP_2556 Kromaadi transporter 2,904,590 «

phe-lacl_30 PP_2316 ABC transporter, oletatav permeaasi valk 2,645281 «—

Mutatsioonispektrite vordlemiseks viisime Ekbi Phe® mutantide akumulatsioonikatse
(vt. Materjal ja metoodika, peatikkk 2.2.7) ja analiiiisi votsime Phe” mutandid, mis ilmusid
selektiivplaatidele 3-7 pédeva jooksul. Neil mutantidel sekveneerisime lacl geen ja lac
operaator regioon (vt. Materjal ja metoodika, peatiikk 2.2.9). Saadud jarjestusi vordlesime,
kasutades BioEdit ja ClustalWw2 programme. Sekveneerimise tulemusena tuvastasime Lacl
operaatorregioonis mitmeid asendusmutatsioone ning iihe nukleotiidilisi insertsioone. lacl
repressorgeenis oli mutatsioonispekter palju mitmekesisem, sisaldades erinevaid insertsioone,
deletsioone ning asendusmutatsioone. Kdige sagedamini detekteeritud mutatsioonideks olid
lacl-d kodeeriva jarjestuse 592 positsioonis tekkinud CTGG insertsioonid voi deletsioonid.
Teiseks sagedamini esinevaks mutatsiooniks olid Lacl operaatorala positsioonides -352 ja -
351 toimunud C—T ning G—A transitsioonid. Testsiisteem vOimaldas detekteerida ka IS
elemendi IS1411 insertsioone, mis algselt paiknes phe-lacl testsiisteemis pheBA geenide taga.
Kodige sagedamini esinenud mutatsioonid on toodud tabelis 4. Terviklikud

mutatsioonispektrid on toodud lisas 1.

Tabel 4. Sagedamini esinenud Phe” mutatsioonid erinevates phe-lacl tiivedes.

| pheA-lacl strains

VeS| 105 110 115 117 18 31
-32C->T 14 9 6 16 5 3
-351G->A 13 26 27 16 38 39
221 el A 0o 0 0 19 0 0
592 i 3 3 58 1 6 65
CTGG

592 del 12 44 3 19 37 8
CTGG

754G-T 20 0 0 0 0 0
151411 17 12 8 16 4 2
Kokku 110 112 105 127 130 130
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Tuvastamaks erinevusi mutatsioonispektrites, viidi Iibi statistiline analiilis Monte
Carlo meetodil (vt. Materjal ja metoodika, peatiikk 2.2.15), mille tulemusel selgus, et

mutatsioonispektrid erinesid kdigil tiivedel (vt. lisa 5).

Uheks suurimaks erinevuseks on CTGG insertsioonide ja deletsioonide esinemine
positsioonis 592, mis paikneb lacl-d kodeerivas jarjestuses. Muutused on seotud Lacl geeni
orientatsiooniga kromosoomis. Analiiiisist selgus, et CTGG deletioonid esinesid eelistatult
tivedes phe-lacl_18, phe-lacl_105, phe-lacl_110, phe-lacl 117, kus lacl asub
replikatsioonikahvli lilkumisega samas orientatsioonis. Testgeeni replikatsiooni suunale
vastupidises orientatsioonis sisaldavatel tiivedel (phe-lacl_31 ja phe-lacl_115) esines

peamiselt CTGG insertsioone.

Lacl operaatoralas leidus iks ,hotspot*, milleks on G-A transitsioon positsioonis -351
geeni lacl startkoodonist. Selle mutatsiooni esinemine varieerus sdltuvalt kromosomaalsest
lokalisatsioonist. Mutatsioon moodustas 30% koigist tiivedes phe-lacl_18 ja phe-lacl_31 ning
12-13% tiivedes phe-lacl_105 ja phe-lacl_117 tekkinud mutatsioonidest. Need erinevused
olid statistiliselt olulised (vt. lisa 2). Ka C—T transitsioon positsioonis -352 varieerus teatud
juhudel (31 v 105 ja 117 P=0,002 vt. lisa 2)

Lisaks esines vaid teatud tiivele iseloomulikke ,hotspot-e«. Uheks selliseks niiteks on
phe-lacl 117 tiives lacl geeni positsioonile 221 iseloomulik A deletsioon. Ainuomased on
veel phe-lacl_105-le iseloomulik G—T transversioon positsioonis 754 ja phe-lacl_18-le

iseloomulik 10 nt deletsioon positsioonis 300.

Ka 1S1411 elemendi insertsioonisagedus on mdjutatud testsiisteemi kromosomaalsest
lokalisatsioonist. Statistiline erinevus ilmnes, kui virrelda tiive phe-lacl 31 tiivedega phe-
lacl_105, phe-lacl_110, phe-lacl_115 ja phe-lacl_117-ga. Erinevust nihti ka tiive phe-lacl_18
vordlusel tiivedega phe-lacl_105, phe-lacl_110 ja phe-lacl_117.

Saadud tulemused Kinnitavad, et lisaks mutatsioonisagedusele on ka

mutatsioonispektrid mdjutatud kromosomaalsest lokalisatsioonist.

Asjaolu, et CTGG insetsioonid ja deletsioonid paistavad olevat mdjutatud sellest, kas
mutatsioonide méarklaudgeeni transkriptsiooni suund ja replikatsioonikahvli litkumissuund on
samad vO1i erinevad, andis pohjust uurida seda efekti lahemalt, vorreldes veel kuue erinevat
tive puhul lacl geenis tekkinud CTGG insertsioonide ja deletsioonide sagedust. CTGG
insertsioonide ja deletsioonide tuvastamiseks valisime tiived phe-lacl_16, phe-lacl_ 25 ja phe-
lacl_30, milles testgeen lacl asub replikatsioonikahvli lilkumissuunaga vastupidises
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orientatsioonis. Ulejdsinud kolme tiive phe-lacl_5, phe-lacl_19 ja phe-lacl_20 puhul olid lacl
transkriptsioon ja  replikatsioonikahvli  likumine  samasuunalised.  Testsiisteemi
kromosomaalne lokalisatsioon neis tiivedes on toodud tabelis 3. Viisime Libi Phe” mutantide
akumulatsioonikatse ning analiiiisisime 3 ja 4 piev tekkinud Phe™ mutante 592 positsioonis

tekkinud CTGG insertsioonide ja deletsioonide suhtes. Saadud tulemused on toodud tabelis 5.

Tabel 5. CTGG insersiooni ja deletsiooni tekke sdltuvus geeni lacl orientatsioonist kromosoomis. Analiiiisitud

on 3 ja 4 péev tekkinud kolooniaid. Tiived, milles lacl geen on vastupidise orientatsiooniga replikatsioonikahvli

liikumise suhtes, on tabelis rasvases kirjas.

phe-lacl tiived

Positsioon Mutatsioon

5 16 19 20 25 30
592 Ins CTGG 32 35 9 10 39 35
592 Del CTGG 6 2 26 15 3 5
Teadmata 3 5 11 17 4 6
Kokku analiitisitud 41 42 46 42 46 46

Sarnaselt eelpool saadud tulemustele selgus, et lacl geeni replikatsioonile vastupidise
orientatsiooni puhul on eelistatud CTGG insertsioonid ja samasuunalise orientatsiooni puhul
deletsioonid. Kokkuvdtvalt voib viita, et CTGG insersiooni ja deletsiooni sagedused sdltuvd

testgeeni lacl orientatsioonist replikatsioonikahvli liilkumissuuna suhtes.

3.2. Statsionaarses faasis ja kasvavas kultuuris tekkinud Phe*

mutatsioonide vordlus.

Selleks, et wuurida, kas rakkude fiisioloogiline seisund (kasvavad rakud vs.
Statsionaarse faasi rakud) mdjutab mutatsioonispektrit, vordlesime erinevatel pédevadel
selektiivtassidele ilmunud Phe™ mutantides tekkinud mutatsioone. Eeldasinme, et varasematel
pievadel selektiivtassidele ilmunud Phe® kolooniate puhul on mutatsioonid tekkinud
kasvavates rakkudes, hiljem ilmunud kolooniate puhul aga statsionaarse faasi rakkudes, pérast
rakukultuuride plaatimist selektiivtassidele. Vordlesime mutatsioonispektrit kolmes grupis
Phe™ mutantides, mis ilmusid selektiivplaatidele 3. — 4. pieval, 5. pdevl ja 6. — 7. pieval

Sellisel viisil grupeeritud mutatsioonispektrid on toodud lisas 3.

3-4 pieval isoleeritud Phe® mutantidest tekkis kdigis vOrreldud tiivedes enim
mutatsioone positsioonis lacl geeni positsioonis 592 CTGG deletsioonide voi insertsioonide
ndol. 6.-7. pdeval isoleeritud mutantide puhul ilmnes aga kdige rohkem G—A transitsioone

Lacl operaatorala positsioonis -357. Triinu Juuriku poolt on varem niidatud, et tiielikult
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inaktiveeritud Lacl repressoriga mutandid (nditeks CTGG insertsiooni vdi deletsiooni
tagajarjel tekkinud mutandid) kasvavad kiiremini, kui need, millel on operaatoralas toimunud
mutatsioon, mis tiksnes vdhendab repressori seondumistugevust (Juurik, 2011). Samas
ilmusid rekonstruktsioonikatses G—A transitsiooni sisaldava Phe® mutandi kolooniad
selektiivsdotmele juba 4. pidevaks. Selle pdhjal voiks oletada, et G— A transitsioonid tekivad

siiski eelistatult hiljem, juba statsionaarse faasi rakkudes.

3.3. Statsionaarse faasi mutantide akumulatsiooni pérssivad

me hhanismid

Statsionaarse faasi rakkude populatsioonis selektiivsootmetele ilmuvate Phe®
mutantide puhul on nihtud juba varem seal olevate Phe” kolooniate inhibeerivat mdju uute
kolooniate ilmumisele (Saumaa jt, 2002). Selles artiklis on mutatsioonide tekkesagedust
mdddetud P. putida mutY defektses tiives, kuhu on viidud plasmiid promootorita pheBA
geenikassetiga. Fenool-minimaal plaatidel suudavad kasvama hakata rakud, kus mutatsiooni
tulemusena on tekkinud pheBA geenide ette promootor. Kuna mutY defektset tiive
iseloomustab korge mutatsioonisagedus, akumuleerus plaatidele kolmandaks pievaks sadu
kolooniaid ja juba neljandal pdeval uute kolooniate ilmumine pidurdus. Testsiisteemi

sisaldavate rakkude vidiksema hulga plaatimisel oli inhibeeriv efekt viiksem.

Selleks, et uurida, kas me nideme eelnevalt fenooli sisaldavatele minimaals66tmetele
ilmunud Phe” kolooniate inhibeerivat toimet uute Phe® kolooniate akumuleerumisele ka
kromosomaalsete testsiisteemide puhul, viisime ldbi katsed kromosomaalset testsiisteemi lacl-
PiwacpheBA sisaldavate tiivede phe-lacl_19 ja phe-lacl_30 puhul, mis erinevad teineteisest
testsiisteemi lokalisatsiooni poolest. phe-lacl 19 tiives asub testsiisteem geenis PP_2764
(msuE), mis kodeerib NADH sdltuvat FMN reduktaasi MsuE. phe-lacl 30 tiives asub
testsiisteem hiipoteetilist valku kodeerivas geenis PP_2316 (Juurik, 2011). Need tiived
valisime vilja pdhjusel, et nende puhul olid Phe” mutantide tekkesagedustes kdige suuremad
erinevused. Viisime ldbi akumulatsioonikatse, kus pooltelt selektiivplaatidelt plaatidelt
cemaldasime iga pdev sinna tekkinud Phe® kolooniad. Plaatisime umbes 1 x 10’
testsiisteemiga rakku koos 1 x 10° taustarakuga (PaW85) fenool-minimaal plaatidele ja
vordlesime Phe’ kolooniate arvu sodtmetel, kus iga piev uued kolooniad eemaldati,
kolooniate arvuga s66tmetel, kus kolooniaid ei eemaldatud. Kolooniad eemaldati kuni viienda
pdevani, edasi eemaldati vaid suuremad, kuna uusi kolooniaid tuli plaatidele tihedalt (vt.

Materjal ja metoodika, peatikkk 2.2.12). Saadud tulemused on toodud joonisel 6.
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Joonis 6. Akumulatsioonikatse, kus pooltelt tassidelt eemaldati kolooniad. Igal jargneval pdeval tekkinud

+

kolooniate arv on liidetud eelneva perioodi jooksul tekkinud kolooniate summale. 8. péval esitatud Phe
kolooniate arv on kogu katseperioodil tekkinud kolooniate summa. Phe* kolooniate hulk on arvestatud 1 x 10
testsiisteemi sisaldava raku kohta. Joonisel on esitatud vihemalt 18 sdltumatu katse keskmised tulemused ja 95%

usalduspiir.

Nagu joonisel on nidha, soodustab Phe® kolooniate eemaldamine uute teket.
Seitsmendaks péevaks oli tassidel sadu kolooniaid ja joonisel toodu on pigem hinnang. Samal

ajal ilmus plaatidele, kust kolooniaid ei eemaldatud, Phe” mutante kordades vihem.

Kirjeldatud fenomeni puhul jdi vdimalus, Phe® mutantide akumuleerumine
selektiivtassidele pidurdus fenooli konsentratsiooni vihenemise tottu. Fenooli limitatsiooni
valistamiseks viisime ldbi uue akumulatsioonikatse, kus eemaldasime alles kaheksandal
pdeval kdik selleks ajaks so6tmele tekkinud kolooniad. Péras kolooniate eemaldamist tekkis
jargmistel pédevadel koigile selektiivtassidele ligikaudu sadakond véikest kolooniat, mis
nditab, varem s66tmele ilmunud kolooniate inhibeeriv toime uute Phe® mutantide ilmumisele
ei olnud tingitud fenooli kui siisinikuallika limitatsioonist (vt. joonis 7). Lisaks viitavad need

tulemused sellele, et s6dtmel olnud Phe™ kolooniate poolt produtseeritud on ebastabiilsed.
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Joonis 7. Kolooniate eemaldamise katse. Esimesel pildil on Phe® kolooniate akumulatsioon toimunud 8 pieva.
Suuremad kolooniad 1digati vidlja skalpelliga, vdiksem eemaldustoruga. Eemalduse jirgselt on tehtud pilt 2.

Kolmas pilt on tehtud 3 pdeva hiljem ja seal paistab ~20 véikest kolooniat.

Vilistasime ka vOimaluse, et kolooniate tekkesageduse suurenemine on
eemaldusprotsessi artefakt. Selleks kiilvasime fenool-minimaaltassidele Phe® rakke ja
eemaldasime pérast kolmepdevast inkubeerimist kasvama hakanud rakud skalpelli ja
eemaldustoruga. Jargnes kolmepédvane inkubeerimine, mille tulemusel ilmnes mdningatel
juhudel kasv 16ike iimbruses, seda eriti niiskemate tasside puhul. Samas kuivematel tassidel

me kolooniate ilmumist ei ndinud ja seega polnud tegu antud meetodist tingitud artefaktiga.

Eeldusel, et uute kolooniate moodustumist inhibeerivad juba tekkinud kolooniad,
eemaldasime akumulatsiooniplaatidelt kolooniateta agaritikke ning inkubeerisime neid uutel
fenool- minimaal plaatidel Uutel plaatidel tekkis jargmiseks padevaks timber tdstetud agari
pinnale hulgaliselt Phe® mutante, kusjuures kolooniad suutsid kasvada teineteisele palju
ldahemal, kui eelnevate katsete puhul (vt. joonis 8). Samas sel juhul, kui inkubeerisime
eemaldatud agaritikkke Petri tassil ilma so0tmeta, tekkis kolooniaid tunduvalt vihem ja nad
olid palju vdiksemad. See erinevus kolooniate arvus ja suuruses vois olla tingitud kiiresti
vahenevast niiskuse tasemest agaritikis vOi oli pohjus siiski ka vdhenenud fenooli
kontsentratsioonis. Lisaks on veel kolmas vdimalus, et Phe” kolooniad ning ka s66tmel olevad
taustarakud produtseerivad erinevaid inhibiitoreid, millest mingi fraktsioon on stabiilsem. Kui
viisime agaritiiki vérskele fenool-minimaalsodtmele, difundeerusid alles jadnud inhibiitorid

agaritiiki all olevasse s6otmesse.
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Joonis 8. Kolooniateta agaritiiki inkubeerimine vérskel fenool-minimaal tassil. Jargmistel pdevadel ilmus sinna

sadu kolooniaid.

3.4. Taustarakkude inhibeeriva mdju uurimine Phe® kolooniate

kasvule.

Lisaks juba kasvavatest kolooniatest difundeeruvatele inhibiitoritele aeglustavad Phe*
rakkude kasvu ka so6tmel olevad taustarakud. Naiteks kui kiilvata fenooli lagundavad P.
putida rakud, mis sisaldavad konstitutiivselt to6tava promootori taha kloneeritud pheA geeni
mddduka koopiaarvuga plasmiidis pKT240, ilmuvad Phe® kolooniad fenool-
minimaaltassidele juba jirgmiseks pievaks. Kui Phe® rakud on aga segatud taustarakkudega
(1 x 10° taustarakku, kuhu on lisatud ligikaudu 100 Phe* rakku), siis ilmuvad Phe* kolooniad
ndhtavale alles teisel pdeval pédrast plaatimist. Taustarakkude inhibeeriv vdi kasvu aeglustav
mdju fenooli lagundavatele bakteritele ilmneb tugevamalt siis, kui pheA geeni
ekspressioonitase on madalam.

Taustarakkude Phe™ kolooniate kasvu inhibeeriva mdju tipsemaks uurimiseks valisime
P. putida tiive phe A+C 3.1 baasil tekkinud Phe™ mutandi Phe A*. Antud Phe A" tiivi on viga
tundlik taustarakkude poolt pdhjustatud kasvu inhibitsioonile fenool-minimaaltassidel. Kui
plaatida Phe A" tiive rakke fenool-minimaal sd6tmetele ilma taustata, on Phe* kolooniaid niha
juba jargmisel pdeval parast plaatimist, kuid koos taustarakkudega plaatimisel ilmuvad
vaiksed kolooniad viiendal pdeval ning kuuendal on niha normaalse suurusega kolooniaid.
Kolooniate tekkimine vdib varieeruda viienda ja kuuenda pdva vahel, mis vdib olla tingitud
taustarakkude tihedusest vdiplaaditud rakkude fiisioloogilisest seisundist.

Vilistamaks geenikasseti kromosomaalsest lokalisatsioonist tingitud kasvuefekte, tuli
esmalt médrata inserteerumisait ja selleks kasutati ARB-PCR meetodit (vt. Materjal ja
metoodika, peatiikk 2.2.11), mille esimeses etapis kasutati praimereid: ARB6 ja Smsaba ning
teises etapis: ARB2 ja SmSplopp. Amplifitseeritud DNA sekveneeriti (vt. Materjal ja
metoodika, peatikk 2.2.9) ja saadud DNA jarjestuse asukoht maédrati, kasutades
www.pseudomonas.com lehekiiliel olevat Blast programmi. PheA” tiives oli pheA+C
geenikasset inserteerunud P. putida genoomi positsiooni 87557. Insertsioonikoht asub geenis

PP 0076, mis kodeerib ABC tiilipi transportersiisteemi kuuluvat periplasmaatilist
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gliitsiin/betaiin seonduvat valku. Kuigi aminohapete transpordil on raku elus tdhtis roll, ei
tohiks antud t60s uuritav fenotiilip olla seotud selle lokalisatsiooniga. Nimelt on Triinu
Juuriku t66s toodud veel mitmeid erinevate lokalisatsioonidega pheA+C tiivede baasil saadud
Phe™ mutante, mille kolooniad ilmuvad fenool-minimaaltassidele Iibi taustarakkude kihi alles

viiendaks-kuuendaks paevaks (Juurik, 2011).

Jargnevalt uurisime, kas PheA+ rakkude kasvu inhibeerivad signaalid on
liigispetsiifilised voi tunnetavad bakterid ka teistelt liikkide poolt produtseeritud inhibiitoreid.

Selleks viisime 1dbi inhibitsioonikatse seitsme erineva taustaga (vt. tabel 6).

Tabel 6. Inhibitsoonikatse tulemused. PheA™ tiive kolooniate ilmumine fenool-minimaaltassidele koos erinevate

taustadega ja ilma.

 PheA"ilmataustata ~ 1p |
PheA" koos P. putida Paws5 rakkudega 6p
PheA" koos E. coli HB 101 rakkudega 1p
PheA" koos E. coli MG 1655 rakkudega 1p
PheA" koos P. fluorescens rakkudega 3p
PheA" koos P. aeruginosa PAO1 rakkudega 3p
PheA" koos P. fragi rakkuedga 3p
PheA" koos P. syringae rakkuedga 2p

Nagu tabelist 6 ndha, on inhibitsiooni efekt tunduvalt suurem lihedastel liikidel ja
tugevaim liigisiseselt. E. coli erinevad tiived ei omanud mingit inhibeerivat efekti Phe®

kolooniate tekkele.

3.5. Inhibitsiooni tekitavate geenide tuvastamine

Inhibitsiooni vdimalike mehhanismide uurimiseks viisime Iibi P. putida pheA-C 3.1
baasil saadud PheA" tiive transposoonmutageneesi (vt. Materjal ja metoodika, peatikk
2.2.11). Otsisime geene, mille katkestamine transposooniga toob kaasa inhibitsiooniefekti
kadumise. Uurisime transposooni insertsiooni sisaldavaid Phe* kolooniaid, mis suutsid hakata
ldbi tausta kasvama kolmandal voi neljandal pédeval. Transposoonmutageneesil saadud
kolooniatel kontrollisime inhibitsioonitunnetuse kadumist kordusplaatimisel nii taustaga Kui
ilma. Selgus, et paljudel transposoonmutantidel (Tn) on inhibitsioonitunnetus langenud, ning

kolooniad ilmuvad ndhtavale juba kolmandaks pédevaks. Geenide Ileidmiseks, kuhu
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transposoon on sisenenud, kasutasime ARB-PCR ning amplifitseeritud ala sekveneerisime.
Kokku leidsime 103 erinevat geeni, kuhu oli toimunud insertsioon (andmed ei ole esitatud).
Edasi tegelesime ainult nende geenidega, kuhu insertsioon oli toimunud rohkem kui iihel
korral. Kaks korda oli insertsioon samasse geeni toimunud kahe geeni PP_3584 ja PP_4708
puhul. Geenilt PP_3584 kodeeritakse transmembraanset RND transporter valku ja geenilt
PP_4708 (pnp) poliinukleotiidi forsoriilaasi PNP. PNP funktsiooniks peetakse RNA
degradatsiooni. Nditamaks leitud geenide osalust inhibitsiooni tunnetuses, oli meil plaanis
need geenid deleteerida PheA" tiives, kasutades I-Scel nukleaasi homologilise
rekombinatsiooni indutseermiseks (vt. Materjal ja metoodika, peatikk 2.2.13.). Antud
meetodil ebadnnestus pnp geeni deleteerimine. Lidhemal vaatlemisel selgus, et mdlemad

insertsioonid olid toimunud pnp geeni 1ppu (51 ja 151 ap geeni Idpust) (vt. joonis 9).
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Joonis 9. Transposooni insertsiooni saidid pnp geeni

Kuigi P. putida-le eluks vajalike geenide andmebaase ei ole, saab paralleele tuua P.
aeruginosa transposoonmutantide kogust, kus pnp geenile on niidatud ainult iihte insertsiooni
151 ap kaugusel geeni 16pust (www.pseudomonas.com). Kuna tegemist on suure geeniga
(2105 ap), millesse on isertsioonid toimunud ainult 10ppu, viitab see lilejadnud geeni eluks
vajalikule rollile. pnp 701 aminohappe jérjestuse Iihemal uurimisel InterProScan

programmiga selgus, et insertsioonid on toimunud RNA-ga seondumise domeeni.

Geeni PP_3584 puhul dnnestus meil saada deletsioonmutant. Saadud PheA*APP_3584
tiivega viisime labi inhibitsioonikatse taustarakkudega ning selgus, et PP_3584 deleteerimine

eitoonud kaasa inhibitsioonitunnetuse vihenemist.

Lisaks eelpool uuritud geenidele deleteerisime veel iihe transposoonmutageneesiga
vilja tulnud geeni, millesse oli transposoon inserteerunud vaid korra. PP_4173 kodeerib
hiibriidset membraanseoselist sensor histidiinikinaasi, mis kuulub kahekomponendilisse
signaalsiisteemi. Selle geeni puhul oli transposooni insertsioon on toimunud lokalisatsiooni

4716620, olles 80 ap kaugusel PP_4173 geeni opust. InterProScan tulemusel asub insertsioon
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CheY sarnases vastuse regulaatoir domeenis. PP_4173 geeni deletsiooni tulemusel selgus, et
Phe A"APP_ 4173 tiivel on taustaga plaadituna inhibitsioonitunnetus hoopis tdusnud. Viiksed
kolooniad olid suutelised tekkima alles 7 voi 8 pdeval, kuid taustata plaadituna olid

kolooniaid ikka ndha juba jargmisel paeval

3.6. PP_4173 deletsiooni mdju Phe” mutantide tekkele

Kuna eelpool kirjeldatud katsetes nigime PP 4173 deletsiooni suurendavat mdju
inhibitsioonitunnetusele, otsustasime uurida, kas bakterite suurenenud inhibitsioonitunnetus
mdjutab ka mutatsiooniprotsesse kromosoomis. Deleteerisime antud geeni tiivedes phe-
lacl_19 ja phe-lacl 30 ja vordlesime Phe® mutantide tekkesagedusi deletsiooniga ja

deletsioonita tiivedes. Katse tulemused on toodud joonisel 9 ja lisas 7.
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Joonis 10. Phe” kolooniate akumulatsioon fenool-minimaaltsassidel. Igal jirgneval pieval tekkinud kolooniate
arv on liidetud eelneva periooli jooksul tekkinud kolooniate summale. 10. paval esitatud Phe® kolooniate arv on
kogu katseperioodil tekkinud kolooniate summa. Phe* kolooniate hulk on arvestatud 1 x 10’ elusraku kohta.

Joonisel on esitatud kolme katse vihemalt 28 sdltumatu paralleeli keskmised tulemused ja 95% usalduspiirid.

Jooniselt 10 on tiivede phe-lacl_19 ja phe-lacl 19APP 4173 vordlusest ndha, et
PP 4173 geeni deleteerimine ei mdjuta Phe® mutantide tekkesagedust. Samas ilmnes
statistiliselt oluline erinevus Phe® kolooniate tekkes, kui vdrdlesime phe-lacl 30 ja selle
PP_4173 deletsiooniga varianti. Erinevus ilmnes kolmandaks péevaks selektiivsdotmele
ilmunud Phe® mutantide arvus. Saadud tulemused viitavad sellele, et geeni PP_4173
deleteerimine  mdjutab  mutatsioonisagedust  soltuvalt vaadeldavate mutatsioonide

kromosomaalsest lokalisatsioonist.
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4. Arutelu

Kéesolevas to0s uurisime kromosomaalse lokalisatsiooni mdju
mutatsiooniprotsessidele, kasutades selleks testsiisteemi lacl-PicpheBA, mis vdimaldab
tuvastada erinevat tiitipi mutatsioone lacl geenis ja Lacl repressori seondumisalas
(asendusmutatsioonid, raaminihked, suuremad deletsioonid ja insertsioonid). Ndgime, et juhul
kui vorrelda Lacl-d inaktiveerivate mutatsioonide spektrit tiivedes, kus sama mutatsioonide
mérklaud asub kromosoomi erinevates piirkondades, ilmnevad mutatsioonispektris olulised
erinevused. Kuna mutatsioonide mérklaud oli kdikidel juhtudel sama, siis pidid erinevused
mutatsioonispektrites olema seotud regionaalsete efektidega. Nende pohjustele iihtset selgitust

ei pruugi eksisteerida.

4.1 Enim tuvastatud mutatsioonide voimalikud p6hjused

Kodige sagedamini tuvastastatud mutatsioonid on seotud nelja aluspaariste
insertsioonide vOi deletsioonidega. Selliste muutuste teket soodustavad lacl geeni
postitsioonis 592 kuni 604 tandemina asetsvad CTGG jérjestused (neid on kolm). Kokku
uurisime antud positsiooni tekkinud mutatsioone kaheteistkiimne erineva lokalisatsiooni
puhul, millest 7 juhul iihtis lacl geeni transkriptsiooni suund replisoomi liilkumise suunaga
kromosoomis (CTGG kordusjérjestuse matriits asus mahajadaval ahelal) ja 5 juhul olid lacl
geeni transkriptsiooni suund ja replisoomi liikumise suund kromosoomis vastupidised (CTGG
kordusjérjestuse matriits asus juhtival ahelal). Analiitisil selgus, et CTGG insertsioonid
tekivad eelistatult siis, kui CTGG matriits asub juhtival ahelal (erines vaid tiivi phe-lacl_5),
deletsioonid peamiselt aga siis, kui CTGG matriits asus mahajddval ahelal. Sarnast sagedast
deletsioonide ja insertsioonide teket on varem uuritud bakteris E. coli, kus mutatsioonide
marklauaks oli tandemina esinev CTG jérjestus. Ka sel juhul leiti antud mutatsioonide tekkel
seos replikatsioonikahvli litkkumise suunaga sihtmérkjdarjestuse suhtes, kus deletsioonid
tekkisid eelistatult CTG matriitsi asumisel mahajédvas ahelas ja insertsioonid siis, kui CTG
matriits asus juhtivas ahelas (Streisinger ja Owen, 1985; Bharatan jt, 2004). Tandemina
paiknevate jirjestuste arvu muutumist seostatakse DNA  replikatsiooniprotsessi
asimmeetrilisusega, kus kumbagi ahelat replitseeritakse erinevalt. Kui juhiva ahela
replitseerumine toimub pidevalt, siis mahajddvat ahelat siinteesitakse lithikeste Okazaki
fragmentidena. Selline protsess vOimaldab sekundaarstruktuuride moodustumist, mis
soodustab DNA poliimeraasi libisemst, tuues kaasa insertsioone vOi deletsioone

slinteesitavasse ahelasse (Kang jt, 1995). Insertsioonide ja deletsioonide tekkel CTGG
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kordustelt lacl geenis bakteri E. coli puhul on arvatud, et lisaks libisemisele CTGG

kordusjérjestustel voib libisemisi tekkida ka muude jarjestuste baasil (Schaaper jt, 1986).

Minu katsetes saadud mutatsioonispektrite analiiiisist selgus, et varakult
selektiivsodtmetele ilmuvate Phe® kolooniate seas (ilmusid 3. ja 4. pideval) olid kdige
sagedamini esindatud CTGG deletsioonid ja insertsioonid lacl geeni 592 positsioonis ning
hilisematel pievadel (6. ja 7. pieval) domineerisid asendusmutatsioonid (vt lisa 3). Uheks
sagedasemaks oli Lacl operaatorjirjetuse positsioonis -351 tekkinud G — A transitsioon.
Sellist mutatsiooni sisaldavatel Phe™ fenotiiiibiga rakkudel kulub taustaga plaadituna koloonia
moodustamiseks neli pdeva, CTGG deletsiooni sisaldavate]l mutantidel aga kolm. Aeglasem
kasv voib selgitada G — A mutatsiooni sisaldavate Phe® kolooniate ilmumist
selektiivsootmetele hilisematel pdevadel. Kuna aga enamus neist ilmusid alles 6. ja 7. pdeval,
seega 2-3 pideva hiljem kui rekonstruktsioonikatsetes, siis selle pohjal arvame, et sellised G —
A transitsioonid tekivad eelistatult siiski statsionaarse faasi rakkudes. Erinevusi statsionaarse
faasi ja kasvavate rakkude mutatsioonispektrites on nidhtud ka varasemates toodes nii meie
laboris plasmiidsete testsiisteemide puhul (Kasak jt, 1997; Saumaa jt, 2002) kui ka teistes
laborites E. coli tiives FC40 F plasmiidis asuva lac alleeli puhul (Cairns ja Foster, 1991;
Foster ja Trimarchi, 1994; Rosenberg jt, 1994). Lisaks suutsime tuvastada mutatsioone, mis
on iseloomulikud ainult 3. ja 4. pieval selektiivsootmetele ilmunud Phe™ kolooniatele. Nii
ndgime lacl geenis kahte A nukleotiidi deletsiooni positsioonis 221 ja G — T transversiooni

positsioonis 754 vaid esimestel pdevadel ilmunud kolooniate puhul, kuid mitte hiljem.

4.2. Transposooni 1S1411 insertisoonisageduse varieeruvus piirkonniti

Saadud tulemused nditavad, et IS eclemendi IS1411 transponeerumise sagedus
varieerub samuti P. putida kromosoomi eri piirkondades. 1S1411 paiknes kromosoomi viidud
testsiisteemis pheBA geenide taga ja tema inserteerumine lacl geeni inaktiveeris Lacl
repressori. Transponeerumise sagedust voidakse reguleerida mitmeti. Kaitsmaks genoomi
potentsiaalselt kahjulike mutatsioonide eest, on transposoonide lilkkumine kromosoomis alla
reguleeritud. Regulatsioon toimub nii transposooni kui ka peremesorganismi poolt poolt
kodeeritud faktorite kaudu (Duval-Valentin ja Chandler, 2011). IS1411transpositsiooni
regulatsiooni kohta on vihe teada, kuid meie labori tulemuste pdhjal on leitud, et
transponeerumine toimub libi tsirkulaarse vahevormi. Toenéoliselt toimub transponeerumine
replikatiivselt, kuna element on jadnud alati ka oma algsesse lokalisatsiooni (Kallastu jt,

1998). Transponeerumise sagedus suureneb jarsult P. putida ndlgivates rakkudes, milles on
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inaktiveeritud statsionaarse faasi sigma faktori geen rpoS, mis viitab sellele, et RpoS
represseerib 1S1411 transponeerumist. Kuigi varasemad uuringud viitasid sellele, et 1S1411
transponeerumiseks on vaja mingit hilist ndlgimissignaali (Saumaa jt, 2002), siis minu t60
puhul oleme tuvastanud selle IS elemendi transponeerumist nii varem kui ka hiljem ilmunud
Phe” kolooniate puhul (vt. lisa 3). Teisalt oli aga ka kromosoomis piirkondi (phe-lacl_105 -
2,848,051 ja phe-lacl_117 - 4,699,697), kus IS1411 inserteerumisi tuvastame peamiselt
hiliem tekkinud Phe® mutantidest. Transponeerumise sageduse varieerumine erinevates
kromosoomi piirkondades viitab voimalikele nukleoidi voltumise tasemest tingitud efektidele.
Nukleoidi struktureerumine toimub mitmel tasemel ja on suunatud nii nukleoid-seonudvate
valkude (NAP - Nucleoid-Associated Proteins) kui topoisomeraaside vahendatud
superspiralatsiooni kaudu (Travers ja Muskhelishvili, 2005; Dillon ja Dorman, 2010).
Teadaolevalt mojutab DNA pakkumise tase osade transposoonide litkumist. Naiteks Tn5
vajab transponeerumiseks negatiivselt superspiraliseerunud sihtmidrk DNA-d (Isberg ja
Syvanen, 1982). Selline muutus DNA-s voib mojutada ka 1S1411 transponeerumise sagedust

erinevates kromosoomi piirkondades.

4.3. Statsionaarse faasi akumulatsioon

Statsionaarse  faasi mutatsiooniprotsesside  uurimisel on tuvastatud varem
selektiivsootmele tekkinud Phe® kolooniate inhibeeriv mdju uute kolooniate ilmumisele
(Saumaa jt, 2002). Sama efekt ilmnes ka minu t66s, kus samasugune inhibitsioon, mida varem
oli ndhtud plasmiidse testsiisteemiga, ilmnes kromosomaalse testsiisteemi puhul tekkivate
Phe" mutantidega. Nigime, et selektiivsodtmetelt sinna iga piev ilmunud Phe® kolooniate
eemaldamisel ilmus selektiivsootmele jargmistel pdevadel tunduvalt rohkem uusi kolooniaid,
kui siis, kui kolooniaid ei eemaldatud (joonis 6). Selgus, et potentsiaalseid rakke, mis
suudaksid fenoolil kasvada, on tunduvalt enam, kui tuvastasime akumulatsioonikatesetes.
Kuna rakud ei sure, on tdendoliselt tegemist bakteriostaatilise efektiga. IImselt tekib pidevalt
mutatsioone, mis voimaldavad fenooli lagundamist, kuid sellele vaatamata on kolooniate
moodustumine takistatud. Sellisele vdimalusele viitab suure hulga uute Phe® kolooniate
ilmumine fenool-minimaal plaatidele pérast seda, kui sealt on korraga eemaldatud mitme
pieva jooksul akumuleerunud Phe” kolooniad. Seda jireldust toetavad ka katsetulemused, kus
nigime kolooniate vahelt Idigatud agaritiikkide inkubeerimisel uutel plaatidel Phe™ kolooniate
massilist moodustumist. Uutel fenool- minimaal plaatidel suutsid agari tiiki pinnal paiknevad

rakud moodustada suuremaid ja tunduvalt tihedamalt paiknevaid kolooniaid kui plaatidel,
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kust eemaldasime tekkinud Phe” mutandid. Kuigi see vdib olla tingitud suuremast fenooli
hulgast, pole ka vélistatud vdimalike inhibeerivate signaalide diffundeerimine agari tiki all

paiknevasse soGtmesse.

Akumulatsioonikatses esinevate vastastikmdjude uurimisel ei saa unustada rakkude
olemasolu, mis suudavad inhibeerivaid signaale eirates kolooniaid moodustada. Eelnev
tekitab mitmeid kiisimusi akumulatsioonikatsetes saadud tulemuste kohta. Kas inhibeeriv
efekt tekitab lisaselektsiooni? Samuti tekib kédesoleva t66 puhul kiisimus, kas juba kasvavate
Phe™ kolooniate poolt produtseeritud inhibiitorid suruvad maha ainult uute Phe® mutantide
kasvama hakkamise ja kolooniate moodustumise, vOi mdjutavad inhibitsioonisignaalid ka
rakus toimuvaid protsesse, mis on seotud mutatsioonide tekkega. Praeguste katsetulemuste
pohjal on seda raske Oelda. Siin oleks vaja lisakatseid, kus on niiteks vorreldud
mutatsioonispektrit Phe® mutantide puhul, kus inhibeerivad kolooniad on pidevalt
eemaldatud, mutatsioonispektriga, kus inhibeerivad kolooniad jietakse alles. Juhul, kui
ndeksime erinevusi mutatsioonispektris, viitaks see erinevustele mutatsiooniprotsessides.
Siiski on meil iiks huvitav tulemus, mille saime Phe” kolooniate vahelt vija Idigatud
agaritiikkidelt rakkude mahapesemisega. Lahtudes katsetetulemustest, kus agaritiiki uuele
fenooli sisaldavale minimaalsédtmele viimisel hakkas seal kasvama sadu Phe® kolooniaid
(joonis 8) ja eeldades, et kdigi pérast agaritikki iimbertdstmist kasvama hakanud kolooniate
puhul olid Phe* rakud algselt juba olemas, oleksime me pidanud ka rakkude mahapesemise
katsetes saama ligikaudu samal hulgal Phe* kolooniaid. Tegelikult nigime agarilt mahapestud
rakkude puhul vaid paari Phe® kolooniat (andmed ei ole esitatud). Isegi kui osa rakke
mahapesemisel kaotsi liks, oli kasvama hakanud kolooniate hulk ikkagi oodatust viiksem.
Seega viitavad need tulemused intrigeerivale voimalusele, et juba kasvama hakanud rakkude
poolt produtseeritud inhibiitorid mitte ainult ei péarsi teiste rakkude (antud juhul hiljem

tekkinud Phe” mutantide) kasvu, vaid pirsivad ka mutatsiooniprotsesse.

Nagu magistritoo kirjanduse iilevaate 0sas on tutvustatud, esineb bakteritel mitmeid
kvoorumtunnetuse signaale, mille kaudu nad iimbritsevat tajuvad ja mis toimivad soltuvalt
signaalmolekuli kontsentratsioonist. Seda arvesse vottes on keeruline seletada, kuidas nditeks
kaheksandaks padevaks selektiivtassile tekkinud 10 kolooniat suudavad inhibeerida iilejidnud
mutantide teket terve plaadi ulatuses. QS signaalide kahjuks radgib ka P. putida-ga labiviidud
katse, kus on nididatud AHL signaalide madalat difundeerumise ulatust (kui mitte arvestada
rakkude enda suurust: ~ 2 um) (Hwang jt, 2008). Taime pinnal oli kaugeim signaal, mida
suudeti detekteerida 78 pm ning enamus signaale levisid ainult 10 um kaugusele (Gantner jt,

2006). Teisalt pole vélistatud molekulid, mis erinevatel maatriksitel suudavad kanda signaale
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kaugemale (Decho jt, 2010). Lihtsaim viis signaali levitamiseks oleks libi lenduvate {ihendite,
kuid selliseid signaale pole teadaolevalt kirjeldatud (neid on ka raske identifitseerida). Meie
katsete pohjal tundub, et tajutavad signaalid on iipris ebastabiilsed, kuna neid produtseerivate
Phe” mutantide eemaldamisel suudavad uued kolooniad moodustuda samale sédtmele juba

jargmiseks paevaks.

Akumulatsioonikatses pidurdavad kolooniate moodustumist lisaks varem tekkinud
Phe™ mutantide kolooniatele ka taustana plaaditud P. putida Paw85 rakud. Meie katsetest
ilmnes, et pidurdav efekt on kdige tugevam just liigisiseselt, mis viitab spetsiifilistele
keskkonda sekreteeritavatele signaalidele. Varem on ndidatud ligisiseseid inhibeerivaid
efekte E. coli tiivel EC93, mis peatas teiste tiivede kasvu kontaktsdltuva mehhanismi kaudu

(Slechta ja Mulvey, 2006). P. putida-Iselliseid mehhanisme leitud eiole.

Kuigi transposoonmutageneesi tulemusel leidsime mutante, kus inhibitsioonitunnetus
taustarakkude osas oli oluliselt vihenenud (Phe” kolooniad ilmusid fenool-minimaalsédtmele
labi taustarakkude kihi 3-4 pdeva varem), ei ole meil siiani dnnestunud transposooni
insertsioone  sisaldavate geenide algses tiives deleteerimisega saada vdhenenud
inhibitsioonitunnetusega tiivesid. Praeguseks on katsetatud ka ainult vdheste geenidega.
Inhibitsioonitunnetuse kaotanud transposooni insertsiooni sisaldavates kolooniates oli
transposoon korduvalt samasse geeni inserteerunud ainult kahe geeni puhul. Need geenid
(PP_3584 ja PP_4708) valisimegi deletsioonmutantide tegemiseks. Eesmirgiks oli deleteerida
terved geenid, kuhu insertsioon on toimunud enam kui korra, kuid tdhtsust vdoivad omavad
just spetsiifilise funktsiooniga domeenid. Sellele viitavad transposooni insertsioonisaidid pnp
geeni RNA-ga scondumise domeenis. Transposoonimutageneesi kdigus tuvastasin kokku 103
inserteerumissaiti (andmed ei ole esitatud), mille tulemusena vdhenes inhibitsioonitunnetus.
Kuid vilja arvatud kahel korral olid insertsioonid toimunud samasse geeni ainult {ihel korral.
Seetdttu ei saa vilistada, et olen selekteerinud Tn insertsioone sisaldavaid mutante, mis
suudavad kiiremini kasvada tinu pheA geeni kdrgemale ekspressioonitasemele vOi on lisaks
Tn insertsioonile inhibitsioonitunnetuse kaotanud kloonis toimunud lisamutatsioon hoopis
mones teises geenis. Samas on ebatdendoline, et kahel korral on transposoon inserteerunud

samasse geeni ilma antud efekti pohjustamata, seda eriti veel pnp niitel.

Siiski on meil konstrueeritud iiks deletsioonmutant geenist PP_4173, kus deletsiooni
tulemusena on hoopis suurenenud inhibitsioonitunnetus. Kordusplaatimisel selgus, et antud
geeni deletsiooniga Phe A"APP 4173 tiivi suudab moodustada viikseid kolooniaid alles 7. vdi

8. pdeval. Ilma taustata plaadituna suudavad kolooniad moodustuda juba jargmiseks péaevaks
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ja erinevusi vorreldes algse tlivega ei paista. Jargnevalt tekitasime kahes lacl-PicpheBA
testsiisteemi sisaldavas tiives PP_4173 deletsiooni ja viisime Eibi akumulatsioonikatse, mille
analiiisil tuvastasime testslisteemi lokalisatsioonist tingitud mdju mutatsioonisagedusele.
Kuigi phe-lacl 19 tiives antud geeni deleteerimisel efekt puudus, nigime muutust phe-
lacl_30-s tiives. Statistiline erinevus esines kolmandal paeval tekkinud Phe* kolooniate arvus,
kui vorrelda phe-lacl_30 ja sellest loodud phe-lacl_30"APP_4173 (vt. joonis 10). Saadud
tulemused viitavad voimalusele, et teiste rakkude poolt pdhjustav inhibitsioon mojutab
mutatsiooniprotsesse, tehes seda erinevalt soltuvalt mutatsioonide mirklaua asukohast bakteri
kromosoomis. Kuna aga erinevused ilmnesid Phe™ mutantide arvu osas, kus mutatsioonid
peaksid olema tekkinud juba kasvavates rakkudes enne nende viimist selektiivso6tmele, peaks
selles katses mutatsioonisagedusele ilmnenud efekti toimemehhanisme uurima hoopis

kasvavates rakkudes. See viks aga olla juba iiks uurimistd6 edasisi eesmairke.
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Kokkuvote

Bakterid elavad pidevalt muutuvas keskkonnas, milles ellujddmiseks on neil
kujunenud mitmed strateegiad. Ebasobivates oludes satuvad bakterid stressi, mille tulemusena
hakkavad genoomis akumuleeruma mutatsioonid, millest moned vdivad suurendada bakterite
kohastumust uue keskkonnaga. Sellist protsessi nimetatakse statsionaarse faasi
mutageneesiks. Kuigi iipris palju on teada mutatsioonimehhanismidest kasvavates rakkudes,
siis tunduvalt vihem on teada protsessidest, mis on seotud statsionaarse faasi mutatsioonide
tekkega. Samuti on seni veel vdhe uuritud mutatsioonide tekke sdltuvust kromosomaalsest

lokalisatsioonist ning bakteritevaheliste signaalide mdju mutatsiooniprotsessidele.

Magistritoo teoreetilises osas andsin {iilevaate bakterite kasvukiirusega seotud
muutustest rakulistes protsessides ning pdhjalikumat késitlust leidsid statsionaarses faasis
toimuvad muutused. Kirjeldasin ka erinevaid mehhanisme, kuidas bakterid iksteisega
suhtlevad. Lisaks andsin iilevaate baketrites aset leidvatest mutatsiooniprotsessidest ning
sellest, mida on ndidanud senised uuringud seoses kromosoomi eri piirkondade mdjust

mutatsioonisagedusele.

Meie laboris uuritakse mutatsiooniprotsesside toimumist nii kasvavates kui ka statsionaarse
faasi rakkudes bakteris P. putida (Kivisaar, 2010). To6 praktilises osas kasutasin kromosoomi
erinevates piirkondades tekkinud mutatsioonispektrite iseloomustamiseks Triinu Juuriku
konstrueeritud phe-lacl tiivesid, mis erinesid iiksteisest testslisteemi kromosomaalse
lokalisatsiooni poolest. Saadud tulemused on avaldatud ka artiklis (Juurik jt, 2012). Lisaks
uurisin - statsionaarse faasi rakkude populatsioonis ilmnenud bakterite omavahelisi
interaktsioone, mis mojutavad bakterikolooniate ilmumist selektiivsodtmetele. Kéesoleva t66

tulemused voib kokku votta jargnevalt:

1. Koigis uuritud kromosoomi lokalisatsioonides tuvastasime statistiliselt olulised
erinevused mutatsioonispektrites. Tulemuste pohjal voib vidita, et erinevad

kromosoomipiirkonnad mdjutavad mutatsiooniprotsesse erinevalt.

2. Mutatsioonispektrid erinesid varajaste ja hiljem tekkinud Phe” mutantide seas. Niiteks
esines mutatsioone, mis on iseloomulikud ainult 3. ja 4. pédeval selektiivsootmetele
ilmunud Phe* mutantidele. Saadud tulemused viitavad erinevustele kasvavates ja

statsionaarse faasirakkudes toimuvates mutatsiooniprotsessides.

3. CTGG insertsioonide ja deletsioonide teke on seotud replikatsioonikahvli liikumise

orientatsiooniga  sihmérkjarjestuse transkriptsiooni suuna suhtes, kus CTGG
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insertsioonid tekivad eelistatult siis, kui CTGG matriits asub juhtival ahelal ja

deletsioonid on eelistatud sel juhul, kui CTGG matriits asub mahajdiaval ahelal.

IS1411 inserteerumise sagedus sOltub selle IS elemendi ja tema mirklaua
lokalisatsioonist kromosoomis, mis viitab sellele, et erinevused DNA topoloogias

voivad mdjutada IS1411 transponeerumist.

. Inhibitsiooni mdju uurimiseks libi viidud katsete tulemusel tuvastasime taustarakkude
pidurdava mdju Phe® kolooniate moodustumisele, sealjuures suurim efekt avaldus
liigisiseselt. Kuna teiste liikide moju kasvu pidurdumisele oli palju vdiksem voi puudus

tildse, siis vib oletada, et inhibeerivad signaalid on vordlemisi spetsiifilise iseloomuga.

. Fenool-minimaalplaatidele ilmunud Phe® kolooniate mdju uurimisel uute kolooniate
tekkele kinnitus juba varem plasmiidse testsiisteemi puhul Kirjeldatud kolooniate
moodustumist inhibeeriv efekt (Saumaa jt, 2002). Lisaks néigime juba tekkinud Phe”
kolooniate eemaldamisel suure hulga uute kolooniate ilmumist juba jargmisel paeval,
mis viitab sellele, et uute Phe™ mutantide kolooniate teket selektiivsootmele takistavad
inhibiitorid on oma olemuselt ebastabiilsed. V&imalik, et inhibiitorid, mida
produtseerivad juba kasvamahakanud Phe® kolooniad, pérsivad hiljem tekkinud Phe®
mutantide rakujagunemist. Samas ei saa me vilistada voimalust, et inhibiitorid

vahendavad ka mutatsioonisagedust.

7. Geeni PP_4173 deleteerimine, mille tagajirjel suurenes bakterite inhibitsioonitunnetus,

mdjutab mutatsioonisagedust sdltuvalt mutatsioonide mérklaua asukohast kromosoomis.
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Effect of chromosomal positions and communication between cells

on mutational processes in Pseudomonas putida

Summary

Tanel [Imjarv

Bacteria live in a constantly changing environment and to survive under these
conditions, they have evolved many strategies. When influenced by stressful factors, bacteria
enter into stationary-phase. In stationary-phase, cells become smaller and more resistant to
environmental damage like UV-radiation, toxins and antibiotics. Under those harsh conditions
mutations start to accumulate and some of them may increase viability of cells. This
mutational processes has been called as stationary-phase mutagenesis (Foster, 2007). There is
a lot of information about mutational processes in growing cells, but less is known about
mechanisms that operate in the stationary-phase. Moreover, there is still an open discussion
about how mutational processes vary in different chromosomal locations and its involment

with interactions between bacteria (Sharp jt, 1989; Mira ja Ochman, 2002; Martina jt, 2012).

The literature review of my study gives an overview of changes in cellular processes at
different growth rates of bacteria with the main focus on stationary-phase. Furthermore, |
have described the main mechanisms of how bacteria communicate with each other. Lastly, |
gave an introduction into bacterial mutational processes and an overview about the previous

work done in the field of effect of chromosomal position on mutagenesis.

In our laboratory we have employed Pseudomonas putida as a model organism for
studying mutational processes in bacteria (Kivisaar, 2010). In the experimental part of my
study | examined the effect of the chromosomal position of the mutational target gene on the
spectrum of mutations by using phe-lacl strains that were previously constructed by Triinu
Juurik (Juurik, 2011) and that carry the test system in different chromosomal sites. The results
of this study are published in the article (Juurik jt, 2012). | also investigated mechanisms of
interconnections between bacterial cells in stationary-phase populations that influence the

emergence of bacterial colonies onto selective plates.
The results of my study can be summarized as follows:

1. We have shown that there is a statistically significant difference in the spectrum of

mutations in each analyzed chromosomal location. These results suggest that the
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mechanisms of mutational processes vary depending on chromosomal positions of the

mutational target sequence.

. The spectrum of mutations varies among early- and late-arising Phe® mutants. For
example, we have detected certain mutations only among early-arising mutants (mutants
that appear on phenol-minimal plates on days 3 and 4), which implies to the difference

between mutational processes in growing and stationary-phase cells.

. The occurrence of CTGG insertions and deletions are influenced by the direction of
movement of the replication fork regarding to the orientation of target sequence
transcription. Insertions of CTGG occur predominantly in strains, where the CTGG
template is located on the leading strand while CTGG deletions occured mainly in the

strains containing the CTGG template on the lagging strand.

. The insertion frequency of 1S1411 element depends on the chromosomal location of this
element and its target sequence, implying that differences in DNA topology affected

transposition of this IS element.

. We carried out several tests with the aim to investigate the ability of scavenger cells to
inhibit the emergence of Phe* colonies onto phenol minimal plates. We found that the
greatest inhibitional effects appear within the species, whereas other species have only
minor effects or no effects at all. Therefore, we can assume that these inhibitional

signals are quite specific in its nature.

. When analyzing the ability of Phe™ mutant colonies to repress the emergence of new
colonies onto selective plates, we were able to see the same inhibitonal effect as
previously described in our laboratory by using plasmidial test system (Saumaa jt,
2002). Even more, we observed that after removal of all Phe® mutant colonies from
selective plates the inhibition was relieved and more colonies rapidly appeared onto the
plates. Thus, these inhibitors could be unstable. We suppose that inhibitors produced by
the already existing colonies suppress the growth and colony formation of the later
arising mutants. However, there is also a possibility the occurrence of mutations is

reduced as well.

. Deletion of the gene PP_4173 which resulted in increased sensitivity of bacteria to
inhibition, affected the frequency of mutations only at certain chromosomal location

mutational target gene.
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Lisamaterjalid

Lisa 1. Phe®™ mutantides lacl geenis ja operaatoralas tekkinud mutatsioonide

spekter erinevates phe-lacl tiivedes

esinemissagedus kdigist mutatsioonidest)

Esinemissagedus erinevates pheA-lacl tiivedes

Positsioon Mutatsioon 105 115 117
-354 Del T 1 0 0 0 0 0
(0.709)
-353 Del 2 nt (TC) 1 0 0 1 0 0
(0.709) (1.234)
-352 C—>T 14 9 6 16 8 3
(9.927) (8.381) (6.746) (19.74) (1.951) (2.622)
-352 C—G 2 0 0 0 0 0
(1.418)
-351 G—T 1 0 0 0 0 1
(0.709) (0.874)
-351 G— A 13 26 27 16 38 38
(9.218) (24.21) (30.36) (19.74) (9.266) (33.21)
-349 T—>G 0 0 0 0 1 0
(0.244)
-349 T—>C 0 0 2 0 0 0
(2.249)
-348 C—oA 0 0 1 0 0 0
(1.124)
-347 A—>G 0 0 1 0 0 0
(1.124)
-347 Ins A 0 1 0 3 0 0
(0.931) (3.702)
-346 CoT 0 1 0 1 0 0
(0.931) (1.234)
-345 Ins C 0 0 0 1 0 0
(1.234)
-3 Del 288 nt 1 0 0 0 0 0
(0.709)
13 A—G 0 0 0 0 1 0
(0.244)
22 Ins 22 nt 1 0 0 0 0 0
(0.709)
24 T—C 1 0 0 0 0 0
(0.709)
26 T—C 0 0 0 0 1 0
(0.244)
29 C—-T 0 0 0 1 0 0
(1.234)
37 Del G 0 1 0 0 0 0
(0.931)
44 T—C 0 0 0 0 0 4
(3.495)
49 Del T 0 0 0 0 2 0
(0.488)
51 Ins A 0 0 0 0 2 0
(0.488)

(sulgudes on toodud antud mutatsiooni
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52 Ins T 0 0 0 0 1 0
(0.244)
53 A—C 0 1 0 0 0 0
(0.931)
53 A—G 0 1 0 1 0 0
(0.931) (1.234)
54 G—-T 0 0 1 0 0 0
(1.124)
55 A—G 0 3 0 4 4 0
(2.794) (4.935)  (0.975)
62 C—-T 3 0 0 2 1 0
(2.127) (2.468)  (0.244)
75 C—>G 1 0 0 0 0 0
(0.709)
89 T—C 0 1 0 0 0 0
(0.931)
96 Ins 2 nt (CG) 0 0 0 2 0 0
(2.468)
100 Ins 10 nt 0 0 0 1 0 0
(1.234)
111 Ins 10 nt 1 0 0 0 3 0
(0.709) (0.732)
131 G- C 1 0 0 0 0 0
(0.709)
140 A—G 0 1 0 0 0 1
(0.931) (0.874)
141 C—G 1 0 0 0 0 1
(0.709) (0.874)
146 C—-T 1 0 0 0 1 0
(0.709) (0.244)
149 Ins T 0 0 0 0 1 0
(0.244)
158 C—A 0 1 0 0 0 0
(0.931)
167 T—A 0 0 0 0 4 0
(0.975)
170 C—>T 0 0 1 1 0 0
(1.124)  (1.234)
178 C—>T 4 0 0 5 0 0
(2.836) (6.169)
221 Del A 0 0 0 19 0 0
(23.44)
232 G—>T 0 0 0 1 0 0
(1.234)
253 Del T 0 0 0 0 1 0
(0.244)
253 Del 14 nt 0 0 0 1 0 0
(1.234)
291 G—-T 2 0 0 0 0 0
(1.418)
299 Del 149 nt 0 1 0 0 0 0
(0.931)
300 Del 10nt 0 0 0 0 7 0
(1.707)
310 Del G 0 0 1 0 0 0
(1.124)
313 G- C 0 1 0 0 0 0
(0.931)
313 G—>T 1 0 0 0 0 0
(0.709)
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391 CoT 0 1 0 0 0 0
(0.931)
394 Del 66 nt 1 0 0 0 0 0
(0.709)
399 Ins C 0 0 0 1 0 0
(1.234)
403 Ins T 0 0 0 1 0 0
(1.234)
405 Ins T 1 0 0 0 0 0
(0.709)
409 Ins G 1 0 0 0 0 0
(0.709)
457 CoT 0 1 0 0 0 0
(0.931)
458 Ins C 0 0 1 0 0 0
(1.124)
460 Ins G 0 0 1 0 0 0
(1.124)
475 Ins T 0 0 0 1 0 0
(1.234)
476 Ins T 1 0 0 2 0 0
(0.709) (2.468)
479 Ins T 1 0 0 0 0 0
(0.709)
490 Ins A 0 0 0 0 1 0
(0.244)
504 Ins G 0 0 0 0 0 3
(2.622)
541 CoT 0 0 0 0 2 0
(0.488)
552 Del G 1 0 0 0 0 0
(0.709)
592 Ins CTGG 3 3 58 1 6 65
(.127)  (2794)  (65.21) (L234) (L463)  (56.8)
592 Del CTGG 18 44 3 18 37 8
(12.76)  (40.98)  (3.373) (22.21)  (9.022)  (6.991)
603 G— A 0 0 0 0 0 1
(0.874)
653 GoT 1 0 0 1 0 0
(0.709) (1.234)
661 Ins C 1 0 0 1 0 0
(0.709) (1.234)
669 Del G 0 0 0 1 1 0
(1.234)  (0.244)
682 CoT 0 0 0 0 1 0
(0.244)
705 Ins T 0 0 0 1 0 0
(1.234)
751 CoA 0 0 0 0 0 1
(0.874)
754 GoT 10 0 0 0 0 0
(7.091)
779 Ins 2nt (CA) 0 0 1 0 0 0
(1.124)
780 CoA 1 0 0 0 0 0
(0.709)
858 ASC 0 0 0 1 0 0
(1.234)
916 CoT 0 2 0 0 0 0
(1.863)
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(2.127)

983 C—-T 0 0 1 0 0
(1.234)
1S1411 12 8 16 4 2
(12.05) (11.18) (8.995) (19.74)  (0.975) (1.748)
teadmata 3 5 2 2

(0.931) (3.373) (6.169) (0.488)  (1.748)

Uldine mutatasioonisagedus

104.3 129.3 156.7

3Ljudli 1136

Kokku analiiiisitud 110

112 115 127

130 130

Lisa 2. Sekveneeritud

lacl-P,c.pheBA testsiisteemi

abil tuvastatud Phe"

mutatsioonide paariviisilised vordlused ja saadud P-vaartused (esitatud on

tulemused, mille P < 0.05)

phe-lacl tiived P-véartus

Operatorala

mutatsioonid
-352C—>T 105vs. 115 0.048
105vs. 31 0.002
110vs. 31 0.041
115vs. 117 0.046
117vs. 31 0.002
-351 G—A 105vs. 110 0.026
105vs. 115 0.022
105vs. 18 0.001
105vs. 31 0.001
110vs. 117 0.031
115vs. 117 0.027
117 vs. 18 0.001
117vs. 31 0.001

Uhe ap mutatsioonid
lacl geenis
221 cel A 117 vs. 105 <0.001
117 vs. 110 <0.001
117vs. 115 <0.001
117 vs. 18 <0.001
117vs. 31 <0.001
754 G—>T 105vs. 110 0.001
105vs. 115 0.001
105vs. 117 0.001
105vs. 18 <0.001
105vs. 31 <0.001
Suured deletsioonid

300 del 10 nt 18 vs. 105 0.014
18 vs. 110 0.013
18vs. 115 0.012
18 vs. 117 0.008
18 vs. 31 0.007

592 ins CTGG
105vs. 115 <0.001
105vs. 31 <0.001
110vs. 115 <0.001
110vs. 31 <0.001
115vs. 117 <0.001
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115vs. 18 <0.001
117vs. 31 <0.001
18 vs. 31 <0.001
592 del CTGG
105vs. 110 <0.001
105vs. 115 <0.001
105vs. 18 0.026
105vs. 31 0.011
110vs. 115 <0.001
110vs. 117 <0.001
110vs. 31 0.001
115vs. 117 0.001
115vs. 18 <0.001
117vs. 18 0.005
117 vs. 31 0.033
18 vs. 31 <0.001
IS1411 insertsioonid
105vs. 115 0.043
105vs. 18 0.001
105vs. 31 <0.001
110vs. 18 0.017
110vs. 31 0.002
115vs. 31 0.032
117vs. 18 0.004
117vs. 31 0.001

Lisa 3. Erinevatel pi#evadel selektiivséotmele ilmunud Phe® kolooniate
mutatsioonispektrid (sulgudes on toodud antud mutatsiooni esinemissagedus kdigist

mutatsioonidest).

Kolmandal ja neljandal pieval selektiivsootmele ilmunud Phe® kolooniates tekkinud

mutatsioonid

phe-lacI tiived

Positsioon  Mutatsioon 105 110 115 117 18 31
-352 CoT 0 0 0 0 3(0.406) 0
26 T—C 0 0 0 0 1(0.135) 0
37 Del G 0 1(0.422) 0 0 0 0
49 Del T 0 0 0 0 2(0.27) 0
51 Ins A 0 0 0 0 1(0.135) 0
52 Ins T 0 0 0 0 1(0.135) 0
53 A—C 0 1(0.422) 0 0 0 0
53 A—G 0 1(0.422) 0 0 0 0
54 G- T 0 0 1(1.45) 0 0 0
55 A—G 0 1(0.422) 0 0 2(0.27) 0
62 CoT 1(0.142) 0 0 2(1.588)  1(0.244) 0
89 T—C 0 1(0.422) 0 0 0 0
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96 Ins 2 nt 0 0 0 2(1.588) 0 0
(CG)
149 InsT 0 0 0 0 1(0.135) 0
167 T—A 0 0 0 0 4(0.541) 0
170 C—>T 0 0 1(1.45) 1(0.794) 0 0
221 Del A 0 0 0 19 (15.09) 0 0
232 G—>T 0 0 0 1(0.794) 0 0
253 Del T 0 0 0 0 1(0.135) 0
391 C—->T 0 1(0.422) 0 0 0 0
403 InsT 0 0 0 1(0.794) 0 0
405 Ins T 1(0.142) 0 0 0 0 0
409 Ins G 1(0.142) 0 0 0 0 0
457 C—>T 0 1(0.422) 0 0 0 0
475 Ins T 0 0 0 1(0.794) 0 0
476 Ins T 1(0.142) 0 0 2(1.588) 0 0
490 Ins A 0 0 0 0 1(0.135) 0
504 Ins G 0 0 0 0 0 3(2.47)
552 Del G 1(0.142) 0 0 0 0 0
592 Ins CTGG 1(0.142) 0 34 (49.3) 1(0.794) 3(0.406) 42 (34.57)
592 Del CTGG 12 (1.708) 38 (16.04) 2(2.9) 12 (9.528) 30 (4.056) 4(3.293)
603 G- A 0 0 0 0 0 1(0.823)
669 Del G 0 0 0 1(0.794) 0 0
705 Ins T 0 0 0 1(0.794) 0 0
754 G—>T 8(1.138) 0 0 0 0 0
858 A—C 0 0 0 1(0.794) 0 0
916 C—-T 0 2(0.844) 0 0 0 0
I1S1411 0 3(1.266) 5(7.25) 3(2.382) 0 0
Teadmata 0 0 1(1.45) 2(1.588) 0 0
Uldine mutatsioonisagedus 3.7 211 63.8 39.7 6.76 41.16
Kokku analiiiisitud 26 50 44 50 50 50

Viiendal pieval selektiivsddtmele ilmunud Phe® kolooniates tekkinud mutatsioonid

phe-lacI titved

Positsioon Mutatsioon 105

-354 Del T 1 0 0 0 0 0
(0.106)

-353 Del 2 nt (TC) 1 0 0 0 0 0
(0.106)

-352 C—o>T 0 9(5.026) 4(2.963) 11 (17.57) 5(0.988) 2(0.919)

-352 C—>G 1 0 0 0 0 0
(0.106)

-351 G—>T 1 0 0 0 0 1(0.46)
(0.106)
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-351

-347

-347

-345
-3

13
44
51
53
55
62

100
111

131

140
158
178

299
300
310
394

399
479

592
592

669
751
754

779
780

983

1S1411
Teadmata

G— A

A—>G
Ins A
Ins C

Del 288 nt

A—>G
T—C
Ins A
A—>G
A—>G
C->T

Ins 10 nt
Ins 10 nt

G— C

A—>G
C—oA
C—->T

Del 149 nt
Del 10 nt
Del G
Del 66 nt

Ins C
Ins T

Ins CTGG
Del CTGG

Del G
C—>A
G—->T

Ins 2nt (CA)
C—oA

C—->T

Uldine mutatsioonisagedus
Kokku analiiiisitud

1
(0.106)
0
0
0
1
(0.106)

(0.213)

roMNpoooo o

(0.106)
1
(0.106)
0
0
4
(0.425)
0
0
0
1
(0.106)
0
1
(0.106)
0
4
(0.425)
0
0
2
(0.213)
0
1
(0.106)
0
8(0.85)
1
(0.106)
3.4

32

O OO o

OO O o

2(1.117)
0

0
0

0

1(0.558)
1(0.558)
0

1(0.558)
0
0
0

0
0

1(0.558)
4(2.234)

0
0
0

0
0

0
5(2.792)
1(0.558)

13.96
25

0

1(0.741)
0
0
0

OO OO O o

o

1(0.741)
0

0
0

15 (11.11)
0

0
0
0

1(0.741)
0

0
1(0.741)
1(0.741)

17.78
24

1(1.597)

0
3(4.792)
1(1.597)

0

0
0
0
1(1.597)
1(1.597)
0

1(1.597)
0

0

o o

O O OO

1(1.597)
0

0
3(4.792)

1(1.234)
0
0

0
0

1(1.597)
2(3.195)
1(1.597)

43.13
27

O O OO

1(0.198)
0
1(0.198)
0
1(0.198)
1(0.198)

0
3(0.593)

0

0
0
0

0
7(1.384)
0
0

0
0

2 (0.395)
4(0.791)

1(0.198)
0
0

0
0

0
4(0.791)
0

5.93
30

O OO o o

o

4(1.839)

OO OO

o

o

O OO o

0
0

15 (6.895)
4(1.839)

0
1(0.46)
0

0
0

0
2(0.919)
1(0.46)

13.79
30
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Kuuendal ja seitsmendal péaeval

mutatsioonid

Positsioon  Mutatsioon

-353 Del 2 nt (TC)
-352 C—>T
-352 C—>G
-351 G— A
-349 T—>G
-349 T—C
-348 C—A
-347 Ins A
-346 C—-T
22 Ins 22 nt
24 T—C
29 C—->T
55 A—-G
75 C—G
140 A—-G
141 C—>G
146 C—oT
178 C—-T
253 Del 14 nt
291 G—-T
313 G— C
313 G—-T
458 Ins C
460 Ins G
541 C—-T
592 Ins CTGG
592 Del CTGG
653 G—-T
661 Ins C
682 C—-T
IS1411

Teadmata

Uldine mutatsioonisagedus

Kokku analiiiisitud

105

0
14
(19.09)
1(1.363)
12
(16.36)

O OO o

0
1(1.363)
1(1.363)

0

0
1(1.363)

0
1(1.363)
1(1.363)

0

0
2(2.727)

0
1(1.363)

0

0

0
2(2.727)
2(2.727)
1(1.363)
1(1.363)

0
9(12.27)
2(2.727)

70.9
52

selektiivs00tmele

[eNe]

0
26 (48.69)

[eNe N

1(1.873)
1(1.873)
0

[eNeNelNoNoNoNolNolNo)

0
1(1.873)
0
0
0
0
2(3.745)
2(3.745)
0
0
0
4(7.491)
0
69.29

37

115

0
2(2.034)

0

27 (27.45)

0
2(2.034)
1(1.017)

eNeoNolololNolNolololNolNolNollolNolNol

1(1.017)
1(1.017)
0
9(9.151)
1(1.017)
0
0
0
2(2.034)
1(1.017)
47.79

47

phe-lacI tiived

117

1(1.477)
5(7.386)

0
15 (22.16)

0

0

0

0
1(1.477)

0

0
1(1.477)
3(4.432)

0

0

0

0

5(7.386)
1(1.477)

[eNeoNelNoNoNe)

0
3(4.432)
1(1.477)
1(1.477)

0

11 (16.25)
2(2.954)
73.86

50

0
0

0
38 (14.48)

1(0.381)

OO OO O OoOOo

1(0.381)
0
0
0
1(0.381)

[eNeNoNoNolNolNo)

2(0.762)
1(0.381)
3(1.143)
0
0
1(0.381)
4(0.975)
2(0.762)
19.05
50

ilmunud Phe® kolooniates tekkinud

31

0
1(1.174)

0
38 (44.6)

(el eNeNelNoNoNo oo o]

1(1.174)
1(1.174))

o
~—

ooooogooooooooo
L

1(1.174)
58.69
50

Lisa 4. Erinevatel piievadel selektiivsootmele ilmunud Phe” kolooniates tekkinud

mutatsioonide spektrite vordlus (tabelis on toodud P-vaartused).

Vorreldavad 105 110

Pievad 3-4 vorrelduna | 508 | (000g9 | 028 00002 | P<0.0001 | 0.0039
pievagas

Pievad 3-4 vorrelduna | 0903 | 0028 | 0331 | P<00001 |  0.0622 0.0836
pievadega 6-7

5. péev vorrelduna 0.0084 0.714 0.307 0.0458 0.0991 0.0836
pievadega 6-7
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Lisa 5. Mutatsioonispektrite vordlus pievade 16ikes

105

110

P < 0.0001
(3.-7. piev) | 115 P<0.000L | P <0.0001
117 P<00001 |P<0.0001 |P <0.0001
18 P < 0.0001 0.0011 | P<0.0001 | P <0.0001
3l P<0.000L | P <0.0001 0.0087 | P<0.0001 | P <0.0001
3.4, 110 P < 0.0001
115 P<0.0001 | P <0.0001
117 P<0.0001 |P<0.0001 |P <0.0001
18 0.0001 0.0006 | P<0.0001 | P <0.0001
3l P<0.000L | P <0.0001 0.0144 | P<0.0001 | P <0.0001
5, 110 0.0003
115 P<0.0001 | P <0.0001
117 P < 0.0001 035 | P<0.0001
18 0.0008 0.0694 | P <0.0001 0.0049
3l P<0.000L | P <0.0001 0.0650 | P<0.0001 | P <0.0001
6.-7. 110 0.0001
115 P < 0.0001 0.106
117 0.0251 0.0008 | P < 0.0001
18 P < 0.0001 0.099 0.0006 | P <0.0001
3l P < 0.0001 0.0056 0.167 | P<0.0001 0.0053

Lisa 6. Mutatsioonisageduste paarisviisiline vordlus erinevate péievade loikes

(esitatud on tulemused, mille P < 0.05)

Piaevad 3 ja4

phe-lacI tiivi P-vairtus

Uhe ap mutatsioon lacl geenis
221del A 117 vs. 105 <0.001
117vs. 110 <0.001
117 vs. 115 <0.001
117vs. 18 <0.001
117vs. 31 <0.001
754 G—T 105vs. 110 <0.001
105vs. 115 0.001
105vs. 117 <0.001
105vs. 18 <0.001
105vs. 31 <0.001
592 ins CTGG
105vs. 115 <0.001
105vs. 31 <0.001
110vs. 115 <0.001
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Piev 5

110vs. 31 <0.001

115vs. 117 <0.001
115vs. 18 <0.001
117vs. 31 <0.001
18 vs. 31 <0.001
592 del CTGG
105vs. 110 0.009
105vs. 115 0.001
105vs. 117 0.049
105vs. 31 <0.001
110vs. 115 <0.001
110vs. 117 <0.001
110vs. 31 <0.001
115vs. 117 0.008
115vs. 18 <0.001
117 vs. 18 <0.001
117vs. 31 0.029
18 vs. 31 <0.001
1S1411 insertsioon
115vs. 18 0.014
115vs. 31 0.014

phe-lac| tiivi P-vairtus

Operaatorala mutatsioonid

=352 C-T 105vs. 110 <0.001
105vs. 115 0.017

105vs. 117 <0.001
105vs. 18 0.016
110vs. 31 0.007
117 vs. 18 0.043
117vs. 31 0.002

Suured deletsioonid
300del 10 nt 18 vs. 105 0.004
18 vs. 110 0.010
18 vs. 115 0.011
18 vs. 117 0.007
18 vs. 31 0.005
592 ins CTGG
105vs. 115 <0.001
105vs. 31 <0.001
110vs. 115 <0.001
110vs. 31 <0.001
115vs. 117 <0.001
115vs. 18 <0.001
117vs. 31 <0.001
18 vs. 31 <0.001
592 del CTGG

110vs. 115 0.041

1S1411 insertsioon

105vs. 115 0.036
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Pievad 6 ja7

Operaatorala mutatsioonid

-352 C—>T 105vs. 110
105vs. 115 0.048
105vs. 31 0.002
110vs. 31 0.041
115vs. 117 0.046
117vs. 31 0.002
-351 G—>A 105vs. 110 0.026
105vs. 115 0.022
105vs. 18 0.001
105vs. 31 0.001
110vs. 117 0.031
115vs. 117 0.027
117vs. 18 0.001
117vs. 31 0.001
Uhe ap-sed mutatsioonid lacl geenis
221 del A 117 vs. 105 <0.001
117vs. 110 <0.001
117vs. 115 <0.001
117vs. 18 <0.001
117vs. 31 <0.001
754 G—T 105vs. 110 0.001
105vs. 115 0.001
105vs. 117 0.001
105vs. 18 <0.001
105vs. 31 <0.001
592 ins CTGG
105vs. 115 <0.001
105vs. 31 <0.001
110vs. 115 <0.001
110vs. 31 <0.001
115vs. 117 <0.001
115vs. 18 <0.001
117vs. 31 <0.001
18 vs. 31 <0.001
592 del CTGG
105vs. 110 <0.001
105vs. 115 <0.001
105vs. 18 0.026
105vs. 31 0.011
110vs. 115 <0.001
110vs. 117 <0.001
110vs. 31 0.001
115vs. 117 0.001
115vs. 18 <0.001
117vs. 18 0.005
117vs. 31 0.033
18 vs. 31 <0.001
1S1411 insertsioonid
105vs. 115 0.043
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105vs. 18 0.001
105vs. 31 <0.001

110vs. 18 0.017
110vs. 31 0.002
115vs. 31 0.032
117 vs. 18 0.004
117vs. 31 0.001

Lisa 7. Phe” kolooniate akumulatsioon fenool-minimaaltsassidel (tabelis on toodud

erinevate pievade I5ikes keskmiselt tekkinud kolooniate arv 1 x 107 testsiisteemi sisaldava

raku kohta ja sulgudes 95% usalduspiir)

| phe-lacl 3 4 5 6 7 8 9 10
30 1286 1628 16,77 3663 1853 334 2,96 3,85
823) (1794 (906)  (17,16) (767)  (097)  (L16) (118
30A 7985 17,67 1061 4428 931 823 773 6,02
PP 4173  (2963) (603)  (600) (1655 (307) (409 (372 (304
19 021 7,46 1095 2307 735 4,67 2,60 434
036) (242 (835  (1221) (250)  (507)  (081)  (330)
19A 359 1049 432 1840 413 140 2,60 2,00
PP 4173 (360) (3790  (L19)  (974)  (103) (064 (084  (062)

Lisa 8. Publikatsioon
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Abstract

It is still an open question whether mutation rate can vary across the bacterial chromosome. In this study, the occurrence of
mutations within the same mutational target sequences at different chromosomal locations of Pseudomonas putida was
monitored. For that purpose we constructed two mutation detection systems, one for monitoring the occurrence of a broad
spectrum of mutations and transposition of IS element IS7477 inactivating Lacl repressor, and another for detecting 1-bp
deletions. Our results revealed that both the mutation frequency and the spectrum of mutations vary at different
chromosomal positions. We observed higher mutation frequencies when the direction of transcription of the mutational
target gene was opposite to the direction of replisome movement in the chromosome and vice versa, lower mutation
frequency was accompanied with co-directional transcription and replication. Additionally, asymmetry of frameshift
mutagenesis at homopolymeric and repetitive sequences during the leading and lagging-strand replication was found. The
transposition frequency of IS7417 was also affected by the chromosomal location of the target site, which implies that
regional differences in chromosomal topology may influence transposition of this mobile element. The occurrence of
mutations in the P. putida chromosome was investigated both in growing and in stationary-phase bacteria. We found that
the appearance of certain mutational hot spots is strongly affected by the chromosomal location of the mutational target
sequence especially in growing bacteria. Also, artificial increasing transcription of the mutational target gene elevated the
frequency of mutations in growing bacteria.
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Introduction processes in the bacterial chromosome, one should also consider
various factors affecting DNA replication and thereby mutagen-
esis. A growing body of evidence have accumulated over the last
years showing that replication inhibition by natural impediments
such as DNA binding proteins, transcription units, unusual DNA
structures and replication slow zones causes genomic instability
[7]. Several other studies have addressed the effects of asymmetry
of DNA replication on mutation rate [e. g., reviewed in [8]]. One
DNA strand (the leading strand) is synthesized continuously,
whereas the complementary strand (the lagging strand) is
synthesized discontinuously in short Okazaki fragments. It has
been suggested that different enzymology within the replication of
two strands could provide a basis for different fidelity. For
example, measurement of lac reversion frequencies for the two
orientations in the chromosome of E. coli in the absence of DNA
mismatch repair indicated that the lagging strand replication may
be more accurate than leading strand replication [9,10]. Yet, the
results of subsequent studies have been contradictory. Under the
conditions of constitutive expression of the SOS system the

Mutations provide a raw material for population diversity and
adaptation; therefore the mutation rate has profound effects on
population diversity and evolution dynamics. Mutagenesis is a
complex multi-step process involving DNA target sequences and
enzymes that play roles in DNA precursor metabolism, DNA
replication, recombination and repair [1]. To elucidate molecular
mechanisms of mutagenesis, it is necessary to develop systems that
enable detection and analysis of mutations in living cells. Hence,
over the years, a number of detection systems have been developed
to study mutagenesis in bacteria [2]. Some of these mutation
detection systems allow to monitor mutations in plasmids whereas
others in bacterial chromosome.

Occurrence of mutations in plasmids and a chromosome may
differ due to distinct replication mechanisms and higher copy
number of plasmids in comparison to the chromosome. For
instance, ColE1 plasmids do not replicate in the same manner as
the E. coli chromosome [3]. Also, expression of plasmid conjugal
functions may facilitate mutagenic processes, as it happens in the
case of the occurrence of Lac" revertants on I’ plasmid in E. coli
FC40 strain [4,5,6]. On the other hand, when studying mutagenic

replication of the lagging strand appeared to be the major source
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of the mutations [11], whereas the following studies demonstrated
lack of strand bias in UV-induced mutagenesis in £. coli [12].

The effect of chromosomal position on mutation rate has also
been addressed in previous studies. Based on the results of
comparison of synonymous substitution rates of a set of
homologous genes in different bacterial species it was proposed
that mutation rate depends on the distance of the target genes
from the origin of replication in bacterial chromosome, being
higher when genes are situated closer to the terminus [13,14].
However, experimental studies have failed to detect such effect of
the distance from the origin of replication on the mutation rates
when lacg alleles were inserted at four sites in the Salmonella
genome [15]. At the same time, the reversion rates of the lacl
alleles inserted at an intermediate locus were significantly higher
than those at loci nearer to and farther from the replication origin
[15]. Recently, Martina et al. [16] demonstrated that frameshift
mutation rate differs at distinct chromosomal positions but no
correlation between the mutation rate and the distance of the
mutation site to the origin of replication was found. In contrary to
the above-mentioned studies, no significant mutational bias on the
occurrence of base substitutions with regard to chromosome
position or leading and lagging strands of replication were found in
the two sequenced genomes of 5000 generations evolved Salmonella
typhimurium under the conditions of reduced selection and in the
absence of major DNA repair systems [17]. Also, the recent
analysis of the genomes of 20 commensal and pathogenic E. coli
strains suggests that the higher mutation rates estimated near the
terminus could actually be associated with a reduced efficiency of
selection due to lower rates of recombination at this region [18].
Thus, some controversy between the results of experimental
approaches and the analyses of whole genome DNA sequences still
exists and therefore the effect of the chromosome location on the
rate of mutations needs further examination.

The growth phase of bacteria may also affect mechanisms of
mutagenic processes. In nature, bacteria are very often confronted
with variable and stressful environments. Under such conditions
bacteria grow very slowly if at all [19,20]. However, despite the
reduced amount of DNA replication mutants arise that are able to
take over bacterial populations. This process is known as adaptive
mutagenesis, stress-induced mutagenesis or stationary-phase mu-
tagenesis [21,22]. It has been suggested that a variety of
environmental stresses induce genomic change in bacteria,
generating occasional fitter mutants and potentially accelerating
the evolution of bacterial populations [21,22,23,24,25,26]. Alter-
natively, the amplification model proposes that selection detects
small improvements in growth due to a higher copy number of the
selected gene; in that way mutation is made more likely because
more copies of mutation target gene is added to each developing
clone [27]. Despite the controversy in interpretations of the rate of
mutations in stationary-phase populations the results of several
studies have demonstrated that the spectrum of stationary-phase
mutations is different from that occurring among the mutants of
actively growing bacteria [28,29,30], indicating that distinct
mechanisms are responsible for the appearance of mutations in
actively growing and stationary-phase populations.

So far, E. coli has served as the primary model in virtually all
fundamental aspects of microbiology including mutagenesis and
evolution. However, recent advances in sequencing and annota-
tion of more than a thousand of bacterial genomes have revealed
that E. coli is rather exceptional considering its DNA polymerases
and DNA repair enzymes [31,32,33,34]. For example, E. coli is
one of the rare organisms harboring DNA polymerase Pol V genes
in its chromosome [32]. At the same time, pseudomonads, one of
the largest groups of bacteria including both pathogenic and non-

PLOS ONE | www.plosone.org
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pathogenic species, possess some DNA polymerases and DNA
repair enzymes which are widely represented in many bacteria
except enterobacteria [35], thereby serving as a good model to
study mutagenic processes in microorganisms distinct from E. colt.
Unfortunately, a wide array of assay systems applicable for the
detection of mutations in enterobacteria (e.g., those which are
based on the activation of /lac alleles) does not work in
pseudomonads. Moreover, the test systems which have been
available for the detection of mutations both in growing and
stationary-phase populations of pseudomonads have enabled to
monitor mutations on a plasmid [29,36].

In the present study we have constructed novel chromosomal
mutation detection systems for pseudomonads. These test systems
can be inserted randomly into various chromosomal sites. Using
these test systems in P. putida we have investigated: (i) the frequency
of mutations at different chromosomal sites; (i) the effect of
orientation of the target gene on mutagenic processes in the
bacterial chromosome; (iii) the effect of the growth phase of
bacteria on mutagenic processes in the bacterial chromosome.
Our results suggest that both the mutation rate and the spectrum
of mutations vary at different chromosomal positions. Also, the
chromosomal location of the mutational target has a larger effect
on the occurrence of mutations in growing bacteria than in
stationary-phase bacteria.

Results

Construction of Test Systems Detecting Mutations in the
P. putida Chromosome

So far, only plasmidial test systems have been available to study
the mechanisms of the occurrence of stationary-phase mutations
under carbon starvation conditions of P. putida and other
pseudomonads [29,36]. These test systems have not been
applicable for the detection of mutations in the bacterial
chromosome because of too low mutation frequency. To
overcome these limitations, we constructed two novel, more
sensitive assay systems that allow studying mutational processes in
P. putida chromosome both in growing and stationary-phase
bacteria. Mutants able to grow on minimal medium containing
phenol as only carbon and energy source (Phe” mutants) can be
isolated.

The phe-lacl test system detects different types of mutations
either inactivating Lacl repressor or abolishing its binding sites at
the lac operator. In this test system the phenol degradation genes
pheBA are placed downstream of the P, promoter, which is
negatively controlled by the Lacl repressor. Details for the
construction of the lacl-Py,-pheBA gene cluster (the phe-lacl test
system) are shown in Materials and Methods and in Table S1. The
second test system, pheA+C, was constructed to monitor a single
type of Phe revertants at the fixed position of the gene phed. This
novel chromosomal test system is analogous to the plasmidial test
system constructed by us earlier to measure reversion of a +1
frameshift mutation at a three C-nucleotides repeat flanking the
mserted A nucleotide within the coding sequence of the phed gene
[36]. It is known that the frequency of frameshifts within
nucleotides repeat is usually proportional to its length [37].
Therefore, to establish higher frequency of mutations than was
achieved with the previously constructed plasmidial test system, an
additional C nucleotide was introduced into a six C-nucleotides
repeat at position 221 relative to the translation initiation codon of
the phed sequence. The frameshift mutation-containing phed allele
was transcribed from the constitutively expressed P, promoter.
Like the phe-lacl test system, it was inserted into the chromosome
with mini-Tn) (see Materials and Methods and Tables S1 and S2
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for the construction of this test system). Initial monitoring of the
appearance of Phe' revertants on phenol minimal plates
containing 1x10° tester cells of P. putida strains carrying the
pheA+C test system at distinct sites in the chromosome revealed
that this test system is very sensitive for the detection of
chromosomal mutations. For instance, on day 6 after the plating
of the tester cells thousands of Phe* colonies had emerged onto
phenol minimal plates. The occurrence of the 1-bp deletion at the
expected site was confirmed by the sequencing of the phed gene in
8 independently isolated Phe revertants.

The Frequency of Mutations is Affected by the
Chromosomal Location and Orientation of the Test

System

To explore the occurrence of mutations in different chromo-
somal locations of P. putida, we took 21 randomly selected
chromosomal insertions of the phe-lacl test system and 14 random
insertions of the pheA+C test system and monitored the
accumulation of Phe” mutants in these strains. The chromosomal
location of the phe-lacl and pheA+C test systems in individual
strains is shown in Fig.6 1 and the exact insertion sites of the test
system-carrying mini-InJ are presented in Tables S3 and S4. We
plated about 1 x107 tester cells together with 1 x10” scavenger cells
onto selective plates containing phenol as an only carbon source
and monitored the appearance of Phe™ mutant colonies in starving
populations during 9 days.

In populations carrying the phe-lacl test system in most cases
the first Phe colonies emerged onto selective plates on day 3 after
the plating. Then, there was a 3-days period of rapid emergence of
the mutants (Table6 1). For days 8 and 9 the rate of the

A

lacl_10
lacl_16

Pseudomonas putida

lacl_31 "% 6,181,863 bp

lacl_115

lacl_11, 30
lacl_23, _26
lacl_7 -7

lacl_25
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accumulation of Phe” mutants significantly declined in all strains
(the only exception was the strain phe-lacl_8 with the peak on day
8).

The frequency of the accumulation of Phe’ mutants onto
selective plates differs in the studied strains (Tabled 1). Based on
ANOVA with post-hoc Tukey HSD test, the total numbers of Phe*
mutants accumulated for day 9 in the strains phe-lacI_30, phe-
lacI_16, phe-lacl_25, phe-lacl_117 and phe-lacl_115 were sepa-
rated to homogeneity group distinct from that for the strains phe-
lacI_5, phe-lacl_18, phe-lacI_19 and phe-lacl_20 (P<<0.05).

The phe-lacl test system enables detection of a broad spectrum
of mutations which may have dissimilar effects on the growth rate
of Phe* colonies on phenol minimal plates. This complicates
monitoring of dynamics of occurrence of mutations. In contrast,
the pheA+C test system detects only a single type of mutations at
the specific site, 1-bp deletions restoring the reading frame of the
phed gene. Thus, the usage of the pheA+C test system could allow
better observation of changes in dynamics of occurrence of
mutations in growing and carbon-starved P. putida. In general, it
took approximately 46 days for first Phe® colonies to appear onto
selective plates when the P. putida strains carrying the pheA+C test
system were examined for the accumulation of Phe® mutants
(Table6 2). However, in the populations of the strain pheA+C_S,
the first Phe mutants appeared on selective plates on day 11. For
day 15, in average 5.7 mutants per 1 x107 viable cells was counted.
Also, in average 12.5 mutants per 1 x107 cells emerged to selective
plates during the days 11-15 in the populations of the strain
pheA+C_P.

In general, the rate of the accumulation of Phe* colonies
declined approximately by one order of magnitude 4-5 days after

B

Pseudomonas putida
SheAsc D 6,181,863 bp
phuA+CiE i
pheA+C_0O
pheA+C_Q

pheA+C_G
pheA+C_A
pheA+C_B

Figure 1. Chromosomal location of the randomly inserted test system in various P. putida strains. The locations of the phe-lacl test
system detecting mutations which inactivate Lacl repressor are shown in panel A (designated as lacl) and the locations of the pheA+C test system
detecting only frameshift mutations are shown in panel B. The black arrows demonstrate the direction of transcription of the P. putida chromosomal
genes containing the insertions of the test system. When the transcribed strand is the leading strand template for replication, the RNA polymerase
and the replisome move in the same direction (co-directional orientation); when the transcribed strand is the lagging strand template, the RNA
polymerase and the replisome converge (head-on orientations). The direction of transcription of the mutational target genes (the lac/ gene in the
phe-lacl test system and the pheA gene in the pheA+C test system) in different P. putida strains is indicated by green or red arrows. The red arrows
designate head-on orientations of the transcription of the mutational target gene and the movement of the replisome in the chromosome and the
green arrows point to co-directional transcription and replication. The replication of the chromosome starts at oriC region (indicated by two-
directional arrow) and terminates at dif sites. Location of P. putida dif sequence is according to [87].

doi:10.1371/journal.pone.0048511.g001
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the appearance of first colonies (Table6 2). We observed the
similar reduction in the emergence of Phe” mutants in comparison
to that at initial period also in this case when 10-times smaller
amounts of the pheA+C tester cells were plated (data not shown).
This indicated that the decline in the rate of accumulation of the 1-
bp deletion mutants during the prolonged starvation was not
caused by an inhibitory effect of the already existing Phe" colonies
on the growth of later appearing mutant colonies. Thus, our
results demonstrated that the frameshift mutations occur at higher
frequency in the P. putida chromosome when bacteria are still
growing or have been only for a short time under conditions of
carbon starvation. Later, during the prolonged starvation of
bacteria the frequency of these mutations is remarkably reduced.

Similarly to the results obtained with the phe-lacl test system,
the frequency of the occurrence of mutations detected by the
pheA+C test system was influenced by the location of the test
system in the chromosome (Table6 2). Based on the comparison of
the total number of the Phe” mutants accumulated per 1x107 cells
for the day 9 it is possible to distinguish homogeneity groups with
statistically significantly different mutant frequency. The strain
pheA+C_B exhibited the highest mutant frequency (group a) and
the strains pheA+C_K, pheA+C_]J and pheA+C_P exhibited the
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Table 1. The frequency of accumulation of Phe™ mutants in P. putida strains carrying the phe-lacl test system at different
chromosomal locations®.
Strains® HGe Days Total

3 4 5 6 7 8 9
phe-lacl_30 (a) 17.12 (19.95) 49.00 (23.10) 35.84 (48.04) 56.28 (24.81) 17.04 (6.28) 8.41 (4.76) 12.67 (15.51) 196.35 (42.25)
phe-lacl_16 (a) 16.07 (9.11) 23.56 (16.90) 22.89 (15.62) 74.67 (48.58) 17.41 (11.51) 15.11 (8.22) 5.85 (4.25) 175.56 (87.76)
phe-lacl_25 (a) 4.49 (4.76) 103.29 (99.11) 11.12 (4.69) 34.80 (15.52) 9.99 (6.30) 3.61 (1.78) 2.50 (2.60) 169.8 (100.75)
phe-lacl_117  (a) 2.75 (1.82) 36.93 (11.39) 43.13 (12.62) 50.97 (12.09) 22.89 (12.37) 4.27 (2.02) 2.44 (0.98) 163.48 (39.64)
phe-lacl_11 (ab) 21.27 (47.43) 35.72 (26.00) 12.10 (10.81) 61.34 (43.82) 19.46 (12.55) 5.83 (2.47) 3.10 (4.25) 158.82 (94.14)
phe-lacl_115 (a) 0.45 (0.57) 63.31 (10.71) 17.78 (4.55) 30.24 (7.17) 17.55 (7.99) 5.32 (1.79) 1.81 (0.87) 136.47 (16.41)
phe-lacl_31 (ab) 10.91 (4.61) 30.25 (15.05) 13.79 (9.50) 49.71 (36.18) 8.98 (4.06) 5.79 (2.35) 5.91 (4.24) 135.23 (62.83)
phe-lacl_26 (ab) 14.92 (23.93) 43.02 (27.66) 13.83 (4.95) 36.41 (10.36) 11.03 (4.96) 2.37 (1.68)  6.69 (5.72) 128.27 (67.26)
phe-lacl_12 (ab)  11.81 (11.26) 18.44 (13.36) 39.89 (33.47) 22.81 (9.43) 6.44 (6.24) 9.37 (6.77) 15.33 (9.35) 124.11 (53.01)
phe-lacl_105  (ab)  0.10 (0.23) 3.60 (3.67) 3.40 (3.62) 7.00 (6.50) 63.90 (10.73) 23.50 (4.39) 12.40 (2.64) 113.90 (18.11)
phe-lacl_110  (ab)  3.10 (1.52) 17.99 (5.10) 13.96 (5.59) 52.95 (12.06) 16.34 (6.11) 3.93 (1.67) 248 (1.22) 110.75 (20.45)
phe-lacl_10 (ab) 10.41 (11.25) 19.46 (5.47) 10.76 (3.31) 53.42 (19.79) 7.68 (5.62) 4.07 (1.73) 4.56 (3.41) 110.35 (30.44)
phe-lacl_23 (ab) 5.2 (2.93) 30.08 (9.78) 12.17 (2.68) 31.81 (7.05) 14.41 (5.09) 3.38 (1.36) 4.59 (1.6) 101.88 (18.44)
phe-lacl_14 (ab) 1.41 (1.25) 20.54 (10.65) 12.79 (5.39) 3231 (21.29) 9.26 (4.92) 5.38 (4.37) 6.10 (2.91) 87.78 (37.81)
phe-lacl_6 (ab) 17.23 (22.02) 17.12 (10.72) 13.96 (7.33) 20.54 (7.69) 4.75 (2.98) 5.51 (5.10) 8.59 (3.90) 87.69 (38.41)
phe-lacl_8 (ab)  0.34 (0.78) 9.47 (9.11) 14.38 (12.49) 13.29 (12.05) 6.43 (5.25) 34.70 (35.18) 4.10 (3.27) 82.71 (35.19)
phe-lacl_7 (ab) 0.74 (1.71) 23.65 (19.75) 12.40 (11.01) 29.62 (26.90) 8.78 (12.91) 2.48 (5.08) 3.33 (4.44) 81.01 (48.28)
phe-lacl_13 (ab)  3.40 (4.56) 20.54 (9.24) 12.51 (7.60) 27.33 (16.47) 4.38 (2.80) 2.91 (1.81) 8.49 (3.82) 79.56 (26.08)
phe-lacl_24 (ab) 411 (1.87) 11.45 (4.56) 11.10 (5.83) 22.16 (16.85) 3.70 (3.31) 3.77 (1.56) 15.39 (16.07) 71.67 (21.86)
phe-lacl_1 (ab)  1.73 (2.85) 2.83 (2.23) 4.49 (2.28) 11.83 (4.76) 35.71 (10.04) 3.69 (2.03) 7.87 (4.07) 68.15 (13.76)
phe-lacl_5 (b) 5.23 (8.82) 9.13 (21.06) 12.27 (10.56) 14.69 (9.87) 5.12 (8.29) 3.43 (4.44) 7.34 (8.55) 57.21 (36.17)
phe-lacl_20 (b) 0.37 (0.38) 15.8 (5.60) 9.09 (3.00) 17.92 (4.4) 4.47 (1.00) 3.77 (1.92) 6.08 (2.48) 54.28 (8.73)
phe-lacl_19 (b) 0.24 (0.37) 17.13 (10.34) 6.40 (3.87) 21.21 (11.18) 3.76 (2.89) 1.49 (1.19) 2.08 (1.63) 52.29 (13.56)
phe-lacl_18 (b) 0 6.76 (2.22) 5.93 (1.74) 14.93 (3.02) 4.12 (1.44) 2 (1.06) 431 (2.12) 38.05 (5.91)
Average number of Phe* mutants per day and total number of mutants calculated per 1x107 cells with 95% confidence intervals are shown. The results with at least 7
(7-28) independent populations of each strain are presented.
bStrains carrying the mutational target gene opposite to the direction of the movement of replisome in the chromosome are indicated in bold. Note that location of the
test system in the chromosome of the strains phe-lacl_1, 8 and 12 has remained unknown.
“Homogeneity group.
doi:10.1371/journal.pone.0048511.t001

lowest frequency of Phe" mutatnts (group d). As already
mentioned above, we detected the fast emergence of Phe™ mutants
in the strains pheA+C_P and pheA+C_S at later incubation period
(on days 11-15). However, the total number of the Phe" mutants
accumulated per 1x10 for day 20 in the populations of the strains
pheA+C_P and pheA+C_S remained statistically significantly
lower than that in some other strains (e.g., in the strains
pheA+C_B, O, and G) (data not shown).

To explain the differences in the rate of accumulation of Phe
mutants in P. putida strains carrying the phe-lacl or pheA+C test
system at distinct chromosomal sites, we examined the possibility
that insertion of the test system into certain sites of the
chromosome has altered the expression of genes which may
influence mutation frequency in bacteria. However, based on the
annotation of P. putida KT2440 genes at http://www.
pseudomonas.com none of the genes which were targeted by the
test system in the strains either exhibiting lower or higher Phe*
mutant frequency were known to be connected with processes
which could affect mutation frequency (Tables S3 and S4).
Additionally, to exclude the possibility that the differences
observed in the Phe” mutant frequency between individual strains
could be a consequence of changes in overall mutation frequency,

+
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we compared the frequency of appearance Rif" mutants in the
strains that exhibited statistically significantly higher or lower Phe*
mutant frequency than the others. Among the strains carrying the
phe-lacl test system, all strains belonging to the homogeneity
groups a or b (Table6 1) were examined. The strains phe-lacl_11
and phe-lacI_31 belonging to the homogeneity group ab were also
included to this comparison. The average number of Rif' mutants
per 1x10° cells was similar in majority of these strains (Table S5).
According to the ANOVA with post-hoc Tukey HSD test,
statistically significant differences appeared in the frequency of
Rif" mutants only in this case when the strain phe-lacI_117 was
compared with the phe-lacl strains 5, 15, 20 and 30 (£<<0.005).
However, in contrary to the reduced frequency of Rif" mutants,
this strain expressed elevated frequency of Phe* mutants
(Tabled 1). The strains phe-lacl_105 and phe-lacI_110 also
exhibited slightly reduced frequency of Rif" mutants in comparison
to the strain phe-lacl_16 (P=0.047 and P=0.039, respectively)
but these differences could be insignificant since the P-values were
close to a level (o = 0.05). The frequency of Rif* mutants measured
in the pheA+C test system-carrying strains (Table S6) did not differ
statistically significantly or the P-value was close to o level
(compare Rif' mutant frequency in the strains pheA+C_G
pheA+C_J, P=0.037). Taken together these results suggested that
the differences in the frequency of occurrence of Phe™ mutants in
P. putida strains carrying the phe-lacl or pheA+C test system at
distinct chromosomal sites are not caused by changes in overall
mutation frequency. Rather, the location of the mutational target
gene in the bacterial chromosome affects the frequency of
occurrence of mutations in this gene.

To elucidate mechanisms which could affect the frequency of
mutations at different chromosomal positions, we examined the
effect of orientation of the target gene on mutagenic processes in
the bacterial chromosome. Indeed, we found that the frequency of
mutations was affected by the orientation of the mutational target
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Table 2. The frequency of accumulation of Phe™ mutants in P. putida strains carrying the pheA+C test system at different
chromosomal locations®.
Strains® Hge Days Total

4 5 6 7 8 9
pheA+C_B (a) 0.34 (0.55) 0.9 (1.13) 4.85 (6.10) 36.25 (27.32) 55.21 (45.51) 6.95 (8.80) 104.5 (81.14)
pheA+C_O (b) O 0.24 (0.60) 20.50 (11.87) 6.96 (4.50) 0.24 (0.60) 0 27.93 (15.05)
pheA+C_G (bc) O 0 18.58 (8.83) 4.40 (2.96) 0.9 (1.13) 1] 23.87 (10.25)
pheA+C_Q (bc) O 0 9.03 (7.68) 9.42 (2.38) 1.04 (0.922) o 19.48 (5.59)
pheA+C_E (bc) O V] 6.25 (4.57) 8.24 (4.41) 0.70 (1.24) 0.51 (0.83) 15.71 (7.55)
pheA+C_A (bc) O 5.96 (2.93) 8.10 (3.85) 0.53 (0.62) 0.11 (0.27) o 14.71 (5.2)
pheA+C_D (bc) O V] 7.01 (3.65) 3.66 (1.5) 0.29 (0.47) V] 10.96 (3.82)
pheA+C_I (b) O 2.91 (1.07) 7.71 (3.63) 0.21 (0.54) 0 0 10.83 (3.83)
pheA+C_N (c) 0 0 0 0 8.07 (3.59) 1.71 (1.97) 9.77 (4.38)
pheA+C_F (cd) O 0 0 3.98 (2.49) 0.99 (0.90) 0.19 (0.48) 5.16 (3.38)
pheA+C_K (d) 0 1.89 (1.59) 0.68 (1.17) 0 0 0 2.57 (1.97)
pheA+C_J (d) 0 0 1.26 (0.94) 0.29 (0.48) 0 0.29 (0.48) 1.85 (1.30)
pheA+C_P (d) 0 0 0.3 (0.77) 0 0 0 0.3 (0.77)
pheA+C_S (d) 0 0 0 0 0 0 0
Average numbers of Phe* mutants per day and total number of mutants for day 9 calculated per 1x107 cells with 95% confidence intervals are shown. The results with
at least 6 independent populations of each strain are presented.
bStrains carrying the mutational target gene opposite to the direction of the movement of replisome in the chromosome are indicated in bold.
“Based on the comparison of the frequency of Phe™ mutations accumulated for day 9 statistically significantly different (P<0.05) homogeneity groups (a-d) appeared.
doi:10.1371/journal.pone.0048511.t002

gene in the chromosome. The rate of the accumulation of Phe*
mutants was higher when the direction of transcription of the
mutational target gene (lacl in the phe-lacl test system or phed in
the pheA+C test system) was opposite to the direction of the
synthesis of the leading strand in the bacterial chromosome and
vice versa, the mutant frequency was lower when the direction of
transcription of the target gene and synthesis of the leading strand
were co-directional (Fig.6 1 and Tables6 1 and 2). At the same
time, the frequency of Rif mutants was not dependent on the
orientation of the mutational target gene of the test system in the
chromosome (Tables S5 and S6). We divided the studied strains
into two groups according to the direction of transcription of the
mutational target gene and movement of replication fork. Group
one contained the strains with co-directional transcription and
replication and group two the strains with head-on orientations of
transcription of the target gene and movement of replisome. By
using the Mann-Whitney U test we found that the frequency of
Rif" mutants was similar in the two groups (P values were 0.194
and 0.081 for the phe-lacl and pheA+C strains, respectively). At
the same time, the Phe™ mutant frequency differed statistically
significantly between the two groups for both test systems (P-values
were 0.003 and 0.002 for the phe-lacI and pheA+C strains,
respectively). Thus, our results indicated that the direction of
transcription of the mutational target gene in respect to the
replisome movement influences the rate of mutations in the
chromosome of P. putida.

Artificial Increase of Transcription of the Mutational
Target Gene in the P. putida Chromosome Elevates
Occurrence of Mutations in Growing Bacteria

It has been suggested that the severity of replication fork arrest
due to head-on transcription correlates with the level of
transcription and may cause mutations especially within highly
expressed genes [38,39]. Our results support the idea that head-on
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orientations of RNA polymerase and the replisome elevates
mutation frequency (Tableé 1 and 2). In order to evaluate the
effect of the level of transcription on mutation frequency in the P.
putida chromosome, we designed an assay where the transcrip-
tional level of the mutational target gene can be artificially
changed. We modified the pheA+C test system by placing the
transcription of the phed allele under the control of the Lacl
repressor and the IPTG-inducible P,, promoter (for details of the
construction of the lacl-P,-pheA+C cluster, see Materials and
Methods and Table S1). Note that in the absence of IPTG, the
phed allele is transcribed in this cluster from the constitutively
expressed P, promoter. Similarly to the other test systems, the
obtained Ptac-pheA+C test system was inserted into the chromo-
some of P. putida with mini-Tn5. We selected two random
insertions of the test system with co-directional orientation of the
transcription of the phed allele and the movement of replisome (the
strains Ptac-pheA+C_2 and Ptac-pheA+C_13) and two with head-
on orientation (the strains Ptac-pheA+C_3 and Ptac-pheA+C_4)
for the next studies. For exact location of the mini-Tn insertions,
see Table S7.

To examine the effect of IPT'G on the level of transcription of
the phed gene within the constructed lacl-P,,-pheA+C cluster, we
performed Western blot analysis of the expression of the phed-
encoded phenol monooxygenase in cells of Phe® revertant of the
strain Ptac-pheA+C_2 either grown in the presence or absence of
0.5 mM IPTG. The results presented in Fig. S2 confirmed that the
level of expression of the phed gene is elevated when IPTG was
added into the growth medium of bacteria. However, the IPTG
effects were not detectable in cells of stationary-phase bacteria
which were carbon-starved for 3 days (72 hours) on agar plates
(Fig. S2). Thus, the constructed test system enabled to examine the
effect of artificial increase of transcription of the mutational target
gene on mutation frequency in growing cells but not in starving
bacteria.

To specify conditions for monitoring the occurrence of Phe®
mutants in growing cultures of the tester strains, we examined how
long it takes for Phe" mutant colonies to appear onto phenol
minimal plates. To mimic the growth conditions used for the
selection of Phe" mutants, approximately 100-200 cells of the
already existing Phe* mutants were plated onto phenol minimal
agar together with 1x10” scavenger cells not able to grow on
phenol. The Phe? colonies were only barely visible on day 7 and
well-detectable on day 8 after the plating.

To study whether the level of transcription of the mutational
target gene could affect mutation frequency in P. putida growing
cultures, we cultivated the tester strains in the presence or absence
of IPTG before plating onto selective medium lacking IPTG. The
number of Phe” mutants appearing on selective plates on day 8
was compared. Despite the orientation of the mutational target
gene phed in the bacterial chromosome, we observed statistically
significant increase (post-hoc Turkey HSD test) in the number of
Phe’ mutants emerged on selective plates when bacteria were pre-
grown in the presence of IPTG if compared to that when bacteria
were grown in the absence of IPT'G (P<<0.001 for the strains Ptac-
pheA+C_2, 3 and 4; P=0.018 for the strain Ptac-pheA+C_13)
(Fig.6 2). Thus, the elevated level of transcription of the mutational
target gene facilitated the frequency of mutations in growing
bacteria.

Spectrum of Lacl-inactivating Mutations is Affected by
the Chromosomal Location of the Target

Since the frequency of Phe™ mutations was altered at distinct
chromosomal locations of the target gene, we investigated whether
the frequency of occurrence of all mutations was similarly changed
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at particular loci or only certain types of mutations were affected.
Therefore, we analyzed the spectrum of Phe” mutations isolated in
six different phe-lacl strains. Among the studied strains, phe-
lacI_18, phe-lacl_103, phe-lacl_110 and phe-lacI_117 contained
the mutational target gene lac/ co-directionally and the strains phe-
lac_31 and phe-lac_115 opposite to the direction of the
replisome movement in the chromosome (Fig.6 1A). The strains
phe-lacl_115 and phe-lacl_117 expressed higher mutant frequen-
cy than several others, whereas the strain phe-lacl_18 exhibited
the lowest rate of accumulation of Phe” mutants among all phe-
lacl test system-carrying strains characterized in this study
(Table6 1). We sequenced the lacI gene and the lac operator
region (shown in Fig.6 3) in Phe* mutants which accumulated onto
selective plates on days 3-7 (Tabled 3).

We detected various base substitutions and single-nucleotide
insertions in the lac operator region, and base substitutions,
msertions and deletions in the /lac/ repressor gene. CTGG
msertions and deletions at position 592 of the /lacl coding sequence
and C-to-T or G-to-A transitions in the /lac/ operator region at the
positions —352 and —351 relative to the translation initiation
codon of the lacI gene in the phe-lacl test system occurred the most
frequently. Additionally, we detected insertions of IS element
IS7411. 1S1411 locates just downstream of the pheBA genes in the
phe-lacl test system. We have previously shown that insertion of
this element in proper orientation upstream of the promoterless
pheBA genes activates transcription of these genes due to the
presence of outward-directed promoters at the left end of IS7471
[40]. In the current study we detected insertions of IS7477 into the
lacI gene resulting in inactivation of the Lacl repressor.

Statistical analysis of the data using the Monte Carlo method
devised by Adams and Skopek [41] established that the spectra of
mutations identified in the six phe-lacl strains were different from
each other (for P values, see the results of analysis of total spectrum
in Table S8). The most significant differences appeared between
the occurrence of CTGG insertions and deletions (indels) at the
position 592 of the lacl coding sequence (see Ins CTGG and Del
CTGG in Table6 3 and Table S9). These differences were
connected with the orientation of the lacI gene in the chromosome.
CTGG deletions occurred at this site preferentially in the strains
phe-lacl_105, phe-lacI_110, phe-lacI_117 and phe-lacI_18 which
carry the mutational target gene lac/ in the same direction as the
movement of replication fork. C'TGG insertions prevailed in the
strains phe-lacl_115 and phe-lacl_31 which carry the mutational
target gene in the opposite direction. Another mutational hot spot,
the G-to-A transitions, was identified in the lac operator sequence
at the position —351. The appearance of this mutation also varied
depending on the chromosomal location of the test system. The
—351 G-to-A transitions occurred in 30% cases among all Phe*
mutations identified in the strains phe-lacl18 and phe-lacI31 but
in 12-13% cases in the strains phe-lacI_105 and phe-lacI_117.
These differences were statistically significant (P=0.001; Table
S9). The proportion of the C-to-T transitions at the position —352
also significantly varied (e.g., compare phe-lacI_31 wversus phe-
lacI_105 and phe-lacI_117, P=0.002; Table S9). Additionally,
certain mutational hotspots appeared merely in one of the studied
strains (T'abled 3). For example, the A nucleotide deletions at the
position 221 was specific to the strain phe-lacl_117, the G-to-T
transversions at the position 754 were detected only in the strain
phe-lacl_105, and 10-nt deletions at the position 300 were
characteristic to the strain phe-lacl_18. These differences were
also statistically significant (£<<0.001). Thus, our results demon-
strated that not only the overall frequency of mutations but also
the spectrum of mutations is affected by the chromosomal location
of the target sequence.
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Figure 2. Effect of transcription of mutational target gene on mutation frequency. Influence of transcription was studied in growing
bacteria. Average number of Phe* mutants accumulated per 1x10 viable cells is shown with 95%-confidence intervals. To compare the frequency of
Phe* mutants in growing P. putida, bacteria were grown in the presence or absence of 1 mM IPTG and the number of mutants emerged onto phenol
minimal plates on day 8 were counted. In total, at least 30 independent cultures were examined in three parallel experiments for each strain.

doi:10.1371/journal.pone.0048511.g002

The fact that the CTGG deletions prevailed in the strains which
carried the mutational target gene lac/ in the same direction as the
movement of replication fork and the C'TGG insertions appeared
preferentially in the strains which carried the mutational target
gene in the opposite direction was intriguing. To further confirm,
that the orientation of the mutational target gene in the bacterial
chromosome could affect the occurrence deletions and insertions,
we extended our analysis of the generation of CTGG indels for
additional six strains. Three strains used in this experiment carried
the mutational target gene opposite to the direction of the
movement of replisome and expressed the elevated frequency of
Phe” mutants (the strains phe-lacl_16, phe-lacI_25 and phe-
lacI_30; see Tabled 1). The other three strains with co-directional
transcription of the target gene and movement of replisome
expressing the reduced frequency of Phe” mutants (the strains phe-
lacI_5, phe-lacI_19 and phe-lacl_20; Table6 1) were also
examined for the occurrence of CTGG indels. We found that
similarly to the results obtained from our previous experiments
(Table6 3), the CTGG insertions prevailed in the strains carrying
head-on orientation of the mutational target and the movement of
the replisome (Table6 4). On the other hand, the CTGG deletions
prevailed in the strains phe-lacI_19 and phe-lacI_20 carrying the
mutational target gene lac/ in the same direction as the movement
of replication fork (Table6 4). Thus, the results obtained from the
extended analysis of the occurrence of CTGG indels confirmed
orientation-dependent effects on the generation of deletions or
insertions in our assay.

In addition to the differences in the occurrence of point
mutations and indels, the frequency of transposition of IS7417 was

-35 - 10

affected by the chromosomal location of the target site (Tabled 3).
We detected the insertions of IS/411 into the lacl gene only 4 and
2 times in the strains phe-lacI_18 and phe-lacl_31, respectively,
but 8-17 times in the other 4 strains. Statistically significant
differences (P<<0.002) appeared when the frequency of transposi-
tion in the strain phe-lacl_31 was compared with that in the phe-
lacl strains 105, 110, 115 and 117, and in the strain phe-lacl_18
with that in the phe-lacl strains 105, 110 and 117 (Table S6).

Different Types of Phe™ Mutations Prevailed in Growing

and Stationary-phase Bacteria

As already mentioned above, the DNA sequencing of the Phe*
mutants isolated in P. putida strains carrying the phe-lacl test
system enabled us to identify a wide array of mutations which
either inactivated the Lacl repressor or abolished its binding site at
the operator sequence (Tabled 3). Since Phe™ mutants continued
to accumulate onto selective plates during prolonged incubation of
bacteria, we supposed that in addition to Phe™ mutations that
occurred in growing cells, before the plating, several others
occurred during the starvation of bacteria on phenol minimal
plates. Additionally, time-dependent appearance of the mutants
onto selective plates could be caused by dissimilar effects of
individual mutations on the level of transcription of the phed gene:
Phe" mutants with complete inactivation of the Lacl repressor
could grow faster on phenol minimal plates than those with partial
suppression of its functions. It was also possible that the occurrence
of certain mutations is affected by physiological conditions of
bacteria, ie., some mutations arise preferentially in growing
bacteria whereas some others in stationary-phase. Therefore, in

i N CTG[TTGACAATT AAT CAT CGG CTC G[TATAAT|GT GTG GAATTG TGA GCG GAT AACAAT TTC ACA N heBA
acl gene Ny, GACAACTGT|TAA TTA GTA GCC GAGCATATTAICA CACCTT AACACT CGC CTA TTG TTA AAGTGT Nags PheBA genes

—

-305

-339 -362

——

Figure 3. The location of the P, promoter and the Lacl operator sequence in the phe-lacl test system. —10 and —35 hexamers of the
Piac promoter are boxed and the operator sequence is underlined. The nucleotide positions of the operator sequence are given from translational

initiator codon GTG of the lacl gene.
doi:10.1371/journal.pone.0048511.g003
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Table 3. Spectrum of Phe™ mutations in P. putida strains carrying the phe-lacl test system at various chromosomal positions.
Position® Mutation Number of occurrences in different phe-lacl strains®
105 110 115 117 18 31
—354 Del T 1(0.709) 0 0 0 0 0
—353 Del 2 nt (TC) 1 (0.709) 0 0 1(1.234) 0 0
—-352 C—>T 14 (9.927) 9 (8.381) 6 (6.746) 16 (19.74) 8 (1.951) 3 (2.622)
—352 C—>G 2 (1.418) 0 0 0 0 0
-351 GoT 1(0.709) 0 0 0 0 1 (0.874)
—351 G—A 13 (9.218) 26 (24.21) 27 (30.36) 16 (19.74) 38 (9.266) 38 (33.21)
—349 TG 0 0 0 0 1(0.244) 0
—349 T—>C 0 0 2 (2.249) 0 0 0
—348 C—A 0 0 1(1.124) 0 0 0
—347 A—G 0 0 1(1.124) 0 0 0
—347 Ins A 0 1(0.931) 0 3 (3.702) 0 0
—346 C—T 0 1(0.931) 0 1(1.234) 0 0
—345 Ins C 0 0 0 1(1.234) 0 0
-3 Del 288 nt 1 (0.709) 0 0 0 0 0
13 A>G 0 0 0 0 1(0.244) 0
22 Ins 22 nt 1 (0.709) 0 0 0 0 0
24 T>C 1(0.709) 0 0 0 0 0
26 T—>C 0 0 0 0 1 (0.244) 0
29 C—T 0 0 0 1(1.234) 0 0
37 Del G 0 1(0.931) 0 0 0 0
44 T>C 0 0 0 0 0 4 (3.495)
49 Del T 0 0 0 0 2 (0.488) 0
51 Ins A 0 0 0 0 2 (0.488) 0
52 Ins T 0 0 0 0 1 (0.244) 0
53 A—C 0 1(0.931) 0 0 0 0
53 A>G 0 1(0.931) 0 1(1.234) 0 0
54 G>T 0 0 1(1.124) 0 0 0
55 A=G 0 3 (2.794) 0 4 (4.935) 4 (0.975) 0
62 C—>T 3(127) 0 0 2 (2.468) 1(0.244) 0
75 C—>G 1 (0.709) 0 0 0 0 0
89 T—>C 0 1(0.931) 0 0 0 0
9% Ins 2 nt (CG) 0 0 0 2 (2.468) 0 0
100 Ins 10 nt 0 0 0 1(1.234) 0 0
111 Ins 10 nt 1 (0.709) 0 0 0 3 (0.732) 0
131 G—C 1(0.709) 0 0 0 0 0
140 A=G 0 1(0.931) 0 0 0 1 (0.874)
141 C—>G 1(0.709) 0 0 0 0 1(0.874)
146 C—T 1 (0.709) 0 0 0 1 (0.244) 0
149 Ins T 0 0 0 0 1(0.244) 0
158 C—A 0 1(0.931) 0 0 0 0
167 T—A 0 0 0 0 4 (0.975) 0
170 C—>T 0 0 1(1.124) 1(1.234) 0 0
178 C—>T 4 (2.836) 0 0 5 (6.169) 0 0
221 Del A 0 0 0 19 (23.44) 0 0
232 G>T 0 0 0 1(1.234) 0 0
253 Del T 0 0 0 0 1 (0.244) 0
253 Del 14 nt 0 0 0 1(1.234) 0 0
291 G—>T 2 (1.418) 0 0 0 0 0
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order to investigate whether the growth phase of bacteria could
influence the occurrence of mutations in P. putida chromosome, we
analyzed the spectra of mutations of Phe” mutants that emerged
on the selective plates at different periods (on days 3—4, 5, and 6—
7).

PLOS ONE | www.plosone.org

Table 3. Cont.
Position® Mutation Number of occurrences in different phe-lacl strains®
105 110 115 117 18 31
299 Del 149 nt 0 1 (0.931) 0 0 0 0
300 Del 10 nt 0 0 0 0 7 (1.707) 0
310 Del G 0 0 1(1.124) 0 0 0
313 G- C 0 1(0.931) 0 0 0 0
313 G->T 1 (0.709) 0 0 0 0 0
391 C>T 0 1(0.931) 0 0 0 0
394 Del 66 nt 1 (0.709) 0 0 0 0 0
399 Ins C 0 0 0 1(1.234) 0 0
403 Ins T 0 0 0 1(1.234) 0 0
405 Ins T 1 (0.709) 0 0 0 0 0
409 Ins G 1 (0.709) 0 0 0 0 0
457 C>T 0 1(0.931) 0 0 0 0
458 Ins C 0 0 1(1.124) 0 0 0
460 Ins G 0 0 1(1.124) 0 0 0
475 Ins T 0 0 0 1(1.234) 0 0
476 Ins T 1 (0.709) 0 0 2 (2.468) 0 0
479 Ins T 1 (0.709) 0 0 0 0 0
490 Ins A 0 0 0 0 1 (0.244) 0
504 Ins G 0 0 0 0 0 3 (2.622)
541 C—>T 0 0 0 0 2 (0.488) 0
552 Del G 1 (0.709) 0 0 0 0 0
592 Ins CTGG 3(2.127) 3(2.794) 58 (65.21) 1(1.234) 6 (1.463) 65 (56.8)
592 Del CTGG 18 (12.76) 44 (40.98) 3(3.373) 18 (22.21) 37 (9.022) 8 (6.991)
603 G- A 0 0 0 0 0 1 (0.874)
653 G—>T 1 (0.709) 0 0 1(1.234) 0 0
661 Ins C 1 (0.709) 0 0 1(1.234) 0 0
669 Del G 0 0 0 1(1.234) 1 (0.244) 0
682 C—>T 0 0 0 0 1 (0.244) 0
705 Ins T 0 0 0 1(1.234) 0 0
751 C—>A 0 0 0 0 0 1 (0.874)
754 G—>T 10 (7.091) 0 0 0 0 0
779 Ins 2 nt (CA) 0 0 1(1.124) 0 0 0
780 C—A 1 (0.709) 0 0 0 0 0
858 A—C 0 0 0 1(1.234) 0 0
916 C—>T 0 2 (1.863) 0 0 0 0
983 C—>T 0 0 0 1(1.234) 0 0
1S1411 17 (12.05) 12 (11.18) 8 (8.995) 16 (19.74) 4 (0.975) 2 (1.748)
unknown 3(2.127) 1(0.931) 3(3.373) 5 (6.169) 2 (0.488) 2 (1.748)
Overall mutation frequency 78 104.3 1293 156.7 31.7 113.6
Total number analyzed 110 12 115 127 130 130
2Frequency of mutation per site calculated per total number of Phe* mutants accumulated per 1x107cells for day 7 is shown in parentheses.
Ppositions of nucleotides are given in respect to the lacl coding sequence so that the first translated codon GTG is at position 1-3. Mutations at positions —345 to —354
alter the Lacl operator sequence.
doi:10.1371/journal.pone.0048511.t003

The spectrum of Phe* mutations after different time periods is
shown in Table6 5 and Table S10. The most remarkable changes
appeared in the occurrence of the CTGG indels at the position
592 of the lacl sequence and the —351 G-to-A transitions in the lac
operator sequence The CTGG indels prevailed in all strains when
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Table 4. Effect of the orientation of mutational target gene in
the chromosome on occurrence of CTGG indels in P. putida
strains carrying the phe-lacl test systems at various
chromosomal positions.

phe-lacl strains®

Position Mutation®

5 16 19 20 25 30
592 Ins CTGG 32 35 9 10 39 35
592 Del CTGG 6 2 26 15
Unknown 3 1 17 4 6
Total number analysed 41 42 46 42 46 46

?Phe* mutants accumulated on selective plates on days 3 and 4 were analysed
for the occurrence of CTGG indels.

PStrains carrying the mutational target gene opposite to the direction of the
movement of replisome in the chromosome are indicated in bold.
doi:10.1371/journal.pone.0048511.t004

the mutants emerged on days 3-4 were examined (Table6 5). In
contrary to that, the —351 G-to-A transitions were the most
frequent mutations later, on days 6-7 (Table6 5). It was possible
that the mutations in the Lacl repressor operator sequence (e.g.,
—351 G-to-A transitions) only partially abolished the binding of
LacI to the operator. Such mutants could grow slower on phenol
minimal plates than those with full inactivation of the lac/ gene due

Effect of Chromosomal Position on Mutagenesis

to the C'TGG indels which changed the reading frame of the lac/
gene. In order to examine the effects of the CTGG indels and the
—351 G-to-A transitions on the growth rate of the Phe” mutants,
we performed a reconstruction experiment. About 100-200 cells
of the individual Phe” mutants either containing the CTGG indels
or the —351 G-to-A transitions were mixed with 1x10° P. putida
scavenger cells that were not able to grow on phenol minimal
medium and the mixtures were plated onto phenol minimal plates.
The appearance of single Phe* colonies of these mutants, either
derived from the strain phe-lacI_18 or phe-lacl_31, was moni-
tored. The Phe” mutant colonies which contained the CTGG
indels appeared onto the phenol-containing minimal plates on day
3 after plating, whereas those which contained the —351 G-to-A
transitions in the lac operator emerged one day later, on day 4.
These results indicated that the appearance of different mutational
hot spots among the mutations derived from earlier and later
periods of incubation of bacteria on selective plates might be
caused by dissimilar effects of these mutations for the growth of
Phe* colonies on phenol minimal plates.

Although the growth rate of the Phe” colonies on the phenol
minimal plates varied due to dissimilar effects of individual
mutations on the transcription of the phed gene from the P,
promoter, this was not the only reason that the mutational spectra
derived from distinct time periods differed from each other.
Whereas in the reconstruction experiments the colonies of the
Phe’ mutants with the —351 G-to-A transitions at the lac operator
sequence became visible on selective plates already on day 4 after

Table 5. Time-dependent appearance of mutational hot spots in P. putida strains carrying the phe-lacl test system.
Days Mutation position pheA-lacl strains
105 110 115 117 18 31

3-4 —352 CT 0 0 0 0 3 0
—351 G>A 0 0 0 0 0 0
221 del A 0 0 0 19 0 0
592 ins CTGG 1 0 34 1 3 ry}
592 del CTGG 12 38 2 12 30 4
754 G—T 8 0 0 0 0 0
Ins 157411 0 3 5 3 0
Total number 26 50 44 50 50 50

5 —352 CT 0 9 4 11 5 2
—351 G>A 1 0 0 1 0 0
221 del A 0 0 0 0 0 0
592 ins CTGG 0 1 15 0 2 15
592 del CTGG 4 4 0 3 4 4
754 G—T 2 0 0 0 0 0
Ins 157411 8 5 1 2 4 2
Total number 32 25 24 27 30 30

6-7 —352 CT 14 0 2 5 0 1
—351 G>A 12 26 27 15 38 38
221 del A 0 0 0 0 0 0
592 ins CTGG 2 2 9 0 1 8
592 del CTGG 2 2 1 3 3 0
754 G—T 0 0 0 0 0 0
Ins 157411 9 4 2 11 0 0
Total number 52 37 47 50 50 50

doi:10.1371/journal.pone.0048511.t005

PLOS ONE | www.plosone.org 10 October 2012 | Volume 7 | Issue 10 | e48511



the plating, these transitions prevailed in the late-appearing Phe*
mutants that emerged onto the selective plates later, on days 6-7
(Table6 5). This implied that the G-to-A transitions could occur
preferentially in populations of starving bacteria, after the plating
of tester cells onto phenol minimal plates. In order to further
explore whether the occurrence of certain types of mutations could
be dependent on physiology of bacteria, we performed statistical
analysis of the mutational spectra derived from different time
periods and compared these spectra in each strain separately by
using the Monte Carlo method. Because the lac operator
mutations and lac/-inactivating mutations had dissimilar effects
on the growth of Phe* mutants on selective plates, we omitted the
lac operator mutations from this analysis and focused only to lac/
mutations. The Monte Carlo test revealed statistically significant
differences in all strains (with the exception of the strain phe-
lacI_115) when the spectrum derived from days 3-4 was
compared with the spectrum of mutations from day 5 (Table
S11). The differences appeared also in this case when the spectrum
of mutations from the days 3—4 was compared with that from the
days 6-7 in the strains phe-lacI_105 and phe-lacI_117. At the
same time, except for the strain phe-lacl_105, no differences
appeared when the mutational spectrum from the day 5 was
compared with the spectrum from the days 6-7 (Table S11).

Importantly, statistically significant differences appeared also in
this case when the spectra of mutations in different strains from the
earlier time periods were compared with each other. However,
differences were smaller or disappeared when the later periods
were compared (Table S8 and S12). Thus, based on this analysis
we suggest that more variability in the occurrence of mutations in
the P. putida chromosome could appear at the stage of active
growth of bacteria or when bacteria have spent only short period
under the carbon starvation conditions.

The effect of the growth phase of bacteria on the occurrence of
certain mutations can be illustrated also by two another DNA
sequence alterations which inactivated the lac/ gene. The A-
nucleotide deletion at the position 221, which occurred specifically
only in the strain phe-lacl_117, was detected in Phe* colonies that
emerged onto selective plates on days 3 and 4 but not later
(Table6 5 and Table S10). Also, the G-to-T transversions at the
position 754, specific to the strain phe-lacl_105, occurred also as
the hot spot in the early-arising mutants and were not detected
when the later period (days 6-7) was investigated (T'able6 5 and
Table S10). The frequent appearance of these two mutations in
the early-arisen Phe* colonies and their absence in the spectrum of
mutations at the later periods indicated that these point mutations
could occur preferentially in growing bacteria.

Taken together, the results of the analysis of the spectra of
mutations from different time periods allowed us to draw two
conclusions. First, some mutations in the P. putida chromosome
occur preferentially in the growing cells and are rare in stationary-
phase, whereas certain other mutations (e.g., —351 G-to-A
transitions at the lac operator) prevail in stationary-phase bacteria.
Secondly, the chromosomal location of the mutational target to a
larger extent influences the occurrence of mutations in growing
cells than in stationary-phase cells.

Discussion

It has been known for many years that the mutation rate can
vary dramatically between nucleotide sites [42]. Recent analysis of
large genomic data sets of eukaryotic genomes suggests that the
mutation rate can vary over many different scales, from the
adjacent sites to whole chromosomes [43]. Compared to the
complex organization of eukaryotic chromosomes, bacterial
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chromosomes are smaller and structurally simpler. It is still an
open question whether the mutation rate can vary across the
bacterial chromosome. Earlier studies have suggested that the
genes farther from the replication origin have higher mutation
rates than those nearest to it [13,14]. Examination of the reversion
rates of lacZ alleles inserted at four positions in the Salmonella enterica
chromosome [15], however, did not support these findings.
Nevertheless, significantly higher mutation frequency at interme-
diate locus than those inserted closer to replication origin or
terminus appeared [15]. In contrast to the above-mentioned
studies, recently published analysis of whole genome sequences
suggests that there is no significant mutational bias with regard to
chromosome position [17,18].

With the advent of next-generation sequencing, powerful
measurements of mutation rates are now possible using whole-
genome sequences of isolates either sampled from evolution
experiments or derived from natural isolates of the same or
related species. However, such estimates meet difficulties in
distinguishing between selection and neutral processes. Our
experimental approach has enabled to monitor the occurrence
of mutations within the same mutational target sequence (lacI or
phed) at many different chromosomal locations. In this case the
effect of selection on the fixation of mutations is the same
irrespective of the chromosomal location of the target sequence.
Based on the results of the comparison of the frequency of
occurrence of Phe” mutations in the P. putida chromosome
either carrying the phe-lacl or pheA+C test system at 21 and 14
positions, respectively (Tabled 1, Tabled 2) we suggest that the
occurrence of mutations varies in different chromosomal loci.
Comparison of the spectra of Lacl inactivating mutations in six
chromosomal positions of the phe-lacl test system revealed that
these spectra were statistically significantly different from each
other (Table6 3, Table S7). These results altogether demon-
strated that the occurrence of mutations is affected by the
chromosomal location of the mutational target sequence.
Several possible mechanisms may operate that can explain the
differences observed in the current work.

Effect of Head-on Transcription and Replication on
Mutation Frequency

We did not notice any correlation between frequencies of
mutations and distance of the studied sites from the origin of
replication. Our results are in agreement with the recently
published results of the comparison of rate of frameshift mutations
(the assay detects loss of AeT from (AsT)g repeat in chloramphen-
icol acetyl transferase gene) at different positions in the E. coli
chromosome [16]. This work also demonstrated that mutation rate
varies at different positions in the genome. However, in contrast to
the assay used in [16] we observed higher mutation frequency
when the direction of transcription of the mutational target gene
was opposite to the direction of movement of the replisome in the
chromosome and vice versa, lower Phe™ mutation frequency was
accompanied with co-directional transcription and replication.
This connection appeared either by testing the occurrence of the
broad spectrum of mutations in P. putida strains carrying the phe-
lacl test system in the chromosome or by monitoring one
particular frameshift mutation in the range of pheA+C test
system-carrying strains (Fig.6 1, and Tables6 1 and 2).

Several studies have indicated that co-directional transcription
complexes do not impede replisome progression, whereas head-on
collisions can result in replication fork arrest and may therefore
induce DNA recombination and repair [44,45,46]. It has been
suggested that the severity of replication fork arrest due to head-on
transcription correlates with the level of expression and may cause
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mutations especially within highly expressed genes [38,39].
Nevertheless, increased mutagenesis has been associated with
head-on collisions also within genes that are transcribed at lower
levels. For example, a recent @ wviwo study in B. subtilis
demonstrated an increase in the 7poB mutation rate when the
genomic region encoding the 7poB gene was inverted so that it was
transcribed head-on to the replication [39]. Our observations on
mutagenic processes taking place in P. putida chromosome support
the idea that the head-on collisions between transcription and
replication could elevate mutation frequency (Table6 1 and 2). At
the same time, it should be noted that the frequency of the
accumulation of Phe™ mutants in the strain phe-lacI117 was also
elevated if compared to the several other strains, although in this
case the mutational target gene (lac/ gene) was transcribed co-
directional to the replication. Also, the orientation of the
mutational target gene in the chromosome had no statistically
significant effect in the emergence of Phe” mutants in some other
tester strains. These results imply that in addition to the effects
caused by the co-directional or head-on orientations of RNA
polymerase and the replisome, the rate of mutation in the distinct
chromosomal sites might be affected by several other factors.

Asymmetry in Mutagenesis during Leading and Lagging
Strand Replication

The differences between the leading and lagging-strand
replication have suggested that the production of mutations is
not equal in the two strands. Based on the analysis of mutations in
lac gene in two orientations in the F. coli chromosome, the
lagging strand has been proposed to be less mutagenic [9].
Additionally, the base composition of DNA strands may affect the
occurrence of mutations.

(1) Frameshift mutations at homopolymeric
runs. Frameshift mutations can occur as a result of template-
primer slippage at homopolymeric runs or repetitive sequences
[47,48]. In vitro experiments with eukaryotic DNA polymerases
have shown that 1-bp frameshifts occur more frequently in runs of
template pyrimidines (at runs of T or C) than in runs of purines (at
runs of A or G) [37]. Additionally, asymmetry of frameshift
mutagenesis during the leading and lagging-strand replication has
been demonstrated in comparison of reversion of various lacg
alleles in two orientations in the E. coli chromosome showing that
the frequency of occurrence of 1-bp frameshift at (C-G)s run
within the /lac< allele was higher when the template of the leading
strand contained the run of pyrimidines [10]. This model could
also be applied to explain the differences in mutation frequency in
P. putida strains carrying the pheA+C test system at various
chromosomal sites. The pheA+C test system measures the
occurrence of 1-bp deletions at the (C:G); run starting in the
phed sequence at the position 221 relative to the translational
initiator codon of this gene. The coding strand of the mutated pheA
gene contains seven C nucleotides at this site. The effect of the
orientation of the mutational target gene appeared most remark-
ably in the comparison of the frequency of accumulation of Phe*
mutations in the strains pheA+C_B and pheA+C_S. Specifically,
these two strains contain the insertions of the test system into the
same gene, inpS (PP_2981), which encodes for cointegrase of the
transposon Tn4652, but in different orientations (Fig.6 1B). The
insertion sites are very close to each other, separated only by 108
nucleotides. In the strain pheA+C_B the transcription of the
mutational target gene phed is opposed to the direction of the
replication of the leading strand and the frequency of Phe®
mutations was significantly higher than that in the strain
pheA+C_S in which the transcription of the phed gene was co-
oriented with the replication of the leading strand in the
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chromosome. If the phed gene is transcribed in the same direction
as the replication fork movement (as it happens in the strain
pheA+C_S, and also in the strains pheA+C_K, pheA+C_]J and
pheA+C_P expressing reduced Phe* mutation frequency in
comparison with a number of others), the template for the leading
strand synthesis contains the G-nucleotide run, while in the
opposite direction (as it happens in the strain pheA+C_B) the C-
nucleotide run serves as the template. Thus, similarly to the above-
mentioned studies [10,37] the higher frequency of the occurrence
of Phe" revertants in the strain pheA+C_B than in the strain
pheA+C_S and also in some other strains could be explained by
preferred occurrence of 1-bp deletions when the template of the
leading strand contains pyrimidines.

(i) Frameshift repetitive
sequences. Among the mutations which inactivated the lac/
repressor gene in our study, the largest fraction of mutations
consisted of the deletions or insertions of the 4-nucleotide sequence
CTGG which is tandemly repeated three times at the positions
592 to 604 in the lacl gene. The hotspot mutation at this site of the
lacl gene has been demonstrated previously in E. coli [49,50,51].
Note that the numbering of nucleotide positions at the lac/
sequence in the current work differs by 29 nucleotides from that
used in the previous studies in E. coli: in the current study the first
translated codon GTG is at position 1-3 instead of position 29-31.
Interestingly, among the 12 phe-lacl strains analyzed by us, the
CTGG insertions prevailed in the strains containing the CTGG
template in the leading strand whereas the C'TGG deletions
occurred predominantly in the strains containing the CTGG
template in the lagging strand (Tabled 3 and 4). The instability of
tandem repeats has been attributed to DNA polymerase slippage
at misaligned intermediates in which an extrahelical loop
compromised of one or more repeat units is stabilized by the
surrounding correct base-pairs [48,52]. However, slippage poten-
tiated by the CTGG repeated sequence in the lac/ gene was
supposed to be not the only misalignment that predicts the hotspot
event [50].

It has been suggested that replication-dependent deletions
between direct repeats occur preferentially in the lagging strand
due to an unequal probability to form hairpin structures [53].
Also, the results of the another study have demonstrated that both
expansions and deletions of C'TG repeats occur in E. coli in an
orientation-dependent manner [54]. In that study the deletions
occurred more frequently when the CTG template was in the
lagging strand whereas expansions were more prominent when the
CTGs were in the leading strand template. Thus, we suggest that
analogously to the mechanisms proposed for the gain and loss of
CTG repeats [54] the orientation-dependent effects observed in
the present study could be explained by the preferred formation of
the deletion intermediates when the CTGG repeat in the lac/
sequence is in the lagging strand template.

mutations at

Effect of Level of Transcription on Mutagenesis

There are several studies demonstrating that spontaneous
mutation rate is proportional to the transcriptional level both in
cukaryotic cells [55,56] and in bacteria [57,58,59,60,61]. Thus, it
is possible that in addition to the effects of the orientation, the
effects of the level of transcription of the mutational target gene
influenced the frequency of Phe™ mutations in our studies. For
example, the strains pheA+C_B and pheA+C_S differed signifi-
cantly from each other not only by the frequency of the occurrence
of Phe™ revertants but also by the level of the expression of the phed
gene. The Phe' mutants which accumulated in the strain
pheA+C_S grew slower than those emerged in the strain
pheA+C_B due to the lower cellular amount of the phenol
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monooxygenase PheA (Figure S1). The reason for the level of
transcription of the phed gene being reduced in the strain
pheA+C_S is unclear. Although the direction of the transcription
of the phed gene opposed the direction of transcription initiated
from the mpS gene promoter in this strain, it is unlikely that
transcription proceeding from the #pS promoter could suppress
transcription of the phed gene. The pheA+C test system-carrying
mini-transposon contains several other genes (e.g., those associated
with tellurite resistance) in its other end, thereby separating the
phed gene from the mpS promoter by a nearly 4-kb-long DNA
segment.

In order to examine the possibility that the level of transcription
of the mutational target gene could affect the frequency of
mutations, the transcription of the mutational target gene in the
pheA+C test system was placed under the control of IPTG-
inducible P, promoter. The increased level of transcription of the
mutational target gene had statistically significant effect on the
frequency of occurrence of frameshift mutations in growing
bacteria (Fig.6 2). Thus, we suggest that in addition to the DNA
strand bias (e.g., higher frequency of mutations when the template
for the lagging strand synthesis contains the G-nucleotide run) and
transcription and replication collisions, changes at the level of
transcription of the mutational target gene may affect mutagenic
processes at least in growing cells of P. putida.

Effect of Growth Phase of Bacteria on Mutagenic
Processes in the Chromosome

We have monitored the occurrence of Phe™ mutations in the
P. putida chromosome both in growing and in stationary-phase
bacteria. Study of the dynamics of accumulation of Phe* mutants
revealed that after the initial fast period the emergence of Phe*
colonies onto selective plates decreased (Table6 1 and Table 2).
The decline in the accumulation of Phe” mutants was more clearly
visible with the pheA+C test system than that with the phe-lacl test
system. The pheA+C test system scores only 1-bp deletions at the
fixed position in the mutated phed allele resulting in similar growth
rate of Phe” revertants on phenol minimal plates. Thus, the time-
dependent emergence of Phe’ colonies on selective plates in
P. putida carrying the pheA+C test system could reflect dynamics of
the occurrence of mutations in the bacterial chromosome in
growing and stationary-phase populations of P. putida. We suggest
that the decline in the number of later-appearing Phe" mutants
might be caused by reduced replication of the chromosome under
conditions of carbon starvation of bacteria.

The results of the current study differ remarkably from that
observed by us previously with the plasmidial test systems when
mutations accumulated onto selective plates at constant rate or
even increased in starving populations of P. putida [29,36,62]. In
these studies we have excluded the possibility that the copy
number of the plasmid could be increased in starving bacteria,
thereby facilitating occurrence of stationary-phase mutations.
Thus, the differences in the dynamics of occurrence of mutations
in the chromosome and in plasmid during prolonged incubation of
P. putida on selective plates are not clear yet.

The usage of the phe-lacl test system enabled the simultaneous
detection of a broad spectrum of mutations (Table6 3, Tabled 5).
The CTGG indels at the position 592 in the lacl gene were the
most frequently detected mutations when the earlier-arising Phe*
colonies were investigated, whereas the —351 G-to-A transitions in
the lac operator sequence prevailed among the late-arising Phe*
mutants (Table6 5, Table S10). The Phe' mutants carrying the
—351 G-to-A transitions in the lac operator appeared in the
reconstruction experiment onto phenol minimal plates one day
later than those containing the CTGG indels, which demonstrates
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that the lac operator mutants grow slower. Nevertheless, since the
emergence of G-to-A transitions on selective plates in the
mutagenesis assay was delayed by about 3 days in comparison
with that of mutants that arose due to the CTGG indels, we
suggest that the —351 G-to-A transitions occur preferentially in
stationary-phase cells. The appearance of certain mutational hot
spots especially in stationary-phase cells of P. putida has been
observed also in our earlier studies when we employed plasmidial
test systems for the detection of mutations [29,62]. A difference in
the spectrum of mutations between stationary-phase and actively
growing bacteria has been demonstrated also in £. coli using the
FC40 system that detects reversion of the lac allele on F plasmid
[28,29,30]. The results of the current work indicate that the
occurrence of certain types of mutations preferentially in
stationary-phase cells might be more general, encompassing
mutagenic processes taking place also in the chromosome of P.
putida.

Interestingly, our results imply that the occurrence of certain
mutational hot spots especially in growing bacteria is affected by
the chromosomal location of the mutational target sequence
(Tabled 3 and 5 and Table S10). For example, two mutations in
the lacl gene (the A nucleotide deletion at the position 221 and the
G-to-T transversions at the position 754 of the lacl gene in the
strains phe-lacl_117 and phe-lacl_103, respectively) were detected
only in Phe” mutants that emerged onto selective plates early, on
days 3-5, but not later. The presence of strong positional effects in
the occurrence of certain mutations particularly in growing cells is
intriguing. In the light of the results presented in this study it is
tempting to speculate that DNA replication complexes acting at
different chromosomal locations in growing bacteria may contain
different accessory factors which have dissimilar effects on the

fidelity of DNA replication.

Effect of DNA-binding Proteins on Mutagenesis

Nucleoid-associated proteins (NAPs) and other DNA binding
proteins (e.g., various transcription factors) fold bacterial chromo-
some into higher-order structures and alter the level of gene
expression [63,64]. Mutations can occur during the chromosome
replication and as a result of DNA repair synthesis carried out at
the sites of DNA damage. It is possible that regional differences in
chromosomal topology may cause unequal access of chromosomal
regions to mutagenesis by influencing formation of DNA repair
complexes and participation of specialized DNA polymerases in
DNA synthesis.

Our current results demonstrate that the frequency of transpo-
sition of IS element IS7/4717 also varies at different chromosomal
positions of P. putida (Tabled 3). To avoid potentially deleterious
effect of transposition to the host genome, the frequency of
transposition in a cell is down-regulated both by transposon-
encoded and host-encoded factors. Transposition may be regulat-
ed by controlling transposase TnpA expression (transcriptional,
translational, and/or posttranslational control mechanisms) and
also by factors that affect the transposition process itself [65]. So
far, little is known about the regulation of transposition of IS/471.
The results of our previous studies indicate that transposition of
IS7411 occurs through a circular intermediate [40]. We suppose
that the process of circle formation and transposition of this IS
element is replicative, since the copy of the element has always
retained at its original location. The frequency of transposition of
IS7411 increases with time of starvation in P. putida lacking
stationary-phase sigma factor RpoS, indicating that expression of
some factor(s) which down regulate IS74/7 transposition activity
require RpoS, and that activation of IS7/4/7 needs some late-
starvation signal [62]. In the current study we have detected the
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msertions of IS/477 into the lacl repressor gene both in early- and
late-appearing mutants (Table6 4 and Table S7). However, at
certain chromosomal positions (e.g., in the strains phe-lacl_105
and phe-lacl_117 which exhibited the highest frequency of IS7411
insertions) the transposition events were mostly detected among
late-appearing mutants. The fact that the frequency of transpo-
sition of IS7411 into the lac gene varies at different chromosomal
positions leads us to speculate that regional differences in nucleoid
folding may also influence its transposition. It is known that the
level of DNA supercoiling affects some transposition reactions
[66,67]. The level of DNA supercoiling is regulated by the
combined activities of topoisomerases and NAPs [68]. It is well
established that the superhelical density of DNA varies according
to the growth conditions and that this change involves differential
expression and DNA binding of NAPs [63,64,68]. Such spatio-
temporal changes in DNA topology may influence transposition of
IS7411.

Concluding Remarks

Given the complexities of mechanisms of mutagenesis, none of
the above-discussed mechanisms alone provides an explanation
regarding the observed variation in the frequency of mutations at
different chromosomal positions. In addition to the effects caused
by the co-directional or head-on orientations of RNA polymerase
and the replisome, the frequency of mutations at the distinct
chromosomal sites might be affected by several other factors. In
some cases (e.g., the occurrence of 1-bp deletions within the run of
seven C-nucleotides and the preferred occurrence of CTGG
insertions or deletions at the repeated sequence), an effect of DNA
strand bias (leading or lagging strand replication) on the mutagenic
processes was observed. Additionally, we cannot exclude the effect
of the level of transcription. It is also noteworthy that certain
mutational hot spots were detected only at particular chromo-
somal positions and especially in growing bacteria. Thus, it seems
plausible that regional differences in chromosome structure and
organization influence mutagenic processes in growing bacteria
more strongly than previously assumed. At the same time, since
the mutants continued to accumulate in starving populations of
P. putida, some cells could still grow slowly and replicate their
chromosome under the starvation conditions. Nevertheless, it is
also possible that mutations in the chromosome of P. putida
stationary-phase cells have mainly occurred during the course of
DNA repair synthesis.

The fact that mutation frequency and spectrum of mutations
vary across the bacterial chromosome could play an important role
in divergence of bacterial populations in nature. Depending on the
location of the potential target genes in the chromosome some
mutational pathways may prevail over the others in the evolution
of bacteria.

Experimental Procedures

Bacterial Strains, Plasmids and Media

Bacterial strains and plasmids used in this study are described
in Table S1 and primers for DNA amplification in Table S2.
Complete medium was Luria-Bertani (LB) medium [69], and
minimal medium was M9 [70]. Solid medium contained 1.5%
Difco agar. Casamino acids (CAA) and glucose were added to
the minimal medium at final concentrations of 0.2% and
10 mM, respectively. Phenol minimal plates contained 2.5 mM
phenol as a sole carbon and energy source. Antibiotics were
added at the following final concentrations: for E. coli, ampicillin
at 100 ug ml™'; for P. putida, tetracycline at 50 ug ml ',
carbenicillin at 1500 to 3000 ug ml™', rifampicin 100 pg ml ™',
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and potassium tellurite at 70 ug ml™'; for both organisms,
kanamycin at 50 ug ml~". E. coli was incubated at 37°C and P.
putida at 30°C. E. coli and P. putida were electrotransformed as
described by Sharma and Schimke [71]. E. coli strains DH5a
(Invitrogen), and CC118 Apir [72] were used for the DNA
cloning procedures and HB101 [73] as a host for helper
plasmid pRK2013 [74], necessary for the mobilization of non-
conjugative plasmids.

Construction of Test Systems Detecting Occurrence of
Mutations in P. putida Chromosome

The assay systems for the detection of mutations in the
chromosome of P. putida, based on the activation of the phenol
monooxygenase gene phed, enable bacteria to use phenol as a sole
source of carbon and energy. One of the test systems (phe-lacl) was
constructed for the detection of broad spectrum of mutations
cither inactivating the lac/ repressor gene or altering the lac
operator sequence which negatively controls the transcription of
the phenol monooxygenase gene phed from the P, promoter.
Another test system (pheA+C) was designed for the measurement
of one specific mutation, deletion of one nucleotide within a run of
seven C-nucleotides leading to the reversion of the reading frame
of the phed gene. Both test systems were randomly inserted into the
chromosome of P. putida strain PaW85 [75,76] within a mini-Tnd
transposon.

For the construction of the phe-lacl test system, at first the DNA
fragment containing the P,,, promoter and /lac/ repressor gene was
cut from the plasmid pBRlacltac [77] using the restrictase BamHI
and inserted into pUC18NotKm to obtain plasmid pUC18No-
tlacl. The plasmid pUC18NotKm was constructed by inserting the
Km-resistance gene from plasmid pUTmini-Tn5 Km2 [78] within
the 1430-bp Eco471II-generated DNA fragment into the Dral-
cleaved plasmid pUC18Not [72]. The restriction enzyme Dral
cleaves pUC18Not three times, once at the beginning of the B-
lactamase gene bla and twice downstream from this gene. Thus,
this strategy enabled us to replace the bla gene sequence in
pUC18Not with the Km-resistance encoding gene. The Ecll3611-
and EcoRI-generated DNA fragment containing the pheBA genes
and IS element IS/47/ from the plasmid pEST1414 [29] was
mserted into the Ecl1361I- and EcoRI-cleaved plasmid pUC18-
Notlacl yielding the plasmid pUCI18NotlaclpheBA. Then,
pUC18NotlacIpheBA was cleaved with Notl to insert the lacl-
P pheBA cassette from pUCI8NotlacIpheBA into the Notl-
cleaved mini-Tn) delivery plasmid pJMT6 [79], resulting in the
plasmid pUTlacIpheBA.

To construct the other mutation detection system pheA+C for
the monitoring occurrence of 1-bp deletions, the phed coding
sequence was altered by inserting a single C nucleotide at
position 221 relative to the translational initiator codon of this
gene. The nucleotide insertion site already contained six C
nucleotides. The frameshift mutation was performed by PCR
amplification of the segment of the phed gene from the plasmid
pPU1930 [80] with primer pheABamei and the mutant primer
pheAvi+l (Table S2). The amplified DNA fragment was
subcloned into the pBluescript KS(+) EcoRV site to obtain
pKSpheA+C. The +1 frameshift mutation was verified by DNA
sequencing. The mutated DNA fragment was thereafter inserted
as Xbal- and Avill- generated fragment from pKSpheA+C into
pPU1930 by replacing the original phed sequence located
between the Xbal and Awvill sites to generate the plasmid
pPUpheA+C. Thereafter, we inserted the constitutively ex-
pressed P promoter and the phed allele with +1 frameshift as
the Ecl1261I- and Pvull-generated fragment from pPUpheA+C
containing into the Ecll36Il-cleaved pUCI18NotKm to obtain
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the plasmid pUC18NotpheA+C. Finally, the plasmid pUC]18-
NotpheA+C was cleaved with Notl to insert the Pgo-phed+C
cassette into the Notl-cleaved mini-Tn) delivery plasmid
pJMT6, yielding the plasmid pUTpheA+C.

The mutation detection system-carrying plasmids pUTlacl-
pheBA and pUTpheA+C, which do not replicate in hosts other
than E. coli strain CC118Apir, were conjugatively transferred into
P. putida strain PaW85 by using the helper plasmid pRK2013 [74].
Transconjugants carrying random insertions of the test system
within mini-Tn) in the chromosome of P. putida were isolated.
Integration of whole delivery plasmid into P. putida chromosome
was excluded by testing transconjugants for resistance to
carbenicillin. Only those sensitive to carbenicillin represented a
true transposition event. Additionally, strains either carrying the
phe-lacl or pheA+C test system in the chromosome were
confirmed by PCR analysis.

Construction of Assay System for the Measurement of
Effect of Transcription of the Mutation Target Gene on
Mutation Frequency

To study the effect of the level of transcription of the mutation
target gene on mutation frequency, we modified the pheA+C test
system by placing the transcription of the mutated phed allele
under the control of IPTG-inducible P,, promoter. At first, the
Ecl1361I- and Pvull-generated DNA fragment from pPUpheA+C
containing the Pge-phed+C cassette was inserted into Ecll3611-
cleaved pUC18Notlacl containing the P, promoter and lac/
repressor gene, yielding the plasmid pUC18NotlacIpheA+C.
Thereafter, pUC18NotlaclpheA+C was cleaved with Notl to
mnsert the lacl-P,,-phed+C cassette from pUC18NotlacIpheA+C
into the Notl-cleaved mini-TnJ delivery plasmid pJMT6 to obtain
the plasmid pUTlacIpheA+C.

Arbitrary PCR

To identify the location of the mutation detection system
mserted randomly into P. putida PaW85 chromosome within
mini-Tn) in various phe-lacI and pheA+C strains, arbitrary
PCR and DNA sequencing were performed. PCR products
were generated by two rounds of amplifications as described
elsewhere [81]. In all cases, the chromosomal location of the
test system was determined twice, by identifying the mini-Tn5-
flanking chromosomal DNA sequences at both sides. Such
double check ensured that the insertion sites were correctly
determined and demonstrated that the insertion of the mini-Tn
into the chromosome did not cause genetic rearrangements at
the flanking DNA. In the first round of PCR, primers ARBtell,
ARBpheAl or pheAvaljasARBI and arbitrary primers ARB6 or
ARB-cggca were used. Second-round PCR was performed with
primers ARBtel2, ARBpheA2 or pheAvaljasARB2 and arbitrary
primer ARB2. DNA sequencing of the PCR products with the
primers ARBtel2, ARBpheA2 or pheAvaljasARB2 was per-
formed by using the BigDye Terminator v3.1 Cycle Terminator
kit. The DNA sequencing reactions were analyzed with the
Applied Biosystems 3730 x] DNA sequencer.

Comparison of Mutation Frequency in P. putida Strains
Carrying the phe-lacl or pheA+C Test System in Different
Chromosomal Locations

Conditions for the isolation of phenol-degrading Phe* mutants
were the same as those described in our previous study when we
isolated Phe" revertants which occurred due to point mutations
[36,82]. About 1x107 to 4x107 cells of the tester strains derived
from independent cultures that were grown overnight in liquid M9
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medium containing glucose and CAA were plated onto phenol-
minimal plates. Independent cultures of the P. putida tester strains
were generated by growing cells to late logarithmic growth phase
in M9 medium containing glucose and CAA, diluting this culture
by 10° into fresh glucose and CAA-containing M9 medium,
dispensing 2-ml aliquots into test tubes and allowing cells to reach
saturation by growing cells for 18-20 h. The cells of the tester
strains were mixed with approximately 1x10? scavenger cells
derived from the wild-type P. putida strain PaW85.

We have previously shown with plasmidial test systems [29,36]
that Phe* colonies appearing on phenol minimal plates on day 2
contained mutations that occurred before the plating in a growing
culture, whereas colonies that emerged on selective plates on day 3
and later contained mutations that occurred after the cells were
plated. Latter were called stationary-phase mutations. We
expected that the growth of the Phe' mutants detected with
chromosomal test systems could be slower compared to that
measured previously for the Phe’ mutants detected with plasmidial
assay systems. In order to find out how long it would take for the
appearance of Phe™ colonies onto selective plates in our assays (i.e.,
to distinguish mutations occurring in growing cultures from those
occurring after plating), we carried out reconstruction experiments
by mixing about 100-200 cells of individual Phe" mutants picked
up from selective plates on different days (on days 4 to 7) with
5x10° scavenger cells not containing the phed gene and monitored
the appearance of Phe" colonies on phenol minimal plates.

The frequency of Phe' mutations occurring in stationary-phase
populations was determined per viable cells on the selective plates.
The viability of the tester cells during incubation under long-term
carbon starvation conditions was determined on the same plates
that were used for the isolation of Phe* mutants. Small plugs were
cut from the plates avoiding Phe® colonies. Bacteria from these
plugs were suspended in M9 buffer, and dilutions were plated onto
LB plates containing potassium tellurite to determine the number
of colony forming units of the tester strain in starving populations.
In the case of all tester strains studied, the viability of bacteria
during the starvation did not decrease significantly.

The frequency of occurrence of Rif* mutations in growing cells
of different P. putida strains was performed as previously described
[83] except that the P. putida cultures were grown in M9 medium
supplemented with glucose and CAA. Emergence of Rif" colonies
was counted after 48 h of incubation to give enough time to grow
up also for mutants expressing milder Rif* phenotype. The
frequency of Rif° mutations was determined at least in 45
independent cultures for each P. putida strain. The median value
for Rif* mutants per 1x10” cells was calculated by using the Lea-
Coulson method of the median [84].

DNA Sequence Analysis of the Phe™ mutants

To characterize the spectrum of mutations in Phe” mutants
isolated with the phe-lacl test system, we PCR-amplified the lac/
gene and the Lacl operator sequence by using the primers
lacopRev and laclloppsissel. The same primers and lacl3,
lacI3out and lacIOc2 primers were used for DNA sequencing by
the above-described methodology. BioEdit and ClustalW2 pro-
grams were used for sequence comparison.

Statistical Analysis of the Results

The factorial ANOVA method and post-hoc Tukey HSD test
were used to assess the variability of data in experiments
comparing mutation frequency in different phe-lacl, pheA+C
and Ptac-pheA+C strains. To obtain normal distribution, data
were transformed to common logarithm, if it was necessary. To
avoid taking common logarithm from zero, “1”” was added for all
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data. For statistical tests the significance level was set at P<<0.05.
The calculations were performed using Statistica 10 software. The
nonparametric Mann-Whitney U test was used for estimation of
dependency of mutant frequency on the orientation of the
mutational target gene. We grouped P. putida strains according
to the direction of the target gene to the direction of movement of
replisome. The group one contained the means of mutant
frequency of the strains with co-directional and the group two
that of the strains with head-on orientations of transcription of the
target gene and movement of replisome.

The statistical significance of differences between the spectra of
Phe" mutations in strains carrying the phe-lacl test system in
various chromosomal locations was determined by using the
hypergeometric test algorithm described in Adams and Skopek
[41] and Piegorsch and Bailer [85]. The software for performing
the test [86] 1is available at http://www.ibiblio.org/dnam/
des_hypg.htm. All P values were based on 30000 iterations. A P-
value of <0.05 means that the spectra are different in a pairwise
comparison, but since 6 mutational spectra were compared, a
Bonferroni correction for multiple comparisons with a corrected
significance level of 0.003 (0.05/5x6x0.5) should be applied. In
pairwise comparison of individual sites in separate spectra the chi-
square test of independence was performed by using a software
program for statistical analyses (Statgraphics Centurion XV;
Statpoint Inc.) and the significance level was set at P<<0.05.

Supporting Information

Figure S1 Western blot analysis of crude cell lysates
prepared from P. putida strains using polyclonal anti-
PheA antibodies. Cells were grown in LB liquid medium to
optical density Asgg = 0.9. Twenty micrograms of crude cell lysates
were analysed. P. putida strain PaW85 has been used as a negative
control.

(DOC)

Figure S2 Effect of IPTG on the expression of phenol
monooxygenase gene phed in P. putida carrying the
Ptac-pheA+C test system. Western blot analysis of crude cell
lysates prepared from P. putida strain PAW85 (negative control) and
Phe* revertant of P. pufida strain Ptac-pheA+C_2 by using
polyclonal anti-PheA antibodies. 50 micrograms of crude cell
lysates were analyzed. A. PheA expression in growing cultures:
lane 1, size marker; lane 2, PaW85; lane 3, PaW85+ IPTG; lane 4,
Ptac-pheA+C_2 Phe*; lane 5, Ptac-phcA+C_2Phc+ + IPTG. Cells
were grown in M9 minimal medium in the presence of glucose and
CAA. B. PheA expression in stationary-phase cells: lane 1, size
marker; lane 2, PaW85; lane 3, PaW85+ IPTG; lanes 4 and 6,
Ptac-pheA+C_2 Phe™; lanes 5 and 7, Ptac—pheA+C_2Phe+ +
IPTG. Bacteria were incubated for 3 days on M9 minimal agar
plates either in the presence of glucose (lanes 2-5) or in the
absence of any carbon source (lanes 6 and 7).

(DOC)

Table S1 Bacterial strains and plasmids used in this
study.

(DOC)
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