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INFOLEHT

Geeni lapG transkriptsiooni regulatsioon Pseudomonas putida’s

Kéesolevas t60s uuritakse Pseudomonas putida geeni lapG ning PP 0163 transkriptsiooni
regulatsiooni sdltuvust sigmafaktorist RpoS, globaalsest regulaatorist Fis ja keskkonnas olevast
fosforist. P. putida on risosfaérne bakter, mis eelistab elada biofilmina taimejuurtel, kuna seal
on rohkem toitaineid, kui risosfddrist kaugemal olevas mullas. Varasemalt on uuritud
pohjalikult P. putida biofilmi jaoks oluliste /ap geenide, nagu lapA posttranskripsioonilist
regulatsiooni ning lapE transkriptsioonilist regulatsiooni. Samas, LapG puhul on uuritud
posttranslatsioonilist regulatsiooni kuid vihem lapG transkriptsiooni. Kdesolevas toos leiti, et
lapG promootor(id) asub/asuvad geenidevahelisel alal ning geenil PP_0163 voib olla isegi kaks

promootorit, millest {iks asub geenidevahelisel alal, teine /apG-s.

Mairksonad: Pseudomonas putida KT2440, biofilm, LapABCEGD sisteem, LapG, promootor

CERCS kood ja nimetus: B220 - Geneetika, tsiitogeneetika, B230 - Mikrobioloogia,
bakterioloogia

Regulation of gene lapG transcription in Pseudomonas putida

In this work, the dependence of the transcriptional regulation of the Pseudomonas putida gene
lapG and PP_0163 on the sigma factor RpoS, the global regulator Fis and phosphorus in the
environment is investigated. P. putida is a rhizospheric bacterium that prefers to form biofilm
on plant roots because there are more nutrients than in the bulk soil. Previously, the regulation
of some /ap genes, central genes for P. putida biofilm formation, like the post-transcriptional
regulation of lapA and the transcriptional regulation of lapE has been studied. Posttranslational
regulation has been studied for the protein LapG, but transcriptional regulation of lapG has
been studied less. In this work, it was found that the promoter(s) of the /apG is/are located in
the intergenic region, and the gene PP_0163 may have two promoters, one of which is located

in the intergenic region, the other in the /apG gene.
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KASUTATUD LUHENDID

c-di-GMP — tsiikliline diguanosiinmonofosfaat (ingl k cyclic diguanosine-5"-monophosphate)
Fis — globaalne regulaatorvalk (ingl k factor for inversion stimulation)

Gm — gentamiitsiin

Km — kanamiitsiin

LB — Luria-Bertani tdissodde (lysogeny broth)

MU — Milleri iihik

ONPG - orto-nitrofentiiil-B-D-galaktopiiranosiid

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

Sm — streptomiitsiin

Tiihi plasmiid — pBLKT3 plasmiid, mis ei sisalda promootoreid/promootorala reportergeeni

lacZ ees



SISSEJUHATUS

Enamik erinevates 0kosiisteemides elavaid baktereid eelistab elada biofilmis, erandiks pole ka
antud t66s uuritav mullabakter Pseudomonas putida. Biofilm pakub bakteritele mitmeid eelised
planktilise elu ees, kaitstes neid ebasobivate keskkonnatingimuste, néiteks toitainete puuduse,
UV kiirguse, antibiootikumide eest. Samuti soodustab biofilm bakterite jadmist soodsasse
keskkonda kauemaks.

Siiski, bakterite biofilmi ndhakse pigem halvas valguses, nagu nditeks resistentsete
haigustekitajate kujul, ning kiputakse unustama biofilmi kasulikkus pdllumajanduses ja
bioremediatsioonis. Oma bakalaureusetods uurin taimejuurtele biofilmi moodustavat
risosfadrset bakterit Pseudomonas putida, mille biofilm soltub nii adhesiooni soodustavatest
teguritest kui ka biofilmi lagundavatest teguritest, niiteks biofilmist lahkumiseks on vajalik
proteaasi LapG aktiivsus.

Geenid lapG ja PP_0163 on vastassuunalised naabergeenid, mis jagavad {ihist promootorala.
Kuna geenide promootorid peavad asuma suhteliselt lithikeses geenidevahelisel alal voi, veelgi
enam, vastasgeenide sees, siis lihe geeni ekspressioon (nii transkriptsioon kui ka translatsioon)
vOib mojutada teise geeni ekspressiooni. Samas, seniajani pole teada, kus asuvad lapG
promootorid ega ole uuritud ja transkriptsiooni regulatsiooni.

Minu t66 eesmaérgiks oli lokaliseerida geenide /apG ja PP_0163 geenieelsed alad, mis voiks
sisaldada promootoreid ning teha kindlaks vdimalike promootorite sdltuvus sigmafaktorist

RpoS, globaalsest regulaatorist Fis ja keskkonnas olevast fosforist.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1.Pseudomonas putida kui mullabakter

Perekonna Pseudomonas liigid on gramnegatiivsed aeroobsed vo0i fakultatiivsed anaeroobsed
gammaproteobakterid, mida leidub nii mullas, vees kui ka 8hus. Pseudomoonased on laialdaselt
kasutatavad mudelorganismid, sest nad on laboritingimustes kasvatatavad ning nende genoomi
on lihtne manipuleerida (Timmis, 2002). Pseudomonas putida KT2440 tiive genoom on umbes
6 miljoni aluspaari pikkune (Ramos-Diaz & Ramos, 1998). Kuna P. putida’s on mitmeid
metabolismiradu, mis vdimaldavad bakteril kasutada vaga palju erinevaid susinikuallikaid,
naiteks glikoosi voi laktaati (\Valentini jt., 2014), ning isegi aromaatse tuumaga saasteaineid,
naiteks bensoaati vai toluaati (Nelson jt., 2002), seega on see bakter oluline uurimisobjekt

seoses potentsiaaliga kasutada seda bioremedatsiooniks.

P. putida suudab mullas elada nii planktiliselt kui kinnitununa taimede juurtele (Timmis, 2002).
Kinnitumine taime juurtele on eelistatud kuna taim eritab juure apikaalse meristeemi kaudu
mulda bakteritele kergesti omastatavaid slsiniku- ja energiaallikaid, nditeks aminohappeid ja
sahhariide, nditeks eritab maisi juur paevas umbes 2% juures olevast glikoosist mulda (Farrar
jt., 2003), ning loob sellega bakterile sobiva elu- ja kasvukeskkonna (Dennis jt., 2010). Samas,
olles taime juurel ning moodustades sinna biofilmi, konkureerib P. putida teiste bakterite ja
taimepatogeenidega ja kaitseb seeldbi taime (Weller, 1988). Sellest johtuvalt on P. putida

oluline ka p6llumajanduslikult kui kultuurtaimede patogeenide antagonist.

1.2. Mikroorganismide biofilm inimese vaatevinklist

Biofilm on biootilistele ja abiootilistele pindadele kinnitunud maatriksiga Uimbritsetud
mikroobikooslused, mis vdivad olla inimesele nii kasulikud kui kahjulikud (Wingender jt.,
1999). Patogeensete bakterite biofilm on tdsine probleem meditsiinis, sest see pdohjustab
kroonilisi infektsioone, mida on keeruline ravida. Lisaks patogeenste bakterite kinnitumine
meditsiinis kasutatavatele pindadele ja tooriistadele, proteesidele ja implantaatidele suurendab
infektsioonide piisimist ja bakterite levikut (Passerini jt., 1992). Seetottu otsitakse aktiivselt
materjale, millele bakterid ei saaks hdsti kinnituda. Biofilmis olevad mikroobid on
vastupidavamad antibiootikumidele ning kasutatavatele puhastusvahenditele, mis on iiks
peamisi pohjuseid, miks kroonilised infektsioonid on raskesti ravitavad (K. Smith & Hunter,
2008), nagu néiteks tsiistilist fibroosi pddevate inimeste puhul Pseudomonas aeruginosa
pohjustatud kopsupdletik (Lyczak jt., 2002). Zolini jt 2018. aasta uuringus suri respiratoorsete
haiguste tagajérjel 57% uuringus olnud inimestest, millest 41,4% oli P. aeruginosa pdhjustatud

(Zolin jt., 2018). Teise niitena voib vilja tuua igapdevaelus tuntud hambakatu, millest voib



halva suuhiigeeni korral areneda paradontiit (Fusobacterium nucleatum’i pdohjustatud) (Jamal
jt., 2018). Samuti voib biofilm tekkida ka joogiveega seotud pindadele, mis muutub tarbijatele
ohtlikuks siis, kui tekkinud biofilmi kinnituvad patogeenid, oportunistlikud bakterid, viirused
(rotaviirus, adenoviirus), parasiitsed algloomad nagu Cryptosporidium parvum (Wingender &

Flemming, 2011).

Samal ajal on biofilm kasulik pdllumajanduses, kus biofilmi moodustanud bakterid vdivad
aidata taimi kaitsta patogeenide eest. Néiteks harilikul miitirloogal (lad k. Arabidopsis thaliana)
hoida dra Botrytis cinerea pdhjustatud haigusi (esineb marjakultuuridel hallhallitusena) voi
Aspergillus niger’i pohjustatud juuremédanikku (Asari, 2015; Haggag & Timmusk, 2008).
Samuti saab biofilmi kasutada biotervenduse eesmairgil, et lagundada saasteaineid, néiteks
fenooli, (Irankhah jt., 2019) ja ennetada korrodeerumist: merevett imiteerivas sodtmes ennetas
Pseudomonas mendocina korrodeerumist kdige edukamalt; siisinikterasest lehe massikadu

vihenes 10 korda varreldes steriilse so6tmega (Jayaraman jt., 1997).

1.3.Biofilmi moodustumine ja P. putida LapABCEDG siisteem

Biofilm on oma funktsioonilt universaalne — tagab bakteritele homogeense keskkonna, mis
aitaks bakteritel toituda, kaitseb baktereid abiootiliste ja biootiliste faktorite eest ning
vOimaldab bakteritel levida. Kuigi biofilmi teke, areng ja struktuur sdltub mikroorganismi
liikidest, mis biofilmi moodustavad, ning keskkonnatingimustest, kus biofilm tekib, on biofilmi
arenguetapid bakteritel {ildiselt sarnased (Kirisits & Parsek, 2006; G. O’Toole jt., 2000; Stanley
& Lazazzera, 2004).

Biofilmi moodustumise peamised etapid on jargmised:
(1) kinnitumine (spetsiifiliste retseporite abil vdi mittespetsiifiliselt rakupinnaga)

(11) biofilmi kiipsemise faas, mille kdigus bakterirakud siinteesivad ja vabastavad
signaalmolekule, et tajuda iiksteise olemasolu, soodustades mikrokolooniate moodustumist ja

biofilmi kiipsemist;

(ii1) lagunemise faas, kus bakterirakud lahkuvad biofilmidest ja naasevad iseseisvasse
planktoni eluvormi. (Kirisits & Parsek, 2006; G. O’Toole jt., 2000; Stanley & Lazazzera,
2004)

Biofilmi moodustamiseks peab rakk esmalt kinnituma pinnale, mis vdib olla nii abiootiline kui
ka biootiline. Kinnitumine vd&ib toimuda nii spetsiifiliste retseptorite abil, kui ja

mittespetsiifiliselt adhesiinide abil, mis ei tunne &ra spetsiifilisi ligande. Naiteks P. aeruginosa

7



kinnitub pinnale viburi abil. (G. O’Toole jt., 2000) Pinnale kinnitumise jarel moodustavad
bakterid mikrokolooniad, mis vdib toimub eri viisidel: kas bakterite kinnitumisega teistele
bakteritele (Lappin-Scott & Bass, 2001) voi, nagu biofilmi mudelorganismi P. aeruginosa puhul
on selgunud, 14bi raku jagunemise (Klausen jt., 2003). Seega mikrokoloonia tekib, kas teiste
bakterite kinnitumisgea esmaste kinnitujate peale voi esmakinnitujate paljunemise tagajirjel
(G. A. O’Toole & Kolter, 1998). Biofilmi kuju (nditeks sile/kare, lame/kohev) ja seeldbi ka
suurust mojutab rakke iimbritsev maatriks, mille jaoks toodavad rakud ekstratsellulaarseid
poliimeerseid aineid (EPS) (Flemming & Wingender, 2010). Rakke iimbritsev maatriks kaitseb
baktereid viliste mojude eest ja aitab seeldbi bakteritel keskkonnas paremini hakkama saada
(Donlan, 2002). Samas ei jdd rakud alatiseks biofilmiga seotuks. Niiteks Pseudomonas

syringae rakud voivad biofilmist lahkumiseks lahustada maatriksit (Ott jt., 2001).

P putida’l pole kirjeldatud biofilmi moodustumiseks spetsiifiliste retseptorite olemasolu ning
kinnitumine toimub peamiselt adhesiinide LapA ja ka LapF-i abil. Biofilmi formeerumist
initsieerib peamiselt LapA, kuid selleks tuleb kleepvalk LapA transportida raku pinnale, (Hinsa
jt., 2003; Hinsa & O’Toole, 2006; Puhm, jt., 2022). Selleks on rakus olemas I tiilipi
sekretsioonisiisteem (T1SS), mis koosneb LapB, LapC ja LapE valkudest (Hinsa jt., 2003).
LapE toimib LapA suhtes vélismembraanse ankruna, sest LapA jddb N-terminuse kaudu
LapEga seotuks (Boyd jt., 2014; El-Kirat-Chatel jt., 2014a; El-Kirat-Chatel jt., 2014b; Ivanov
jt., 2012). LapA vilismembraanil piisimist ja seeldbi raku biofilmis olemist kontrollivad valgud
LapD ja LapG (Gjermansen jt., 2005; Hinsa jt., 2003). LapG on periplasmaatiline proteaas, mis
eemaldab LapA-lIt N-terminuse ning LapA eraldub keskkonda pohjustades biofilmi
norgenemist voi raku lahkumist pinnalt (Boyd jt., 2012, 2014; Newell jt., 2011; Puhm jt., 2022;
T. J. Smith jt., 2018, lk 1). LapG aktiivsust reguleerib valk LapD. LapD on sukeldunud
sisemembraani ning tunnetab c-di-GMP kontsentratsiooni rakus (Chatterjee jt., 2014; Cooley
jt., 2016; Navarro jt., 2011; Newell jt., 2009, 2011). Kui tsiitoplasmaatilise c-di-GMP
kontstentratsioon on korge ning c-di-GMP on seondunud LapD-ga, on soodustatud LapD
seondumine periplasmaatilise LapG-ga, ning viimase inaktiveerumine. Seevastu c-di-GMP
madala kontsentratsiooni korral, nditeks kui rakul on toitainete puudus (Diaz-Salazar jt., 2017),
ei seondu LapD LapG-ga ning LapG on aktiivne. (Chatterjee jt., 2012, 2014; Navarro jt., 2011;
Newell jt., 2009, 2011).

P. putida Alap G mutant moodustab véga palju biofilmi (Diaz-Salazar jt., 2017; Puhm, jt., 2022).
Samasugune biofilmi fenotiilip esineb kaltsiumi madalama kontsentratsiooni korral
Pseudomonas fluorescens’l (Dawson jt., 2002; Tsien, 1980; Boyd jt., 2012). Katses, kus uuriti

metallide olulisust LapG aktiivsusele, eemaldati Ca**-ioonid keskkonnast EGTA abil, mis



kelaadib afiinsemalt Ca**-ioone ning viihem Mg?*-ioone. Kui EGTAJ sisaldavasse sodtmesse
lisati tdiendavalt CaClo, siis LapA vabanes keskkonda, millest jireldati LapG proteaasse
aktiivsuse taastumine Pseudomonas fluorescens’il (Boyd jt., 2012). Samas, tdiendava MgCl,
lisamisel EGTA sootmesse LapA-d ei 1digatud, millest jireldati LapG inaktiivsust ja Ca®'-
1oonide vajalikkust LapG aktiivsuseks (Boyd jt., 2012).

Meie laboris on varem piiiitud kindlaks médrata lapG promootorite asukohta. RACE-meetodil
leiti statsionaarse faasi P. putida’st kolm lapG mRNA 5’ otsa (joonis 1 1k 18, Hanna Ainelo
avaldamata andmed). Kuid paraku kindlaks médratud 5’ otsast iilesvoolu ei suudetud tuvastada
vdimalike promootorite jirjestusi. Uheks pdhjuseks vdib olla see, et tuvastati rakulise
nulkleaasiga 16igatud mRNA 5’ otsad, mis enam ei kajasta promootori(te) asukohta. Lisaks
eelnevale on Andrio Lahesaare kindlaks teinud Dnaasl footprint assay’ga, et lapG geenist
ilesoolu asub kaks vdimalikku Fis-i seondumisjérjestust (asukoht on toodud joonisel 1 1k 18;
footprint assay tulemusi ei ole siin t60s toodud). Samas, eelnevalt on uuritud transkriptsiooni

regulatsiooni ainult /apG suunas, kuid kahe naabergeeni korraga reguleeritavust pole hinnatud.

1.4.Fosfori tiahtsus biofilmi moodustumisele

Fosforil on biofilmi moodustumisel oluline roll. Kui P. fluorescens’i jaoks on rakus fosfori
kontsentratsioon madal, siis suureneb fosfodiestersidemeid I6hkuva rapA ekspressioon (Monds
jt., 2007). See omakorda vahendab c-di-GMP kontsentratsiooni rakus ning seelébi véheneb
raku Kinnitumine, kuna LapD ei seo LapG-d ning LapG saab raku kdljest lahti I6igata
kleepvalgu LapA (Newell jt., 2009). Katsetest on teada, et P. fluorescens kogub kinnitumisel
fosforit keskkonnast rakku, mis vahendab RapA aktiivsust (Kemner jt., 2004). Samuti on
fosfori vaeguse korral alla reguleereitud LapE tootmine, mis omakorda tdhendab, et bakteril on

vihem voimalusi LapA-ga pinnale kinnitumiseks (Monds jt., 2007).

1.5.Sigmafaktorid RpoD ja RpoS ning promootorite ehitus

Selleks, et RNA poliimeraas oleks voimeline alustama transkriptsiooni, on vaja sigmafaktoreid,
et moodustuks promootorit dratundev holoensiitim (Burgess jt., 1969; Fassler & Gussin, 1996).
Bakterirakus on eri tiilipi sigmafaktoreid: raku eluks ja kasvuks hidavajalik koduhoidja "
(RpoD), mis on alati rakus olemas ja mille abil transkribeeritakse enamikke geene (Murakami
& Darst, 2003) ja o-faktorid, mis initseerivad transkriptsiooni spetsiifiliste (keskkonna)
signaalide korral (C. Gross jt., 1998). Eri o-faktorite kasutamine vdimaldab bakteritel

kohandada fiisioloogiat kiiresti vastavalt keskkonnamuutustele, niiteks 6°% (RpoS), mis on

vajalik kasvu aeglustumisel ja stressitingimustel ellu jidmiseks (Lange & Hengge-Aronis,
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1991), 6°? (RpoH) kuumasokiga toime tulemiseks (Grossman jt., 1987), 6>* (RpoN) limmastiku
metabolismiks N-nilja korral (Kéhler jt., 1989). Samuti on olemas eri tiilipi promootoreid (¢°
ja ¢° niitel): promootor, mida tunneb ira i) ainult 6’° ii) ainult ¢° iii) mdlemad sigmafaktorid,

nii 67° kui ka ¢° (Hengge-Aronis, 1999).

Sigma-faktoritel on suhteliselt tugevalt konserveerunud DNA jirjestused, mida nad &dra
tunnevad ja millega seonduvad (Harley & Reynolds, 1987) (Tabel 1). Sigma70 perekonna
sigmafaktorid, kuhu kuuluvad lisaks ¢’° (RpoD)-le eelnevalt nimetatutest kdik peale o>*,
tunnevad dra ja seonduvad -10 ja -35 elementidele v3i nendega sarnastele elementidele (Lonetto
jt., 1992). Samas ei ole RpoS-1 -35 elemendil konserveerunud jarjestust (Typas & Hengge,
2006; Weber jt., 2005). RpoN kuulub ainukesena 6°* perekonda (Gruber & Gross, 2003; Sasse-
Dwight & Gralia, 1990), mis tunneb dra DNA-s -12 ja -24 elemente ning seondub neile

(Merrick, 1993).

Tabel 1. Sigmafaktorite DNA seondumiskonsensused

¢’ Sigmafaktor -35 element -10 element! Aluspaaride Allikas
perekond hulk
elementide
vahel
o’% (RpoD) TTGACA TATAAT 1618 (Harley &
Reynolds, 1987)
o° (6**/RpoS) KCTATACTTAA? (Typas &
Hengge, 2006;
Weber jt., 2005)
62 (RpoH)? CTTGAAA CCCATnT* 11-16 (Gross, 1996)
¢ Sigmafaktor -24 element -12 element Aluspaaride Allikas
perekond hulk
elementide
vahel
c>* (RpoN) TGGCAC TTGCW? 5 (Merrick, 1993)
Tugevas kirjas on vilja toodud -10 seondumisjérjestuse kdige tugevamini konserveerunud
nukleotiidid
2K onTvdi G

3 RpoH on toodud sigma70 perekonna sigmafaktori niitena, mille konsensus on sigma70

suhteliselt erinev
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“nonA, T, GvdiC
SWonAvoiT

1.6.Globaalne transkriptsioonifaktor Fis

Globaalset transkriptsiooniregulaatorit Fis, mis on DNA-ga seonduv ning seda painutav valk
(Finkel & Johnson, 1992; Pan jt., 1996; Shao jt., 2008), on leitud Enterobacteriaceae ja
Pseudomonadaceae sugukonna bakterites (Beach & Osuna, 1998; Boswell jt., 2004).
Escherichia coli’s muutub Fis-i hulk rakus véga jarsult, see suureneb monesajast molekulist
mitmesaja tuhande molekulini varajases eksponentsiaalses kasvufaasis ning langeb suhteliselt
kiiresti, kui rakud on hakanud kasvama ning paljunema. Statsionaarses kasvufaasis on Fis-i
rakus jdlle monisada molekuli (Ball jt., 1992). Ka P putida’s on Fis-i hulk korgeim
bakteripopulatsiooni eksponentsiaalses kasvufaasis ning langeb bakteripopulatsiooni
statsionaarsesse faasi joudes kaks kuni kolm korda; P. putida’s Fis-i hulk kiill muutub, kuid

mitte sellisel médral kui kui E. coli’s. (Yuste jt., 2006).

Erinevalt E. coli tiivedest, kus fis on deleteeritud (Koch jt., 1988), ei suuda pseudomoonased
taluda Fis valgu puudumist rakus (Liberati jt., 2006; Teras jt., 2009; Yeung jt., 2009). Meie
laboris on samuti proovitud teha fis knockout mutante, kuid fis geeni deleteerimine on olnud

rakkudele letaalne (Teras jt., 2009).

Olles DNA-le seonduv ja seda painutav valk, saab Fis geeni transkriptsiooni otseselt mdjutada
kas negatiivselt, seondudes promootorile ja blokeerides nii RNA poliimeraasi seondumiskoha
(Grainger jt., 2008; Schneider jt., 1999), voi positiivselt, seondudes promootori ldhedale ning
interakteerudes RNA poliimeraasiga voi soodustades RNA poliimeraasi avatud kompleksi teket

(Opel jt., 2004).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. Too eesmirgid

Kéesoleva t06 eesmérgiks on:

o kindlaks teha Pseudomonas putida geenide PP_0163 ja lapG (PP_0164) promootorite

voimalikud asukohad;

e vilja selgitada vodimalikelt promootoritelt ldhtuva transkriptsiooni sdltuvus

sigmafaktorist RpoS, globaalsest regulaatorist Fis ning keskkonnas olevast fosforist.

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Toos kasutatud plasmiidid, bakterid, bakterite kasvatustingimused

Baktereid kasvatati LB (Luria-Bertani) so6tmes (Miller, 1992) véi K10Tn s66tmes (50 mM
Tris-HCI (pH 7,4), 0,2% triiptooni, 0,15% gliitserooli, 0,61 mM MgSO4), milles on fosfaati
arvutuslikult 0,14 mM (Monds jt., 2006). Tegemist on nn véhese fosfaatide sisaldusega
sootmega. K10Tn sootmesse lisati 2,5ml/l mikroelementide lahust (667 pM MgO, 50 uM
CaCO03, 40 uM FeSO4, 12,5 uM MnSO04, 12,5 uM ZnS04, 2,5 uM CuSO4, 2,5 uM CoSO4,
1,9 uM H3BO4), siisinikuallikana gliikkoosi 0,2% loppkontsentratsiooniga ning kaaliumfosfaati
(K3PO4) l10ppkontsentratsioonidega 4,22 mM, 10,56 mM, 264 mM ja 66 mM.
Selektsioonimarkeritena kasutati kanamditsiini (Km, 50 pg/ml), gentamiitsiini (Gm, 10 pg/ml),
streptomiitsiini (Sm, 200 pg/ml) ja X-Gal-1 (0,1 pg/ml). F15 ja PSm tiivede puhul kasutati lisaks
ka 1 mM loppkontsentratsiooniga IPTG-d.

Tabel 2. T60s kasutatud bakterid ja plasmiidid
Bakter Iseloomustus/genotiiiip Allikas

P. putida PaW85 Metsiktiivi, mis on isogeenne KT2440 | (Bayley jt., 1977)

tiivega (tédielikult sekveneeritud)

P. putida PaW85ArpoS | PaW85 tiivi, millest on rpoS geen | Konstrueeris Hanna

deleteeritud. Ainelo

P. putida F15 PaW85:  mini-Tn7-term-lacl%-Prac _fis- (Jakovleva jt., 2012)
T1T2-QGm kassett (Gmr)

P. putida PSm PaW85: mini-Tn7-QSm Kassett (Smr); (Jakovleva jt., 2012)
kontrolltiivi F15-le

Plasmiid
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pBLKT3 lacZ-reporterplasmiid promootorite | Riho Teras

aktiivuse uurmiseks (Kmr)

pB 0164-P4s pBLKT3  reportergeeni lacZ  ette | Kédesolev t60
kloneeritud 626 nukleotiidi pikkune ala
lapG (PP_0164) eest

pB_0164-P4 pBLKT3  reportergeeni lacZ  ette | Kéesolev t66

kloneeritud 1032 nt pikkune lapG
promootorala (626 nt geenide PP 0163 ja
lapG vaheala ning 406 nt PP 0163

algusest)

pB 0163-P3s pBLKT3  reportergeeni lacZ  ette | Kéesolev t66
kloneeritud 626 nukleotiidi pikkune ala
PP 0163 eest

pB 0163-P3 pBLKT3  reportergeeni lacZ  ette | Kéesolev t66
kloneeritud 1050 ala pikkune PP 0163

promootorala (626 nt geenide PP_0163 ja
lapG vaheala ning 424 nt lapG geeni

algusest)

2.2.2. PCR (poliimeraasi ahelreaktsioon)

Promootorala kloneerimiseks vektorisse pBLKT3 (Tabel 2) amplifitseeriti vajaliku ala P. putida
kromosoomist PCR-ga. PCR toimus 50 pl reaktsioonisegus, mis sisaldas PCR puhvrit (750 mM
Tris- HCIL, 200 mM (NH4)2SO4, 0,1 % Triton X-100; Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, Ameerika Uhendriigid), 0,2 mM dNTP-d, 10 pmol kumbagi praimerit, 0,15 U
Taq DNA poliimeraasi (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Ameerika
Uhendriigid), mQ-vett vajaliku mahu saavutamiseks ja matriits-DNA-d. Matriits-DNA-na
kasutati P putida kuumutamisel (PCR-i esimene tsiikkel) vabanenud DNA-d.

PCR tsiiklid: 2 minutit 96 °C algseks bakterite 10hkumiseks ja DNA denatureerimiseks, 45
sekundit 96 °C DNA denatureerimiseks, 45 sekundit 58 °C praimerite matriitsile scondumiseks,
1 minut 72 °C uue DNA ahela siinteesimiseks. Kolm viimast etappi viidi 1dbi 25 korda. Viimase

DNA ahela siinteesi jérel toimus etapp 5 minutit 72 °C, et 1dpetada DNA ahelate siintees.

13



Tabel 3. T60s kasutatud primerid

Praimeri nimi

Praimeri jarjestus 5°-3’ suunas

Seondumiskoht

PP_0163-11-Bgl-
|

AAAAGATCTCCAGTGCGTTGTGATCGTC

-1032...-1014 nt lapG geeni
algusest; suunaga lapG geeni
poole; alla joonitud Bgl-II

16ikejarjestus

PP_0163-1-Bgl-
|

AAAAGATCTGCGACTGACGCCGTACAG

-627...-609 nt lapG geeni
algusest; suunaga lapG geeni

poole

PP_0164-11-Bgl-
)|

AAAAGATCTCCTTCTTGTTCCCTGCCGC

+406...+424 nt lapG geeni
algusest; suunaga PP 0163

geeni poole

PP_0164-1-Bgl-
|

AAAAGATCTCAGGCTCTGCCAGGCATC

-18...-1 nt lapG geeni algusest;
suunaga PP_(0163 geeni poole

lacZseq

GGGGATGTGCTGCAAGGCG

+94..+112 nt lacZ geeni
algusest; suunaga lacZ alguse

poole (pBLKT3-s)

T1T2

TGGCCTTTTTGCGTAGATC

106 — 125 nt lacZ geenist
ilesvoolu  suunaga  geeni

alguse poole (pBLKT3-s)

T2K

GCCAGGCATCAAATTAAGCAG

-83...-63 nt lacZ geeni algusest;
suunaga lacZ poole (pBLKT3-

s)

PP0164-down GGCAAAGCCGACATAGC -149...-133 nt lapG geeni
algusest; suunaga PP 0163
poole

LapGI CTTTCGACTGGTCTGAACAG -212...-193 nt lapG geeni
algusest; suunaga lapG poole

LapGlI AGTCGCACGTCAAAGGAAG -335..-317 nt lapG  geeni

algusest; suunaga lapG poole

2.2.3. Plasmiidide valmistamine

Promootorite leidmiseks konstrueeriti neli plasmiidi, mis sisaldasid uuritavate geenide

promootoralasid reportergeeni lacZ ees. Reporterplasmiidiks kasutati pBLKT3, mille BamHI

16ikejdrjestusse kloneeriti promootoralad, mille sain PCR-ga.
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Vektor pBLKT3 avati restriktaasiga BamHI ning inserteerisin sinna Bglll-ga Idigatud PCR-1i
fragmendid. Ligeerimiseks kasutati T4 ligaasi. Konstruktide valmistamiseks (ligeerimiseks ja
restriktsiooniks) kasutati firma Thermo Fisher Scientific ensiiiime ning protseduurid viidi 1dbi

vastavalt firma tootejuhistele.

pB_0163-P3s saamiseks kloneeriti pPBLKT3 BamHI 16ikejarjestusse 626 nt pikkune PP 0163
promootorala (praimerid PP_0163-1-Bgl-II ja PP _0164-1-Bgl-II). pB 0163-P3 saamiseks
kloneeriti pPBLKT3 BamHI 16ikejérjestusse 1050 nt pikkune PP_0163 promootorala (praimerid
PP _0163-1-Bgl-II ja PP_0164-11-Bgl-II). pB 0164-P4s saamiseks kloneeriti pBLKT3 BamHI
l16ikejarjestusse 626 nt pikkune /apG promootorala (praimerid PP_0163-I-Bgl-11 ja PP_0164-1-
Bgl-1I). pB_0164-P4 saamiseks kloneeriti pPBLKT3 BamHI 15ikejérjestusse 1032 nt pikkune
lapG promootorala (praimerid PP_0163-11-Bgl-II ja PP_0164-1-Bgl-II). (Joonis 1)

Promootorala orientatsiooni kontrolliti PCR reaktsiooniga, kus kasutati praimeripaare, millest
iiks seondub iiles amplifitseeritud alaga (vastavalt kas PP_0163-1-Bgl-II, PP_0163-1I-Bgl-II,
PP_0164-1-Bgl-11 vai PP_0164-11-Bgl-II, tabel 3) ning teine vektoriga (LacZseq, tabel 3) ning
DNA korrektsust DNA sekveneerimisega.

RACE’ga Hiipoteetilised
lapG 5’ otsad promoootorid

(0,47)
lapG (PP_0164) >>
<§< PP 0163 Fis-Gl Fis-GO
:!l P M

(4,61) (2,23)

| tacz >
pB-Pds I ez >
pB-P3 K acz__ |~}
pB-P3s K lacz | i

Joonis 1. P putida geenide PP 0163 ja lapG promootorala ja sellest valmistatud
konstruktide kaart. Kaart on koostatud, et anda visuaalne iilevaade, millised PCR-produktid
pBLKT3 vektorisse kloneeriti. Punaste kastidega on mérgitud Fis-i seondumiskohad (Andrio
Lahesaare avaldamata andmed). Painutatud nooltega on néidatud Softberry-ga ennustatud
hiipoteetilised promootorid koos sama programmi médratud skooridega. Suunatud kastidega on
ndidatud geenid PP_0163, lapG ja reportergeen lacZ. Jaimeda musta joonena PP _0163-lapG
vaheline ala. Keskmise musta joonega reportervektorisse kloneeritud uuritava geeni
promootorala ning peene musta joonega reportervektori DNA.

pB-P4
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2.2.4. Transformatsiooniks vajalike kompetentide valmistamine ja rakkude
elektroporatsioon

P. putida kompetentide tegemiseks kasvatati rakke 5 ml LB vedelsodtmes 30 °C loksutis 180
rpm iile6o, millest edasiseks kasutamiseks tsentrifuugiti kokku 3 ml rakke (1 min 12100 g).
Rakke pesti kolm korda 1 ml 300 mM sahharoosi lahusega, seejarel rakud suspendeeriti 500 pl

300 mM sahharoosilahuses ning kasutati elektroporeerimiseks samal paeval.

70 ul sahharoosilahuses olevatele kompetentsetele rakkudele lisati pool soolavaba ligaasisegu
(5 ul) voi 0,1 ng plasmiidset DNA-d. Rakud koos DNA-ga pipeteeriti elektroporatsiooni kiivetti
ning poreeriti elektroporaatoriga (BioRad, Dubai, Araabia Uhendemiraadid) pingel 2500 V.
Rakud pesti kiivetist vilja LB vedelsootmega. Elektroporeeritud rakke kasvatati 30 °C loksutis
180 rpm 1 tund 2 ml LB-s. Seejdrel tsentrifuugiti rakud pohja (1 min 12100 g) ning plaaditi LB-

tardsootmele, millele oli lisatud vajalik antibiootikum ja X-Gal.

2.2.5. Geelelektroforees

PCR produkte ja eraldatud plasmiidset DNA-d kontrolliti 1% agaroosgeelil TAE puhvris (50
mM Trisatsetaat, ImM EDTA; pH 8,2), kuhu oli lisatud etiidiumbromiidi (0,20 pg/ml). mQ-
vees lahustatud plasmiidsele DNA-le lisati 5 pl kohta 2 pl laadimispuhvrit (0,04 %
broomfenool-sinise lahus 50 % gliitseroolis). Selleks, et hinnata DNA pikkust, lisati eraldi
agaroosgeeli hambasse Thermo Fisher Scientific ZipRuler Express suurusmarkerit 1 voi 2.
Agaroosgeeli voolutati pingel 5 V/cm ning DNA visuliseerimiseks pildistati geeli UV- laual

lainepikkusel 302 nm.

2.2.6. DNA sekveneerimine

Kloneeritud promootoralade jérjestust kontrolliti DNA sekveneerimisega. Selleks
amplifitseeriti kontrollitav DNA-I5ik praimeritega T2K ja LacZseq (Tabel 3) ning PCRi
produkti pikkust kontrolliti geel-elektroforeesiga. Sekveneerimiseks tehti PCR produktile Exo-
Sap t66tlus, et eemaldada PCR reaktsiooni kdigus kasutamata jadnud praimerid ja nukleotiidid.
Selleks lisati PCR segule 1 U aluselist fosfataasi ja 2,5 U Exol-te ning toddeldi 15 minutit 37
°C juures. Reaktsiooni peatamiseks tdsteti temperatuuri 15 minutiks 80°C-ni. Edasi valmistati
sekveneerimisreaktsioon 10ppmahuga 10 pl, milles oli 2 pl 5x puhvrit (200 mM Tris pH 9,0, 6
mM MgCl), 0,7 ul BigDye Terminator v3.1 Ready Reaction Mix-i, 1 pl praimerit (1,6 pmol),
1 ul Exo-Sap to6tlusega puhastatud PCR-i produkti ning mQ-vett vajaliku mahu saavutamiseks.
Sekveneerimisreaktsioon sadestati 2 pl dekstraani ja 30 pl kiilma 96% etanooliga, hoides segu

10 min -20 °C ning tsentrifuugides 15 min. Supernatant eemaldati ning allesjaéanud sadet pesti
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kaks korda 70% etanooliga 5 min tsentrifuugides. Kogu etanooli eemaldamiseks hoiti PCR
tuube kuni 3 min 60 °C kapis ning sade lahustati seejirel 70% formamiidis. Sekveneerimine
toimus Tartu Ulikooli geneetika instituudi tuumiklaboris, tulemusi analiiiisiti BioEdit ja

SnapGene programmidega.

2.2.7. Plasmiidse DNA eraldamine

Rakkudest plasmiidse DNA eraldamiseks kasutati firma FavorGen FavorPrep Plasmid DNA
Extraction Mini Kit-i (Viin, Austria) ning protseduurid viidi 1dbi vastavalt firma tootejuhistele.
DNA voeti iiles 70 pl elueerimispuhvris, kontrolliti 1% agaroosgeelil ning hoiustati -20 °C

temperatuuril.

2.2.8. p-galaktosidaasi eriaktiivsuse mootmine

Uuritavate promootorite aktiivsuse ja erinevatest faktoritest soltuvuse mdotmiseks kasutati -
galaktosidaasi eriaktiivsuse mdotmist, mille jaoks kloneeriti lacZ reportergeeni ette PP_0163 ja
lapG promootoralad (Joonis 1). Rakke kasvatati 30 °C juures 18 tundi 5 ml vedels6dtmes,
millele lisati kanamditsiini (Idppkontsentratsioon 1 pg/ml) loksutil aereerides (180 rpm). Fis-i
moju uurimiseks kasvatati rakke vedelsootmes, millele lisati IPTG 1d6ppkontsentratsiooniga 1

mM, ning vorreldi rakkudega, mis olid kasvanud IPTG-ta vedelsddtmes.

LacZ eriaktiivsuse mootmiseks lisati 800 pl Z-puhvrile (60mM Na,HPO4, 40mM NaH,PO4 -
H>0, 10mM KCI, ImM MgSO4 -7xH>0, 0,0094mM, 10% SDS, 28 mM B-merkaptoetanooli),
50 pl kloroformi ning 20 pl iiledd kasvanud rakukultuuri. Segu segati intensiivselt vorteksil
(Scientific Industries, Bohemia, New York, USA) 10 sekundit. Seejdrel lisati 200 pl ONPG
(orto-nitrofeniitil-B-D-galaktopiiranosiid, 4 mg/ml) lahust, mille jirel segati reaktsioonisegu
veelkord vorteksil. ONPG lisamisel mdddeti reaktsiooniaeg ning reaktsioon peatati 500 ul 1 M

Na,CO; lahusega, kui segu oli saavutanud visuaalsel hindamisel piisavalt kollase vérvuse.

Produkti hulk reaktsioonis mdddeti spektrofotomeetriga A (neelduvus) 420 nm juures ning
rakupriigi 550 nm juures. Lisaks moddeti iiledd kasvanud rakkude tihedus iihekordses M9-

puhvris 580 nm juures. B-galaktosidaasi eriaktiivsus E (Milleri ithikutes) arvutati valemiga:

- 1000 x (4420 — 1,75 x A550)
N T xV x A580
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, kus A4z on 420 nm juures moddetud produkti orto-nitrofenooli neeldumine, Asso on 550 nm
juures moddetud ,,rakupriigi®, T on reaktsiooniaeg minutites, V on reaktsioonisegusse lisatud

bakterite hulk milliliitrites ning Asgo on liledd kasvanud rakukultuuri tihedus.

2.2.9. Promootorite ennustamine ja statistiline analiiiis

Promootorite ennustamiseks in silico kasutati Softberry vabavara, tdpsemalt BPROM (ingl.
bacterial promoter prediction program) programmi. Softberry ennustab sigma 70 tiilipi
promootorite esinemise voimalust (Tabel 4).

Statistiliseks analiiiisiks kasutati Statistica 14.0.1.25 programmi. Katsete tulemusi analiiiisiti
multifaktoriaalse ANOVA-ga usaldusnivool 0,05. P-vdirtused arvutati Bonferroni jéreltestiga

Statistica paketi PostHok osas.
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2.3. Tulemused

Too eesmirgiks oli leida kahe vastassuunalise orientatsiooniga geeni tihiselt promootoralalt
promootoreid. Nimelt, geenide PP_0163 ja lapG (PP_0164) vahel olevalt 626 nt pikkuselt DNA
16igult peab transkriptsiooni initsieerima molemas suunas ning on voimalik, et promootorid
asuvad teineteisele nii ldhedal, et geenide transkriptsiooni initsiatsioon on reguleeritud samade
faktorite abil. Varasemalt on to6grupis méadratud /lapG mRNA 5’ otsad RACE’ga ning
ennustatud in silico promootoreid umbes 1400 nukleotiidi pikkuselt alalt programmiga
Softberry, kuid saadud tulemused ei langenud omavahel kokku (Joonis 1). Sofberry ennustas
lapG-le lihe promotoori geenidevahelise alasse ning kolm promootorit PP_0163-le, millest iihe

geenidevahelisse alasse ning kaks /apG geeni sisse (Joonis 1, Tabel 4).

Tabel 4. 6'°ja 6° konsensusjirjestused ja programmiga Softberry ennustatud promootorid

Jirjestus Skoor | Positsioon
235 -10 geenist

Geen Promootor

6% (RpoD) TTGACA | Ni7e1y | TATAAT

c® (6°%/RpoS) TATACT
PP 0163 Pr3-1 ATCACG | N2o TATACT | 4,61 -337...-368

Prs-2 TTGCAA | Nig TACCCT | 2,23 -643...-668

Pus3 TTGAAG | N2 TACGCT | 3,78 -973...-1006
lapG PuG-1 TGAACA | Nyy TATCCT | 0,47 -171...-199
(PP_0164)

Softberry ennustatud promootorite asukohtade jérgi voiks olla vdimalik, et vastassuunaliste
naabergeenide mRNAde 5° otsad on komplementaarsed ning vdivad paarduda, mis takistab
translatsiooni initsiatsiooni, samuti voib geenide ekspressioon olla reguleeritud ekskludoniga
(Chia jt., 2021). Seega on lapG ja PP_0163 promootorite leidmine oluline ning selleks, et leida

nende geenide promootoreid, kasutati /acZ-1 pdhinevat reportersiisteemi.

Promootoreid otsiti umbes 1000 nt pikkuselt geenile eelnevast alast, mdlema geeni puhul
konstrueeriti kaks plasmiidi. Uks plasmiid sisaldas ainult geenidevahelist DNAd (626 nt) ning
teine plasmiid kitkes endas lisaks geenidevahelisele alale veel umbes 400 nt naabergeenist
(Tabel 2, Joonis 1). Plasmiidid, mis sisaldasid pBLKT3-s lacZ geeni ees PP 0163
promootorala, tdhistati pB-P3-dena ning /apG promootoralaga plasmiidid tdhistati pB-P4-dena
(Joonis 1). Kusjuures pB-P3s ja pB-P4s jaoks on kasutatud tidpselt sama 626 nt pikkust DNA-
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16iku lacZ ees, kuid inverteeritult. (Tabel 2, Joonis 1) Vordluseks mdodeti -galaktosidaasi

eriaktiivsus ilma reportergeeni ees oleva promootorita pBLKT3 vektoriga rakkudest.

Esmalt taheti teada, kas voimalikud promootorid asuvad geenidevahelises alas voi asub moni
promootor vahealast kaugemal, naabergeenis. Sellisel juhul peaks pikemat promootorala
sisaldavad reporterplasmiid andma rakkudes suurema LacZ eriaktiivsuse vorreldes rakkudega,
mis sisaldavad /acZ geeni ees ainult geenidevahelist ala. Katsest selgus, et P. putida metsiktiives
PaWS85 oli pB-P3 ja pB-P3s puhul LacZ eriaktiivsus erinev (vastavalt 539 MU ja 453 MU; p <
0,05). Samas ei mojutanud /apG promootorala pikkus (pB-P4 ja pB-P4s) LacZ eriaktiivsust
(vastavalt 444 MU ja 418 MU; Joonis 2). Seega PP_0163 puhul vdib mdni promootor asuda
geenidevahelisest alast véljaspool, /apG geeni sees. Samas, antud tingimustel paistab lapG

(PP_0164) promootor olevat geenidevahelises alas.

Varasemalt on meie uurimisgrupis leitud, et P. putida moodustab biofilmi kasvuks soodsates
tingimustes ning toitainete vdhenemisel biofilm laguneb umbes kaks korda maksimaalsest
(Moor jt., 2014). Selle pdhjal voiks eeldada, et ebasoodsate keskkonnatingimuste tdttu 16ikab
LapG proteoliiiitiliselt LapA N-domeeni ning LapA vabaneb vélismembraanist keskkonda, mis
paéddib biofilmi lagunemisega. Seetdttu sai jargmisena uuritud vdimalust, et mdni lapG voi
naabergeeni PP_0163 promootor on sdltuv iildisest statsionaarse faasi sigmafaktorist RpoS. Kui
promootori tunneb dra RpoS, kuid mitte RpoD, siis rakkudes, milles rpoS on deleteeritud,
viaheneb LacZ eriaktiivsus vorreldes metsiktiivega. Selleks moddeti LacZ eriaktiivsust kahes P.
putida tives: metsiktiives PaW85 ja PaWS85ArpoS-s, millesse oli viidud vastavad

reporterplasmiidid uuritava promootoralaga (Joonis 2).

Geenide promootorid on erineva sdltuvusega RpoS-st. PP_0163 promootoralaga plasmiidide
korral on LacZ eriaktiivsus P. putida tiives PaW85ArpoS madalam kui metsiktiives PaW85 (pB-
P3 puhul 211 MU ja pB-P3s 135 MU; p < 0,05), mis viitab promootori(te) sdltuvusele RpoS-
st. Samas, lapG promootoraladega plasmiidide korral on LacZ eriaktiivsus just kdrgem tlives
PaWS85ArpoS, mitte PaW85 (pB-P4 puhul 556 MU ja pB-P4s 536 MU; p < 0,05), mis viitab
RpoS-soltumatutele promootoritele, kuid samas keerukamale regulatsioonile. Negatiivse
kontrolli jaoks moddeti LacZ eriaktiivsus kontrollplasmiidiga pBLKT3, milles puudus
reportergeeni ees promootorala. PaW85 tiives oli see 2,8 (SH+0,23) MU ja PaW85ArpoS tiives
2,3 (SH +0,25) MU.
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Joonis 2. P. putida tiivedest PaW85 ja PaW85ArpoS moddetud (-galaktosidaasi eriaktiivsus.
Bakterid sisaldasid pBLKT3 plasmiidi kloneerituna PP_0163 (pB_0163-P3 sisaldab lacZ
reportergeeni ees 1050 nt PP_0163 eelset DNAd, pB_0163-P3s 626 nt) vdi lapG (pB_0164-P4
sisaldab lacZ reportergeeni ees 1032 nt lapG geeni eelset DNAd, pB_0164-P4s 626 nt)
promootorala. Rakke kasvatati LB sootmes 18 tundi. Joonisel on toodud aritmeetilised
keskmised 95% usalduspiiridega. Tulpade peal on toodud homogeensusrithmad (kui

homogeensusrithmad sisaldavad samu téhti, siis p > 0,05). Bioloogiliste paralleelide arv (n)
>12.

Grupi eelnevatest katsetest oli teada, et fis-i iileekspressiooni korral P. putida biofilm
voimendub ning iihe vdimalusena arvati, et Fis voib pérssida /apG ekspressiooni (Puhm jt.,
2022). Samuti on uurimisgrupis varasemalt leitud, et geenide PP_0163 ja /apG vahelisel alal
on 2 Fis-i seondumiskohta. Uks Fis-i seondumiskohtadest asub -298...-277 nukleotiidi kaugusel
ja teine -434...-411 nukleotiidi kaugusel /apG algusest (Andrio Lahesaare avaldamata andmed)

(Joonis 1).

Fis-1 mdju uurimiseks geenide transkriptsioonile kasutati P. putida kahte tiive: PSm ja F15
(Tabel 2). Neist viimane, F15, on fis-i iileekspressioonitiivi, kus PaW85 tiive kromosoomi on
viidud mini-Tn7-ga lacl-Ptac-fis; Gm" kassett, mis tagab fis geeni tugeva ekspressiooni kui
sootmesse lisada IPTG-d. PSm on F15 nn kontrolltiivi, mida t60s késitletakse kui metsiktiive
(Tabel 2). PSm-i saamiseks viidi PaW85 kromosoomi mini-Tn7-ga Sm" geen. T60s kasutati fis-
1 tiileekspressioonitiive, sest P. putida fis-i alaekspressiooni ega ka deletsioonitiive pole
onnestunud luua, tdendoliselt seetdttu, et erinevalt E. coli’st on Fis P. putida’le hiddavajalik
(Jakovleva jt., 2012). Eelnevalt on teada, et IPTG lisamine so6tmesse suurendab Fis-i hulka
F15-s, kuid mitte PSm-s (Jakovleva jt., 2012). Viltimaks IPTG-st endast tingitud LacZ

eriaktiivsuste muutust, hinnati LacZ eriaktiivsust kontrolltiives PSm ning leiti, et IPTG-1 endal
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pole PSm tiives lacZ eriaktiivsusele efekti (Joonis 3). Sellest johtuvalt, kui Fis-1 on

transkriptsioonile mdju, siis IPTG lisamisel s66tmesse peab F15-s LacZ eriaktiivsus muutuma.
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Joonis 3. Fis-i tleekpsressiooni moju geenide lapG ja PP_0163 ekspressionile mdddetud l&bi
lacZ reportergeeni aktiivsuse; P. putida PSm ja F15 rakud kasvasid LB-s 18 tundi ning
sisaldavad pBLKT3 plasmiidi kloneerituna (a) PP_0163 promootorala (pB_0163-P3 sisaldab
lacZ reportergeeni ees 1050 nt PP_0163 eelset DNAd, pB_0163-P3s 626 nt) vdi (b) lapG
promootorala (pB_0164-P4 sisaldab lacZ reportergeeni ees 1032 nt lapG geeni eelset DNAd,
pB_0164-P4s 626 nt). Joonisel on toodud aritmeetilised keskmised 95% usalduspiiridega.
Tulpade peal on toodud homogeensusrihmad (kui homogeensusrithmad sisaldavad samu téhti,

siis p > 0,05). Bioloogiliste paralleelide arv (n) > 6.
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Katsest selgus, et lisades ImM IPTG-d so6tmesse langes LacZ eriaktiivsus nendes P. putida
F15 rakkudes, mis sisaldasid geeni PP_0163 promootoraladega plasmiide (pB-P3 puhul IPTG-
ta 363 MU ja 1 mM IPTG-ga 213 MU ning pB-P3s puhul IPTG-ta 327 MU ja 1 mM IPTG-ga
221 MU; p < 0,05; joonis 3a). Seega, Fis vdib represseerida PP_0163 transkriptsiooni. Lisaks,
PP 0163 promootoralade puhul, on F15-s LacZ eriaktiivsus madalam kui kontrolltiives PSm
soltumata IPTG lisamisest (p < 0,001; joonis 3a). Samas, IPTG lisamine so6tmesse sisuliselt ei
mojuta LacZ eriaktiivsust, kui P. putida tiivedesse PSm ja F15 on sisse viidud plasmiidid, mis
kannavad /apG (PP_0164) promootorala lacZ ees (Joonis 3b). Sellest johtuvalt saab 6elda, et
Fis ei mojuta lapG suunas transkriptsiooni, kiill aga tdenéoliselt represseerib PP 0163 suunalist

transkriptsiooni.

Fosfori mdju uurimiseks lisati 2,5 kordse sammuga sd6tmesse K-fosfaati. Kui rakkudesse viidi
PP_0163 promootoraladega plasmiidid pB-P3 ja pB-P3s, siis suurenes LacZ eriaktiivsus K-
fosfaadi lisamisel sootmesse (Joonis 4a). Vorreldes LacZ eriaktiivsusi PaW8S5, siis on pB-P3
korral ndha, et sO0tmes, kuhu lisati kaaliumfosfaati kontsentratsiooniga 4,22 mM, on
eriaktiivsus 2,0 korda vdiksem selle so6tme eriaktiivsusest, kuhu oli lisatud 66 mM (p<0,001)
ja pB-P3s puhul erinevad nimetatud kontsentratsioonide eriaktiivsused 1,8 korda (p<0,001;
Joonis 4a). Samasugust selget erinevust ei ole ndha plasmiidide pB-P4 ega ka pB-P4s puhul
ning antud katsetulemuste statistilise analiilisi jargi LacZ eriaktiivsustel erinevusi pole (p>0,05;
Joonis 3b). Sellest johtuvalt v3ib 6elda, et fosfaadi kontentratsioonist sodtmes soltub PP_0163

ekspressioon, kuid mitte /apG transkriptsioon.
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Joonis 4. [-galaktosidaasi eriaktiivsus moddetuna 18 tundi K10Tzn ilma fosforita
minimalsdotmes kasvanud P. putida PaW85 rakkudes. (a) Rakud sisaldavad pBLKT3 plasmiidi
kloneerituna PP_0163 promootorala (pB_0163-P3 sisaldab lacZ reportergeeni ees 1050 nt
PP _0163 eelset DNAd, pB_0163-P3s 626 nt) vdi (b) lapG promootorala (pB_0164-P4 sisaldab
lacZ reportergeeni ees 1032 nt lapG geeni eelset DNAd, pB_0164-P4s 626 nt). Joonisel on
toodud aritmeetilised keskmised 95% usalduspiiridega. Tulpade peal on toodud
homogeensusrithmad (kui homogeensusrithmad sisaldavad samu téhti, siis p > 0,05). Joonisel
toodud aritmeetilised keskmised 95% usalduspiiridega, riihmade aritmeetilised keskmised on
sarnased (p > 0,05). Bioloogiliste paralleelide arv (n) >12.
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2.4. Arutelu
Varasemalt on uuritud P putida biofilmi moodustumist LapA posttranskriptsioonilise

regulatsiooni (Navarrete jt., 2019; Puhm jt., 2022), lapA transkriptsiooni regulatsiooni (Ainelo
jt., 2017) ning lapE transkriptsioonilise regulatsiooni kaudu (Monds jt., 2007). See, et Fis
mojutab lapA transkriptsiooni ja selle 14bi ka biofilmi, on eelnevalt kindlaks tehtud (Ainelo jt.,
2017; Puhm jt., 2022). Samas pole vilisatud vdimalust, et Fis vdiks osaleda biofilmi tekkes ja
arengus teiste geenide reguleerimise kaudu. Reguleerides geenide ekspressiooni positiivselt,
nagu nt lapA, vOi negatiivselt, nagu nditeks /apG (Puhm jt., 2022). LapG puhul on varem
uuritud valgu posttranslatsioonilist regulatsiooni, mis toimub 14dbi LapD-ga seondumise
(Newell jt., 2009, 2011), kuid lapG transkriptsiooni regulatsiooni pole pdhjalikult uuritud.

Niéiteks seniajani pole tépselt lokaliseeritud lapG promootoreid.

Sellest tulenevalt oli t66 esmaseks eesmaérgiks vélja selgitada piirkonnad, kus /apG promootorid
vOiks asuda ning seejérel kontrollida hiipoteesi, et Fis pirsib lapG transkriptsiooni.
Promootorite leidmiseks kasutati uuritava DNA reportergeeni /acZ ette kloneerimist ning jélgiti
LacZ eriaktiivsust. Selleks, et leida geenide lapG ja PP 0163 promootorite tépsed
seondumiskohad, tuleks vihendada jirjest kloneeritava promootorala DNA’d 5’ otsast ning teha
uuesti P-galaktosidaasi eriaktiivsuse test. Kui LacZ eriaktiivsus vdheneb, siis viitab see
voimalikule promootorile. Selleks, et kindlalt viita, kus on funktsionaalne promootor, tuleb
potentsiaalne DNA jarjestus muteerida ning jilgida, kas LacZ eriaktiivus langeb. Kui jah, siis

saab vidita, et seal promootor asubki.

Kuna uvuritud promootorid olid aktiivsed rakkude kasvatamisel standartsetel laboritingimustel
(Joonis 2), siis tdendoliselt on tegu Sigma70-tlilipi promootoriga, mitte spetsiifilisele
keskkonnasignaalise vastavate promootoritega. Siiski, antud juhul on tegemist huvitava
probleemiga, sest LacZ eriaktiivsused viitavad vdhemalt keskmise tugevusega promootorile,
aga varem leitud lapG mRNA 5’ otsad ei kattu in silico ennustatud promootoriga (Joonis 1,
Tabel 4). Seetottu peab iliks vOoi mitu funktsionaalet /apG promootorit asuma leitud
hiipoteetilisest promootorist Pug.1 tilesvoolu (Joonis 1, Tabel 4). Kuna Softberry ennustab
Sigma70 tiilipi promootorite asukohti, ja in silico leiti ainult {iks promootor, mille jérjestus
sarnanes vihe konsensusega, siis peab funktsionaalne promootor olema ebatiiiipiline Sigma70-
tiilipi promootor voi sdltuma transkriptsioonifaktori(te)st nagu Fis. Kuid kuna lapG jagab
promootorala naabergeeniga PP 0163, siis esmakordselt sai eesmirgiks leida ka PP 0163
promootorid. Joonisel 2 toodud tulemustest jareldub, et /apG promootor(id) asuvad ainult
geenidevahelisel alal ja PP_0163 promootoritest osa asub geenidevahelisel alal ning teine osa

asub lapG geeni sees. Seda toetavad ka varem in silico ennustatud promootorite tulemused, kus
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silma torkab, et PP_0163 hiipoteetilised promootorid on suure sarnasusega konsensusele, mida

nditab Softberry ennustuste kdrge skoor (Joonis 1, Tabel 4).

PP 0163 puhul voiks olla tegu mitme promootoriga, millest vdhemalt iiks asub
geenidevahelises alas ja teine /apG geenis (Joonis 2). Sellele viitele annab kaalu ka in silico
leitud korge skooriga hiipoteetilised promootorid Pu3-2 ja Pu3-3, mis asuvad lapG-s (Joonis 1,

Tabel 4).

PP 0163 ja lapG ekspressiooni regulatsiooni teeb huvitavaks veel fakt, et PP 0163
ekspressioon on RpoS-st soltuv, kuid lapG ekspressioon ei ole otseselt RpoS-st soltuv (Joonis
2). Kuna rakkudes, millesse oli viidud pB-P4 ja pB-P4s, LacZ eriaktiivsused RpoS puudumisel
tousid, mitte ei langenud, siis voib /apG olla kaudselt RpoS-i kontrolli all. Sigma faktori
puudumisel ei saa sellest sdltuva promootori aktiivsus suureneda. Pigem puudub sellises
olukorras lapG geeni ekspressiooni represseeriv transkriptsiooniregulaator, mille enda
ekspressioon RpoS-ga aktiveeritav. Antud katsed pole piisavad sellele kiisimusele vastamiseks,

pigem tasub seda hiipoteesi silmas pidada, kui geenide ekspressiooni tipsemalt uuritakse.

PP_0163 geeni RpoS-st sdltuv promootor asub tdendoliselt geenidevahelises alas, sest nii pika
kui liihikese konstrukti (P3 ja P3s) puhul toimus sarnane ndrk LacZ eriaktiivsuse vihenemine
RpoS puudumisel (Joonis 2). Samas on keeruline tépselt viita, kas tegu on mitme promootoriga
geenide vahealas, millest osa on RpoS-sdltuvad ja osa RpoD-sdltuvad voi kodik on osaliselt
dratuntavad molema sigmafaktoriga. Samuti on ebaselge, mitu PP 0163 promootorit
geenidevahelises alas asub. Samas, PP_0163 transkriptsiooni muutumine vdib mdjutada lapG
transkriptsiooni kaudselt, kasvoi seeldbi, et Pseudomonas Genome Database’i andmetel on
PP_0163 transkriptsiooniregulaator, mille funktsiooni tapselt ei teata

(www.pseudomonas.com). Selleks, et saada teada selle geeni tdpsem roll, peaks bakteri

kromosoomist deleteerima terve PP_0163 geeni ja jalgima lapG transkriptsiooni vordlevalt

metsiktiivega.

Joonisel 3b toodud tulemustest jareldub, et lapG geeni transkriptsioonil ei ole otsest Fis-i
sOltuvust, seega on kontrollitud t6dgrupis eelnevalt pustitatud hlipotees, et Fis ei reguleeri
otseselt lapG transkriptsiooni (Puhm jt., 2022). Joonise 3a tulemustest voib jareldada, et Fis
represseerib PP_0163 ekspressiooni. Selline tulemus on huvitav, sest kuigi Fis-i ennustatud
seondumisjarjestus asus mdlema promootori lahedal, siis leiti, et Fis mdjutab ainult the

naabergeeni ekspressiooni.

Kuna PP_0163 ja lapG on vastassuunaliselt transkribeeritud naabergeenid ning nende mRNAde
5’ otsad voivad kattuda, on voimalik, et /apG ekspressioon on reguleeritud ekskludoniga.

Ekskludon on geeniekspressiooni reguleerimise mehhanism, mil mRNA-d kaituvad asRNA-
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dena ja reguleerivad teineteise geeniekspressiooni(Sesto jt., 2013). Nimelt, kui toimub PP_0163
transkriptsioon promootorilt Pu3.3, siis see PP_ 0163 mRNA oleks osaliselt komplementaarne
lapG mRNA-ga ning voiks RNAde dupleksi moodustumisega takistada lapG mRNA
translatsiooni. Samal ajal PP_0163 ekspressioon sdltuks, milliselt promootorilt on mRNA
transkribeeritud, sest PP_0163 geenile ldhematel promootoritelt saadud mRNA ei pruugi lapG
mRNAga komplementaarne olla. Kui lisada siia juurde promootorite sdltuvus transkriptsiooni
regulaatoritest, siis saame susteemi, mille ekskludon soltub sellest, millal ja milliselt

promootorilt toimub transkriptsioon.

Samas, Fis-i m6ju hindamisel saadud tulemus ei toeta vdimalikku ekskludoni esinemist ja selle
tottu biofilmi suurenemist, sest kui Fis-i juuresolekul PP_0163 transkriptsioon védheneb, siis
ekskludoni efekt lapG-le peaks ka véhenema ja seega oleks rakus ronkem LapG-d, mis viiks P.
putida F15 biofilmi hulga alla. Selleks, et Fis-i mdju kindlaks teha, oleks vaja kasutada praegu
toogrupis loodavat reportersiisteemi, mis véimaldab md6ta naabergeenide ekspressiooni samal
ajal, muteerida Fis-i seondumiskohad (Joonis 1) ning vaadata kahe reportervalgu ekspressiooni
korraga.

Varasemalt on teada, et fosfori limitatsiooni korral aktiveerub Pseudomonas fluorescens’il
LapG (Newell jt., 2009, 2011), kuid samas ei ole teada, kuidas mdjutab fosfori limitatsioon
lapG transkripsiooni. Kuna geenide PP_0163 ja lapG geenide promootoralad kattuvad geenide
vahelisel 626 aluspaari pikkusel alal ja PP_0163 geeni promoootor(id) on mojutatud fosfori
kontsentratsiooni muutusest ning /apG promootorid mitte, siis vdib fosfori kontsentratsioon
keskkonnas mojutada lapG transkriptsiooni tema vastasgeeni kaudu. Samas ei saa nende
tulemuste pdhjal eeldada, et fosforil oleks sama kindel roll /apG transkriptsiooni regulatsioonis

nagu LapG posttranslatsioonilises regulatsioonis.

Katsed PP_0163-lapG promootoralalt transkriptsiooni hindamiseks ilmestavad selgelt, kui
keeruline on vastassuunaliste geenide transkriptsiooni regulatsiooni uurimine. Geenide /apG ja
PP_0163 ekspressiooni uurimiseks oleks tulevikus vaja uurida erinevaid vdimalikke efekte
tikshaaval. Samuti voiks kasutada teist testsiisteemi, mille reportergeeni eluiga on lithem kui
LacZ eluiga ning millega saaks leida tdpsema ajahetke, millal uusi modtmisi sooritada (labori

avaldamata andmed). Seejirel voiks teha RACE PP_0163 ning uuesti RACE lapG-le.
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KOKKUVOTE

Biofilmi moodustamine on P. putida’le oluline, et kinnituda taimejuurtele. Varasemalt on
uuritud biofilmi moodustumise regulatsiooni LapA posttranskripsioonilise regulatsiooni ning
lapE  transkriptsioonilise regulatsiooni kaudu. Valgu LapG puhul on uuritud
posttranslatsioonilist regulatsiooni, kuid viahem on uuritud /apG transkriptsiooni regulatsiooni.
Lisaks pole seniajani lokaliseeritud /apG promootorite asukohta. Samamoodi ei ole uuritud
lapG vastasgeeni PP_0163, mis vdib reguleerida lapG ekspressiooni eksludoni voi mdne muu
mehhanismiga, mis héirib naabergeeni ekspressiooni. Sellepérast alustati kiesolevas t66s nende

geenide promootorite asukoha lokaliseerimisega ning vdimalikku regulatsiooni uurimsiega.

To606 tulemused on jargmised:

e Geeni lapG promootor(id) asub/asuvad PP_0163-lapG geenidevahelisel alal

e Geenil PP 0163 voib olla kaks vOi rohkem promootorit, millest iiks asub
geenidevahelisel alal, teine lapG geenis

e PP 0163 transkriptsioon sdltub RpoS-st otseselt

e Geeni lapG transkriptsioon ei soltu s6otme fosforikontsentratsioonist

e Geeni PP_0163 transkriptsioon sdltub positiivselt s66tme fosforikontsentratsioonist

e JapG ekspressioon voib olla mojutatud vastasgeeni transkriptsioonist
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Regulation of gene /apG transcription in Pseudomonas putida

Gea Maris Riis

SUMMARY

Most bacteria living in different ecosystems prefer to live in a biofilm and the soil bacterium
Pseudomonas putida studied in this work is no exception. Biofilm offers bacteria several
advantages over planktic life, protecting them from unfavourable environmental conditions
such as nutrient deficiency, UV radiation and antibiotics. The biofilm is also good for staying

longer in a favourable environment.

Biofilm formation is important for P. putida to attach to plant roots. The regulation of biofilm
formation through the post-transcriptional regulation of LapA and the transcriptional regulation
of lapE has previously been studied. For the protein LapG, that is a periplasmatic protease
targeting surface adhesin LapA, post-translational regulation has been studied, but
transcriptional regulation of /apG has not been studied as much. Similarly, the neighbouring
gene PP_0163, which is annotated as a hypothetical transcriptional regulator, has also not been
studied much. Therefore, this study started with the localisation of the promoters of these genes

and the investigation of possible regulation.
The results are as follows:
e The promoter(s) of the gene lapG is/are located in between of genes lapG and PP_0163

e Gene PP _0163 may have two or more promoters, some of which are located in the

intergenic region and the others in the /apG gene
e PP 0163 transcription depends directly on RpoS

e Transcription of the lapG gene does not depend on the phosphorus concentration in the

medium

e The transcription of the PP_0163 gene is positively dependent on the phosphorus

concentration in the medium

e apG expression can be affected by the transcription of the opposite gene
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