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Infoleht

Pseudomonas putida geenide gac$ ja PP_1651 promootorid

Pseudomonas putida on laialdase levikuga bakter, keda leidub nii vees kui mullas. Gram-
negatiivne bakter koloniseerib eelisatult taimede risosfaari, kus moodustab juurtele biofilmi.
Biofilmi moodustumise regulatsioonis osaleb kahekomponendiline slisteem GacS/GacA. Kuigi
meie laboris on varasemalt uuritud Fis-i moju gacS-ile, on gacS-i transkriptsiooni regulatsioonist
vahe teada. Antud t66 eesmark oli tuvastada gacS ning vastasahelal paikneva, raua homeostaasis
osaleva geeni PP_1651 promootorid. T66 tulemusena leiti geenil gacS kaks promootorit ning

tuvastati PP_1651 ees kaks piirkonda, kus voiks olla promootorid.

Marksonad: Pseudomonas putida KT2440, biofilm, GacS/GacA signaalisiisteem, promootor,
ekskludon
CERCS kood ja nimetus: B220 — geneetika, tsitogeneetika, B230 — mikrobioloogia, bakterioloogia,

viroloogia, mikoloogia

Promoters of genes gacS and PP_1651 in Pseudomonas putida

P. putida is a gram-negative soil bacterium that is well-known to form biofilms on plant roots. The
global two-component signal transduction system GacS/GacA has been reported to positively
regulate biofilm formation. Despite the importance of GacS/GacA system on controlling the
production of secondary metabolites, little is known about the transcriptional regulation of
sensor kinase gacS. Therefore, the aim of the present study is to identify promoter(s) of gene gacS
and divergent gene PP_1651. As a result, two promoters for the gacS were identified,

furthermore, two upstream regions of PP_1651 were also determined for potential promoters.

Keywords: Pseudomonas putida KT2440, biofilm, GacS/GacA signal transduction system, pro-
moter, excludon
CERCS code and designation: B220 — genetics, cytogenetics

B230 — microbiology, bacteriology, virology, mycology
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Sissejuhatus

Enamik okosisteemides olevaid baktereid elab biofilmis. Niisamuti on Pseudomonas putida
voimeline koloniseerima taimede risosfaari ja moodustama juurtele biofilmi. P. putida torjub
taimpatogeene, indutseerides taimedele slistemaatilist resistentsust, tootes antimikroobseid

Uhendeid ja T6SS (tllp kuus sekretsioonististeemi) ekspresseerimisega.

Biofilmis olemine pakub mitmeid eeliseid, nditeks paremat kaitset kahjulike keskkonnamdjude
eest nagu UV kiirgus, mitteoptimaalne pH, soolsus, antibiootikumid voi veepuudus. Kuid bakterid
moodustavad biofilmi ka vastusena toitainekillusele, eesmargiga jddda soodsasse keskkonda
pisima. Uleminekut biofilmi fenotiitibilt vastandlikule aktiivsele liikkumisele reguleerib muuhulgas
globaalne kahekomponendiline slisteem GacS/GacA, mis lilitades sisse SRNA-de ekspressiooni
inhibeerib liikkumisega seotud geene ja soodustab sessiilseks eluks vajalike geenide ekspressioni.
Hoolimata GacS/GacA olulisest rollist sekundaarsete metaboliitide ja ekstratsellulaarsete

Uhendite tootmisel ei ole gacS-i transkriptsiooni regulatsiooni kuigi hasti uuritud.

Eelnevast t66st meie laboris on teada, et globaalne regulaator Fis seondub gacS-i promootoralale,
kuid gacS-i transkriptsiooni regulatsiooni tdpsemaks uurimiseks on oluline teada geeni
promootoreid. Seega sai kdesoleva to6 eesmargiks tuvastada geeni gacS promootorid. Kuna t66
kdigus kujunes hiipotees, et sensorkinaasi ekspressioon voib olla reguleeritud ekskludoniga,

alustati tood ka vastasahelal asuva geeni PP_1651 promootorite leidmiseks.

Eraldi tahaksin tanada Heili llvest plasmiidide konstrueerimise eest.



Lihendid

EPS - eksopoliisahhariidid

Fis— regulatoorne valk (factor for Inversion Stimulation)

GacA- kahekomponendilise siisteemi GacA/GacA vastuse regulaator ( global activator)
GacS- kahekomponendilise stisteemi GacA/GacA sensorkinaas (global activator)
KKS- kahekomponendiline slisteem

Km- antibiootikum kanamditsiin

LadS- sensorkinaas (/ost adherence sensor)

LapA- biofilmi adhesiin valk (lipopolysaccharide assembly protein A)

LB- Luria-Bertani taissoode (lysogeny broth)

MU- Milleri Ghik

nt- nukleotiid

OD- optiline tihedus (optical density)

ONPG- orto-nitrofeniill-B-D-galaktopiranosiid

PMF- prootonite liikkumapanev joud (proton-motive force)

RACE- RNA 5’ otsa maaramise meetod (rapid amplification of cDNA ends)

RetS- sensorkinaas (regulator of exopolysaccharide and type Ill secretion)
RsmA- regulatoor valk (repressor of secondary metabolites)

RsmY/Z/X- mittekodeeriv regulatoorne sRNA

UTR- mittetransleeritav jarjestus (untranslated region)

X-gal- 5-bromo-4-kloro-3-indool-B-D-galaktopiiranosiid



1. Kirjanduse lilevaade

1.1 GacS/GacA signaalisiisteem

Kahekomponendilised slisteemid (KKS) koosnevad, nagu nimi ttleb, kahest osast: sensorkinaasist
ja vastuse regulaatorist (Stock jt. 2000). Kahekomponentsed siisteemid véimaldavad bakteritel
kohaneda muutuvate tingimustega vahendades keskkonnast voi raku seest tulevaid signaale.
Kahekomponendilised siisteemid on enim levinud bakteritel, aga neid on kirjeldatud ka arhedel
ning eukartiootidel, naiteks parmil Saccharomyces cerevisiae ja taimel Arabidopsis thaliana

(Koretke jt., 2000; Loomis jt., 1997; Wolanin jt., 2002).

Tsutoplasmamembraanis paiknev sensorkinaas votab vastu keskkonnast voi raku seest tuleva
signaali ja autofosforiileerub. Autofosforileerunud sensor fosforileerib tsitoplasmas asuva
signaalsisteemile spetsiifilise vastuseregulaatori, mis seejarel aktiveerub (Stock jt., 2000).
Suurem osa vastuseregulaatoreid, nagu nditeks GacA, seob DNA-d, kuid mdnel juhul seovad
vastuseregulaatorid ka valke, RNA-d vdi on enslimaatilise aktiivsusega (Gao jt., 2007; Lapouge jt.,

2008).

GacS on osa GacS/GacA kahekomponendilise stisteemist, kus GacS on hiibriidne sensorkinaas ja
GacA vastuse regulaator (Pernestig jt., 2001). GacS sisaldab mitut aminohappejaaki, need
aminohappejaagid fosforileeritakse kaskaadina autofosoriileerumise kadigus. Bakteris
Pseudomonas aeruginosa seondub veel tundmatu faktor sensorkinaasiga GacS, mille tagajarjel
toimub konserveerunud histidiinijadgi (H1) autofosforiilatsioon. Fosfaatriihm parineb ATP-It.
Seejarel kantakse fosfaatrihm GacS-i aspartaadi (D), ning edasi histidiini jaagile (H2). GacS-It
fosfaatriihma Ulekanne GacA N-terminuses asuvale aspartaadile aktiveerib vastuseregulaatori
(Pernestig jt., 2001). Fosforileeritud GacA aktiveerib P. aeruginosa’s kahe vdikse RNA geeni
(sRNA), rsmY ja rsmZ, transkriptsiooni (Kay et al., 2006), seondudes promootoritest {ilesvoolu
jadvatele konserveerunud elementidele nn GacA box-idele (Heeb ja Haas, 2001; Kay jt., 2005).
Vdikeste RNA geenide transkriptsioon on erinevalt reguleeritud. Naiteks rsmZ geeni
promootoralaga seondub H-NS (heat-stable nucleoid-structuring protein), mis represseerib

rsmZ-i transkriptsiooni. Seejuures rsmY ekspressioonile H-NS-il m&ju pole (Brencic jt., 2009).



Need sRNA-d reguleerivad RsmA (repressor of secondary metabolites) aktiivsust. Nimelt, RsmA on
post-transkirptsiooniline regulaator, mis seondub mRNA-lI A(N)GGA motiivile. See motiiv, kas
kattub v&i asub ribosoomi seondusmisjarjestuse laheduses, mille tdttu RsmA seondumine kas
represseerib voi aktiveerib spetsiifiliste mRNA-de translatsiooni. RsmA kaudu represseeritakse
biofilmi moodustamiseks ja aktiveeritakse liikumiseks vajalike geenide translatsioon (Goodman
jt., 2004; Kulkarni jt., 2014; Ventre jt., 2006) (joonis 1). Vdikesed RNA-d RsmY ja RsmZ sisaldavad
rikkalikult RsmA seondumisjarjestusi ning RsmA seondumine sRNA-dega vahendab vaba RsmA
hulka rakus ja mdjutab seega biofilmi ja liikkumisgeenide mRNAde regulatsiooni (Heurlier jt.,

2004).

& RsmY/Z:RsmA
%l

T3SS EPS

\ e [T J

Joonis 1. Pseudomonas aeruginosa GacS/GacA signaalstiisteem. Tundmatu faktor aktiveerib signaaliraja,
sensorkinaas GacS autofosforiileerub ja fosforiiilib vastuseregulaatori GacA, mis aktiveerib sRNA-de
RsmY/Z transkriptsiooni. Nimetatud vaikeste RNA-de seondumine inaktiveerib regulaatorvalguga RsmA,
mis viib biofilmiga seotud geenid de-repressiooni (naiteks biofilmi maatriksi EPS- eksopoliisahhariidid) ning
virulentsusfaktorite (k.a T3SS - tlhlp Il sekretsioonisiisteem) ekspressiooni repressioonini (rohelised
jooned, nool tdhistab positiivset m&ju ja kriips negatiivset). Vaba RsmA seondub mitme sihtmarkgeeni RBS-
jarjestusele, represseerides biofilmi moodustamisega seotud geene ja samas suurendades liikuvust ja
akuutsele infektsioonile omaste virulentsusfaktorite tootmist (interaktsioonid on tahistatud punaste
joontega). Hibriid sensorkinaas LadS fosforiilib GacS-i, mis soodustab signaali Glekannet GacA-le ja RetS
avaldab negatiivset m&ju GacS-i fosorilatsioonile/fosforileeritusele. (kohandatud Wei ja Ma, 2013)



Seniajani pole vaga palju informatsiooni, mis signaali GacS keskkonnast tunnetab. On teada, et
E. coli GacS-i homoloog BarA on seotud orgaaniliste hapete nagu atsetaadi ja formiaadi
kogunemise tunnetamisega keskkonda (Chavez jt., 2010). Siiski on {ihise, GacS-i aktiveeriva
signaali olemasolu ebatdendoline kuna periplasmaatiline sensordomeen on bakterite vahel

halvasti konserveerunud (Heeb ja Haas, 2001).

P. aeruginosa GacS/GacA signaalirada reguleerivad veel kaks hibriidset sensorkinaasi RetS ja LadS
(Goodman jt., 2004; Ventre jt., 2006). Sensorkinaasid LadS ja RetS avaldavad GacS/GacA
susteemile vastupidist mdju, esimene soodustab akuutse infektsiooniga seotud geenide
ekspressiooni, teine kroonililisele infektsioonile omase biofilmi kujunemist. RetS vdib GacS-i
mojutada kolmel moel: moodustada heterodimeere GacS-iga, parssides nii GacA
autofosforileerimist; eemaldada fosfaatriihma fosfortdilitud GacS-ilt voi RetS kiirendab GacS-i
defosfortilatsiooni (Francis jt., 2018; Goodman jt., 2009). LadS soodustab fosfaatjaagi lilekannet
LadS-i REC-domeenist GacS-i Hpt-domeeni ning sellega soodustab GacS-i signaali Gilekandumist

GacA-le (Chambonnier jt., 2016)

GacS/GacA signaalsisteemi abil on P. aeruginosa véimeline reguleerima tleminekut planktiliselt
eluviisilit sessiilsele eluviisile. Planktilist eluviisiga seostub naiteks liikumise seotud geenide,
virulentsusfaktorite ning tllp lll sekretsioonisiisteemi ekspresseerimine, mida kasutatakse
mitmete efektorvalkude viimiseks peremehe rakkudesse. Sessiilsed rakud moodustavad biofilmi,
mis viib kroonilise infektsioonini, iseloomulik on hulgatunnetus molekulide, EPS-ide
(eksopollisahhariidid nt Pel ja Psl) ja tlitip VI SS ekspresseerimine (Burrowes jt., 2006; Gooderham

ja Hancock, 2009; Kay jt., 2006; Parkins jt., 2001).

Risosfadrse bakteri P. putida GacS/GacA signaalisisteem on vaga sarnane P. aeruginosa
sisteemile. Kuid P. putida signaalsiisteemis on faktorid mitme kordusena, naiteks on tal kaks
RsmA homoloogi, RsmE ja Rsml ning lisaks SRNA-de RsmY ja RsmZ ka RsmX (Huertas-Rosales jt.,

2016).

GacS-slisteemi aktiveerimine mojutab P. putida’s positiivselt biofilmi moodustumist labi
suurenenud adhesiinvalkude transkriptsiooni, spetsiifiliselt LapF-i, mis on oluline kiipses biofilmis
rakk-rakk interaktsioonide kujunemiseks. GacS/GacA signaalsliisteemi mdju LapF-il on kaudne,

signaalslisteem mdjutab positiivselt alternatiivse sigma faktori RpoS ekspressiooni ning LapF-i
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ekspressioon on RpoS-i kontrolli all (Martinez-Gil, 2014; Martinez-Gil jt., 2010). Sellega kooskdlas
taheldati Huertas-Rosalesi t66s Rsm-mutantidel suurenenud ja varasemat LapF-i ekspressiooni,
ning suurenenud EPS-i Peb ekspressiooni. LapA ekspressioonile mdju ei tdheldatud (Huertas-

Rosalesjt., 2016).

Enne kdesolevat t6od oli meie laboris tehtud uurimustest teada, et P. putida gacS-i
transkriptsiooni voib reguleerida globaalne regulaator Fis (factor for inversion stimulation), mis
seondub gacS-i promootoralale in vitro (Lahesaare, 2011) (joonis 2). Samas taheldati fis-i
Uleekspressiooni puhul P. putida’s tugevat positiivset mdju biofilmi moodustumisele, kuid ainult

norka positiivset toimet gacS-i ekspressioonile in vivo (Moor, 2011; Moor jt., 2014).

TTGGTGTTGTAAATAGATACAGGATTCATTGGCAACTGCCATGCATTCTCAATTGCGTGATTATTGAGCATTCGCCACCT
AACCACAACATTTATCTATGTCCTAAGTAACCGTTGACGGTACGTAAGA@TTAACGCACTAATAACTCG%AAGCGGTGGA

PP_1651

GCCAGGCAACCGCACTGCGACCAATGCCTCGGCAACGGCGCATAACACGTACTAAAGAGATGCAATGGTGCGGCAGGCGG
CGGTCCGTTGGCGTGACGCTGGTTACGGAGCCGTTGCCGCGTATTGTGCATGATTTCTCTACGTTACCACGCCGTCCGCC
FisIII

AGTAACTTCGCGGCTTGGCCGTTACCACTTGACGGCATCCAGGCACATCAGAGGAGGCGAGTGTGCTCGATCGCTTGGGA
TCATTGAAGCGCCGAACCGGCAATGGTGAACTGCCGTAGGTCCGTGTAGTCTCCTCCGCTCACACGAGCTAGCGAACCCT

gacS

Joonis 2. Transkriptsiooni regulaatori Fis seondumissaidid geeni gacS promootoralas. Roosas kirjas
jarjestus margib Fis-i seondumissaiti ning lilla ning oranZ nool tdhistavad vastavalt geeni gacS ja PP_1651
alguspunkte (joonis péhineb Lahesaare, 2011 ja Moor, 2011 t6d6del).

1.2 Geen PP_1651 ja raua omastamine

Raud on oluline kofaktor enstimaatilistes reaktsioonides ning tslitokroomide ja mitte-heemsete
valkude osana elektronide iilekande (Moat jt., 2002.). Uksikute eranditega, naiteks Lactobacillae,
vajavad kdik bakterid oma elutegevuseks rauda, keskmiselt 10° kuni 10° rauaiooni (he
rakugeneratsiooni kohta (Archibald, 1983; Braun ja Killmann, 1999). Kuigi raud on maakoores

levinud element, siis raud(lll)ioonide halva lahustuvuse tdttu aeroobsetes tingimustes neutraalsel



pH-I on Fe(lll) kontsentratsioon keskkonnas madal ja raud on tihti mikroobide kasvu limiteeriv
element. Seevastu mikroaeroobsetes vOi anaeroobsetes tingimustes voi happelisel pH-lI on
levinum vees lahustuv Fe(ll) (Andrews jt., 2003). Raua homoostaasi tuleb rangelt kontrollida, sest
aeroobses keskkonnas voib Fe(ll) olla toksiline. Raud reageerib reaktiivsete hapniku Ghenditega
(nagu Oy ja H203) ja Fentoni reaktsioonis tekib darmiselt reaktiivne ja DNA-d kahjustav hiidroksidil

radikaal (*OH) (Stadtman ja Berlett, 1991).

Elutdhtsa, kuid halvasti lahustuva raua omastamiseks keskkonnast kasutavad mikroorganismid
ihe vBimalusena siderofoore. Siderofoorid on madalamolekulaarsed, alla 1000 Da, rauda
kelaativad (hendid, mida bakterid ja seened toodavad ja omastavad rauavaestes tingimustes
(Neilands, 1995). Bakterid on vGimelised omastama keskkonnast rauda, kasutades selleks teiste
mikroorganismide toodetud siderofoore. Selliste ksenosiderofooride omastamiseks
ekspresseerivad bakterid valismembraanile erinevaid TonB soltuvaid retseptoreid (Cornelis ja
Bodilis, 2009; Loper ja Henkels, 1999). Fuorestseeruvatele pseudomoonastele on iseloomulik
rauavaeguse korral toota kollakasrohelist siderofoori plioverdiini (Meyer ja Abdallah, 1978). Kuid
nditeks P. putida N1R on v@imeline omastama rauda nii enterobaktiini, pseudobaktiin-358 kui
aerobaktiini vahendusel (Loper ja Henkels, 1999; Meyer, 1992). P. aeruginosa suudab muuhulgas
rauda omastada enterobaktiini vahendusel, ekspresseerides valismembraainil retseptorit PfeA
(Dean ja Poole, 1993a, 1993b; Poole jt., 1990). Enterobaktiin on vaga korge afiinsusega
siderofoor, mida sekreteerivad gram-negatiivsed bakterid nagu E. coli ja Salmonella enterica

serovar Typhimurium (Raymond jt., 2003).

P. putida operon PP_1651-PP_1652 kodeerib hlipoteetilist kahekomponendilist siisteemi, milles
PP_1652 kodeerib sensorit ehk histidiinkinaasi PfeS-Il ja PP_1651 vastuseregulaatorit PfeR-Il
(Winsor jt., 2016).

UniProt/Swiss-Prot andmebaasi jargi (blast.ncbi.nlm.nih.gov) on parim vaste pfeS-ll-e
nukleotiidsele jarjestusele Pseudomonas aeruginosa PAO1 sensor valk PfeS (skoor 415, e- vaartus
3e-141, kahe jarjestuse vaheline sarnasus 52,6%). Samadel tingimustel tehtud paring PP_1651
nukleotiidse jarjestuse kohta annab parimaks tulemuseks P.aeruginosa PAO1 transkriptsiooni
aktivaatori PfeR (skoor 189, 7e-58 ja identsusprotsent 54,27%). P. aeruginosa PfeS valku kodeerib
geen PfeS (PA2687), valku PfeR geen PfeR (PA2686). PfeS/PfeR on oluline enterobaktiini
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transportsiisteemi reguleerimisel. Jargnevalt ongi kirjeldatud kaesolevas t60s uuritava P.
putida’le sarnase P. aeruginosa kahekomponendilist sisteemi PfeS/PfeR raua omastamise

seisukohalt.

Siderofoori transportsiisteem koosneb vadlismembraani TonB-st séltuvast retseptorvalgust,
Fe(lll)-siderofooriga seonduvast periplasma valgust ja ABC-tlilipi transporterist, et viia kompleks
Ule tstitoplasmamembraani (Noinaj jt., 2010). (1) Fe(lll)-enterobaktiin seondub valismembraani
retseptorile PfeA. Transport Ule valismembraani periplasmaatilisse ruumi on energiast soltuv.
Kolmest valgust, TonB, ExbB ja ExbD koosnev Ton-kompleks saab energia
tstitoplasmamembraani prootonite liikkumapanevat joudust (edaspidi PMF), mille abil
transpordib vdlismembraani retseptor enterobaktiini periplasmasse (Higgs jt., 1998; Larsen jt.,
1994). (2) Fe(lll)-siderofoor kompleksiga seondub periplasmaatiline valk, mis toimetab
kompleksi tsitoplasmamembraanil vastava ABC- tilipi transporteri juurde. (Noinaj jt., 2010)
Seejuures on valismembraani retseptorite puhul tdheldatud suuremat spetsiifilisust kui ABC-
transporteritel, P. aeruginosa 35 valismembraani retseptori kohta tuleb ainult neli ABC-
transporterit (Koster, 2001). (3) Tsltoplasmas Fe(lll)-siderofoor kompleks redutseeritakse ja
Fe(ll) vabaneb, siderofoori madala afiinsuse tottu redutseeritud raua suhtes. Siderofoori on
voimalik taaskasutada (Imperi jt.,, 2009) (joonis 3). TonB-sdltuvaid retseptoreid
ekspresseeritakse ainult vajadusel, sest moned kolitsiinid vdi faagid voivad neid kasutada rakku

paasemiseks (Cascales jt., 2007).

PfeA on P. aeruginosa enterobaktiini-Fe(lll) retseptor valismembraanil, mille ekspressioon on
Fe(ll) ioonide olemasolul rakus represseeritud ja indutseeritud siderofoori enterobaktiin
olemasolu korral (Dean ja Poole, 1993a; Poole jt., 1990). PfeA raua séltuvat ekspressiooni
vahendab Fur-repressor, mis seondub pfeA geenist llesvoolu olevale Fur konsensusjarjestusele
(Fur box). Fur- box pfeA puhul on tcaAATaAcAATCAaTATC, milles suurtdhega on margitud
konsensusega kattuvaid positsioonid (Ochsner ja Vasil, 1996; Prince jt., 1993). Fur represseerib
pfeA transkriptsiooni olles seondunud oma korepressori, kahevalentse raua iooniga (v8i Mn?*)
(Cornelis jt., 2009). Enterobaktiinist sdltuva pfeA ekspressiooni reguleeritakse geenide pfeR/S
kaudu (Dean ja Poole, 1993b). PfeS-PfeR moodustavad kahekomponentse siisteemi, milles pfeS

kodeerib histidiini sensor kinaasi ja pfeR vastuse regulaatorit (joonis 3) (Dean jt., 1996).
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Rakkudes eksisteerib ka teine, madalama afiinsusega enterobaktiini omastamise siisteem, mis on
samuti indutseeritud raualimitatsiooni tingimustes, aga ei s6ltu enterobaktiinist (Poole jt., 1990).
Seda silisteemi vahendab PirA (PA0931) (Ghysels jt., 2005). Pseudomoonaste ortoloogide
andmebaasi jargi on P. aeruginosa PAO1 pirA sarnasane P. putida KT2440-s PP_2242 (Winsor et
al., 2016).

Fe3+ raud- enterobaktiin kompleks

valismembraan

N

N

\. periplasmaatiline transportvalk

tstitoplasmamembraan

His — P

Fur-Fe(Il)

PfeR

Joonis 3. Ksenosiderofoori enterobaktiin omastamine Pseudomonas aeruginosa-s. Joonis pd&hineb
jargmistel téodel: (Andrews jt., 2003; Crosa, 1997; Krewulak ja Vogel, 2008). Fe(ll)- enterobaktiin siseneb
periplasmasse labi Ton- kompleksi sbltuva retseptori PfeA voi PirA. Periplasmaatilised valgud viivad
kompleksi vastava ABC- transporterini ja kasutades ATP hidrolllsi energiat viiakse kompleks (le
tsitoplasmamembraani. Tsltoplasmas kompleks redutseeritakse, vabanenud siderofoori on véimalik
uuest rakust vélja sekreteerida. Enterobaktiin v&ib aktiveerida kahekomponendilise slisteemi PfeS/PfeR,
mille aktiveerimise tagajirjel ekspresseeritakse enterobaktiini retseptorvalku PfeA. Uleliigne Fe(ll)
seondub Fur-iga, mis inhibeerib geenide pfeA ja pfeR transkriptsiooni seondudes promootori
konsensusjarjestuste vahele.
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1.3 Mittekodeerivad RNA-d ja ekskludoniga geeniekspressiooni reguleerimine

Mittekodeerivad RNA-d on olulised geeniekspressiooni reguleerijad kdigis eludomeenides.
Prokartiootides on mittekodeerivate RNA-de osatahtsus genoomis ligi 1%, eukarliootides on see

kordades suurem (Mattick, 2004).

Prokartiootide regulatoorseid RNA-sid saab jagada kolme gruppi. Esiteks cis-regulatoorsed
RNA-d, mis asuvad reguleeritava mRNA 5’ mittetransleeritavas jarjestuses. Heaks naiteks on
riboliilitid ja RNA termomeetrid — RNA regulatoorse ala seondumisel efektoriga (metaboliit,
metalli-ioon) toimuvad RNA-s konformatsioonilised muutused, mille tulemusena aktiveeritakse
vOi represseeritakse RNA translatsiooni (Sesto jt., 2013; Winkler ja Breaker, 2005). Teiseks trans-
regulatoorsed vaikesed mittekodeerivad RNA-d (sRNA), mis reguleerivad teisest genoomsest
lookusest trankribeeritud mRNA-d. Selline sRNA seondub enamasti mRNA-l ribosoomi
seondumisjarjestuse ldhedale, kusjuures transkriptide paardumine on osaline (Sesto jt., 2013;
Storz jt., 2011). Kolmandaks trans-toimelised antisense RNA-d (asRNA) — Giheahelaline RNA, mis
on komplementaarne vastasahelalt kodeeritud geeniga voi mittekodeeriva RNA-ga (Sesto, jt.,

2013).

Ahelaspetsiifilise RNA-seq (high throughput sequencing) ja mikrokiip kasutuselevétu jarel on
bakterite transkriptoomist leitud hulgaliselt asRNA transkripte (Cho ja Kim, 2015). Pseudomonas
syringae transkriptoomi uurimisel leiti 124 geeni, millel tdheldati nii kodeerivat kui antisense
transkriptsioonilist aktiivsust (Filiatrault jt.,, 2010). Antisense RNA-d véivad madjutada
marklaudgeeni ekspressiooni mdjutades nii mRNA stabiilsust, translatsiooni kui transkriptsiooni

labi transkriptsiooni interferentsi voi attenuatsiooni (Georg ja Hess, 2011).

Gram-positiivseste bakterite Listeria monocytogenes ja Listeria innocua transkriptoomi uurimisel
tuvastati varem kirjeldamata asRNA vahendatud geeniekspressiooni mehhanism, mis nimetati
ekskludoniks (Toledo-Arana jt., 2009; Wurtzel jt., 2012). Ekskludon kujutab endast samast
lookusest vastassuunaliselt transkribeeritud mRNA-sid, mis peale geeni kodeerimise kaituvad
teineteise suhtes asRNA-dena. Neid eristab tavalisest asRNA-st just geeni kodeerimine, sest
tavaliselt asRNA-del on ainult regulatoorne roll. Ekskludoni korral ei pea olema kogu mRNA

komplementaarne vastasahelalt transkribeeritud mRNAga, vahel on kattuv ainult mRNA-de 5’
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osa. Nimelt, ekskludoni korral kditub mRNA transkripti pikk 5° UTR kui antisense, paardub
vastasahelalt transkribeeritud geeni mRNAga ja inhibeerib selle translatsiooni. Samas, lasRNA
(long antisense RNA) allavoolu olev jarjestus funktsioneerib tavalise mRNA-na ja seda saab

transleerida (Lebreton ja Cossart, 2016; Sesto jt., 2013; Stazic ja VoR, 2016; Wurtzel jt., 2012)

(joonis 4).
Geen D mRNA
e e

n geen D —
] |

—< geen C ‘< geenB K geen A ‘—n Pl J
operoni ABC mRNA

lasRNA

Joonis 4. Ekskludon. Lillad ja oranZid lainelised jooned tdhistavad vastavalt mRNA ja l[asRNA transkripte.
Sinised nooltega kastid viitavad valku kodeerivatele geenidele ja P on promootor. Pikal asRNA-I on
kahetine funktsioon, proksimaalne osa (oranz) kaitub kui antisense ja paardub vastasahelal oleva geeni D-
ga ihnibeerides viimase ekspressiooni. Samas distaalne osa (purpurne) sisaldab kdrvaloleva operoni ABC
kodeerivat jarjestust ning mdjutab operoni ekspressiooni positiivselt. (kohandatud Sesto jt., 2013)

Ekskludoni kirjeldati esimesena gram-positiivse bakteri L. monocytogenes mogR lookuses
(Toledo-Arana jt.,, 2009). Valk MogR on bakteri liikkumise ja viburi geenide transkriptsiooni
repressor. Vastasahelal paiknev fli-operon (Imo0675- Imo0676- Imo0677- Imo0678) kodeerib
viburi valkude eksportsiisteemi valke (FliP, FliQ, FIliR). MogR-i seondumine fli-operoni
promootorile represserib transkriptsiooni. Geenil mogR on kaks promootorit: P1 asub geenile
lahedal startkoodonist 45 nukleotiidi lilesvoolu ja teine, sigmaB-st s6ltuv, P2 asub 1697 nt geenist
Ulesvoolu. Ldhemalt promootorilt, P1-It, ekspresseeritakse mRNA-d pidevalt. Transkriptsioon
teiselt promootorilt, P2-It, annab ekskludonina kaituva transkripti Anti0677, mille proksimaalne
osa on antisense geenidele Imo0675- Imo0676- Imo0677 ja distaalne osa sisaldab mogR-i
jarjestust (joonis 5). Viburi slinteesi kontrollib seega nii Anti0677 antisense osa kui suurenenud

MogR- i ekspressioon (Sesto jt., 2013; Toledo-Arana jt., 2009).
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Viburi eksportsiisteemi geenid

| .
W 100675 1mo0676 lm0067>1m00678

Imo0673 <Im00674

Anti0677

Joonis 5. Bakteri Listeria monocytogenes viburi biosiinteesi ekskludon. Lilla joon tdhistab mRNA
transkripti MogR ja oranz asRNA-d nimega Anti0677. ORF-id on kujutatud helesiniste nooltena, mogR
promootorid on tdhistatud Plsigs ja P2. Viburivalkude transpordisiisteemi geenide Imo0675, Imo0676 ja
Imo0677 ekspressiooni inhibeerib esiteks asRNA Anti0677, mida ekspresseeritakse promootorilt P1.
Teiseks, suurenenud viburi ja liikuvus geenide repressori mogR ekspressioon, mille transkriptsioon algab
P2-It ning lisaks Anti 0677 3’ (distaalne) osa, mis sisaldab mogR-i jarjestust. (kohandatud joonis Sesto jt.,
2013)

Listeria spp. on naidatud, et ekskludoniga kontrollitakse geenide ekspressiooni, millel on sarnane
vOi vastandlik funktsioon. Naiteks ABC-tlilipi transporteri lasRNA inhibeerib MatE perekonda

kuuluva antimikroobsete ainete eflukspumba geeni ekspressiooni (Wurtzel jt., 2012).
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2. Eksperimentaalosa

2.1 Too eesmark

GacS/GacA kahekomponentne signaalsiisteem on y-proteobakterite hulgas laialt levinud ning
vaga oluline bakterite flisioloogia ulatuslikus imberkorraldamises. Sellegipoolest ei ole geenide
gacs ja gacA transkriptsiooni regulatsioonist palju teada. Kuna meie laboris uuritakse P. putida
biofilmi moodustumist ning GacS/GacA signaalsiisteem on muuhulgas seotud ka biofilmi
votmefaktorite, valkude LapA ja LapF regulatsiooniga (Martinez-Gil, 2014; Martinez-Gil jt., 2010),
siis nimetatud slisteemi geenide ekspressiooni esimesed etapid on olnud grupi huviorbiidis

pikemat aega.

Minu bakalaureusetd6 on osa suuremast projektist, mille kaigus uuritakse gacS-i transkriptsiooni.
Projekti hiipotees on jargmine: gacS-i transkriptsioon on reguleeritud eksludoniga ning seetdttu
tundlik vastasahela geeni ekspressioonile. Kaesolev t66 on projekti esimene etapp, mille

eesmargiks on tuvastada geeni gacS ja vastasahela geeni PP_1651 promootor(id).

2.2 Materijal ja metoodika

2.2.1 T66s kasutatud bakteritiived, nende kasvatamistingimused ja plasmiidid

Bakterit Pseudomonas putida Paw85 (Bayley jt., 1977) kasvatati Luria-Bertani (LB) s66tmes, mis
sisaldas 10 g/I NaCl, 5 g/I parmiekstrakti ja 10 g/l triptooni (Miller, 1992). Tards66tme saamiseks
lisati enne autoklaavimist agarit (15 g/1). Bakterirakke kasvatati temperatuuril 30°C, vedels66tmes

toimus kultuuri areerimine loksutil (180 po6ret/min).

Plasmiidi pBLKT selektsioonimarkerina lisati sé6tmesse kanamitsiini (Km, 50 pug/ml) ja sini-valge

testi tegemiseks X-gal-i kontsentratsiooniga 40 pug/ml.

Koik antud t66s kasutatud bakteritlived ja plasmiidid on dra toodud tabelis 1.
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Tabel 1. Bakteritived ja plasmiidid

Pseudomonas

putida tivi

Kirjeldus

Allikas

P. putida Paw85

Metsiktiivi, isogeenne taielikult sekveneeritud

tlvega KT2440

(Bayley jt., 1977)

ja gacSpr5 38 nt pikkune jarjestus, (Km")

Plasmiidid Kirjeldus Allikas

pBLKT’ Vektor, sisaldab promootorita reportergeeni lacZ, | (Moor, 2011)
mille ees on transkriptsiooniterminaator T1T2, (KmR).
Edaspidi pBLKT liihendina pB.

pB_Pgacs-P pPBLKT’ vektoris 480 nt pikkune gacS promootorala | Konstrukti tegid
16ik lacZ-geeni ees. Promootorala 16ik | R. Teras ja
amplifitseeritud oligonukleotiididega gacSupup ja | Heili llves.
asgasSprl (Km")

pB- Pgacs-0 Amplifitseeritud oligonukleotiididega H. llves ja R. Teras
gacSdownBHI ja gacSupBamHIl 292 nt pikkune
jarjestus, (Km")

PB_Pgacs-1 Amplifitseeritud oligonukleotiididega gacSdownBHI [H. llves, R. Teras
ja gacSpriBamHI 245 nt pikkune jarjestus, (Km")

PB_Pgacs-2 Amplifitseeritud oligonukleotiididega gacSdownBHI [H. llves, R. Teras
ja gacSpr2BamHI 196 nt pikkune jarjestus, (Km")

pB_Pgacs-3 Amplifitseeritud oligonukleotiididega gacSdownBHI H. llves, R. Teras
ja gacSpr3BamHI 145 nt pikkune jarjestus, (Km")

pB_Pgacs-4 Amplifitseeritud oligonukleotiididega gacSdownBHI [H. llves, R. Teras
ja gacSpr4BamHI 95nt pikkune jarjestus, (Km")

pPB_Pgacs-5 Amplifitseeritud oligonukleotiididega gacSdownBHI H. llves, R. Teras
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pPB_Pgacs-P1 Amplifitseeritud oligonukleotiididega gacSupBamHl ja |R. Teras
gacSdownfisdown?2 254 nt pikkune jarjestus, (Km")

pB_Pgacs-P1mut Amplifitseeritud oligonukleotiididega gacSupBamHl ja |R. Teras
asgacSP1-10 254 nt pikkune jarjestus, (Km")

pB_Pgacs-P1-35 Amplifitseeritud oligonukleotiididega gacSupBamHl ja |R. Teras
asgacSP1-35 243 nt pikkune jarjestus, (Km")

pB_Pgacs-P1-0 Amplifitseeritud oligonukleotiididega gacSupBamHl ja |R. Teras
asgacSP1-0 222 nt pikkune jarjestus, (Km")

pB_Pgacs-3-3 Amplifitseeritud oligonukleotiididega gacSupBamHl ja |R. Teras
asgacSpr3BamHI 166 nt pikkune jarjestus, (Km")

pB_Pgacs-3-2 Amplifitseeritud oligonukleotiididega gacSupBamHl ja |R. Teras
asgacSpr2BamHI 118 nt pikkune jarjestus, (Km")

PB_Pgacs-P1-3-2mut | Amplifitseeritud oligonukleotiididega gacSupBamHl ja R. Teras
asgacSpr2mut 118 nt pikkune jarjestus, (Km")

pPB_Pgacs-3-1 Amplifitseeritud oligonukleotiididega gacSupBamHl ja |R. Teras
asgacSprl 64 nt pikkune jarjestus, (Km")

pB_Ppp 1651-1 Oligonukleotiididega gacSpr2BamHI ja R. Teras
asgacSdown4BamHI amplifitseeritud 354 nt pikkune
jarjestus, (Km")

pB_Ppp 1651-RACE Oligonukleotiididega gacSpr2BamHI ja [R. Teras
gacSRACEBamHI amplifitseeritud 317 nt pikkune
jarjestus, (Km")

pB_Ppp 1651-2 Oligonukleotiididega gacSpr2BamHI| ja gacSdown3 |R. Teras
amplifitseeritud 257 nt pikkune jarjestus, (Km")

pB_Ppp 1651-3 Oligonukleotiididega gacSpr2BamHI ja gacSdownBHI |R. Teras
amplifitseeritud 196 nt pikkune jarjestus, (Km")

pB_Ppp 1651-4 Oligonukleotiididega gacSpr2BamHI ja [R. Teras

gacSdownfisdown2 amplifitseeritud 158 nt pikkune

jarjestus, (Km")
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pB_Ppp 1651-5

Oligonukleotiididega gacSpr2BamHI| ja asgacS-P1-0 [T6o6 autor

amplifitseeritud 126 nt pikkune jarjestus.

pB_Ppp 1651-6

Oligonukleotiididega gacSpr2BamHI
asgacSpr3BamH| amplifitseeritud 70 nt pikkune

jarjestus, (Km")

ja [T66 autor

pB_Ppp 1651-P

Oligonukleotiididega PP1651down?2 ja PP1651down1 |R. Teras

amplifitseeritud 339 nt pikkune jarjestus, (Km")

Tabel 2. T60s kasutatud oligonukleotiidid

Oligonukleotiid

Oligonukleotiidi jarjestus 5’- 3’ suu-

nas*

Seondumiskoht

gacSdownBHI

AAGGATCCGTATGTGCCTGGATGCCGTC

Positsioonid -13...-32 nt gee-
nist gacS ulesvoolu
-120...-139 nt allavoolu gee-
nist PP_1651

gacSupBamHI

AAGGATCCAGGTGACCTGGCAGCCGC

-285...-304 nt geenist gacS
Ulesvoolu

+134...+153 nt geenist
PP_1651 allavoolu

gacSprlBamHI

AAGGATCCACCAAGCACCGGGTCGTC

-239...-257 nt geenist gac$S

tlesvoolu

gacSpr2BamHiI

AAGGATCCAGATACAGGATTCATT-
GGCAA

-188...-208 (ilesvoolu geenist
gacS
+57..+37 nt Ullesvoolu gee-

nist PP_1651

19




gacSpr3BamHI

AAGGATCCGAGCATTCGCCACCTGCC

-140...-157 nt geenist gacS

Ulesvoolu
gacSpr4BamHI AAGGATCCCGGCGCATAACACGTACTA -89...-107 nt geenist gacS
Ulesvoolu
gacSprS5BamHiI AAGGATCCGCTTGGCCGTTACCACTT- -30...-50 nt geenist gac$ ules-
GAC voolu
gacSdownfisdown2 AAGGATCCGCGAAGTTACTCCGCCTG -51...-69 nt geenist gacs lles-

voolu
-83...-101 nt allavoolu geenist

PP_1651

asgacSP1-10

AAGGATCCCGCGGCGTGGCTCCGCCT-
GCCGCA

-51...-74 nt geenist gacs ules-
voolu
Oletatav -10 box on dra mu-

teeritud

asgacSP1-35

AAGGATCCTCCGCCTGCCGCACCATTG

-62...-80 nt geenist gacs Ules-
voolu

Oletatav -10 box on vilja I6i-

gatud
asgacSP1-0 AAGGATCCTCTCTTTAGTACGTGTTA -83...-100 geenist gacS ules-
voolu. Nii -10 kui -35 box on
ara ldigatud
Positsioon -52...-69 nt gee-
nist PP_1651 ulesvoolu
asgacSpr3BamHI AAGGATCCTGGCAGGTGGCGAAT- -139...-160 Ulesvoolu gacS-ist
GCTCAAT Positsioon +9...-13 nt
PP_1651 suhtes
asgacSpr2BamHI AAGGATCCGTTGCCAATGAATCCT- -187...-230 nt geenist gacS
GTATCTATTTACAACACCAACATCCTTG Ulesvoolu
asgacSpr2mut AAGGATCCGTTGCCAATGAATCCT- -187...-230 nt geenist gacS

GTATCCCTCCACAACACCAACATCCTTG

tlesvoolu
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Oletatav -10 konsensusjar-
jestus on muteeritud
asgacSprl AAGGATCCCGACCCGGTGCTTGGTG -241...-257 nt geenist gac$S
Ulesvoolu
gacSupup AAGGATCCTTGCGGTTGAGGATGTCC -720...-703 nt geenist gacS
Ulesvoolu
asgacSdown4BamHI |AAGGATCCATCATCTTGCCGCGCTGC -280...-297 nt allavoolu geenist
PP_1651
gacSRACEBamHI AAGGATCCCGTTCTGTTGCAGCCAGG -243...-260 nt allavoolu gee-
nist PP_1651
gacSdown3 AAGGATCCGCAGTGCCAGCAGCAGTA- -178...-200 nt allavoolu gee-
CCCGG nist PP_1651
PP1651down2 AAGGATCCCCTGCGCAACTGGAGA- -368... -347 nt geeni PP_1651
GAATTG suhtes
PP1651downl AAGGATCCGAGGATCAGCAACAG -685...-671 nt allavoolu gee-
nist PP_1651
lacZseq GGATGTGCTGCAAGGCG 94..110 nt geen lacZ
algusest Ullesvoolu

* BamHI IGikejarjestus on alla joonitud. Jamedas kirjas on muteeritud jarjestus.

2.2.2 Promootorala-konstruktide kloneerimne transkriptsioonivektorisse pBLKT’

P. putida geenide gacS ja PP_1651 promootorala kloneerimiseks pBLKT' (Moor, 2011)

amplifitseeriti PCR-ga vajalik piirkond, kasutades oligonukleotiide, mille 5’ otsa oli disainitud

restrikaasi BamHI IGikejarjestus (tabel 2). Konstruktide PgacS3-2mut ja PgacSP1mut, milles geeni

gacS potentsiaalse promootori -10 element on muteeritud, tegemiseks kasutati nn veaga

oligonukleotiidi, vastavalt asgacSpr2mut ja asgacS-P1-10, ning teise praimerina gacSupBHI. Nii

PCR-i produkte kui vektorit pBLKT’ |0igati BamHI-ga, jargides firma Thermo Scientific protokolli.

Kloneerimise dnnestumist kontrolliti PCR-iga, kasutades pBLKT’-le seonduvat oligonukleotiidi
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lacZseq ja sOltuvalt konstruktist kloneeritava fragmendi 5’-poolsele otsale istuvat oligonukleotiidi.

Koigi kloneeritud konstruktide jarjestuse digsust kontrolliti sekveneerimisega.

DNA-d Idigati restrikaasiga BamHI| 20 ul reaktsioonilahuses, mis sisaldas 1-kordset Thermo
Scientific  FAST-puhvrit, ligikaudu 0,25 pg  PCR  produkti voi 1 upg pBLKT,
5 U enstlmi FASTfBamHI .Vektori puhul lisati reaktsioonisegusse 1 U FAST-SAP (temperatuuri
tundlik aluseline fosfataas, t06tlus eemaldab fosfaatriihma DNA 5’ otsast ja valdib DNA iseendaga
kokku ligeerimist ehk hoiab DNA molekuli lineaarsena). Loikamiseks inkubeeriti lahuseid 10 min
temperatuuril 37 °C, seejarel ensllmide inaktiveerimiseks 10 min temperatuuril 80 °C ja
vahemalt 1 minut temperatuuril -20 °C. Jargnes DNA sadestamine 2-3 mahu 96% etanooliga ja
1/10 mahu 5M NaCl-ga temperatuuril -20 °C. Seejarel DNA tsentrifuugiti pdhja toatemperatuuril
kasutades tsentrifugaaljbudu 11 337 g 5-10 minutit, DNAd pesti 75% etanooliga ning
tsentrifuugimist korrati. Sade kuivatati termostaadis ja DNA lahustati 10 ul vees. Ligeerimseks
segati kokku 15 pl reaktsioonisegu, mis sisaldas ligikaudu 0,1 pg plasmiidi (1/10 algsest kogusest),
0,125 pg fragmenti (1/2 algsest kogusest), Thermo Scientific 10X T4 DNA Ligase Buffer (400 mM
Tris-HCI, 100 mM MgCI2, 100 mM DTT, 5 mM ATP), 1 mM ATP, 0,5 U ligaasi ja vett.
Reaktsioonisegu jaeti Uled6d toatemperatuurile ligeerima. Jargmisel paeval viidi ligaasisegu
elektroporatsiooniga kompetentsetesse rakkudesse. Rakud plaaditi selektiivsele tardagarile ja

kolooniaid kontrolliti PCR-iga.

2.2.3 PCR

PCR-i kasutati kloneerimiseks ning saadud konstruktide &igsuse kontrollimiseks. PCR-i
reaktsioonisegu I6ppmahuga 30 pl sisaldas: PCR-puhvrit (750 mM Tris-HCI, 200 mM (NH4)2S0a4,
0,1 % Triton X-100), 0,2 mM dNTP, 3 ul MgCl, , 10 pmol kumbagi praimerit, 0,15 U Taq
poliimeraasi, deioniseeritud vett vajaliku mahuni viimiseks ning bakterirakke. PCR viidi labi firma

Biometra voi Eppendorf termotsiikleriga.
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PCR-programm koosnes 25 tsiiklist, jargnevatel tingimustel: 45 sekundit 96 °C DNA vabanemiseks
rakkudest ja DNA-ahelate lahtisulamiseks, 30- 60 sekundit temperatuuril 58 °C praimerite seon-
dumiseks matriits-DNAle ja uue DNA slinteesiks 45-60 sekundit temperatuuril 72 °C, sdltuvalt

matriitsahela pikkusest.

2.2.4 Plasmiidse DNA eraldamine ning geelelektroforees

Plasmiidse DNA eraldamiseks kasutati firma Favorgen DNA eraldamise komplekti FavorPrep Plas-
mid Extraction Mini Kit. Plasmiidne DNA eraldati P. putida rakkudest vastavalt firma protokollile
ning voeti lles 70 ul-s elueerimispuhuvris.

DNA (PCR-produktid ja plasmiidne DNA) anallilsimiseks kanti DNA 1 v&i 2% agaroosgeelile TAE
puhvris (50 mM Trisatsetaat; ImM EDTA, pH 8,2), mis sisaldas visualiseerimiseks etiidiumbro-
miidi (0,20 pg/ml). Kasutati firma ThermoFisher suurusmarkerit ZipRulerExpress 1 vdi 2 ja proovid
voolutati pingel 5 V/cm. Geelile kantavale DNAle lisati 3 pl laadimispuhvrit (0,04% broomfenool-

sinise lahus 50% glltseroolis). DNA visualiseeriti UV-laual, kasutades lainepikkust 302 nm.

2.2.5 DNA sekveneerimine

PCR-produktide nukleotiidse jarjestuse kontrollimiseks sekveneeriti proovid kasutades firma
Applied Biosystems sekveneerimiskomplekti BigDye Terminator v3.1. Reaktsioonisegu
I6ppmahuga 10 pl sisaldas: 1 pl PCR produkti, 0,7 pul premix-i, 2 pl 5x lahjenduspuhvrit (200 mM
Tris pH 9,0; 6 mM MgCl2), 1,6 pmol praimeri, reaktsioonisegu maht tdsteti deioniseeritud veega
10 pl-ni. Kasutati genoomika instituudi sekveneerimise tuumiklabori teenust Sanger-tilpi

sekveneerimiseks.

Sekveneerimisreaktsioon koosnes 30-st PCR tsiiklist, tingimustel 15 sekundit 95 °C, 10 sekundit
56 °C ja 45 sekundit 60 °C. Reaktsioonisegu sadestati 2 pl dekstaani ja 30 pl 96% etanooliga, hoiti
10 minutit temperatuuril -20 °C. Pesti kaks korda 180 pl-i 75% etanooliga, peale mida supernatant
eemaldati ja sademel lasti kuivada avatud tuubis 65 °C juures. Proov lahustati 10 pl formamiidis.

Saadud sekventsi anallitsiti programmiga BioEdit 7.0.5.3.
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2.2.6 Kompetentide valmistamine ja rakkude elektroporatsioon

Bakteri Pseudomonas putida Paw85 rakke kasvatati tile66 5 ml-s LB-s66tmes. Baktereid kasvatati
termostaadis temperatuuril 30 °C ning po6retel 180 rpm/min. 1,5 ml bakterikultuuri tsentrifuugiti
90 sekundit (11 337 g), supernatat eemaldati ja rakke pesti kolm korda 1 ml 300mM sahharoosi
lahusega. Viimase tsentrifuugimise jarel eemaldati supernatant ja resuspendeeriti rakud 0,5 ml-s
300 mM sahharoosi lahuses. Saadud kompetente kasutati koheselt DNA sisseviimiseks

elektroporeerimise abil.

Plasmiidse DNA rakkudesse viimiseks kasutati elektroporatsiooni, mis teostati firma Biorad
elektroporaatoriga E. coli Pulser. Segati kokku 70 ul kompetentseid rakke ja 20 ng plasmiidset
DNA-d, segu pipeteeriti kiivetti ja elektroporatsioon teostati pingel 2500V. Kiivetist valja pestud
rakke kasvatati 1,5 ml-s LB s66tmes loksutil temperatuuril 30 °C 30-60 minutit. Seejarel rakud
kontsentreeriti tsentrifuugimisega ja plaaditi LB- tardsootmele, millele oli lisatud Km ja

X-gal-i (0,1 pg/ml) .

2.2.7 B-galaktosidaasi eriaktiivsuse madaramine

Funktsionaalse promootori kindlakstegemiseks kloneeriti gacS-i vdi PP_1651 natiivne vOoi
mutatsioonidega promootorala pBLKT’ reportergeeni lacZ ette (tabel 6-8) B-galaktosidaasi
eriaktiivsuse maaramiseks kasutati Milleri meetodikat (Miller, 1972). Rakke kasvatati 5 ml LB-s,
vastava antibiootikumi juuresolekul loksutil temperatuuril 30 °C 18 tundi. 20 pl rakke lisati 800 pl
reaktsioonisegule, mis sisaldas 60 mM Na;HPQ4, 35 mM NaH2P04, 10 mM KCI, 2 mM MgS0O4, 28
mM B-merkaptoetanool, 50 pl kloroformi pH-l 7. Reaktsioon kaivitati substraadi, 200 ul ONPG
(orto-nitrofeniitl-B-Dgalaktopiiranosiid, 4 mg/ml) lisamisega. Piisava kollase varvuse
moodustumisel peatati reaktsioon 500 pl 1M Na,COs lisamisega ning fikseeriti reaktsiooni aeg.

Seejarel moddeti orto-nitrofenooli neeldumine 420 nm juures ja lildsunud rakkude optiline
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tihedus lainepikkusel 550 nm. B- galaktosidaasi eriaktiivsust (E) viljendati Milleri Ghikutes (MU)

ja arvutati valemiga:

0D420-1,75X0D550
txXVx0D580

E = 1000 x

kus OD420 ja OD550 tahistavad vastavalt reaktsioonisegu optilist tihedust lainepikkusel 420 nm
ja 550 nm. OD580 tahistab lainepikkusel 580 nm mdddetud bakterikultuuri tihedust, t on

reaktsiooniaeg minutites ja V on reaktsioonisegusse lisatud bakterikultuuri maht milliliitrites.

2.2.8 Statistiline analiiiis

Statistilise anallilisi jaoks kasutati tarkvara Statistica 13. versiooni. Andmete analllsimiseks
kasutati multifaktoriaalset ANOVA-t ning Bonferoni jareltesti olulisusnivooga 0,05. Joonistel
toodud homogeensusrithmad naitavad andmeriihmade sarnasust —sama tdhe korral on rihmade
p-vaartus Ule 0,05 ning rihmad on statistilise anallilsi jargi sarnased. Homogeensusriihmade
arvutamiseks voeti vaartustest kiimnendlogaritm. Selle t66 joonistel on naidatud tulemuste
aritmeetilised keskmised koos 95% usalduspiiridega ja homogeensusgruppidega.
Homogeensusgruppide sarnased tdhed margivad statistiliselt mitteolulisi erinevusi (p>0,05)

keskmiste vaartuste vahel.
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2.3 Tulemused

2.3.1 Geeni gacS promootorala liihendamine 5’ otsast

Eelnevalt on grupis RACE-ga (rapid amplification of cDNA ends) naidatud, et gacS mRNA 5’ ots
asub 50 nukleotiidi geenist llesvoolu, kuid sekveneerimissignaali halva kvaliteedi tottu loeti
saadud tulemus ebausaldusvaarseks (R. Terase avaldamata andmed). Arvatavasti oli
sekveneerimissignaalis olev tugev mira tingitud gacS-i geeni alguse ja promootorala
G/C-rikkusest ja/voi mRNA sekundaarstruktuuridest, mis takistavad RACE-ks vajaliku cDNA

slinteesi ja jargnevate PCR-de toimumist.

Kadesolevas t00s konstrueeriti promootorite leidmiseks 304 nt pikkuse gacS-i promootorala
variandid pB_Pgacs-0 kuni pB_Pgacs-5, kus promootorala 3’ ots oli kdigil sama, kuid 5’ ots erinev
(joonis 6). Promootorala 5 otsa lihendamisel peaks tekkima olukord, kus promootori
valjaldikamisel voi katkestamisel reportergeeni lacZ enam P. putida’s ei ekspresseerita ning -
galaktosidaasi eriaktiivsus langeb rakkudes nn tiihja vektori pBLKT’ LacZ eriaktiivsuse tasemini. P.
putida’s LacZ eriaktiivsuse baasvaartuse leidmiseks mooddeti B-galaktosidaasi eriaktiivsust
rakkudest, millesse oli elektroporeeritud plasmiid pBLKT’, mis ei sisaldanud reportergeeni ees

kloneeritavaid promootorjarjestusi (joonis 6).

P. putida-sse poreeritud plasmiidide pB_Pgacs-1 kuni pB_Pgacs-4 korral oli LacZ-i eriaktiivsuse
vairtused sarnased, kdikudes ligikaudu 600- 800 MU vahel (joonis 6, tabel b). Kuid pB_Pgacs-5 (lacZ
geeni ees gacS promootoralast 38 nukleotiidi pikk konstrukt) (joonis 6) juures langes PB-
galaktosidaasi eriaktiivsus 5,1 MU-ni (joonis 6, tabel b), mis on v&rreldav nn tiihja vektori pBLKT’
tagatud eriaktiivsusega. Konstrukti pB_Pgacs-4, mis on 57 nukleotiidi pB_Pgacs-5-st pikem, korral
taastub  B- galaktosidaasi eriaktiivsus. Kuna pB_Pgacs-5-st 57 nt pikemal pB_Pgacs-4-1 mdodeti B-
galaktosidaasi eriaktiivsus ja lihema konstruktil mitte, siis annab see alust arvata, et selles

piirkonnas v8ib olla promootor vdi osa promootorist, edaspidi tahistatud kui P1gacs.

26



(a)

100 nt
PP 1651 ))
{K gacs
PB_Pycs-P |
pB_PgacS'O :
p B_PgacS‘l :
p B_PgacS‘z
pB_PgacS‘3
pB_PgacS‘4
p B_PgacS'S
pBLKT'  ({
(b)
1000
b ab
] T
e I i * ac
= I
= c T
: . :
I
x
-2 400
% 200
%
E‘b f d e
@ 0

pB_PgacS-P  pB PgacS-0 pB PgacS-1 pB_PgacS-2 pB_PgacS-3 pB_PgacS-4 pB PgacS5 pBLKT'

Joonis 6. (a) geeni gacS promootorala konstruktide kaart. Valge kastiga on tdhistatud geenid gacS ja
PP_1651. Musta noolega on naidatud eelnevalt RACE-iga maaratud gacS-i mRNA 5’ ots (R. Terase
avaldamata andmed). Iga konstrukti puhul on ndidatud 5’ otsast liihendatud gacS-i promootorala musta
joonega, mille 3’ otsas on reportergeen lacZ. (b) Pseudomonas putida Paw85-e B-galaktosidaasi
eriaktiivsuse vaartused, mdddetud LB sd66tmes. Rakud sisaldasid plasmiide: pB_Pgacs-0-5, pB_Pgacs-P ja
pPBLKT’. Esitatud on vdhemalt nelja bioloogilise katse keskvaartused (viie paralleeliga) koos 95%
usalduspiiridega ja homogeensusgruppidega.
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Kontrollimaks olemasolevate konstruktidega maaratud promootoralast lilesvoolu ei ole veel
monda promootorit tehti pB_Pgacs-P, mis paikneb positsioonis -241...-720 nt geeni gacs algusest.
B-galaktosidaasi eriaktiivsus langes pB_Pgacs-P korral 9,5 MU, mis vérreldes tiihja plasmiidiga

viitab funktsionaalse promootori puudumisele (joonis 6, tabel b).

2.3.2 Potentsiaalse promootori -10 elemendi muteerumine ja geeni gacS promootorala

liihendamine 3’ otsast

Konstrukt pB_Pgacs-P1 sisaldab nagu pB_Pgacs-0 kuni pB_Pgacs-4 oletatavat promootorit Plgacs,
kuid on saadud lihendades promootorala 3’ otsast (joonis 7). Promootori positsiooni
tOestamiseks jargnes oletatava promootori (Plgias) -10 elemendi muteerimine
(ATTGAA->GCGTGG), see andis konstrukti pB_Pgacs-P1mut, mille eriaktiivsuseks mdddeti 57 MU,
mis vOrreldes pB_Pgacs-P1 kiill alandas LacZ eriaktiivsust rakkudes, kuid ei ole vorreldav tihja
plasmiidiga puhul saadava LacZ eriaktiivsusega (joonis 7, tabel b). Katsest jareldati, et eriaktiivsus

on kas artefakt voi on kuskil veel nérk promootor.

Tulemust kinnitavad pB_Pgacs-P1-35 ja pB_Pgacs-P1-0 LacZ- eriaktiivsuse vaartused. Neist esimesel
on ainult oletatav -10 konsensus valja 18igatud ja teisel kogu oletatav promootor. Saadud

vairtused, 38 MU ja 60 MU on vdrreldavad pB_Pgacs-P1-mut vaartusega (joonis 7, tabel b).

Leitud promootor Plg,cs vOib varjutada teise vBimaliku promootori aktiivsuse, mistdttu 5 otsa

[ihendamine selget eriaktiivsuse langust naha ei olnud.

Teise voimaliku promootrori kontrollimiseks otsustati promootorala liihendada 3’ otsast ja saadi
konstruktid pB_Pgacs-3-3, pB_Pgacs-3-2 ja pB_Pgacs-3-1, millel kdigil puudub Plgs promootor
(joonis 7). Konstruktil pB_Pgacs-3-2 mdddeti B- galaktosidaasi eriaktiivsuseks 30 MU ja 54 nt
lihema puhul pB_Pgacs-3-1 6 MU, jérsk eriaktiivsuse langus viitab, et nimetatud 54 nt alas vib
paikneda promootor vdi osa promootorist, edaspidi margitud kui (P2gacs) (joonis 7). Visuaalsel
hindamisel leiti nimetatud alas vdimalik -10 element (TAAATA). Seejarel muteeriti promootori
kontrollimiseks oletatava -10 konsensus (TAAATA->CCTCC) ning saadud konstruktilt pB_Pgacs-3-
2mut tagatud B-galaktosidaasi eriaktiivsuse md&tmine. Saadud vaartus 5 MU on vérreldav tiihja

promootoriga, seega tegu oli funktsionaalse promootoriga (joonis 7, tabel b).
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Joonis 7. Geeni (a) geeni gacS promootorala konstruktide kaart. Valge kastiga on tahistatud geenid gacS
ja PP_1651. Musta joonega on kujutatud 3’ otsast lihendatud promootorala konstruktid, mille ette on
kloonitud reportergeen lacZ. (b) gacS promootorala 3’ otsa lihendamisel saadud konstruktide pB-
galaktosidaasi eriaktiivsuse vaartused moddetuna LB- s66tmes kasvatud P. putida Paw85 rakkudes. Rakud
sisaldasid plasmiide: pB_Pgacs-0, pB_Pgacs-P1/P1mut/P1-35/P1-0, pB_Pgacs-3-3/3-2/3-2mut/3-1 ja pBLKT'.
Esitatud on vahemalt kolme bioloogilise katse keskvaartused (viie paralleeliga) koos 95% usalduspiiridega
ja homogeensusgruppidega.
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2.3.3 Geeni PP_1651 promootorite tuvastamine

Geeni PP_1651 promootori(te) leidmiseks konstrueeriti 354 nt pikkuse promootorala variandid
pPB_Ppp16s1-1-6/RACE, kus promootorala 3’ ots oli kdigil sama, kuid 5’ ots erinev (joonis 8).
Jargenevalt saadud konstruktid poreeriti ja moddeti B- galaktosidaasi eriaktiivsus (joonis 8, tabel
b). Promootorala 5’ otsa lihendamisel peaks tekkima olukord, kus promootori valjaldikamisel voi
katkestamisel reportergeeni lacZ enam P. putida’s ei ekspresseerita ning B- galaktosidaasi

eriaktiivsus langeb rakkudes nn tihja vektori pBLKT’ LacZ eriaktiivsuse tasemini .

Konstruktide pB_Pppi16s1-1, pB_Ppp1651-RACE ja pB_Ppp16s1-2 puhul on LacZ-i eriaktiivsuse vaartused
sarnased, vadrtuste varieerumine on statistiliselt ebaoluline (joonis 8, tabel b). Kui m&ddeti
pB_Pppissi-3, langes B- galaktosidaasi vaartus peaaegu kaks korda, 155 MU-It 86- MU. Teist jarsku

B- galaktosidaasi vaartuse langust tiheldati pB_Ppp16s1-5 ja pB_Ppp16s1-6 vahel, 76-1t MU 3 MU-ni.

Kuna pB_Pppiss1-2 on ainult 61 nt pikem kui pB_Pppissi-3 ning pB_Pppissi-5 45 nt pikem
pB_Pppissi-6-st ja kummagi pikem konstrukt tagab B-galaktosidaasi eriaktiivsuse, aga lihem
versioon mitte, siis jarelikult on nendes piirkondades promootorid voi osa promootoristest. Seega
tuvastati PP_1651-I kaks piirkonda, kus vdiks olla potensiaalset promootorid, edaspidi tahistatud

kui P2pp_1651 ja P1lpp_1651.

Kontrollimaks ega 354 nt promootoralast llesvoolu ei ole peale kahe leitud promootori veel
monda promootorit, konstrueeriti pB_Ppp1s51-P (joonis 8), mis tagas P. putida rakkudes vaga
madala B- galaktosidaasi eriaktiivsuse 8,8 MU, mis on v&rreldav pBLKT’ vidirtusega 6,8 MU. Sellest

johtuvalt voib eeldada, et uuritud piirkonnas lisaporomootoreid pole.
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Joonis 8. (a) Geeni PP_1651 promootorala konstruktide kaart. Valge kastiga on téhistatud geenid gacs ja
PP_1651. Musta joonega on tdhistatud geeni PP_1651 promootorala. (b) LB- s66tmes kasvanud P. putida
Paw85 rakkude B- galaktosidaasi eriaktiivsuse vaartused. Rakud sisaldasid plasmiide pBLKT’, pB_Ppp16s1-P,
pB-Ppp1gs1-1-6 ja pBKLT’. Esitatud on viie paraleeliga katse tulemused koos 95% usalduspiiridega ja
homogeensusgruppidega.
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Kokkuvétvalt, geenile gacS leiti promootorala lihendamisel kaks promotoorit, mille olemasolu
kontrolliti ja kinnitati -10 konsensuse muteerumisega. Geenil PP_1651 tuvastati kaks

potensiaalset promootorit (joonis 9).

PP_1651
PZPP71651 PlPP_lesl
| = o — i
P 1gacS P 2gacS

gacS

Joonis 9. Geenide gacS ja PP_1651 promootorala skeem. Lilla ja oranZi noolega on tahistatud vastavalt
geenid gacS ja PP_1651. Must nool tahistab RACE-iga madratud mRNA 5’ otsa. Lillad kastid tahistavad
gacS-i promootorite -10 konsensusjarjestusi. Katkendjoonega oranzid kastid tadhistavad PP_1651-e
potentsiaalsete promootorite piirkondi.
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2.4 Arutelu

Ellujgdmiseks ning kasvamiseks on bakteritel vaja oma metabolism kujundada
keskkonnatingimustele vastavaks. Geenide ekspressiooni muutmine on kill suhteliselt aeglane ja
energiakulukas, kuid siiski vajalik mehhanism, mida bakterid selle tarbeks kasutavad.
Geeniekspressiooni muutmist vahendavad kahekomponendilised siisteemid, mille sensorkinaas
vOtab vastu keskkonnast voi raku seest tuleva stiimuli ja |3bi vastuse regulaatori mdjutavad

geenide ekspressiooni, mis véimaldavad suurendada nende 6koloogilist kohasust (Stock jt., 2000).

Bakteritel on aarmiselt oluline valida kahe vastandliku eluviisi vahel — paikse ehk biofilmi ja liikuva
ehk planktilise. Keskkonnatingimuste muutumisel on oluline otsustada, kas jatkata elu bakterite
ekstratsellulaarse maatriksiga kaetud kogumis ehk biofilmis voi lahkuda biofilmist, leidmaks eluks

paremaid keskkonnatingimusi.

Gamma-proteobakterid kasutavad eluviisi regulatsiooniks GacS/GacA kahekomponendilist
signaalrada (Brencic jt., 2009; Verstraeten jt., 2008). Naiteks P. fluorescens F113-| represseerib
Gac-susteem liikuvust ning mutanttiivedel on vorreldes metsiktlivega eelis risosfaari
koloniseerimises (Martinez-Granero jt., 2006). Sellest |dhtuvalt on meie laboris suurt tdhelepanu
pooratud gacS-i ekspresiooni uurimisele risosfaari bakteris P. putida’s, mis on véimeline labi
taimejuurte koloniseerimise soodustama taimede kasvuGeeni transkriptsiooni uurimiseks on
vajalik teada, kus asub geeni promootor. Kuigi GacS/GacA signaalrada on Pseudomonas’tes pikka
aega tahelepanu all olnud ja signaali Glekanne pdhjalikult uuritud, pole seniajani kirjeldatud
gacS-i promootorit. Meie laboris on eelnevalt maaratud RACE-meetodil gacS-i mRNA 5’ ots, mis
asub 50 nt geenist lilesvoolu. Kuid seda on seniajani peetud vdahe usaldusvaarseks ebarahuldava
signaali kvaliteedi parast, toendoliselt tingitud G/C-rikkuse parast geeni alguses voi vGimalike

sekundaarstruktuuridele geenist tlesvoolu (R. Terase avaldamata andmed).

Uurimaks gacS-i ekspressiooni regulatsiooni sai selle t66 esmaseks eesmargiks tuvastada geeni
gacS promootor(id) kasutades promootorala liihendamist 5’ ja 3’ otsast ning reportergeeni lacZ
aktiivsuse modtmist. Hiljem lisandus PP_1651 promootorite kindlaksmaaramine, sest ekskludoni

uurimiseks on oluline maarata ka vastasahelalt kodeeritava geeni promootorid.
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Geenile gacs leiti kaks promootorit, mille funktsionaalsus sai kinnitust oletatavate promootorite
-10 elementide muteerumisega. Promootori Plg,s -10 jdrjestus asub geenist -55...-60 nt
Ulesvoolu (joonis 9). Saadud tulemus vastab tapselt varasemalt RACE-ga leitud piirkonnale, kus
gacS-i mRNA 5’ otsast -50 bp (R. Terase avaldamata andmed), millest 5 nukleotiidi Glesvoolu asub
Plgacs -10 heksameer. Ullatuslikult leiti promootorala liihendamisel leiti veel teinegi gacS-i
promootor, P2gcs, mille -10 jarjestus asub geenist 209..213 nt llesvoolu (joonis 9). Kahe
promootori olemasolu pole ebatavaline, kuna kaks promootorit annab bakterile rohkem
vOimalusi geeniekspressiooni regulatsiooniks, nditeks lapA geenil on kirjeldatud P. putida’s kuus
promootorit (Ainelo jt., 2017). Teise promootori olemasolu on oluline ekskludoni korral, kus Gihelt
promootorilt transkribeeritud mRNA vdidakse vastasahela RNA-ga vaigistada, samas kui teiselt
promootorilt seda ei pruugi juhtuda. Ekskludon kirjeldab geneetilist lookust, mille kahetise
funktsiooniga mRNA kodeerib Gihte geeni ja samas inaktiveerib teise vastasahelal vastasuunalise

geeni voi operoni ekspressiooni nagu tavaline asRNA (Sesto jt., 2013; Toledo-Arana jt., 2009).

Geeni gacS vastasgeeni PP_1651-ga selles t60s promootorite tdpset asukohta kindlaks maarata
ei joutud, kuid suudeti kindlaks teha kaks piirkonda, kus PP_1651-e promootorid vdivad asuda.
Vahemikus -138...-200 nt (vdimalik P2pp 1651) ja -14...-56 nt (vBimalik P1pp 1651) geeni PP_1651
algusest voiks olla geeni promootorid (joonis 9). Seega on ka PP_1651-l potentsiaalselt kaks

promootorit.

PP_1651 moodustab koos PP_1652-ga operoni, mis tdendoliselt kodeerivad vastavalt PfeR-ll ja
PfeS-Il, kahekomponendilist slsteemi, mis on sarnane P. aeruginosa PfeR-i ja PfeS-ga
(identsusprotsent 54,27% ja 52,6%) (Winsor jt., 2016). P. aeruginosa vastuse regulaator PfeR
aktiveerib siderofoori enterobaktiin retseptori PfeA ekspressiooni, PfeS on sensor, mis tunnetab

keskkonnas enterobaktiini olemasolu (Dean jt., 1996; Dean ja Poole, 1993; Winsor jt., 2016).

Risosfaaris on kattesaadava Fe kontsentratsioon tihti madal, sest aeroobsetes tingimustes,
neutraalsel voi aluselisel pH-I on raud lahustumatu raudoksiidina (Colombo jt., 2013). Lisaks
toimub risosfaaris raua, kui olulise kofaktori, parast bakteritevaheline konkurents (Hibbing jt.,
2010). Raual on pseudomoonaste fiisioloogiale suur mdju, nditeks on teada, et raua limiteeritud
s66tmes moodustab P. aeruginosa 6hukese ja lameda biofilmi (Banin jt., 2005; Patriquin jt., 2008;

Singh jt., 2002). Rauavaegusel on mdju ka planktiliste rakkude kasvule, kuid see avaldub
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madalamatel raua kontsentratsioonidel kui biofilmi korral (Patriquin jt., 2008). Rauanaljast
Ulesaamiseks toodavad bakterid rauda kelaativaid siderofoore, nditeks KT2440 puhul plioverdiini
(Meyer, 2000). Uhtlasi on bakterid vdimelised omastama ka teiste bakterite toodetud

siderofoore, naiteks P. putida N1R vGib omastada enterobaktiini (Loper ja Henkels, 1999).

Seega tekib kiisimus, mida voiks looduslikes kooslustes esinev madal Fe kontsentratsioon juurte
Umbruses tadhendada geenidele gacS ja PP_1651, kuiviimased oleksid reguleeritud ekskludoniga.
Rauanidljas ja enterobaktiini olemasolul oleks PP_1651 aktiveeritud ning Uhelt promootorilt
transkribeeritava mRNA kaituks antisensina, paarduks vastasahela geeni gacS-i RNA-ga ja seelabi
inhibeeriks ekspressiooni. Seega rauandljas oleks GacS/GacA slisteem inaktiveeritud ja
toendoliselt puuduks GacS-i biofilmi soodustav efekt. Tuleb siiski tddeda, et selline regulatsioon
on ainult Uks paljudest variantidest, mida tuleks kontrollida, et paremini mdista GacS/GacA
signaalirada, mis on oluline bakterite fiisioloogia imberkujundaja ja mojutab tugevasti otsust

paikse voi planktilise eluviisi kasuks.

Toestamaks, et geenide gacS ja PP_1651 ekspressioon toimub ekskludoniga on vaja teha
lisakatseid, mille abil saaks vorrelda transkriptsioon ja translatsiooni erinevust. Kontrollida tuleks,
kas Uhe geeni promootorite topeltmutant mdjutab teise geeni ekspressiooni. Kui tegu on
ekskludoniga, siis natiivsel promootoralal oleks RNA-valgu tasakaal kallutatud RNA poole. Katseid
tuleks korrata nii rauavaeses kui rikkas rauarikka so6tmes ja modGta promootorite aktiivsust peale

stratsionaarse veel ka eksponentsiaalses kasvufaasis.

Nende kahe geeni ekspressiooni uurimisele lisab keerukust transkriptsiooniregulaatorite véimalik
moju ekspressioonile. Kui regulaatori ekspressioon on kasvufaasist reguleeritud, naiteks Fis valku
ekspresseeritakse kdige rohkem eksponentsiaalses kasvufaasis (Ball jt., 1992), siis véib muutuda
tasakaal Ghe vOi teise geeni ekspressiooni kasuks, olenevalt sellest, kuidas regulaator geenide
transkriptsiooni reguleerib. Vahemalt praegu on teada, et P. putida’s seondub Fis gacS-i, seega ka

PP_1651, promootoralale in vitro (Lahesaare, 2011).
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Lopetuseks voib lisada, et kdesolev t66 on liks osa suuremast projektist ning kahtlemata tasub
jatkata uurimustood lahtuvalt ekskludoniga ekspressiooni regulatsiooni voimalikkusest.
GacS/GacA signaalirajal on bakterite fisioloogiale vdaga suur mdju ning gacS-i ekspressiooni
esimeste etappide regulatsioon annaks aimu mitte ainult P. putida fiisioloogia kujunemisest
keerukates keskkonnatingimustes, vaid ka P. putida’le ldahedase patogeense liigi P. aeruginosa

fusioloogia regulatsioonist, kus bakter kasutab GacS/GacA signaalirada kroonilise ja akuutse

infektsiooni regulatsiooniks.

36



Kokkuvote

Teada on, et GacS/GacA on gamma-proteobakteritel oluline signaalirada, mis kontrollib
sekundaarsete metaboliitide ja ekstratsellulaarsete enslilimide tootmist ja labi nende reguleerib
biofilmi moodustamist, liikkumist, virulentsust ja biokontrolli vGimet. Meie labori varasemate
katsete pohjal on teada, et sensorkinaasi gacS geeni transkriptsiooni véib mdjutada globaalne
regulaator Fis seondes gacS-i promootoralale. Geeni gacS transkriptsiooni regulatsiooni edasiseks
uurimiseks on vaja teada geeni promootoreid ja seega sai kdesoleva t66 esimeseks eesmargiks
tuvastada geeni gacS promootor(id). Uurimaks, kas gacS-i ekspressioon on reguleeritud

ekskludoniga alustati ka geeni PP_1651 promootorite leidmist.
To0 tulemused on jargmised:

e Geenil gacS tuvastati kaks promootorit. Esiteks Plgacs, mille -10 element asub geenist -
55...-60 nt Ulesvoolu, saadud tulemus on kooskdlas varasemalt RACE-iga leitud mRNA 5’

otsaga. P2gacs, mille -10 element asub geenist -209...-213 nt tlesvoolu.

e Geenil PP_1651 maarati kindlaks kaks piirkonda, mis potentsiaalselt sisaldavad
promootorit. Vdimalik P2pp 1651 asub vahemikus -138...-200 nt ja vdimalik P1pp 1651 -14...-

56 nt geenist Glesvoolu.
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Summary
Promoters of genes gacS and PP_1651 in Pseudomonas putida

To begin with, most bacteria live attached to surfaces in matrix- enclosed communities known as
biofilms. Members of the genus Pseudomonas are no exception, they have been shown to form
biofilms root surfaces. Certain species, such as P. putida in association with plants are able to
promote plant growth by suppressing soil-born pathogenes, producing antifungal antibiotics
(including certain siderophores) and triggering induced systematic resistance in the host. Two-
component signal transduction system GacS/GacA is a key regulator of biofilm formation. GacS is
a sensor kinase that detects a yet unknown signal and in turn activates the response regulator

GacA.

Despite the importance of GacS/GacA in switching between motile and sessile lifestyle, gacS
transcription regulation is not fully understood. In our laboratory it has been previously shown
that a global regulator Fis binds to gacS upstream sequence in vitro. In order to better understand
gacs regulation, it is essential to identify promoters of gacS. Therefore, the aim of the present
study became to identify promoter(s) of gene gacS. In addition to that, promoters for divergent

gene PP_1651, involved in iron homeostasis, were searched.

e Two promoters were identified for gene gacs. Firstly, P1lgacs, with -10 box located -55...-60
nucleotides upstream of the gene. Secondly, P2gacs, with -10 box located -209...-213

nucleotides from the gacs.

e Two possible promoters for PP_1651 were also determined. Potential P2pp 1651 is
positioned -138...-200 and potential P1pp 1651 -14...-56 nucleotides upstream of the gene
PP_1651.
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