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INFOLEHT
Profaagide moju Pseudomonas putida faagiresistentsusele

Pseudomonas putida on molekulaar- ja mikrobioloogilistes uuringutes laialdaselt kasutatav
mudelorganism, kuid Ullatuslikult pole peaaegu lldse andmeid tema faagiresistentsusest. T06
eesmargiks oli teada saada, kas P. putida genoomis leiduvad profaagid mdjutavad bakteri
faagiresistentsust ning kui jah, siis millised profaagide geenid selle eest vastutavad. P. putida
genoomis on neli profaagi, mille mdju faagiresistentsusele testisin erinevate deletsioontiivede
abil. Tulemused naitasid, et profaagid suurendavad P. putida faagiresistentsust, kuid kaitse
maar erinevate faagide vastu on erinev. Lahemalt uurisin profaage P1 ja P3, plilides leida
nende genoomidest faagiresistentsust suurendavaid lookusi. Katsetulemuste kohaselt
paiknevad profaag P1 kaitseefekti eest vastutavad geenid regioonis PP_3897-3898-5643-5644

ning profaag P3 kaitseefekti eest vastutavad geenid regioonis PP_2292-2297.
Marksdnad: Pseudomonas putida, profaag, faagiresistentsus

CERCS kood: B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, miikoloogia

The role of prophages in phage resistance of Pseudomonas putida

Pseudomonas putida is a widely used model organism in molecular and microbiological
research, but surprisingly, there is almost no data on its phage resistance. The aim of this work
was to find out if the prophages found in P. putida’s genome affect the bacteria’s phage
resistance and if yes, which prophage genes are responsible. P. putida holds four prophages
in its genome. To test their impact on phage resistance, | used different deletant variants of P.
putida. The results showed that prophages increase P. putida’s phage resistance, but the
effect of the protection varies depending on the phage. To map the defence loci, | took a closer
look at prophages P1 and P3. According to my results, the genes that are responsible for the
protective effect of prophage P1 are located in the region PP_3897-3898-5643-5644 and for
prophage P3, in the region PP_2292-2297.

Keywords: Pseudomonas putida, prophage, phage resistance
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KASUTATUD LUHENDID

Abi — abortiivne infektsioon (ingl. k. abortive infection)

Cas — CRISPR-iga seotud valk (ingl. k. CRISPR-associated)

CRISPR - riihmitatud korraparaste vahedega liihikesed palindroomsed kordusjarjestused
(ingl. k. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)

HIRAN — HIP1-sarnane nukleaas (ingl. k HIP1-related nuclease)

LB — lisogeenne sodde (ingl. k. lysogeny broth)

MOI — nakatamiskordaja (ingl. k. multiplicity of infection)

RM siisteem — restriktsiooni-modifikatsiooni slisteem (ingl. k. restriction-modification system)
Sie — superinfektsiooni eksklusioon (ingl. k. superinfection exclusion)

TA — toksiin-antitoksiin (ingl. k. toxin-antitoxin)

wt — metsitlvi (ingl. k. wild-type)



SISSEJUHATUS

Bakteriofaagid on arvukaim organismide rilhm Maal ning oma kiire evolutsiooni tdttu
survestavad nad ka baktereid kiiremini evolutsioneeruma. Kuna bakterid ja faagid on pidevas
voidurelvastumises, viib see uute faagiresistentsusmehhanismide tekkimiseni bakteritel, aga
samal ajal arenevad ka faagidel mehhanismid bakteri kaitsest méddahiilimiseks (Bondy-
Denomy et al., 2016; Labrie et al., 2010). Naiteks kasutavad bakterid faagitorjeks
restriktsiooni-modifikatsiooni slisteeme, CRISPR-Cas slisteeme voi abortiivset infektsiooni
(Hampton et al., 2020; Rocha & Bikard, 2022). Viimasel ajal on kaitsemehhanisme pidevalt

juurde leitud, aga ilmselt on bakterite faagivastane arsenal veel palju suurem.

Kui lisogeense faagi genoom on profaagi kujul bakteri kromosoomi sisenenud, on profaagi
huvides valtida superinfektsiooni ehk peremeesbakteri jargnevat nakatumist kas sama voi
mone teise faagiga. Et valtida peremeesbakteri nakatumist uue faagiga, on profaagidel
mitmesugused faagivastased kaitsemehhanismid ehk Sie (superinfection exclusion) slisteemid
(Labrie et al., 2010; Patel & Maxwell, 2023). Sie sisteemid vdivad naiteks blokeerida faagi
adsorptsiooni labi pinnaretseptorite modifikatsiooni véi inhibeerida faagi DNA rakku

sisenemist (Bondy-Denomy et al., 2016; Patel & Maxwell, 2023).

Pseudomonas putida genoomist on leitud neli profaagi (Martinez-Garcia et al., 2015), kuid
nende faagivastast toimet pole veel p&hjalikult uuritud. Siiani on seda tehtud vaid kahes meie
laboris valminud bakalaureusetdds, kus oli vdimalik kasutada vaid Uksikuid P. putida’t
nakatavaid faage (Kargenberg, 2021; Piirmets, 2022). Seega oli antud t60 praktilise osa
eesmargiks pohjalikumalt uurida P. putida profaagide moju bakteri faagiresistentsusele ning

pliida otsida profaagi geene, mis selle eest vastutavad.



1. KIRIANDUSE ULEVAADE
1.1 Faagid

Bakteriofaagid ehk faagid on viirused, mis nakatavad baktereid. Faagide arvukus on umbes
103!, mis teeb nad arvukaimaks bioloogiliste organismide riihmaks Maal. Faagid on Glimalt
mitmekesised ning neid leidub igal pool, kus on baktereid — naiteks vees, mullas ja loomade
seedeelundkonnas (Bondy-Denomy et al., 2016). Faagid on vaga kiire evolutsiooniga, kuna nad
pole pidevas voidurelvastumises mitte ainult bakteritega, vaid ka teiste omasarnaste

faagidega, kes voitlevad samade ressursside eest (Mavrich & Hatfull, 2019).

Faagid jagunevad virulentseteks ja moddukateks, olenevalt nende elutstiklist (Joonis 1).
Virulentsed faagid hakkavad kohe peale bakteriraku nakatamist oma genoomi replitseerima,
kasutades selleks bakteri ressursse. Produtseeritud valgud pakitakse kokku faagipartikliteks ja
valmis partiklid vallanduvad bakteriraku ltlsudes keskkonda. Virulentsete faagide elutsiiklit
kutsutakse seetottu lldtiliseks (Feiner et al., 2015). M&6dukad faagid sisestavad oma DNA
bakteri genoomi ja jatkavad oma elutsiiklit profaagina. Niikaua kui profaagid on latentsed ja
replitseeruvad koos bakteri genoomiga, on nad bakterile ohutud. Mdddukate faagide
elutstiklit kutsutakse lisogeenseks. Profaag jaab lisogeensesse faasi kuni bakter satub DNA
stressi alla, mis indutseerib faagi litiliste geenide ekspressiooni ja profaagi lahkumise bakteri
genoomist. Peale seda hakkab faag bakteriraku ressursside kulul oma genoomi paljundama ja
valke tootma, kuni rakk lGtsub ja valmis faagipartiklid vallanduvad keskkonda (Feiner et al.,
2015). On ka kolmas vdimalus, kus faag nakatab bakterit, kuid ei suuda seal replitseeruda voi
genoomi lllituda (Joonis 1C). See voib juhtuda, kui bakteril pole DNA replikatsiooniks voi
valgusiinteesiks piisavalt toitaineid. Sellisel juhul moodustab faagi DNA preprofaagi, mis
sarnaneb episoomile. Kui bakter saab toitaineid juurde, saab faag oma elutsiikliga edasi minna

(Feiner et al., 2015).
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Joonis 1. Mo6dukate faagide voimalikud replikatsioonitsiiklid. Joonisel on illustreeritud
lGtiline, lisogeenne ja pseudoliisogeenne replikatsioonitsiikkel (Feiner et al., 2015,
kohandatud).

1.2 Bakterite kaitsemehhanismid faagide vastu

Kuna bakterid ja faagid on omavahel pidevas olelusvditluses, on bakterid evolutsiooni kaigus
omandanud suure hulga faagivastaseid kaitsemehhanisme. Naiteks kasutavad bakterid
faagitorjeks voor-DNA-d dratundvaid ja lagundavaid restriktsioonislisteeme, abortiivset
infektsiooni pohjustavaid siisteeme, adaptiivset immuunsust tagavaid CRISPR-Cas silisteeme
vOi takistavad faagide adsorptsiooni raku pinnale (Hampton et al., 2020). Viimasel ajal on
avastatud palju uusi kaitsemehhanisme, naiteks toodavad bakterid viirusevastaseid molekule,
kasutavad kaitsemehhanismis retronite kodeeritud vaikesi mittekodeerivaid RNA-sid ja
sekundaarseid signaalmolekule (Millman et al., 2022). Arvatakse, et paljud mehhanismid on

veel avastamata.



Faagivastaseid mehhanisme kannavad ka profaagid. Neid faagi genoomi osi nimetatakse
»moron” (more on) lookusteks, kuna nad pole vajalikud faagi enda eluks, kuid vdivad
parandada peremehe ellujgamisvéimalusi (Bondy-Denomy & Davidson, 2014). Naiteks
kannavad Escherichia coli P4-tilpi faagid ja nende P4-tllpi satelliidid oma genoomis
erinevaid faagivastaseid sisteeme (Rousset et al., 2022). Profaagide kodeeritud
kaitsemehhanismid on naditeks DNA translokatsiooni inhibeerimine v&i abortiivset infektsiooni
pbhjustavad slisteemid (McGrath et al., 2002; Owen et al., 2021). Erinevad profaagide poolt
kodeeritud kaitsemehhanismid mangivad suurt rolli ka viiruste omavahelises vditluses
(Rousset et al., 2022), sest voivad takistada juba modduka faagiga nakatunud bakteri
nakatumist uue faagiga. Erinevad immuunstrateegiad toimivad nakatava faagi elutsikli
erinevates faasides ja moodustavad kompleksse immuunstrateegia — naiteks vdivad koost66d
teha restriktsiooni-modifikatsiooni (RM) slisteemid ja CRISPR-Cas slisteem. Kui RM-slisteem
IGikab faagi DNAd, vdib CRISPR-Cas siisteem tekkinud kaksikahelalisi katkeid uute spacer-

regioonide moodustamiseks kasutada (Cury & Bernheim, 2022; Maguin et al., 2022).

1.2.1 Restriktsiooni-modifikatsiooni siisteemid

Restriktsiooni-modifikatsiooni (RM) slisteemid on Uiks enimlevinutest kaitsemehhanismidest
faagide vastu, neid leidub lausa 83% prokariiootsetest genoomidest (Cury & Bernheim, 2022).
RM-slisteemid koosnevad restriktsiooni ja metilatsiooni enstimist. Kui RM-slsteemi
kandvasse rakku satub DNA, mis pole bakterile spetsiifiliselt metileeritud, tunneb
restriktsiooni-enstiim selle dra ja voor-DNA lagundatakse (Labrie et al., 2010). Tavaliselt on
restriktsioonienstlm rakus aktiivsem kui metilaas ning voor-DNA saab edukalt lagundada.
Kui juhtub, et faagi DNA joutakse siiski metileerida, on uued kokkupandavad virionid RM-

siisteemi eest kaitstud (Labrie et al., 2010).

Nagu teiste bakterite kaitsemehhanismidega, on faagidel ka RM-siisteemide vastu olemas
kaitsemehhanismid. Uks nendest on endonukleaaside &ratundmissaitide puudumine
genoomist. Sel juhul ei saa RM-slisteemi restriktaasid faagi DNAd lagundada (Labrie et al.,
2010). Samuti kodeerivad moned faagid sama aratundmisjarjestusega metiilaase nagu nende

peremehed (Labrie et al., 2010).



1.2.2 CRISPR-Cas adaptiivne immuunsus

CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) lookus avastati algselt
Escherichia coli genoomist, kuid teadaolevalt leidub CRISPR-Cas siisteeme umbes 45%
bakterigenoomides (Millman et al., 2022; Rath et al., 2015). CRISPR lookus koosneb lihikestest
korduvatest DNA-jarjestustest ja erisugustest spacer-regioonidest. Spacer-regioonid
parinevad viiruste ja plasmiidide nukleiinhappest. Cas (CRISPR-associated) geenid paiknevad
CRISPR lookuse korval ning kodeerivad valke, mis on immuunvastuse vahendajad. Kui
bakterirakku nakatab viirus, mille sarnane spacer-regioon on CRISPR lookuses olemas,
tuntakse see dra ja Cas valgud saavad viiruse havitada (Rath et al., 2015). Seet&ttu on CRISPR-
Cas immuunvastus bakterites ainulaadne, kuna varem nakkust pd&hjustanud faagidest
parinevad spacer-regioonid jadvad genoomi alles ning véimaldavad uuesti sama faagiga kokku

puutudes kiire immuunvastuse.

1.2.3 Abortiivset infektsiooni pohjustavad siisteemid

Abortiivse infektsiooni (Abi) pohimote seisneb nakatunud bakteriraku apoptoosis enne seda,
kui faagipartiklid jouavad |6plikult kipseda ja bakterist vabaneda. Nii kaitstakse kogu
bakteripopulatsiooni, ohverdades Uksikud nakatunud rakud (Lopatina et al., 2020). Kuna
bakteritel leidub mitmeid teisi kaitsemehhanisme, mis rakku ei surma (naiteks CRISPR-Cas
immuunsus ja RM-siisteemid), on Abi siisteeme mdéttekas kasutada vaid siis, kui kéik teised
kaitsemehhanismid on alt vedanud. Seetdttu aktiveeruvad Abi siisteemid alles nakkuststkli

keskmises vai hilises faasis (Lopatina et al., 2020).

Igal Abi stisteemil on kaks funktsionaalset osa: Uks, mis tunneb dra faagiga nakatumise ja teine,
mis tapab raku voi surub alla raku metabolismi (Lopatina et al., 2020). Abi stisteemid tunnevad
ara faagide struktuurivalke ja muid infektsioonil ekspresseeritavaid valke (Depardieu et al.,
2016; Schmitt & Molineux, 1991) véi faagi pdhjustatud bakteri geenide transkriptsiooni
inhibitsiooni (Koga et al., 2011). Kui Abi slisteem on infektsiooni dra tundnud, siis aktiveerub
sisteemi teine pool. Rakku tappev moodul peab olema hasti kontrollitud, et see ei aktiveeruks
normaalsetes oludes ja ei parsiks bakteri kasvu. Abi slisteemi aktivatsioon peab olema aga
kiire ja efektiivne, et rakk sureks enne infektsioonitsikli I6ppu. Moned Abi sisteemid
degradeerivad faagi ja peremehe DNAd (Lau et al., 2020), IGikavad translatsiooniks vajalikke
valke (Yu & Snyder, 1994) v6i lagundavad faagi ja bakteri mRNA-sid (Niewoehner et al., 2017).
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Need mehhanismid pdhjustavad raku kasvu peatumise vGi surma, kuid kui bakter vabaneb

infektsioonist teiste mehhanismide abil, suudab ta kasvu jatkata (Lopatina et al., 2020).

1.2.4 Profaagid

Superinfektsiooniks nimetatakse protsessi, mille kdigus eelnevalt Ghe viirusega nakatunud
bakter nakatub uuesti kas sama v&i hoopis uue viirusega. Kui esimesena nakatanud faag on
bakteri genoomis latentses faasis profaagina, siis annab ta sageli sekundaarselt bakterit
nakatava faagi vastu immuunsuse. Seega on profaagidel mehhanismid, millega nad kaitsevad
oma peremeesbakterit teiste faagide eest ja regulaatorgeenid, mis kontrollivad profaagi
omaenda ludtilisi geene (Mavrich & Hatfull, 2019). Superinfektsiooni drahoidvaid stisteeme
kutsutakse Sie (superinfection exclusion) siisteemideks. Naiteks kodeerivad profaagid valke,
mis modifitseerivad raku pinnaretseptoreid, blokeerides faagi adsorptsiooni ja valke, mis

blokeerivad faagi DNA sisenemise rakku (Bondy-Denomy et al., 2016; Patel & Maxwell, 2023).

Owen et al. (2021) leidsid, et kuna profaagina eksisteerivate faagide ellujgamine séltub
taielikult peremeesraku tervisest, siis on neile vaga kasulik, et nad kannavad ,moron”
lookuseid, mille abil nad peremeesbakterit teiste faagide eest kaitsevad. Naiteks kodeerib
Salmonella enterica profaag BTP1 valku BstA, mis kdivitab nakatatud rakkudes abortiivse
infektsiooni ja kaitseb bakteripopulatsiooni faaginakkuse korral (Owen et al., 2021).
P6himdotteliselt voib see tekitada olukorra, kus BstA geen aktiveerub, kui llisogeenne faag
[Glitub lGGtilisse tsliklisse, pdhjustades peremeesbakteri enneaegse surma. BstA-d kodeeriv
faag on aga ise BstA toime eest kaitstud, sest BstA lookus kodeerib ka anti-BstA ehk aba
elementi, mis inhibeerib BstA aktiivsuse (Owen et al., 2021). Teoreetiliselt viksid teised faagid
kasutada oma aba elementi, et bakteris ekspresseeritava BstA aktiivsust alla suruda. Tuleb aga
vdlja, et BstA-aba slisteem on spetsiifiline ehk bakterirakus profaagi toodetavat BstA valku
saab maha suruda ainult sama faagi aba element (Owen et al., 2012). Sellist tuupi

kaitsemehhanism on levinud ja leitud paljude teiste bakterite profaagidest.
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1.3 Pseudomonas putida genoomis leiduvad profaagid

P. putida KT2440 ja meie laboris kasutatava isogeense tiive PaW85 genoomis on 4 profaagi
(Joonis 2), mille tahtsust P. putida kohasusele on ldhedamalt uuritud Martinez-Garcia ja
kaasautorite artiklis (2015). Need neli profaagi moodustavad umbes 2,6% P. putida genoomist.
Kui P. putida genoomist eemaldada k&ik profaagid, toob see kaasa bakteri suurenenud

taluvuse UV-kiirguse ja muude DNA-stressorite vastu (Martinez-Garcia et al., 2015).
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Joonis 2. P. putida genoomsed profaagid. Joonisel on kujutatud P. putida genoom ja naidatud
profaagide asukohad. Samuti on vélja toodud iga profaagi struktuur (Martinez-Garcia et al.,

2015, kohandatud).

Eelnevalt on profaagide véimalikku m&ju P. putida faagiresistentsusele meie laboris uurinud
oma bakalaureusetoodes Liis Kargenberg (2021) ja Kendra Piirmets (2022). Mdlemad leidsid,
et profaagid voivad mingil maaral P. putida’t faagide eest kaitsta (Kdrgenberg, 2021; Piirmets,

2022). Samas oli nende to66de tegemise ajal meie labori faagiraamatukogus faage vaga vahe.
12



Kokku anallitsiti kahes t66s vaid kaheksat faagi ja vaid mone faagiga nahti, et profaagid véivad
kuni 10 korda P. putida faagiresistentsust suurendada (Kargenberg, 2021; Piirmets, 2022).
Seega ei vOimaldanud saadud tulemused P. putida profaagide faagivastase kaitse kohta
suuremaid Uldistusi teha. Tanaseks on meie P. putida faagide raamatukogu oluliselt
suurenenud ja liigiliselt mitmekesistunud. Suurem faagide valim ning rohkem erinevalt
kaituvad faagiperekondi aitavad P. putida resistentsusmehhanisme paremini uurida ning

tuvastada potentsiaalselt erinevamaid faag-profaag interaktsioone.

2. EKSPERIMENTAALNE OSA
2.1 T66 eesmargid

Kdesoleva t66 eesmargiks oli pdhjalikumalt uurida P. putida profaagide mdju bakteri

faagiresistentsusele ning plitida leida profaagi geene, mis selle eest vastutavad.

2.2 Metoodika
2.2.1 Kasutatud s66tmed, P. putida tiived ja faagid

T606s kasutatud bakteritlived ja faagid on valja toodud tabelites 1 ja 2. S66tmena kasutasin LB
(lysogeny broth) s6odet (1% triiptoon, 0,5% parmiekstrakt, 0,5% NaCl). LB tards6dde sisaldas
1,5% agarit ja LB pehmeagari s66de 0,3% agarit. Bakterite nakatumise parandamiseks lisasin
LB  tardsootmele 0,03 pg/ml tsiprofloksatsiini ja LB pehmeagarile CaCl;

Idppkontsentratsiooniga 10 mM. Bakterid kasvasid LB vedels66tmes (ile66 20 °C juures.

Tabel 1. T66s kasutatud P. putida tiived

Bakteritlivi Iseloomustus Viide allikale
Pseudomonas putida
PaWws85 Metsiktivi
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AP1 PaW85 spontaanne deletsioonmutant, millel | Sirli Rosendahl
puudub profaag P1

AP2 PaW85, millest on eemaldatud profaag P2 Kendra Piirmets

AP3 PaW85, millest on eemaldatud profaag P3 Sirli Rosendahl

AP4 PaW85, millest on eemaldatud profaag P4 Kendra Piirmets

JAY:T0) Paw85, millest on eemaldatud koik | Kendra Piirmets,
genoomsed profaagid 2022

AP1 3920 PaWw85, millest on eemaldatud P1 profaagi | Sirli Rosendahl
integraasi geen PP_3920

AP left PaW85, millest on deleteeritud profaag P1 | Sirli Rosendahl
vasak pool (PP_3849 kuni PP_5641)

AP1 _R2 PaWs85, millest on deleteeritud profaag P1 | Rita Horak
parem pool (PP_3900 kuni PP_3918)

AP1 kesk2 PaWw85, millest on deleteeritud profaag P1 | Rita Horak
keskelt PP_3886 kuni PP_3894

AP1_NUCop PaWw85, millest on deleteeritud profaag P1 | Rita Horak
keskelt PP_3886 kuni PP_3890

AP1_Repop PaW85, millest on deleteeritud profaag P1 | Rita Horak
keskelt PP_3891 kuni PP_3894

AP1 kesk4 Paw85, millest on deleteeritud profaag P1 | Rita Horak
keskelt PP_3897 kuni PP_5644

AP3 12 PaW85, millest on deleteeritud profaag P3 | Rita Horak
vasak pool (PP_2266 kuni PP_2276)

Tabel 2. T66s kasutatud faagid

Faagid®

Nimi Liik Perekond

Kassivere 2 1D 1

Aardla 1 (pole teada) 3 (PCR)
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Kakumetsa 1 (pole teada) 3 (PCR)
Aura 3A 3
Suure-Kambja 4 3A 3
Pori 4 3B 3
Kdpa 5 3B 3
Kakumetsa 2 (pole teada) 5 (PCR)
Konnatiik 5B 5
Méra 3 5B 5
Luutsna 3 5B 5
Kompost 2 7B 7
Pori 3 9A 9

@ Faagid jaotati liikidesse ja perekondadesse sekveneerimistulemuste voi faagi perekonnaspetsiifiliste
praimeritega teostatud PCR-i alusel (teostasid Rita Horak, Hedvig Tamman, Age Brauer). Faagid
madrati Ghte liiki/perekonda, kui kogu genoomi ulatuses oli identsus 95%/70%.

2.2.2 Faagitolerantsuse testimine agarséétmel

Faagitolerantsuse testimiseks agarsodtmel kasvatasin bakterikultuure ile66 20 °C juures LB
vedels66tmes. Eksponentsiaalse kasvufaasi rakkude saamiseks lahjendasin lle66 kasvanud
bakterikultuuri varskesse LB vedelsootmesse ja kasvatasin rakke umbes 3-4 tundi 20 °C juures,
kuni rakkude ODsgp ~1. Bakterimuruga tasside tegemiseks segasin 200 ul uuritava tlive
eksponentsiaalse kasvufaasi rakke ~5 ml 0,3% LB pehmeagariga (42 °C), millele oli lisatud CaCl,
I6ppkontsentratsiooniga 10 mM. Bakterimuru valasin 0,03 pg/ml tsiprofloksatsiini

sisaldavatele LB agars6otme tassile.

Igast uuritavast faagifiltraadist tegin 101 — 10 lahjendusread SM puhvrisse (50 mM Tris-HCl
pH 7,5, 100 mM NaCl, 8 mM MgS04, 0,01% Zelatiin) ning pipeteerisin iga lahjendust 1,5 pl

bakterimurule. Tasse inkubeerisin (ile66 20 °C juures.
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2.2.3 Faagitolerantsuse testimine vedels66tmes mikrotiiterplaadil

Faagitolerantsuse testimiseks vedelso6tmes kasvatasin bakterikultuure tile66 20 °C juures LB
s6otmes. Eksponentsiaalse kasvufaasi rakkude saamiseks lahjendasin Ule6d kasvanud
bakterikultuuri varskesse LB vedels6otmesse ja kasvatasin rakke umbes 3-4 tundi 20 °Cjuures,

kuni rakkude ODsgp ~1.

Bakterite faagitolerantsust modtsin mikrotiiterplaadis. Igasse mikrotiiterplaadi kannu lisasin
80 ul LB s66det, mis sisaldas tsiprofloksatsiini (0,03 pg/ml) ja CaCl, (10 mM). Siis lisasin 10 pl
uuritavate bakteritiivede eksponentsiaalse kasvufaasi rakke ja 10 ul erineva lahjendusega
faagifiltraate arvestusega, et nakatamiskordaja MOI oleks 1 kuni 101. Kontrollkannudesse
lisasin faagifiltraadi asemel 10 pl SM puhvrit. Mikrotiiterplaati inkubeerisin tile66 20 °C juures
Tecan Infinite 200 PRO v&i BioTek Synergy H1 mikrotiiterplaadi lugejates, mis mootsid iga

kannu optilise tiheduse (ODsgo) iga 10 minuti jarel.

2.3 Tulemused
2.3.1 Profaagid kaitsevad P. putida’t paljude faagide eest

Selleks, et hinnata profaagide mdju P. putida faagitolerantsusele, vordlesin esmalt erinevate
faagide voimekust lldsida P. putida algset tiive PaW85 ja A4 tlive, millel puuduvad kdik neli
profaagi. Mitmed soltumatud katsed naitasid, et paljud faagid nakatavad Ade tive paremini
kui algset tlive — llusilaike on A4 tive murul rohkem ning kohati on need ka suuremad
(Joonis 3). Faagid Kompost 2, Pori 3, Aura, Aardla 1, Kdpa 5 ja Pori 4 nakatavad algset tlve
vaga halvasti, aga A4 tive murul on liisilaigud suuremad ja séltuvalt faagist on luisilaike
100-10 000 korda rohkem (Joonis 3). Need tulemused naitavad, et genoomsed profaagid
annavad P. putida’le eelmainitud faagide vastu vaga tugeva kaitse. Samas nakatavad faagid
Konnatiik ja Kassivere 2 P. putida algset tlive ja Ado tlive isna vorreldavalt, ehkki ka nende
faagide puhul on liisilaigud Ade tliive murul veidi suuremad. Faagid Mdra 3 ja Luutsna 3
nakatavad A4 tive ~10 korda paremini kui algset tlive. Seega saab jareldada, et profaagid

kaitsevad P. putida’t paljude faagide eest, aga kaitse maar on erinevate faagide puhul erinev.
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Kompost 2 (7B)
Konnatiik (5B)
Mora 3 (5B)
Pori 3 (9A)
Luutsna 3 (5B)

Aura (3A)
Aardla 1(3)
Képa 5 (3B)

® ® N o Uop W

Pori 4 (3B)
10. Kassivere 2 (1D)

Joonis 3. Faagide liilsilaigud P. putida algse tiive ja A4 tiive murudel. Esitatud on 10 erineva
faagi luUsilaigud P. putida algse tive (WT) ja Adp tlivega tassidel. Sulgudes on mérgitud faagi
liik vdi perekond kui liik pole teada. LB agars66tmele on lisatud 0,03 pg/ml tsiprofloksatsiini
ning 0,3% pehmeagarile on lisatud 10 mM CaCl,. Pildid on tehtud peale ~24 h kasvatamist 20
°Cjuures.

Agarsootmel tehtud katsed nditasid, et profaagid suurendavad P. putida faagiresistentsust.
Selleks, et analiilisida, kas sama kehtib ka bakterite kasvamisel vedelkultuuris, vordlesin
faagiga nakatatud P. putida algse ja Ade tive kasvudinaamikat LB vedelso6tmes.
Vedelkultuuris bakterite kasvatamisel lisasin so6tmesse tsiprofloksatsiini ja CaCl,, kuna see
aitab faagidel baktereid paremini nakatada. Profaagide kaitseefekti hindamiseks vordlesin P.
putida algse tlive ja Adp kasvukOveraid faagidega nakatamisel erinevatel MOI vaartustel
(Joonis 4). Sarnaselt agartassidel tehtud katsetele nakatasid Pori 4 ja Aura faagid A4 tlive
kiimneid kordi efektiivsemalt, kui algset P. putida’t. Jarelikult annavad genoomsed profaagid

P. putida’le faagide eest kaitse ka vedelkultuuris.
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Joonis 4. Profaagid suurendavad P. putida kaitset Pori 4 ja Aura faagide vastu. Esitatud on P.
putida algse tiive (WT) ja Ad@ kasvukdveraid ilma faagideta ja koos faagidega MOI 1 ja 10!
nakatamiskordaja korral. Bakterid kasvasid koos faagidega LB s66tmes, millele oli lisatud 0,03
ug/ml tsiprofloksatsiini ja 10 mM CacCl,. Katset korrati kolm korda ja esitatud on Uhe katse
kolme tehnilise korduse keskmised tulemused ja standardhalbed.

2.3.2 Erinevad profaagid kaitsevad erinevate faagide eest

Eelmise katse pohjal saab vaita, et profaagidel on oluline roll P. putida faagiresistentsuses.
Edasi tahtsin teada saada, kas kaitseefekti ndagemiseks on vaja kdiki profaage voi piisab ménest
kindlast profaagist. Selleks vordlesin P. putida algse tive, A4 ja Uksikute profaagide suhtes
defektsete tlivede nakatumisefektiivsust bakterimuruga tassidel. Tulemustest joonisel 5 on
ndha, et profaag 3 pakub tugevat kaitset paljude kolmanda perekonna faagide eest, nagu
Aura, Aardla 1, KGpa 5, Pori 4, Amme 1, Suure-Kambja 4 ja Kakumetsa 1, sest need faagid
[Glsivad AP3 tiive sama efektiivselt kui Ade tliive. Samas ei mdjuta profaagide P1, P2 ja P4

puudumine nende faagide vdimet P. putida rakke nakatada (Joonis 5).
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Aura (34) AP3 AP4
Aardla 1(3)

Kdpa 5 (3B)

Pori 4 (3B) :

Amme 1 (3B)

Suure-Kambja 4 (3A)

Kakumetsa 1 (3)

Kakumetsa 2 (5)

Joonis 5. Profaag 3 kaitseb P. putida’t kolmanda perekonna faagide eest Esitatud on kaheksa
erineva faagi lUlsilaigud P. putida algse tlive (WT), A4, AP1, AP2, AP3 ja AP4 tiivede murudel.
Sulgudes on margitud faagi liik vGi perekond kui liik pole teada. LB agars6dtmele on lisatud
0,03 pg/ml tsiprofloksatiini ning 0,3% pehmeagarile on lisatud 10 mM CacCl,. Pildid on tehtud
peale ~24h kasvatamist 20°C juures.

I U G o R e T A L R

Kuna eelmise katse tulemisest on naha, et viienda perekonna faag kaitub teisest erinevalt,
tegin katse viienda ja seitsmenda perekonna faagidega. Tulemused joonisel 6 naitavad, et
profaag 1 kaitseb P. putida’t seitsmenda perekonna faagi Kompost 2 eest, kuna
[GUsimisefektiivsus tiive AP1 murul on vorreldav Ade tlivega. Profaagid P2, P3 ja P4 aga faagi
Kompost 2 nakatamisvdimet ei mdjuta. Viienda perekonna faagi Konnatiik eest kaitsevad
bakterit aga mitu profaagi korraga, kuna see faag nakatab AP1 ja AP2 tlive paremini kui P.
putida algset tlive (Joonis 6). Samas nakatab Konnatiik kdige paremini siiski A4 tive ehk kui
eemaldatud on nii profaag P1 kui ka P2. Profaagid P3 ja P4 faagi Konnatiik nakatamisvdimet ei
mdjuta, kuna ltusilaigud nende profaagide puudumisel on vérreldavad algse P. putida tlive
omadega (Joonis 6). Tulemuste p&hjal voib vdita, et erinevate faagide eest kaitsevad P.

putida’t erinevad profaagid.

19



Kompost 2 (7B) Konnatiik (5B)

T
a

WT
A4
AP1
AP2
AP3

AP4

Joonis 6. Faagide Kompost 2 (7B) ja Konnatiik (5B) eest kaitsevad erinevad profaagid.
Faagilaigud P. putida algsel, Ado, AP1, AP2, AP3 ja AP4 tiivede murudel. LB agarso6tmele on
lisatud 0,03 pg/ml tsiprofloksatsiini ning 0,3% pehmeagarile on lisatud 10 mM CaCl,. Pildid on
tehtud peale ~24h kasvatamist 20°C juures. Katset kordasin kolm korda ning esitatud on
viimase katse tulemused.

2.3.3 Profaag 1 regioon geenidega PP_3897-3898-5643-5644 annab kaitse faagi Kompost

2 ja Konnatiik vastu

Eelnevatest katsetest nagin, et profaag P1 andis tugeva (soltuvalt katsest 100-1000-kordse)
kaitse faagi Kompost 2 ja ndorgema (10-kordse) kaitse faagi Konnatiik vastu (Joonis 6).
Jargmiseks seadsin eesmargi leida profaag P1 geenid, mis selles kaitsemehhanismis olulist rolli
mangivad. Selleks kasutasin labori kollektsioonis leiduvaid P. putida tivesid, millest olid
deleteeritud erineva pikkusega regioonid profaag P1 genoomist (Tabel 1 ja Joonis 7A).
Vordlesin Kompost 2 ja Konnatiigi lilsimisefektiivsust P. putida algse tlive ja erinevate profaag
P1 deletanttlivede bakterimurudel, et ndha millised P1 regioonid ja geenid kaitset mdjutavad.
Jooniselt 7B on naha, et lulsilaigud AP1_kesk4 tiive murul on vorreldavad llisilaikudega tive
AP1 tassidel, mis nditab AP1_kesk4 tlives deleteeritud geenide olulisust kaitseefektis. Teiste
profaag P1 regioonide puudumine oluliselt kaitseefekti ei mdjutanud. Need tulemused
viitavad, et profaag P1 kaitseefekti eest vastutab regioon, mis kodeerib geene PP_3897-3898-
5643-5644.
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Joonis 7. Faagide Kompost 2 ja Konnatiik vastu kaitseb profaag P1 regioon PP_3897-3898-
5643-5644. A. Profaag P1 ja tema deletsioonmutantide skemaatiline kirjeldus. Roheline ala
naitab profaagi regiooni ning sellel on osad P1 geenid margistatud musta raamiga kastidega
(suurused ei ole proportsioonis) ja ndidatud nende suund noolega. Sinised alad on profaagi 67
aluspaari pikkused vasak- ja parempoolsed insertsioonisaidid attL ja attR. Halliga on
margistatud P. putida genoomi ala, mis jadb profaagi insertsioonisaidist vasakule. Kollaselt
margitud tsisteiini tRNA (tRNA-Cys) geen kattub osaliselt P1 parema otsaga. Siniste joontega
on kujutatud vastavatest deletsioontlivedest puuduvad regioonid. B. Faagide Kompost 2 ja
Konnatiik lGUsilaigud P. putida algse (WT), Adg, AP1 ja profaag P1 deletsioontiivede murudel.
LB agarsootmele on lisatud 0,03 pg/ml tsiprofloksatiini ning 0,3% pehmeagarile on lisatud 10
mM CaCl2. Pildid on tehtud peale ~24h kasvatamist 20°C juures.
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2.3.4 Profaag 3 regioon geenidega PP_2292-2297 kaitseb 3. perekonna faagide vastu

Kuna paljude kolmanda perekonna faagide eest pakub tugevat kaitset profaag P3 (Joonis 4),
siis soovisin leida ka selle profaagi kaitsemehhanismi eest vastutavad geenid. Profaag P3
deletsioontlive AP3_L2 konstrueeris minu juhendaja Rita Horak ja mina analliUsisin selle tiive
(Tabel 1 ja Joonis 8A) nakatumisefektiivsust 3. perekonna faagidega Aura, Aardla 1, Kdpa 5 ja
Pori 4. Jooniselt 8B on naha, et lllsilaigud AP3 L2 tive bakterimurul on vorreldavad
lGusilaikudega algsel P. putida tivel, mis tahendab et P3 vasak regiooni geenidega PP_2266-
2291 kaitseefekti ei mdjuta. Jarelikult on profaag P3 kaitseefekti eest vastutavad geenid

regioonis PP_2292-2297.

A
attl 2266 22912292 2297 attR
431500 nt
AP3 L2 o .
Aura (3A) Y \‘\.;;

Aardla 1(3)
Kopa 5 (3B)
Pori 4 (3B)

Slwt N
. Aura (3A)
. Aardla1(3)
. Kopa5 (3B) AP3
4. Pori4 (3B) AP3 L2

Joonis 8. Paljude kolmanda perekonna faagide eest annab P. putidad’le kaitse profaag P3. A.
Profaag P3 ja tema skemaatiline kirjeldus. Roheline ala naitab profaagi regiooni ning sellel on
osad P3 geenid margistatud musta raamiga kastidega (suurused ei ole proportsioonis) ja
naidatud nende suund noolega. Sinised alad on 79 aluspaari pikkused profaagi vasak- ja
parempoolsed insertsioonisaidid attL ja attR. Sinise joonega on kujutatud P. putida AP3_L2
tlvest puuduv regioon. B. Faagilaigud P. putida algse (WT), Adg, AP3 ja P3 deletsioontiive
P3_AL2 murudel. LB agars6otmele on lisatud 0,03 pg/ml tsiprofloksatsiini ning 0,3%
pehmeagarile on lisatud 10 mM CaCl2. Pildid on tehtud peale ~24h kasvatamist 20°C juures.

WwopoE e W
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2.4 Arutelu
2.4.1 Kromosomaalsete profaagide mdoju P. putida faagiresistentsusele

P. putida on laialdaselt uuritud mudelorganism, kuid selle faagiresistentsuse kohta andmeid
napib. Varasemad uuringud profaagide mdju kohta faagiresistentsusele on naidanud, et
profaagid kodeerivad faagivastaseid mehhanisme, mis kaitsevad bakteriofaagide eest.
Profaagide kodeeritud kaitsemehhanismid on naiteks Sie valgud ja Abi siisteemid (Patel &

Maxwell, 2023).

P. putida profaagide puudumise mdju P. putida kohasusele on eelnevalt uurinud Martinez-
Garcia ja kaasautorid artiklis aastal 2015 ning oma bakalaureuset66des uurisid Liis Kargenberg
(2021) ja Kendra Piirmets (2022) ka profaagide mdju P. putida faagiresistentsusele. Eelnevad
bakalaureuset6dd viitavad, et profaagid vdivad P. putida faagiresistentsust suurendada, sest
Kendra Piirmetsa t60s tuli vdlja, et viienda perekonna faagidega Vanda F1, Vanda F2, Erra M1
ja Erra M2 nakatamisel on faagide lliisilaigud P. putida A4 tlivega tassidel suuremad kui algse
tlvega tassidel. Samas olenes efekt faagist ning neljanda perekonna Erra joe ning Emajde
faagidega nakatamisel algse P. putida ja A4 tlive vahel erinevusi polnud. Nende kahe
bakalaureuset6o kirjutamise ajal oli labori faagiraamatukogu vaike. Niitidseks on kollektsioon
aga suurenenud, mis vBimaldas analliisida rohkem erinevaid faage ja profaagide moju P.

putida faagiresistentsusele laiemalt uurida.

Oma t606s uurisin 13 faagi viiest erinevast perekonnast ja vordlesin nende véimet nakatada
erinevaid profaagdefektseid P. putida tivesid. Tulemused naitasid, et suur enamus faagidest
nakatab paremini P. putida deletsioontilive, millest on eemaldatud kdik profaagid (joonised 3
ja 4). Kuna on teada, et paljud profaagid kannavad enda genoomis faagiresistentsusgeene
(Owen et al., 2021; Patel & Maxwell, 2023), oli see tulemus tegelikult ootusparane. Samas
nditasid katsed ka seda, et profaagid ei kaitse bakterit kdikide faagide eest ning kaitseefekti
intensiivsus oleneb faagi perekonnast. Naiteks kaitsevad profaagid P. putida’t hasti kolmanda
perekonna faagide eest (Aura, Aardla 1 jt), kuid mitte kuigivord esimese perekonna faagide
(Kassivere 2) eest (joonis 3). Profaagid suurendasid P. putida resistentsust ka osade viienda

perekonna faagide suhtes (joonis 3, 5 ja 6).

Et koigi nelja profaagi eemaldamine bakterigenoomist avaldas faagiresistentsusele suurt

maju, tekkis kisimus, kas kaitseefekti puudumise ndagemiseks piisaks ka ainult méne voéi Uhe
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profaagi eemaldamisest. Tulemused nditasid, et profaag P3 annab P. putida’le vaga tugeva
kaitse kolmanda perekonna faagide vastu (joonis 5). Eelnevalt on leitud, et profaagid pakuvad
bakterile kaitset omasarnaste faagide eest (Bondy-Denomy et al., 2016; Patel & Maxwell,
2023). Nende tulemuste pohjal voiks arvata, et laborikollektsioonis leiduvad kolmanda
perekonna faagid sarnanevad P. putida P3 profaagile. Kolmanda perekonna faagid on aga nn
jumbo faagid, mille genoomi suurus on >200 000 aluspaari, samas on profaag P3 suurus vaid
39,1 kb (joonis 2). Age Brauer vordles kolmanda perekonna faagide genoome profaag P3
jarjestusega, kuid ei leidnud nende vahel mingeid sarnasusi. Jarelikult pole siin tegu sellise

immuunsusega, kus profaag kaitseb bakterit endasarnaste faagide eest.

2.4.2 Faagiresistentsuse eest vastutavad profaagi geenid

Profaagide P1 ja P3 tdpsem uurimine naitas, et profaag P1 pakutava kaitse eest vastutavad
geenid paiknevad regioonis PP_3897-3898-5643-5644 ning P3 kaitse eest vastutavad geenid
regioonis PP_2292-2297. Leidmaks neile profaagi geenidele voimalikke funktsioone uuris Age

Brauer neid geene pd&hjalikumalt bioinformaatiliste meetoditega.

Profaag P1 regioonis PP_3897-3898-5643-5644 on neli geeni, millest kolm kodeerivad
hiipoteetilisi valke (PP_3897-3898-5634) ning iks membraanivalku (PP_5644). PP_3897
kodeerib HIRAN (HIP1-related nuclease) domdaaniga valku. HIRAN domadniga valkude
funktsioone pole bakterites palju uuritud ning kirjandust selle teemal napib. Kiill aga on teada,
et HIRAN domaan leidub paljudel parmidest leitud helikaasidel, naiteks Saccharomyces
cerevisiae helikaasil Rad5, mis aitab DNA kahjustuste korral peatunud replikatsioonikahvli
Umber poodrata, vahendades seeldbi DNA stressist tingitud kahjustusi (Muellner & Schmidt,
2023). Voib spekuleerida, et ka P. putida genoomis on PP_3897 kodeeritud HIRAN doma&aniga
valk seotud DNA replikatsiooniga ning voib kuidagi sekkuda faagi genoomi replikatsiooni. Et
kontrollida, kas kaitsemehhanismi ees vastutab HIRAN domaani sisaldav valk tuleks
konstrueerida tivi, millest on eemaldatud PP_3897. Edasi saab vorrelda, kas saadud
deletsioontiivi oleks faagide Kompost 2 ja Konnatiik suhtes sama tundlikkusega nagu P. putida,

millel on eemaldatud kogu profaag P1 genoom.

Profaag P3 regioonis PP_2292-2297 on liheksa geeni, millest kuus kodeerivad hiipoteetilisi
valke (PP_2292, PP_2294, PP_5515, PP_5516, PP_5517, PP_2296), Uiks faagi terminaasi suurt
sublihikut (PP_2293), (iks antirestriktsioonivalku (PP_2295) ja (ks integraasi (PP_2297).
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Antirestriktsioonivalgud inhibeerivad RM siisteemi voor-DNA restriktsiooni, interakteerudes
otseselt endonukleaasiga (Spoerel et al., 1979) ja aitavad seega faagil RM slsteemi
vahendatud kaitsest mddda hiilida. Need valgud on olulised profaagile endale ja arvatavasti
kaitsemehhanismis ei osale. Ka integraas ja terminaas on eeldatavasti olulised profaag P3-le
endale, sest aitavad vastavalt faagi genoomil bakteri kromosoomi integreeruda voi faagi
DNA-d kapsiidi pakkida (Passos et al., 2021; Shen et al., 2012). Seega vastutab ilmselt kaitse
eest moni selles regioonis olevatest hlipoteetilisi valke kodeerivatest geenidest. Tanaseks on
laboris valminud veel deletsioontiivesid ja Rita HOraku katsed nendega naitavad, et
kaitsemehhanismi eest vastutavad geenid PP_5515-5516-5517 ehk hiipoteetilisi valke
kodeerivad geenid. Siiski pole veel teada, kas kaitseks on vajalikud kdik kolm geeni. Selle
selgitamiseks tuleks konstrueerida deletsioontlived, millest on eemaldatud Uksikud geenid
regioonis PP_5515-5516-5517 ning vaadata, kas kaitseefekt muutub olenevalt puuduolevast

geenist.
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KOKKUVOTE

Bakteritel on faagide vastu palju kaitsemehhanisme, naiteks restriktsiooni-modifikatsiooni
siisteemid, Sie valgud ja CRISPR-Cas immuunsus ning erinevaid mehhanisme leitakse pidevalt
juurde (Patel & Maxwell, 2023). Neid kaitsemehhanisme kodeerivad ka faagid, et voidelda
teiste faagidega, mis on eriti oluline, kui faag on integreerunud bakteri genoomi. Faage, mis
on integreerunud bakteri genoomi, nimetatakse profaagideks. Kuna profaag séltub taielikult
oma peremehe ellujddmisest, on profaagidel arenenud mehhanismid, mis bakteri elukaiku
parandavad. Profaagid kannavad enda genoomides ,,moron” lookuseid, mis pole vajalikud
profaagi enda elutegevuseks, kuid parandavad oma peremehe ellujdamisvdimalusi (Bondy-

Denomy et al., 2016).

P. putida genoomist on leitud neli profaagi, kuid nende md&ju bakteri faagiresistentsusele on
uuritud vaid kahes meie uurimisgrupis valminud bakalaureusetdds (Kargenberg, 2021;
Piirmets, 2022). Mdlema t06 tulemused viitasid profaagide tahtsusele P. putida
faagiresistentsuses. Kui nende toode kirjutamise ajal oli meie labori faagiraamatukogu alles
loomisel, siis nlitidseks on raamatukogu oluliselt tdienenud ja mitmekesisem, sisaldades lle
80 P. putida faagi. Oma t60s kasutasin viie erineva perekonna faage (tabel 2), mis kaituvad P.

putida’t nakatades erinevalt.

Kdesoleva t00 eesmargiks oli vdlja selgitada, milline on profaagide moju P. putida

faagiresistentsusele. Tehtud katsete tulemustest saab jareldada, et:

1) kromosomaalsed profaagid suurendavad P. putida faagiresistentsust osade faagide
suhtes,

2) erinevate faagide eest kaitsevad bakterit erinevad profaagid,

3) profaag P1 kaitseb P. putida’t faagide Kompost 2 ja Konnatiik eest ja kaitses osalev(ad)
geen(id) paikneb(vad) regioonis PP_3897-3898-5643-5644,

4) profaag P3 kaitseb P. putida’t faagide kolmanda perekonna eest ja kaitses osalev(ad)

geen(id) paikneb(vad) regioonis PP_2292-2297.

Antud t60 tulemused néitavad, et profaagidel on P. putida faagiresistentsuses vaga tahtis roll.
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SUMMARY

Bacteria have many defense mechanisms against phages, such as restriction-modification
systems, Sie proteins and CRISPR-Cas immunity, and different mechanisms are constantly
being discovered (Patel & Maxwell, 2023). These defense mechanisms are also encoded by
phages to compete with other phages, which is especially important when the phage has
integrated into the bacterial genome. Phages that have integrated into the bacterial genome
are called prophages. Since the prophage is completely dependent on the mechanisms of its
host for survival, prophages have evolved mechanisms that improve the survival rate of the
bacteria. Prophages carry “moron” loci in their genomes that are not necessary for the life of
the prophage itself, but improve the survival chances of their host (Bondy-Denomy et al.,

2016).

Four prophages have been found in the genome of P. putida, but their effect on bacterial
phage resistance has only been studied in two bachelor theses completed in our research
group (Kargenberg, 2021; Piirmets, 2022). Both these studies point to the importance of
prophages for phage resistance in P. putida. However, at the time, the phage library of our
laboratory was still small, as our group had just began to study phage-prophage interactions.
Today, there are more than 80 different P. putida phages in our collection. In my work, |
used phages from five different families (table 2), which behave differently when infecting P.

putida.

The aim of this work was to find out the effect of prophages on the phage resistance of P.

putida. From the results of my conducted experiments, it can be concluded that:
1) chromosomal prophages increase the phage resistance of P. putida to some phages,
2) different prophages protect bacteria from different phages,

3) prophage P1 protects P. putida from Kompost 2 and Konnatiik phages, and the gene(s)
participating in the protection is (are) located in the region PP_3897-3898-5643-5644,

4) prophage P3 protects P. putida from the phages of third genus, and the gene(s)

participating in the protection is (are) located in the region PP_2292-2297.

The results of this work show that prophages play an important role in phage resistance of P.

putida.
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