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INFOLEHT 

 

Pseudomonas putida füsioloogilise seisundi ja regulaatori Fis mõju GacS/GacA süsteemi 

alumiste geenide transkriptsioonile  

P. putida on mullabakter, kes on võimeline koloniseerima taimejuuri ning moodustama biofilmi. 

Biofilm on taimele kasulik, kuna bakter kaitseb taime fütopatogeenide eest, taim eritab 

vastukaaluks keskkonda toitaineid. Biofilmi teke on kompleksne protsess, seetõttu on olulised 

mitmed signaalrajad ja globaalsed regulaatorid, näiteks GacS/GacA süsteem ning Fis. Käesolevas 

töös uuriti, kas Fis reguleerib GacS/GacA süsteemi kuuluvate rsmA ja sRNA-de transkriptsiooni 

ning kas nende geenide transkriptsioon sõltub bakteri füsioloogilisest seisundist. Katsetest 

järeldus, et Fis mõjutab sRNA-de transkriptsiooni negatiivselt, rsmA-de transkriptsiooni 

positiivselt ning geeniregulatsioon sõltub bakteri füsioloogilisest seisundist. Seega Fis reguleerib 

GacS/GacA süsteemi geene ning võib seeläbi mõjutada ka biofilmi tekkeks vajalike geenide 

transkriptsiooni. 

CERCS: B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, mükoloogia 

Märksõnad: Pseudomonas putida, Fis, GacS/GacA, rsmA, sRNA-d. 

The effect of physiology of Pseudomonas putida and Fis on the transcription of lower genes 

in GacS/GacA system  

P. putida is a rhizospheric bacterium, that colonizes plant roots and develops biofilm. Biofilm is 

beneficial to plant as it protects against phytopathogens. Biofilm formation is intricately 

regulated, therefore many signalling networks and global regulators are needed, for example 

GacS/GacA system and Fis. The aim of this paper was to investigate, whether Fis influences the 

genes in GacS/GacA (rsmA and sRNA genes) signalling pathway and whether their transcription 

depends on the physiological activity of the bacterium. Experiments showed that Fis regulates 

rsmA transcription positively and sRNA genes negatively. Also, their transcriptsion depended on 

the physiological activity of the bacterium. Fis regulates the genes in GacS/GacA system and 

could thereby also regulate the genes necassary for biofilm formation. 

CERCS: B230 Microbiology, bacteriology, virology, mycology 

Keywords: Pseudomonas putida, Fis, GacS/GacA, rsmA, sRNA-s.  
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KASUTATUD LÜHENDID 

 

c-di-GMP – tsükliline diguanosiinmonofosfaat (ingl k cyclic dimeric guanosine monophosphate) 

Fis – globaalne regulaatorvak (ingl k factor for inversion stimulation) 

GacA – kahekomponendilise süsteemi GacS/GacA vastusregulaator (ingl k global activator) 

GacS – kahekomponendilise süsteemi GacS/GacA sensor (ingl k global activator) 

Gm – gentamütsiin 

IPTG – isopropüül-β-tioglaktosiid 

Km – kanamütsiin 

LadS – kahekomponendilises süsteemis GacS/GacA osalev sensor (ingl k lost adherence sensor)  

LB – lüsogeenne sööde 

nt – nukleotiid  

OD – optiline tihedus (ingl k optical density) 

ONPG – orto-nitrofenüül-β-D-galaktopüranosiid 

RetS – kahekomponendilises süsteemis GacS/GacA osalev sensor (ingl k regulator of 

exopolysaccharide and type III secretion) 

Rsm – sekundaarsete metaboliitide regulaator (ingl k regulator of secondary metabolites) 

RsmX, RsmY, RsmZ – väikesed mittekodeeriv sRNA-d 

Sm – streptomütsiin 

sRNA –väike mittekodeeriv RNA (ingl k small non-coding RNA) 

UAS – sRNA-de  ekspressiooni aktiveerimiseks vajalik ülesvoolu jääv konserveerunud järjestus 

(ingl k upstream activating sequence) 
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SISSEJUHATUS 

Pseudomonas putida on keskkonnas laialt levinud mullabakter, kes on võimeline 

koloniseerima taime risosfääri. Taime risosfääris elamine on kasulik mõlemale osapoolele: P. 

putida kaitseb taime fütopatogeenide eest ning taim eritab bakterile vajalikke toitaineid. P. putida 

kaitsev efekt taimepatogeenide eest tuleneb tema võimest moodustada taime juure pinnal 

biofilmi. Biofilm on pinnale kinnitunud ja maatriksiga kaetud agregeerunud bakterite kogum. 

Biofilmi moodustumine võimaldab bakteril püsida taime juurtel ning kaitseb baktereid 

ebasoodsate keskkonnatingimuste eest. 

Biofilmi moodustumist ja püsimajäämist mõjutavad erinevad signaalrajad ja globaalsed 

regulaatorid, mis reageerivad keskkonnast tulevatele signaalidele ning bakteri füsioloogilisele 

seisundile. Taolisteks biofilmi mõjutavateks regulaatoriteks on näiteks GacS/GacA süsteem ning 

globaalne regulaator Fis. 

GacS/GacA süsteem on paljudes bakterites leiduv signaalirada, mis pärsib bakterite 

liikumisvõimet ning soodustab biofilmi teket. Globaalsel regulaatoril Fis (ingl k factor for 

inversion stimulation) on samuti näidatud biofilmi soodustav toime. Seost Fis-i ja GacS/GacA 

signaaliraja vahel on meie laboris eelnevalt uuritud. Fis aktiveerib gacS-i transkriptsiooni, kuid 

ainult teatud tingimustes. Seega võib arvata, et gacS-i transkriptsioon on keeruliselt reguleeritud 

ning lisaks Fis-ile võivad seda mõjutada veel teisedki faktorid. 

P. putida biofilmi maatriks koosneb peamiselt valkudest, milleks on LapA ja LapF. Meie 

laboris on uuritud lapA transkriptsiooni ning nähtud, et Fis-i üleekspressiooniga P. putida tüves 

on lapA transkriptsioon väga kõikuv, sõltudes rakkude vanusest ja aeratsioonist. Geeni lapA 

transkriptsiooni kõikumine võib tuleneda asjaolust, et Fis mõjutab regulaatorit, mis kontrollib 

biofilmiks vajalike geenide transkriptsiooni, mille ekspressioon sõltub rakkude füsioloogilisest 

seisundist. Üheks selliseks regulaatoriks võib olla RsmA, mis reguleerib GacS/GacA raja 

signaali, seondes biofilmi moodustumiseks vajalike geenide mRNA-dega.  

Tuginedes eelnevale, on käesoleva töö eesmärgiks välja selgitada, kas Fis reguleerib 

GacS/GacA raja alumiste geenide (rsmA ja sRNA-geenide) transkriptsiooni. Lisaks, kas nende 

geenide transkriptsioon sõltub bakteri füsioloogilisest seisundist (bakterite vanusest tardsöötmel 

ja aeratsiooni lakkamisest).  
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I KIRJANDUSE ÜLEVAADE 

1.1 Risosfäärne bakter Pseudomonas putida 

 Perekonda Pseudomonas kuuluvad liigid on gram-negatiivsed gammaproteobakterid, kes 

on väga kohanemisvõimelised. Nende hulka kuulub nii patogeenseid kui saprofüütseid liike, 

mille tõttu on pseudomoonaseid leitud nii õhust, veest, mullast kui ka eukarüootidest (Palleroni, 

1992: Schroth et al., 1992). Pseudomoonaste võime toime tulla väga erinevate 

keskkonnatingimustega tuleneb metaboolsest ja geneetilisest plastilisusest (Dos Santos et al., 

2004; Nelson et al., 2002; Timmis, 2002). Pseudomoonased on fakultatiivsed aeroobid (Palleroni, 

1984) ning heterotroofid, kes suudavad energia saamiseks kasutada üle saja erineva 

süsinikuallika, mille hulgas on toksilisi ja aromaatseid ühendeid, samuti lämmastikuühendeid 

ning ksenobiootikume (Timmis, 2002). Lisaks eelnevale on perekonna Pseudomonas liigid sageli 

resistentsed antiobiootikumide, desinfitseerimiseks kasutatavate üldkemikaalide, detergentide kui 

ka raskemetallide suhtes ning võivad adapteeruda orgaaniliste lahustitega, mis lagundavad 

rakumembraani (Ramos et al., 2002). 

 Pseudomoonased on mulla mikrobiootas äärmiselt olulised ning neid võib sageli 

isoleerida taimejuurtelt. Juurte koloniseerimise edukus tuleneb ühelt poolt bakteri võimest 

kinnituda taimele (Duque et al., 1993) ning teisalt võimest kasvava juurega kaasa liikuda. Samuti 

tuleb koloniseerimisel kasuks pseudomoonastele iseloomulik metaboolne mitmekülgsus (Molina 

et al., 2000). Bakteri ja taime omavahelised interaktsioonid on kasulikud mõlemale osapoolele. 

Taimejuurte pind ja juurt ümbritsev mõne millimeetri paksune muld, mida kutsutakse 

risosfääriks, on bakteritele soodne elukeskkond, kuna taimed eritavad juurte kaudu mulda 

toitained, mida on mikoorganismidel kerge omastada. Vastukaaluks eritavad pseudomoonased 

fütohormoone, mis stimuleerivad taimede kasvu, ja/või metaboliite, mis pärsivad patogeenide 

kasvu (Espinosa-Urgel et al., 2002). 

 

1.2 Biofilm ja selle tähtsus 

Biofilmiks nimetatakse agregeerunud bakterite kogumit, kus tihedalt koos asuvad bakterid 

reageerivad keskkonnasignaalidele koordineeritult signaaliradade ja hulgatunnetuse abil (Nadell 

et al., 2008). Biofilmis elavad bakterid on kinnitunud pinnale ning ümbritsevad ennast 
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isetoodetud polümeerse maatriksiga (Costerton et al., 1995). Valdav osa bakteritest on 

võimelised mingil eluetapil biofilmi moodustama. On leitud, et koguni 90% bakteritest elab 

teatud aja biofilmi koosseisus (Costerton, 1995; Geesey, 1977). Kuna biofilm on keskkonnas, 

samuti taimsetes ja loomsetes peremeestes, üsna laialdaselt levinud, võib arvata, et grupis 

elamine on evolutsiooniliselt kinnistunud kui bakteri eluks kasulik fenotüüp (Hall-Stoodley et al., 

2004). 

 Kinnitunud eluviis pakub bakteritele mitmeid eeliseid vabalt elavate bakterite ees, kaitstes 

baktereid nii abiootiliste kui ka biootiliste tegurite eest. Võrreldes vabalt elavate bakteritega, on 

biofilmis elavad bakterid paremini kohanenud toitainete puuduse, pH muutuste, 

hapnikuradikaalide ja bakteritele kahjulike ainetega (Costerton et al., 1995). Lisaks eelnenule 

võimaldab biofilmi moodustumine bakteril sobivasse keskkonda pikemaks ajaks püsima jääda 

(Timmis, 2002). 

 Taimejuurtel olev kasulike bakterite biofilm kaitseb taime patogeenide eest. Näiteks 

Bacillus subtilis kaitseb Arabidopsis’t patogeeni P. syringae pv. tomato DC3000 eest, 

moodustades Arabidopsis’e juurtele biofilmi (Bais et al., 2004). Agregeerunud bakterid 

mõjutavad ka inimeste elu. Biofilmi koosseisus olevad rakud tunduvad võrreldes planktiliselt 

elavate rakkudega olevat antibiootikumide suhtes tolerantsemad, olles seega ka paljude 

krooniliste haiguste põhjustajateks (Watnik ja Kolter, 1999; Stewart, 2002; Mah et al., 2003; 

Heithoff ja Mahan, 2004; Costerton et al., 2005; Fux et al., 2005; Lee et al., 2005; Obst et al., 

2006; Manos et al., 2007). Tsüstilist fibroosi põdevate inimeste kopsudes areneb P. aeruginosa 

biofilm, kus bakterid on kaitstud antibiootikumide ja organismi enda kaitsevõime eest (Davies, 

2002). Samuti on näidatud, et mikroorganismid koloniseerivad mitmeid meditsiinilisi seadmeid ja 

implanteeritavaid proteese (Costerton et al., 1999; Donlan, 2001). Näiteks E. coli, P. aeruginosa 

ja teised gram-negatiivsed bakterid võivad moodustada biofilmi kateetritel (Stickler, 1996). 

 

 1.2.1 Biofilmi arenguetapid  

 Biofilmi moodustumine on kompleksne protsess, mida mõjutavad mitmesugused 

keskkonnast tulevad signaalid (Danhorn ja Fuqua, 2007; Lugtenberg et al., 1999; O’Toole ja 

Kolter, 1998; Rudrappa et al., 2007; Sauer ja Camper, 2001). Üleminekul planktiliselt kasvult 
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kinnitunud olekusse muutub geenide ekspressioon (Mathesius, 2009; Matilla et al., 2011; Ramos-

Gonzales et al., 2005). Võrreldes planktilise eluviisiga bakteritega, on biofilmis elavatel 

bakteritel ekspresseeritud väga väike osa geenidest. Näiteks on nii P. aeruginosa’l, Vibrio 

cholerae’l, E. coli’l kui ka Staphylococcus aerus’el biofilmi koosseisus olles ekspresseeritud 

umbes 10% geenidest, võrreldes planktiliselt elavate rakkudega (Schoolnik et al., 2001; Whiteley 

et al., 2001; Schembri et al., 2003; Beenken et al., 2004). 

 Biofilmi teke on mitmeetapiline (Stoodley et al., 2002). Esimeses etapis toimub 

planktiliste rakkude kinnitumine pinnale. Kinnitumine võib olla nii juhuslik kui ka keemilistest 

atraktantidest põhjustatud (Freter ja Obrien, 1981; Pratt ja Kolter, 1998; Meibom et al., 2004). 

Esmane kinnitumine on sageli pöörduv ning bakterid võivad pinna küljest eemalduda (Klausen et 

al., 2003). Püsiva kinnitumise järel jätkavad bakterid kasvamist ja jagunemist, mis lõpeb tiheda 

rakukogumi ehk mikrokoloonia tekkega. Mikrokolooniat peetakse biofilmi teiseks etapiks. Küpse 

biofilmi ehk kolmanda etapi kujunemiseks on oluline bakterite ekstratsellulaarne maatriks, mida 

eritatakse väliskeskkonda ning mis moodustab peamise kaitsva kihi bakterite ümber. Maatriks 

võib olla erineva koostisega, kuid peamiselt koosneb see veest ja erinevatest polümeeridest: 

polüsahhariidest, ekstratsellularsest DNAst ja/või valkudest (Flemming et al., 2007; Flemming ja 

Wingender, 2010; Ryder et al., 2007). Küpses biofilmis olevad geneetiliselt identsed rakud 

võivad biofilmi koosseisus erineda metaboolse aktiivsuse (Xu et al., 1998), antibiootikumide 

tolerantsuse (Balaban et al., 2004), spooride moodustumise (Branda et al., 2001) või 

ekstratsellulaarsete polümeeride sekretsiooni poolest (Vasseur et al., 2005; Vlamakis et al., 

2008). 

 Biofilmi neljas ja viimane etapp on biofilmi lagunemine ehk rakkude vabanemine 

biofilmist. Küpsest biofilmist eraldumiseks peavad üksikbakterid vabanema ekstratsellulaarsest 

maatriksist. See võib toimuda nii passiivselt kui aktiivselt. Passiivse, välistegurite abil, 

eraldumise näiteks on bakterite irdumine biofilmist vedelikuvoolu järsu tugevnemise tulemusena 

(Telgmann et al., 2004). Bakterite eraldumise üheks aktiivseks näiteks on V. cholerae, kes eritab 

väliskeskkonda ensüüme, mis lõhuvad rakke ümbritsevat maatriksit nii, et rakud pääsevad 

biofilmist välja (Hammer ja Bassler, 2003; Zhu ja Mekalanois, 2003; Heithoff ja Mahan, 2004; 

Liu et al., 2007). 
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1.2.2 Perekonna Pseudomonas liikide biofilmi maatriks 

 Perekonna Pseudomonas liikide biofilmi maatriksi peamiseks komponendiks võivad olla 

polüsahhariidid või valgud. Näiteks P. aeruginosa maatriks on peamiselt polüsahhariidne, 

koosnedes kas alginaadist või Pel- ja Psl-polüsahhariididest (Ryder et al., 2007). Samas P. 

fluorescens’i ja P. putida maatriksi peamiseks komponendiks on valk LapA (Boyd et al., 2014; 

Gjermansen et al., 2010; Hinsa et al., 2003; Moor et al., 2014). 

 LapA on P. putida suurim valk, millele analoogseid valke on leitud ka teistes bakterites 

(Lasa ja Penades, 2006; Yousef ja Espinosa-Urgel, 2007). LapA on vajalik rakkude 

kinnitumiseks pinnale, seega adhesiin on oluline biofilmi moodustumise varajases etapis, kui 

toimub pöörduvalt kinnitumiselt üleminek pöördumatuks (Hinsa et al., 2003). P. putida lapA 

mutant moodustab oluliselt vähem biofilmi nii läbivoolukultuuris (Nelson et al., 2002) kui 

suletud süsteemis (Moor et al., 2014). P. fluorescens’i lapA mutandil säilib küll võime biofilmi 

moodustada, olgugi et paljud eksopolüsahhariide kodeerivad geenid on inaktiveerunud (Nilsson 

et al., 2011).  

P. putida’l on lisaks veel üks biofilmiks oluline adhesiin – LapF (Martinez-Gil, 2010), 

mis P. fluorescens’il puudub (Fuqua, 2010). LapF on oluline P. putida küpses biofilmis, 

vastutades rakk-rakk interaktsioonide eest (Fuqua, 2010; Martinez-Gil et al., 2010).  

LapA ja LapF-i hulka rakus mõjutab globaalne regulaatorvalk Fis (ptk 1.4). Fis-i 

üleekspressiooni korral P. putida rakkudes suureneb LapA hulk 1,6 korda (Moor et al., 2014) ja 

biofilmi moodustumine ligikaudu kolm korda, võrreldes metsiktüvega (Jakovleva et al., 2012; 

Moor et al., 2014). Samuti on näidatud, et Fis represseerib P. putida’s lapF-i transkriptsiooni 

(Lahesaare et al., 2014), samas LapF-i puudumine ei mõjuta P. putida biofilmi moodustumist 

(Moor et al., 2014). Vastupidiselt Fis-ile võimendab statsionaarse faasi sigmafaktor RpoS LapF-i 

ekspressiooni. RpoS-i ekspresseeritakse nälja- ja stressitingimustes, seega suureneb ka LapF 

ekspressioon rakkude statsionaarsesse kasvufaasi jõudes (Martinez-Gil et al., 2010), kiirelt 

kasvavates rakkudes LapF-i ei ekspresseerita (Lahesaare et al., 2014; Martinez-Gil et al., 2014; 

Moor et al., 2014). 

  Geenide lapA ja lapF-i transkriptsioon on GacS/GacA kahekomponentse süsteemi (ptk 

1.3.1) kontrolli all. Geeni gacS katkestamine indutseerib P. aeruginosa läbivoolukultuuris küll 

rakkude kinnitumist pinnale, kuid samas pole kinnitumine piisavalt tugev ning rakud eemalduvad 
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pinnalt üsna kergelt (Petrova ja Sauer, 2012). Samas gacA mutant näitas defektset biofilmi 

moodustamist (Parkins et al., 2001). P. fluorescens’is tekitavad mutatsioonid gacA või gacS 

geenides hüperliikuva fenotüübi (Martinez-Granero et al., 2006; Navazo et al., 2009). Marinez-

Gil et al. näitasid 2014. aastal, et nii lapA kui ka lapF-i transkriptsioon on P. putida GacS-

defektses tüves madalam kui metsiktüves (Martinez-Gil et al., 2014). 

  

1.3 Biofilmi regulatsioon 

 Biofilmi teke on keeruline protsess, kaasates mitmeid signaaliradu ja –molekule. Näiteks 

eubakterite universaalne signaalmolekul tsükliline diaguanosiin - 5’- monofosfaat (c-di-GMP; 

ingl k cyclic dimeric guanosine monophosphate) reguleerib bakteri liikumist, virulentsusfaktorite 

sünteesi, sekundaarset metabolismi, adhesiooni ja biofilmi moodustumist (Hengge, 2009; Jenal ja 

Malone, 2006; Römling et al., 2013). Kõrgenenud c-di-GMP tase indutseerib P. aeruginosa’s 

adhesiinide ja ekstratsellulaarse maatriksi komponentide produktsiooni, mis on vajalikud biofilmi 

moodustumiseks. Madal c-di-GMP tase aga vähendab adhesiinide ja ekstratsellulaarse maatriksi 

komponentide sünteesi ning bakterid lähevad paikselt eluviisilit üle planktilisele (Römling et al., 

2013; Hengge, 2009; Fazli et al., 2014).  

 Kahekomponentsed regulatsioonisüsteemid võimaldavad bakteritel kiiresti reageerida 

keskkonnasignaalidele, võttes keskkonnast tuleva signaali rakku ning reguleerides vajalike 

geenide avaldumist (Gao et al., 2007). Näiteks GacS/GacA kahekomponente süsteem, mis on 

leitud paljudest gamma-proteobakteritest, reguleerib bakteri virulentsusfaktorite sünteesi (Heeb ja 

Haas, 2001; Lapouge et al., 2008) ja stimuleerib biofilmi moodustumist (Barahona et al., 2010; 

Cheng et al., 2013; Duque et al., 2013). 

 

1.3.1 GacS/GacA signaalirada 

 Kuigi GacS/GacA kahekomponentne süsteem koosneb tüüpilisest sensorkinaasist ja 

vastuseregulaatorist, siis signaali edasikandumisest biofilmi moodustumiseks vajalike geenide 

regulatsioonini võtab osa veel regulaatoreid. Sellest lähtuvalt on otstarbekas rääkida 

signaalirajast, mis algab signaali vastuvõtmisega, signaali kaskaadse ülekandega tsütoplasmas 
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ning biofilmiks vajalike valkude ekspressiooni reguleerimisega. GacS/GacA signaalirada 

koosneb membraanseoselisest sensorvalgust GacS ja signaali vastuvõtvast regulaatorvalgust 

GacA, mis aktiveerib sRNA-de transkriptsiooni. Need RNA-d reguleerivad RsmA aktiivsust, mis 

omakorda reguleerib mRNAde translatsiooni (Jimenez et al., 2012). Signaalirada on täpsemalt 

lahti kirjutatud joonisel 1. 

   

  

Joonis 1. Pseudomonas aeruginosa GacS/GacA signaalirada. GacS võtab väliskeskkonnast vastu seni 

teadmata signaali, mille tulemusena ta autofosforüleerub. GacS kannab fosfaatjäägi üle GacA-le, mis 

aktiveerub. GacA aktiveerib omakorda väikeste regulatoorsete RNA-de – RsmZ ja RsmY – 

transkriptsiooni. Väikesed regulatoorsed RNA-d inaktiveerivad seondumisega RsmA. RsmA puudumisel 

aktiveeritakse virulentsusfaktorite ja biofilmi tekkeks vajalike eksopolüsahhariidide süntees. Sensorkinaas 

LadS soodustab signaali ülekandmist GacS-lt GacA-le, aktiveerides sRNA-de sünteesi, samas kui 

sensorkinaas RetS moodustab kompleksi GacS-iga, mis blokeerib signaali ülekande GacA-le ning sRNA-

de sünteesi (Jimenez et al., 2012; modifitseeritud). 
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  Keskkonnafaktoreid, mille tunneb ära GacS sensorkinaas, pole veel suudetud täpselt 

kindlaks teha. Siiski näitavad katsed E. coli, V. cholerae, P. fluorescens’i ja P. wasabiae’ga, et 

GacS/GacA signaalirada aktiveeritakse, kui rakkude tihedus on piisavalt suur. Täheldatud on ka 

signaaliraja aktivatsiooni bakterite kasvukiiruse aeglustumisel statsionaarse kasvufaasi alguses 

(Heeb ja Haas, 2001; Hyytiäinen et al., 2001; Kay et al., 2005,2006; Lenz et al, 2006; Molofsky 

ja Swanson, 2003; Weilbacher et al., 2003). 

Meie laboris on gacS geenist ülesvoolu ennustatud kaks Fis-i seondumisjärjestust, FisII ja 

FisIII, ja näidatud ka Fis-i seondumine neile järjestatustele in vitro (Lahesaare magistritöö, 2011). 

Samuti on näidatud, et Fis-i üleekspressioon aktiveerib gacS-i transkriptsiooni, kuid ainult M9 

glükoos-CAA-söötmes, mitte LB-s. Fis aktiveeris transkriptsiooni M9 söötmes ka siis, kui FisII 

seondumisjärjestus gacS promootori ees on muteeritud (Moor bakalaureusetöö, 2011). Samas on 

näidatud, et in vitro muteeritud FisII järjestusele Fis ei seondu (Lahesaare magistritöö, 2011). 

Seega võib arvata, et gacS-i transkriptsioon on keeruline ning selle regulatsioonis osaleb Fis-ile 

lisaks veel teisigi faktoreid. 

 

1.3.2 Rsm süsteem 

 Rsm (ingl k regulator of secondary metabolites) süsteem kuulub samasse signaalratta 

koos GacS/GacA kahekomponendilise süsteemiga ja koosneb translatsiooni repressorist RsmA-st 

(või RsmE-st) ja väikestest mittekodeerivatest RNA-dest (Jimenez et al., 2012). RsmA reguleerib 

P. aeruginosa’s lausa ~9% 5570-st ennustatud lugemisraamist (Brencic ja Lory, 2009; Burrowes 

et al., 2005) RsmA kontrollib P. aeruginosa’s patogeensust, vesiniktsüaniidi sünteesi (Pessi ja 

Haas, 2001), tüüp IV piilide ekspressiooni (Brenic ja Lory, 2009), hulgatunnetust (Heurlier et al., 

2001) ning tüüp III ja tüüp VI sekretsioonisüsteeme (Brenic ja Lory, 2009). Taimejuuri 

koloniseerivas bakteris P. fluorescens kontollivad RsmA ja RsmE nii sekundaarsete metaboliitide 

kui ka eksoensüümide produktsiooni (Heeb et al., 2002).  

RsmA inaktiveeritakse, kui temaga seonduvad sRNA-d (Jimenez et al., 2012). RsmA 

seondumine sRNA-dega sõltub sRNA-de sekundaarstruktuuris olevatest GGA motiividest 

(Valverde et al., 2004). Korduvad GGA järjestused on olulised sRNA-de seondumiseks nii 

RsmA-ga kui ka homoloogsete repressorvalkudega (Lapouge et al., 2008). Regulatoorsete sRNA-

de puudumisel rakus käituvad RsmA ja RsmE repressoritena: RsmA ja RsmE blokeerivad 
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ribosoomi seondumissaidi ning takistavad seeläbi translatsiooni (Reimmann et al., 2005; Brenic 

ja Lory, 2009). 

 Bakterites P. wasabiae ja P. aeruginosa on identifitseeritud üks RsmA homoloog 

(Blumer et al., 1999; Chatterjee et al., 1995), P. fluorescens’is kaks homoloogi – RsmA ja RsmE 

(Reimmann et al., 2005) ning P. putida’s on valgu järjestuse sarnasuse põhjal identifitseeritud 

lausa kolm RsmA homoloogi – RsmA1 (PP_1746), RsmA2 (PP_3832) ja RsmA3 (PP_4472) 

(Riho Teras avaldamata andmed). Bakteris P. fluorescens CHA0 on kolm regulatoorset RNA-d: 

RsmX, RsmY, RsmZ (Blumer et al., 2005; Heeb et al., 2002; Kay et al., 2005; Reimmann et al., 

1997; Valverde et al., 2003). Vastavad homoloogid RsmX-ile, RsmY-ile ning RsmZ-ile on 

ennustatud ka P. putida’s. Regulaatorsete sRNA-de geenid paiknevad P. putida genoomis 

järgnevalt: RsmX (PP_4049-PP_4050) RsmY (PP_0370-PP_0371) RsmZ (PP_1624-PP_1625) 

(Riho Teras avaldamata andmed). 

Regulatoorsete RNA-de, rsmX-i ja rsmY-i transkriptsioon sõltub rakutihedusest, 

suurenedes terve kasvufaasi vältel (Valverde et al., 2003; Kay et al., 2005). RsmZ-i ekspressioon 

saavutab maksimumi ekponentsiaalse kasvufaasi lõpuks (Heeb et al., 2002; Kay et al., 2005). 

Kõigi eespool mainitud sRNA-de ekspressiooni aktiveerimiseks on vajalik ülesvoolu jääv 

konserveerunud järjestus UAS (ingl k upstream activating sequence), millega seondub GacA 

(Humair et al., 2010). Antud 18 nt pikkune konserveerunud järjestus on leitav nii rsmX-i, rsmY-i, 

rsmZ-i kui ka paljudes teistes gammaproteobakterite sRNA-des (Kulkarni et al., 2006; Lenz et 

al., 2005). P. aeruginosa’s on antud järjestus rsmY geeni ees TGTAAGCATTAACTTACA ja 

rsmZ geeni ees TGTAAGCCAAGGCTTACA (Heeb et al., 2002; Kay et al., 2006; Kulkarni et 

al., 2006). Antud järjestuse deleteerimine rsmZ geeni eest P. fluorescens’i tüves CHA0 langetas 

rsmZ ekpressiooni märgatavalt ning kadus sõltuvus GacA-st (Heeb et al., 2002). 

Sageli sarnanevad deletsioonid või mutatsioonid sRNA geenides fenotüübilt GacS/GacA 

mutantidega. Näiteks P. aeruginosa ∆rsmYZ ja ∆gacA mutantidel on mõlemal häiritud 

ekstratsellulaarsete virulentsusfaktorite, nagu vesiniktsüaniidi, protsüaniini, elastaasi, kitinaasi 

süntees ja biofilmi moodustumine (Kay et al., 2006; Brencic et al., 2009). Sarnasusi rsm ja gac 

mutantide fenotüüpides on täheldatud ka Pectobacterium wasabiae’s (Liu et al., 2008). 
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1.4 Globaalne regulaatorvalk Fis  

 Fis (ingl k factor for inversion stimulation) on väike DNA-seoseline homodimeerne valk, 

mis osaleb nii DNA kokkupakkimisel, kuid samas võib käituda ka kui globaalne 

transkriptsiooniregulaator (Beach ja Osuna, 1998). Üldiselt on Fis levinud -proteobakterites ning 

on suhteliselt hästi konserveerunud (Beach ja Osuna, 1998; Boswell et al., 2004). Näiteks E. coli 

ja P. putida Fis valgud on oma aminohappelise järjestuse põhjal 64,8% ulatuses identsed ja 

81,7% ulatuses sarnased (www.tigr.org). E. coli Fis valgu subühik on 11,2 kDa raskune ning 

koosneb 98 aminohappest (Safo jt, 1997), P. putida Fis on 11,8 kD raskune ning koosneb 106 

aminohappest (www.tigr.org). Lisaks on näidatud, et DNA-ga seondumiseks vajalikud 

aminohapped on Fis valgus konserveerunud (Boswell et al., 2004). Samas Fis-i tähtsus bakterile 

võib olla erinev. Kui varasemalt on näidatud, et E. coli Fis-defektsed tüved on elujõulised, siis 

pseudomoonaste korral on fis geeni muteerimine bakterile surmav ning fis
-
 tüve pole suudetud 

konstrueerida (Jakovleva et al., 2012; Liberati et al., 2006; Teras et al., 2009). 

 Fis-i olemasolu, funktsiooni ja regulatsiooni kohta teistes bakterites, kui E. coli ja 

Salmonella typhimurium, on vähe teada (Ball et al., 1992; Finkel ja Johnson, 1992; Ninnemann et 

al., 1992; Osuna et al., 1995; Pratt et al., 1997). Seega põhineb suur osa Fis-i kohta käivast 

informatsioonist kahel eespool mainitud bakteril. Samas tuleb arvestada, et kuigi E. coli ja P. 

putida Fis valkude omavaheline identsus on üsna suur (64,8%), võivad Fis valgud erinevates 

bakterites omada erinevaid sihtmärkgeene ja regulatoorseid funktsioone (Osuna et al., 1995; 

Bradley et al., 2007). 

 DNA järjestus, millega seondub E. coli Fis valk, pole väga tugevalt konserveerunud ning 

sellest tulenevalt võib Fis seonduda teatud juhtudel DNA-ga mittespetsiifiliselt. (Ball et al., 

1992). DNA konsensus, millega E. coli Fis valk seondub, on GNTYAAAWTTTRANC, kus Y on 

pürimidiin, R puriin, W adeniin/tümiin ja N mis tahes nukleotiid. Fis-i efektiivseks seondumiseks 

on olulised järjestuse alguses olev G ning lõpus olev C, lisaks A/T nukleotiidid. (Shao et al., 

2008) Fis-i seondumiseks DNA-ga toimub DNA paindumine, mitte valgu konformatsiooni 

muutus (Stella et al., 2010). Seetõttu on AT-rikkus seondumisjärjestuses oluline vajaliku DNA 

painde tekkimiseks, mis võib ulatuda 40 kraadist kuni 90 kraadi (Pan et al., 1996; Kostrewa et 

al., 1991) 

http://www.tigr.org/
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 Fis valgu ekspressioon sõltub bakterite kasvufaasist. E. coli’s ekspresseeritakse Fis-i enim 

varajases eksponentsiaalses kasvufaasis, mil Fis-i molekulide arv raku koha võib ulatuda kuni 

100 000-ni. Edasise bakteripopulatsiooni kasvu jooksul Fis-i ekspressioon väheneb ning 

statsionaarses faasis on E. coli’s praktiliselt detekteerimatu (Ali Azam et al., 1999; Ball et al., 

1992).  

 E. coli’s mõjutab Fis enda geeni transkriptsiooni nii otseselt kui kaudselt (Ball et al 1992). 

E. coli fis-i promootoralas on kuus Fis-i seodumisjärjestust, millest kaks kattuvad promootoriga, 

takistades transkriptsiooni initsiatsiooni (Ball et al., 1992; Ninnemann et al., 1992). Kuna fis-i 

promootor aktiveerub tugeva negatiivse superspiralisatsiooni tingimustes ning Fis reguleerib E. 

coli DNA topoisomeraaside ekspressiooni, siis Fis-i hulk mõjutab läbi DNA topoloogia fis-i 

transkriptsiooni (Schneider et al., 2000). 

Fis reguleerib geenide transkriptsiooni, mis vastutavad liikumise, energia metabolismi, 

aminohapete ja nukleotiidide biosünteesi ning toitainete transpordi eest (Bradley et al., 2007). 

Lisaks on E. coli’s ja S. typhimurium’s näidatud Fis-i osalust ka virulentsusesgeenide 

regulatsioonis (Kelly et al., 2004; Blot et al., 2006; Croinin et al., 2006). E. coli’s on näidatud, et 

fis-i deleteerimine mõjutab ligi 21% geenidest (Cho et al., 2008). Fis aktiveerib E. coli’s rRNA ja 

tRNA geenide transkriptsiooni ja tagada rRNA ja tRNA molekulide kõrge tase rakkude 

eksponentsiaalses kasvufaasis, kui valgusüntees on kõige alktiivsem (Xu ja Johnson, 1995). 

Fis-i mõju biofilmile võib olla nii positiivne kui negatiivne. Näiteks E. coli tüves 042 

aktiveerib Fis aaf piilide geene, mis on olulised bakteri kinnitumiseks sooleepiteelile ja biofilmi 

tekkeks (Chaudhuri et al., 2010; Czeczulin et al., 1997; Sheikh et al., 2001). Samas represseerib 

Fis E. coli tüves E2348/69 csg piilide geene (Saldana et al., 2009) ja Dickeya dadantii’s 

tselluloosi sünteesi (Prigent-Combaret et al., 2012), mis on kummalegi bakterile vajalikud 

biofilmi moodustamiseks. P. putida’s mõjutab Fis biofilmi teket positiivselt. Jakovleva et al. 

(2012) näitasid, et Fis vähendab P. putida PaW85 liikumist ning indutseerib biofilmi teket.  
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II EKSPERIMENTAALNE OSA 

2.1 Töö eesmärgid  

Kirjandusest on teada, et GacS-i puudumisel langeb P. putida’s LapA ekspressioon 

(Martinez-Gil et al., 2014) ning meie laboris on näidatud, et Fis-i üleekspressioon soodustab P. 

putida biofilmi teket (Jakovleva et al., 2012; Moor et al., 2014). Seost Fis-i ja GacS/GacA 

signaaliraja vahel on meie laboris juba uuritud. Hanna Moor leidis oma bakalaureusetöös (2011) 

et P. putida gacS geeni ees on vähemalt kaks Fis-i seondumisjärjestust ning Fis-i mõju gacS-i 

transkriptsioonile sõltus söötmest, aktiveerides transkriptsiooni M9 glükoos-CAA söötmes, kuid 

mitte LB-s (Hanna Moor bakalaureusetöö, 2011). Lisaks eelnevale on meie laboris nähtud, et 

lapA transkriptsioon on Fis-i üleekspressiooniga P. putida tüves väga kõikuv. See sõltub rakkude 

vanusest LB tardsöötmel ning -galaktosidaasi mõõtmiseks kasvatatud rakkude aeratsiooni 

lakkamisesest (Hanna Moor avaldamata andmed). Geeni lapA transkriptsiooni kõikumine Fis-i 

üleeskpressioonitüves võib tuleneda asjaolust, et Fis mõjutab lapA transkriptsiooni mõne 

regulaatori kaudu, mille ekspressioon sõltub bakteri füsioloogilisest seisundist. Üheks 

võimaluseks on, et Fis reguleerib GacS/GacA signaaliraja alumiste geenide, rsmA ja sRNA 

geenide transkriptsiooni. Sest teada on, et lapA transkriptsioon sõltub GacS/GacA signaalirajast 

ning reguleerides raja alumisi geene on võimalik muuta signaali jõudmist sihtmärkgeenini.  

Tuginedes eelnevatele tulemustele, on käesoleva töö eesmärgiks välja selgitada, kas Fis 

reguleerib GacS/GacA raja alumiste geenide (rsmA ja sRNA-geenide) transkriptsiooni. Lisaks, 

kas nende geenide transkriptsioon sõltub bakteri füsioloogilisest seisundist (rakkude seismisest 

tardsöötmel ning laual).  
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2.2 Materjal ja metoodika 

2.2.1 Töös kasutatud tüved ja plasmiidid 

Töös kasutatud tüved ja plasmiidid on toodud tabelis 1.  

 

Tabel 1. Kasutatud bakteritüved ja plasmiidid 

Tüvi või plasmiid Genotüüp, iseloomustus Allikas, viide 

P. putida   

PSm PaW85; glmS geeni järele inserteeritud mini-

Tn7-ΩSm kassett (Sm
R
) 

Jakovleva jt, 2012 

F15 PaW85; glmS geeni järele inserteeritud mini-

Tn7-term-lacI
q
-Ptac-fis-T1T2- ΩGm kassett 

(Gm
R
) 

Jakovleva jt, 2012 

 

 

Plasmiid 

pBLKT Test-vektor lacZ geeni ja T1T2 

terminaatoriga (Km
R
) 

 Moor, 2011 

pBLKT-rsmA1 BamHI-ga avatud pBLKT-sse on 

inserteeritud rsmA1 (PP_1746) 157 nt 

pikkune promootorala (Km
R
) 

Moor avaldamata andmed 

pBLKT-rsmA2 BamHI-ga avatud pBLKT-sse on 

inserteeritud rsmA2 (PP_3832) 432 nt 

pikkune promootorala (Km
R
) 

Moor avaldamata andmed 

pBLKT-rsmA3 BamHI-ga avatud pBLKT-sse on 

inserteeritud rsmA3 (PP_4472) 333 nt 

pikkune promootorala (Km
R
) 

Moor avaldamata andmed 

pBLKT-rsmX BamHI-ga avatud pBLKT-sse on 

inserteeritud rsmX (PP_4049-PP_4050) 363 

nt pikkune promootorala (Km
R
) 

Moor avaldamata andmed 

pBLKT-rsmY BamHI-ga avatud pBLKT-sse on 

inserteeritud rsmY (PP_0370-PP_0371) 321 

nt pikkune promootorala (Km
R
) 

Moor avaldamata andmed 

pBLKT-rsmZ BamHI-ga avatud pBLKT-sse on 

inserteeritud rsmZ (PP_1624-PP_1625) 234 

nt pikkune promootorala (Km
R
) 

Moor avaldamata andmed 
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2.2.2 Söötmed ja kasvatamine 

 P. putida rakke kasvatati temperatuuril 30 °C. Rakke kasvatati LB vedelsöötmes, 

aereerides kultuure loksutil 180 rpm/min. LB tardsöötmel kasvatati rakke temperatuuril 30 C või 

toatemperatuuril. Vajadusel lisati söötmesse järgmisi antibiootikume: streptomütsiin (Sm; 200 

μg/ml), gentamütsiin (Gm; 10 μg/ml), kanamütsiin (Km; 50 μg/ml), ning Fis-i ekspressiooni 

indutseerimiseks IPTG-d (isopropüül-β-tioglaktosiid, 1 mM). B-galaktosidaasi mõõtmiseks 

kasutatavate rakkude söötmesse lisati alati kanamütsiini, teisi antibiootikume ei lisatud. 

 Kontrollimaks, kas laual seismisel vedelsöötmes hapniku sisaldus langeb, pandi 

söötmesse metüleensinist. Metüleensinine on redoksreaktiivne värv, mis hapniku puudumisel 

muutub läbipaistvaks ehk valastub (Campbell, 1963). Üleöö 5 ml LB vedelsöötmes kasvanud 

rakud võeti loksutilt, katseklaasidesse lisati 15 μl metüleensinist ning jäeti lauale seisma kuni 4 

tunniks. 

 

2.2.3 PCR ehk polümeraasi ahelreaktsioon 

 PCR-i reaktsioonisegu üldmahuga 20 μl sisaldas: 2μl 10x PCR puhvrit (75 mM Tris HCl 

pH 8,8; 20 mM (NH4)2SO; 0,01% Tween 20; 2,5 mM MgCl2; 0,2 mM tartrasiin; 0,2 mM dNTP; 

0,5% Ficoll 40), 0,1 μl Taq DNA polümeraasi (5 U/μl), 10 pmol kumbagi praimerit, matriits 

DNA ja lõppmahuni destilleeritud vett. Töös kasutatud praimerid on toodud tabelis 2. 

PCR-i etapid:  

1. DNA esialgne denaturatsioon: 95 °C 3 min  

2. DNA denaturatsioon: 95 °C 30 sek  

3.Praimerite seondumine DNA ahelaga: 53-55 °C 30 sek  

4. DNA süntees: 72 °C 30 sek 2 min  

 

Etappe 2-4 korrati 25 korda 
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Tabel 2. Kasutatud praimerid 

Praimeri nimi Praimeri järjestus (5’→ 3’) Seondumiskoht 

LacZ-AB GTGTTACCCAGAGTCAGC -20...-3 nt lacZ geenist 

ülesvoolu 

PP1746-Fw AAGGATCCAACTGAAACGCCAGGCC -212...-187 nt PP_1746 

geenist 

PP1746-Rev AAGGATCCTGCGAAAGGGAAAACCG -25 nt PP_1746 geenist 

ülesvoolu 

PP3832-Fw AAGGATCCGGAGAGTGAAGCCAAA -482...-458 nt PP_3832 

geenist ülesvoolu 

PP4472-Fw TTGGATCCAACATAGCTTTCTCCTTAC -274...-247 nt PP_4472 

geenist ülesvoolu 

RsmX-Fw AAGGATCCGCTGGTGGCTTCGG -402...-382 nt rsmX geenist 

ülesvoolu 

RsmY-Fw AAGGATCCGCTGGTGGCTTCGC -264...-242 nt rsmY geenist 

ülesvoolu 

RsmY-Rev TCCTGTGCACAGTTCGAATAC -8 nt rsmY geenist üles- ja 

+11 nt allavoolu 

RsmZ-Fw AAGGATCCGGTGGTGTGAGAGGAC -346...-322 nt rsmZ geenist 

ülesvoolu 

RsmY-Fw2 ACAGGTATCGCCTAAGTTTG -144...-124 nt rsmY geenist 

ülesvoolu 

RsmY-Rev2 CTGGCAGGTGGTCCTTC +46...+63 nt rsmY geenist 

ülesvoolu 

 

2.2.4 DNA geelelektroforees 

 DNA fragmentide olemasolu ja pikkuste kontrollimiseks kasutati geelelekroforeesi. PCR-i 

proov kanti agaroosgeelile (1% agaroosi TAE puhvris: 50mM Tris-atsetaat, 1 mM EDTA; pH 

8,2), mis sisaldas etiidiumbromiidi (0,25 μg/ml). Elektroforees toimus 10 V/cm juures TAE 

puhvris ning geeli pilt visualiseeriti UV valguses. 
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2.2.5 P. putida elektroporatsioon ja transformatsioon 

 P. putida rakke kasvatati üleöö 5 ml vajadusel antibiootikumi sisaldavas LB söötmes 

temperatuuril 30 °C. Rakud tsentrifuugiti põhja (16000 g, 60 sek) ning pesti seejärel kolm korda 

1 ml 300 mM sahharoosi lahusega. Rakud suspendeeriti 500 μl 300 mM sahharoosi lahuses. 

Plasmiidse DNA viimiseks bakterirakkudesse kasutati elektroporatsiooni. Selleks lisati 50 

μl kompetentsetele rakkudele ~10 ng plasmiidset DNA-d. Elektroporatsioon toimus BioRad-i 

elektroporaatoriga pingel 2500 V. Rakud pesti küvetist välja 1 ml LB-söötmega ning asetati 

vähemalt 45 minutiks temperatuurile 30 °C aereerima. Aereerimise järel tsentrifuugiti 

bakterirakud söötmest välja ning plaaditi selektiivtassile. 

 Transformatsiooniks vajalike kompetentsete rakkude saamiseks kasvatati P. putida rakke 

üleöö temperatuuril 30 °C. Üleöökultuurist tehti 50 x lahjendus 5 ml LB söötmesse ning kasvatati 

kuni tiheduseni OD580 = 0,5. Seejärel jahutati bakterikultuur, hoides katseklaase 5 min jäävees. 

Eppendorfi tuubi valati 1,5 ml bakterikultuuri, rakud tsentrifuugiti põhja (16000 g 60 sek) ja 

supernatant eemaldati. Rakkudele lisati 1 ml jääkülma 100 mM CaCl2 lahust ja suspendeeriti 

hoolikalt. Rakke hoiti 10 min jääl. Seejärel tsentrifuugiti rakud põhja (3300 g, 60 sek), 

supernatant eemaldati, rakkudele lisati 100 μl jääkülma 100 mM CaCl2 lahust ja suspendeeriti 

hoolikalt. Rakke hoiti 30 minutit jääl. 30 minuti möödudes lisati 100 μl kompententsetele 

rakkudele 10 ng DNA-d. Rakkudele tehti kuumašokk, hoides rakke temperatuuril 42 °C 1,5 

minutit, misjärel asetati rakud koheselt 5 minutiks tagasi jääle. Seejärel pipeteeriti 

transformatsioonisegule 1 ml LB söödet ning aereeriti 1 h temperatuuril 30 °C. Aereerimise järel 

tsentrifuugiti bakterirakud söötmest kokku 16000 g 60 sek ning plaaditi selektiivsöötmele. 

 

2.2.6 B-galaktosidaasi mõõtmine 

Geenide transkriptsiooni aktiivsuse uurimiseks kasutati Milleri metoodikat, mis põhineb 

reportergeeni lacZ kasutamisel promootori aktiivsuse hindamisel (Miller, 1972). Kõigil juhtudel 

kasvatati P. putida’t -galaktosidaasi eriaktiivsuse hindamiseks järgnevalt: 5 ml LB-vedelsöödet 

inokuleeriti P. putida’ga ning bakterit kasvatati 18 h temperatuuril 30 C, aereerides 

bakterikultuuri loksutil 180 rpm/min. Vajadusel lisati söötmesse 1 mM IPTG-d. 
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 B-galaktosidaasi eriaktiivsust mõõdeti kollase produkti, orto-nitrofenooli tekkimise järgi 

raku kohta. Rakutihedus mõõdeti spektrofotomeetriga 580 nm juures. Eriaktiivsuse mõõtmiseks 

tehti reaktsioonisegu, mis sisaldas 800 μl Z-puhvrit (60 mM Na2HPO4, 35 mM NaH2PO4, 10 mM 

KCl, 2 mM MgSO4, 28 mM β-merkaptoetanool; pH 7), 50 μl kloroformi, 1-40 μl bakterikultuuri 

ja 200 μl ONPG-d (orto-nitrofenüül- β-D-galaktopüranosiid, 4 mg/ml). Reaktsioon peatati kollase 

värvuse tekkimisel 500 μl 1 M Na2CO3-ga.  

 Eriaktiivsuse arvutamiseks mõõdeti kollase värvuse tekkimiseks kulunud reaktsiooniaeg. 

Reaktsioonis tekkinud produkti, orto-nitrofenooli hulk määrati spektrofotomeetriliselt 

lainepikkusel 420 nm ja lüüsitud rakkude tihedus lainepikkusel 550 nm. β-galaktosidaasi 

eriaktiivsus E arvutati valemiga: 

𝐸 =
1000 ×  (𝑂𝐷420 − 1,75 × 𝑂𝐷550)

t ×  V × 𝑂𝐷580
 

kus T on reaktsiooniaeg minutites, V on reaktsioonis kasutatud bakterikultuuri maht milliliitrites, 

OD420 on lainepikkusel 420 nm mõõdetud orto-nitrofenooli neeldumine, OD550 on 550 nm juures 

mõõdetud lüüsunud rakkude tihedus ja OD580 on 580 nm juures mõõdetud rakutihedus. 

 

2.2.7 Uuritavate geenide transkriptsiooni sõltuvuse hindamine P. putida 

füsioloogilisest seisundist ja Fis-st 

 Aeratsiooni mõju hindamiseks kasvatati bakterit LB vedelsöötmes 18 tundi, aereerides 

bakterikultuuri loksutil. Aereeritud rakukultuurist mõõdeti -galaktosidaasi eriaktiivsust kohe 

bakterikultuuri loksutilt võtmise järel (0-ajapunkt). Aeratsiooni peatamise mõju hindamiseks hoiti 

18 tundi kasvatatud rakke laual 2 ja 4 tundi (vastavalt 2 tunni ja 4 tunni ajapunkt). Kasvama 

pandi kaks komplekti katseklaase: üks komplekt 0 tunni jaoks ning teine komplekt 2 ja 4 tunni 

jaoks. Kõik mõõtmised on tehtud vähemalt 2 bioloogilise kordusena, mis antud juhul tähendab 2 

erinevat poreerimist. Iga bioloogilise korduse puhul mõõdeti -galaktosidaasi 5 erineva koloonia 

rakkudest.  

Bakterite LB tardsöötmel seismise ehk vanuse mõju hindamiseks uuritavate geenide 

transkriptsioonile toimiti järgnevalt. Vajalik plasmiid viidi elektroporatsiooniga P. putida’sse, 
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selekteeriti üksikolooniad ning üksikkolooniad külvati edasi sektorisse LB tardsöötmele, millele 

oli lisatud vastav antibiootikum. LB tardsöötme sektoris olevaid baktereid kasvatati üleöö 30 C 

termostaadis (värsked rakud) ja lisaks sellele veel 4 ööpäeva toatemperatuuril (vanad rakud). 

Tardsöötmel kasvanud värskeid ja vanu rakke kasutati LB vedelsöötme inokuleerimiseks ning -

galaktosidaasi mõõtmiseks nagu eespool kirjeldatud.  

Uuritavate geenide transkriptsiooni sõltuvust Fis-st hinnati P. putida Fis-i 

üleekspressioonitüves F15. Fis-i üleekrpessiooniks lisati söötmesse IPTG-d, 

lõppkontsentratsiooniga 1 mM.  

Elektrišoki mõju uuritavate geenide transkriptsioonile. Esmalt mõõdeti -galaktosidaasi 

eriaktiivust värsketest rakkudest, millesse viidi vastav plasmiid elektroporatsiooniga ja 

transformatsiooniga sisse. Seejärel hinnati elektrišoki mõju nn vanadele rakkudele, kuhu oli juba 

eelnevalt plasmiid sisse viidud. Selleks kraabiti neli päeva LB tardsöötmel kasvanud rakud 

kokku, suspendeeriti 1 ml LB vedelsöötmes ning jätkati nende töötlust nagu kompetentsete 

rakkude valmistamisel (ptk 2.2.5). Saadud rakususpensioon jagati kaheks, millest üht osa 

mõjutati elektriga, teist mitte. Ülejäänud osas töödeldi rakke sarnaselt. Elektriga mõjutamiseks 

pipeteeriti rakususpensioon küvetti ning pulseeriti pingel 2500 V. Seejärel pesti rakud küvetist 

välja, pandi kasvama 5 ml LB söötmesse ning aereeriti loksutil temperatuuril 30 °C üks tund. 

Tunni aja möödudes lisati katseklaasidesse sobiv antibiootikum ning 18 h möödudes määrati 

rakkudest β -galaktosidaasi eriaktiivsus.  

Kontrollimaks, kas kolooniaks kasvamine mõjutab geeni transkriptsiooni, viidi läbi 

eespool kirjeldatule sarnane katse, kus elektriga mõjutatud ja mõjutamata rakud selekteeriti 

tardsöötmel üksikkolooniateks ja seejärel külvati sektorisse. B-galaktosidaasi eriaktiivsuse 

hindamiseks inokuleeriti vedelsööde sektoris üleskasvanud bakteritega. 

 Mikroaeroobsuse tekitamiseks kasvatati rakke 3 ml LB vedelsöötmes, 200 rpm/min 

juures. Katseklaasid asetati kilekottidesse, millesse lisati CampyGen CNOO25A kotike (Oxoid, 

LTD; UK) ning suleti klambriga. CampyGen kotike sisaldab redutseeritud askorbiinhapet, mis 

seob kotis oleva hapniku ning tekitab mikroaeroobse keskkonna. Tootja andmeil tekib keskkond, 

kus on 6% hapnikku ning 14% süsihappegaasi. Mikroaeroobses keskkonnas olevad bakteritega 

inokuleeritud katseklaasid pandi sarnaselt aeroobses keskkonnas olevate bakteritega loksutile. 

Kasvama pandi kaks komplekti katseklaase CampyGen kottides: üks 0 h jaoks ja teine 4 h jaoks. 
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18 h möödudes võeti mõlemad komplektid loksutilt: üks komplekt avati ning mõõdeti kohe β-

galaktosidaasi eriaktiivsusi (0 h), teisel komplektil lasti laual seista 4 h ning mõõdeti siis β-

galaktosidaasi eriaktiivsust (4 h). 

  

2.2.8 Fis-i seondumisjärjestuste ennustamine in silico 

Fis-i seondumissaitide ennustamiseks GacS/GacA signaaliraja alumiste geenide ette 

kasutati arvutiprogrammi RSA-tools-matrix-scan (http://embnet.ccg.unam.mx/rsa-tools/). 

Taustmudeliks (Background model) valiti Markovi suurusklass 0 (Markov order 0), 

olulisusnivooks (α) võeti 10 
-3

, ülejäänuid programmi poolt sätestatud tingimusi ei muudetud. 

Maatriksina kasutati E. coli Fis-i seondumisjärjestuste maatriksit (Gama-Castro et al., 2010). E. 

coli maatriksi koostamisel on aluseks võetud 213 DNA järjestust, mille korral on katseliselt 

näidatud E. coli Fis-i seondumine. 

 

2.2.9 DNaas I jalajälje analüüs 

Fis valgu in vitro seondumise uurimiseks kasutati Dnaas I jalajälje analüüsi. Esmalt 

kineeriti soovitud praimeri 5’ otsa [γ-
32

P] ATP. Reaktsioonisegu lõppmahuga 20 μl sisaldas 10 

pmol praimerit, 5 μCi [γ-
32

P] ATP-d, Fermentase kineerimispuhvrit A (50 mM TrisHCl, ph 7,6; 

10 mM MgCl2; 5 mM DTT; 0,1 mM spermidiin; 0,1 mM EDTA), 5 U T4 polünukleotiid kinaasi 

(Fermentas) ja lõppmahuni vett. Reaktsioonisegu inkubeeriti 45 minutit temperatuuril 37 ºC. 

Seejärel sadestati proov 1/10 mahu 5 M NaCl ja 3 mahu 96% etanooliga temperatuuril -20 ºC 10 

minutit ning tsentrifuugiti 16000 g 10 minutit. Sadet pesti 75% etanooliga ning tsentrifuugiti 10 

minutit 16000 g. Proovi kuivatati 5 minutit temperatuuril 37 ºC ja lahustati 6 μl-s vees. 

Radioaktiivse proovi saamiseks amplifitseeriti soovitud DNA lõik PCR-iga, kus üheks 

praimeriks oli eespool saadud radioaktiivselt märgistatud praimer, teine märgistamata, tavaline 

praimer. Praimereid võeti 10 pmol. Saadud produkt puhastati läbi 5% polüakrüülamiidgeeli, 

jooksutamiseks kasutati TBE puhvrit (45 mM TrisHCl; 45 mM boorhape; 0,9 mM EDTA, pH 

7,5), lisati ka 1 μl etiidiumbromiidi (0,25 μg/ml). Geelelektroforees toimus pingel 12 V/cm. DNA 

fragmendid lõigati välja ultraviolettvalguses ning elueeriti üleöö 500 μl-s elueerimispuhvris (0,5 

http://embnet.ccg.unam.mx/rsa-tools/
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M NH4Ac; 10 mM MgAc; 1 mM EDTA; 0,1% SDS) 37 ºC loksutil. Geelitükkidest lahusesse 

imbunud radioaktiivne proov sadestati 2 mahu 96% etanooliga temperatuuril -20 ºC 10 minutit 

ning tsentrifuugiti 10 minutit 16000 g. Sadet pesti 75% etanooliga ja tsentrifuugiti 5 minutit 

16000 g. Proov kuivatati 3 minutit temperatuuril 37 ºC ning lahustati 100 μl-s vees. Proovi 

radioaktiivsus mõõdeti Liquid Scintillation Analyzer (Perkin Elmer) masinaga. 

Valgu seondumisreaktsiooniks DNA-le tehti reaktsioonisegu, lõppmahuga 50 μl, mis 

sisaldas 1 x jalajälje puhvrit (25 mM TrisHCl, pH 7.5; 0,1 mM EDTA; 50 Mm KCl; 10 mM 

MgCl2; 1 mM CaCl2; 5% glütserool), 1 μg SS, 5 Μg BSA, 30000 CPM-i radioaktiivset proovi, 

erineva kontsentratsiooniga Fis valku ning lõppmahuni vett. Reaktsioon toimus toatemperatuuril 

20 minuti jooksul. Seejärel töödeldi proove 0,075 U DNaas I-ga 1-3 minutit, olenevalt Fis valgu 

kontsentratsioonist, reaktsioon peatati 50 μl stopp-lahusega (20 mM TrisHCl, pH 8,0; 20 mM 

EDTA; 0,8% SDS; 0,1 μg/μl SS). Seejärel proovid ekstraheeriti, lisades 50 μl fenooli ja 50 μl 

kloroformi ning tsentrifuugiti 16000 g 5 minutit. Proovid sadestati 1/10 mahu 5 M NaCl ja 3 

mahu 96% etanooliga. Sadet pesti 75% etanooliga, kuivatati 3 minutit temperatuuril 37 ºC ning 

lahustati 3 μl-s vees. Enne geelile kandmist lisati proovidele 3 μl sekventsivärvi (10 mM EDTA; 

0,3% broomfenoolsinine; 0,3% ksüleentsüanool) ja kuumutati 3 minutit temperatuuril 96 ºC. 

DNA sekveneerimisreaktsioonide valmistamiseks kasutati Sequenase Version 2.0 DNA 

Sequencing Kit-i (USB Corporation) ensüüme ja lahuseid. Reaktsioon teostati, kasutades tootja 

protokolli. 

Proovid lahutati 6.5% polüakrüülamiidgeelis, mis sisaldas 8 M uuread. Jooksupuhvriks 

kasutati 0,5x TBE-d. Elektroforees toimus temperatuuril 53 ºC, pingel 2000 V. Geel kuivatati 

vaakumkuivatis ja eksponeeriti Phosphoimageri ekraanile (Amersham Bioscience) ning ilmutati 

Phosphoimager Typhoon III masinaga. 

 

2.2.10 Statistiline analüüs 

 Statistiliseks analüüsiks kasutati paketti Statistica 13. Tulemusi analüüsiti 

multifaktoriaalse ANOVA-ga usaldusnivool 0,05. P-väärtused arvutati Bonferroni testiga 

programmis PostHoc. Joonistel on näidatud keskmised koos 95% usalduspiiridega. Statistilist 

analüüsi tehti PSm ja F15 rakkudele eraldi.  
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2.3 Tulemused 

Meie laboris on eelnevalt mõõdetud lapA transkriptsiooni testvektoriga pBLKT (tabel 1), 

mis põhineb uuritava geeni promootorala kloneerimisel lacZ geeni ette ja -galaktosidaasi 

eriaktiivsuse mõõtmisel. Panime tähele, et lapA promootorala korral sõltus -galaktosidaasi 

eriaktiivsus ettekasvatatud bakterite seismisest laual ehk aeratsiooni peatumisest. Tulemused 

muutusid, kui katseklaasid jäid lauale seisma umbes 10 – 20 minutiks (Hanna Moor avaldamata 

andmed). Võimalik, et lapA transkriptsiooni kõikumised tulenesid asjaolust, et Fis mõjutab 

regulaatorit, mis kontrollib biofilmiks vajalike geenide transkriptsiooni, kuid mille enda 

ekspressioon sõltub rakkude füsioloogilisest seisundist. Tähelepanu koondus GacS/GacA 

signaaliraja alumiste geenidele, nagu rsmA ja sRNA geenid. Sellest tulenevalt sai töö eesmärgiks 

välja selgitada, kas Fis reguleerib GacS/GacA raja alumiste geenide transkriptsiooni ning kas 

nende geenide transkriptsioon sõltub rakkude füsioloogilisest seisundist. Seetõttu hinnati kolme 

faktori mõju GacS/GacA signaaliraja alumiste geenide transkriptsioonile:  

1. rakkude oldud aeg LB-tardsöötmel enne vedelsöötmesse külvamist (nn rakkude vanus) 

2. LB vedelsöötmes kasvatamise järel aeratsiooni lakkamine (nn laual seismine laual)  

3. sõltuvust Fis-st. 

 

Bakterite füsioloogilise seisundi mõju uuritavate geenide trasnkriptsioonile hinnati 

esmajoones P. putida metsiktüves PSm ning Fis-i mõju geenide transkriptsioonile tüves F15, 

vältimaks Fis-i üleekspressiooni tüvest lähtuvat valeintepretatsiooni ning töö mahu tarbetut 

suurenemist. 

Kuna fis geeni deleteerimine arvatakse olevat P. putidale letaalne (Jakovleva et al., 2012; 

Liberati et al., 2006; Teras et al., 2009), siis Fis-i rolli uurimiseks on kasutusel P. putida Fis-i 

üleekspressioonitüvi F15. P. putida F15 tüve kromosoomi on viidud Ptac-kontrolli all olev fis-

üleekspressioonikassett ning IPTG lisamine söötmesse aktiveerib Fis-i ekspressiooni nimetatult 

kassetilt. Sellest lähtuvalt hinnati esmalt IPTG mõju P. putida metsiktüvele PSm ning leiti, et 

IPTG lisamine söötmesse ei mõjutanud mitte üheski katses P. putida PSm-s -galaktosidaasi 

eriaktiivsust (joonised 2, 3, 5, 6, 7, 9) 
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2.3.1 Geeni rsmA1 transkriptsiooni regulatsioon 

Aeratsiooni lakkamine ei mõjuta rsmA1 transkriptsiooni P. putida’s. Kui võrrelda -

galaktosidaasi eriaktiivsusi ajapunktides 0, 2 ja 4 tundi, siis võib täheldada -galaktosidaasi 

eriaktiivsuste mõningast suurenemist, kuid erinevused pole statistiliselt olulised (joonis 2).  

 

Joonis 2. β-galaktosidaasi eriaktiivsus P. putida PSm ja F15 rakkudes, mis sisaldavad pBLKT-

rsmA1 plasmiidi. P. putida tüvesid PSm ja F15 kasvatati 18 tundi LB vedelsöötmes, millele lisati või 

jäeti lisamata 1 mM IPTG. Värsked - rakud on seisnud LB tardsöötmel üleöö. Vanad- rakud on seisnud 

LB tardöötmel neli päeva. Tulemuste artimeetilised keskmised on leitud 2 bioloogiliselt sõltumatu katse 

10 paralleelist. Esitatud on artimeetilise keskmise 95% usalduspiirid ja homogeensusrühmad. 

 

P. putida seismine tardsöötmel ei mõjuta rsmA1 transkriptsiooni. Võrreldes värskete 

ja vanade rakkude -galaktosidaasi eriaktiivsusi, siis -galaktosidaasi eriaktiivsused langevad 

väga hästi kokku ning nende vahel pole statistiliselt olulisi erinevusi (joonis 2).  

Fis-i üleekspressioon P. putidas võimendab rsmA1 transkriptsiooni. Võrreldes F15 

IPTG-ta ja 1 mM IPTG-ga LB-s kasvanud rakkude -galaktosidaasi eriaktiivust, siis IPTG-ga 

kasvanud rakkudest mõõdetud LacZ-eriaktiivsus oli alati statistiliselt olulisel määral kõrgem kui 
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IPTG-ta kasvanud rakkudes, välja arvatud F15 vanad rakud, mis olid laual seisnud 4 tundi (joonis 

2). Fis-i üleekspressioon suurendas LacZ-eriaktiivsust 1,4 kuni 1,5 korda, väikseim erinevus oli 

värskete rakkude 2 h punktis (p = 0,003), suurim erinevusvärskete rakkude 4 h punktis (p = 

0,002) vanades rakkudes (joonis 2). 

Nendest tulemustest lähtuvalt: rsmA1 transkriptsioon ei sõltu P. putida aeratsiooni 

lakkamisest ega vanusest LB tardsöötmel, küll aga Fis-st, mis aktiveerib rsmA1 transkriptsiooni 

sõltumata rakkude füsioloogilisest seisundist. 

 

2.3.2 Geeni rsmA2 transkriptsiooni regulatsioon 

P. putida metsiktüves PSm langeb rsmA2 transkriptsioon aeratsiooni lakkamisel. 

PSm värsketes rakkudes, mis on kasvanud IPTG-ta, väheneb 0 h ja 4 h ajapunkti vahel -

galaktosidaasi eriaktiivsus 1,5 korda (p < 0,001; joonis 4). Samas, PSm vanades rakkudes ei 

mõjuta aeratsiooni lakkamine statistiliselt olulisel määral transkriptsiooni aktiivsust (joonis 3). 

P. putida PSm-i vanus tardsöötmel pärsib rsmA2 transkriptsiooni. Rakkude seismine 

LB tardsöötmel mõjutab -galaktosidaasi eriaktiivsust P. putida IPTG-ta kasvanud värsketes 

rakkudes (joonis 3). Kui võrrelda omavahel PSm värskete rakkude 0 h punkti vanade rakkude 0 h 

punktiga, siis transkriptsiooni aktiivsus on langenud 1,6 korda (p < 0,001), samas IPTG 

juuresolekul kasvanud rakkudes on -galaktosidaasi eriaktiivsused langenud 1,2 korda (p = 1). 

Lisaks kui võtta arvesse, et laual seismine mõjutas transkriptsiooni rsmA2 promootoralalt 

värsketes rakkudes ja mitte vanades rakkudes (joonis 3), siis LB tardsöötmel rakkude seismine 

mõjutab rsmA2 transkriptsiooni. 

Kontrollimaks, kas PSm vanade rakkude transkriptsiooni aktiivsuse langus võib tuleneda 

toitainetepuudusest tardsöötmel, külvati 4 päeva tassil seisnud rakud uuele LB tardsöötmele, 

millega taastati rakkudele vajaliku süsinikuallika olemasolu. Ümber külvatud rakkude 

transkriptsiooni aktiivsus on IPTG-ta söötmes nullpunktis ligikaudu 1,7 korda kõrgem (p < 

0,001) ja IPTG-ga ligikaudu 1,4 korda kõrgem kui vastavates vanades rakkudes (p < 0,001; 

joonis 3). Ümberkülvatud rakkude IPTG-ta kasvanud rakkude 0 h punkt sarnaneb statistiliselt 

värskete rakkude 0 h punktiga (p = 1) ja erineb statistiliselt vanade rakkude 0 h punkiga (p < 

0,001). Ka ümberkülvatud rakkude IPTG-ga kasvanud rakkude 0 h punkt sarnaneb statistiliselt 
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värskete rakkude 0 h punktiga (p = 1) ning erineb vanade rakkude 0 h punktist (p < 0,001). Seega 

ümberkülvamine uuele söötmele taastab rakkude rsmA2 aktiivsuse värskete rakkude 0 h väärtuste 

tasemele (joonis 3). Samas ümberkülvatud rakkudel laual seismisest tulenevalt -galaktosidaasi 

eriaktiivsuse langust polnud (joonis 3). 

 

 

Joonis 3. β-galaktosidaasi eriaktiivsus P. putida PSm rakkudes, mis sisaldavad pBLKT-rsmA2 

plasmiidi. P. putida tüve PSm kasvatati 18 tundi LB vedelsöötmes, millele lisati või jäeti lisamata 1 mM 

IPTG. Värsked - rakud on seisnud LB tardsöötmel üleöö. Vanad- rakud on seisnud LB tardöötmel neli 

päeva. Ümberkülv - neli päeva LB tardsöötmel olnud rakud , mis on külvatud uuele LB tardöötmele. 

Keemilised – DNA on rakkudesse viidud transformatsiooniga. Tulemuste artimeetilised keskmised on 

leitud 3 bioloogiliselt sõltumatu katse 15 paralleelist. Esitatud on 95% usalduspiirid ja 

homogeensusrühmad. 

 

Kuna vanade rakkude ümberkülvamisel LB tardsöötmele ei taastunud -galaktosidaasi 

eriaktiivsuse sõltuvus aeratsiooni lakkamisest, vaid säilis vanade rakkude fenotüüp, uuriti kas 

DNA viimine rakkudesse elektroporatsiooni teel võib sellist efekti esile kutsuda. Selleks kasutati 

keemiliselt töödeldud rakkude transformatsiooni temperatuurišoki abil ning rakke kasvatati 

sarnaselt kui elektroporeeritud värskeid rakke. Võrreldes omavahel transformeeritud rakkude 0 h 

punkti ja värskete rakkude 0 h punkti, siis väärtused on omavahel sarnased (p = 1). 

cde 

a a 

a 

a 

abcd 

de 

e 

cde cde de de 
bcd 

a a 

abc 

a 

ab 

de 

e 
de 

cde cde 

e 

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

7000

kohe 2h 4h kohe 2h 4h kohe 2h 4h kohe 2h 4h

värsked vanad ümberkülv keemilised

β
-g

a
la

k
to

si
d

a
a

si
 e

r
ia

k
ti

iv
su

s 
(M

il
le

ri
 ü

h
ii

k
u

d
) 

IPTG-ta

1 mM IPTG



30 
 

Transformeeritud rakkude korral ei esine aga 0 h ja 4 h ajapunktis -galaktosidaasi eriaktiivsuse 

langust, vaid eriaktiivsus jääb mõlemas ajapunktis värskete rakkude 0 punkti tasmele, sõltumata 

laual seismisest. Järelikult sõltub PSm rakkudes transkriptsiooni aktiivsus sellest, mil viisil on 

pBLKT-rsmA2 rakkudesse viidud. 

Fis mõjutab rsmA2 transkriptsiooni positiivselt aeratsiooni vähenemisel. Taoline 

efekt püsib kõigis mõõdetud katsevariantides, erandiks on vaid ümber külvatud rakud, kus Fis 

suurendab 4 tunni punktis -galaktosidaasi eriaktiivsust 1,3 korda (p = 1; joonis 4). Värsketes 

rakkudes suurendab Fis laual seistes -galaktosidaasi eriaktiivsust 4 h ajapunktis 1,5 korda (p < 

0,001), vanades rakkudes 4 h ajapuntkis 1,4 korda (p = 0,017) ja transformeeritud rakkudes 4 h 

ajapunktis 1,4 korda (p < 0,001).  

 

 

Joonis 4. β-galaktosidaasi eriaktiivsus P. putida F15 rakkudes, mis sisaldavad pBLKT-rsmA2 

plasmiidi. P. putida tüve F15 kasvatati 18 tundi LB vedelsöötmes, millele lisati või jäeti lisamata 1 mM 

IPTG. Värsked - rakud on seisnud LB tardsöötmel üleöö. Vanad- rakud on seisnud LB tardöötmel neli 

päeva. Ümberkülv - neli päeva LB tardsöötmel olnud rakud , mis on külvatud uuele LB tardöötmele. 

Keemilised – DNA on rakkudesse viidud transformatsiooniga. Tulemuste artimeetilised keskmised on 

leitud 3 bioloogiliselt sõltumatu katse 15 paralleelist. Esitatud on 95% usalduspiirid ja 

homogeensusrühmad. 
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 Geeni rsmA2 transkriptsiooni mõjutab metsiktüves rakkude seismine tardsöötmel, 

toitainete olemasolu ja DNA rakku sisseviimise meetod. Fis aktiveerib rsmA2 transkriptsiooni, 

siis kui rakke enam ei aereerita. Täpsemalt öeldes, Fis-i üleekspressioon hoiab ära rsmA2 

transkriptsiooni languse pärast aeratsiooni lakkamist.  

 

2.3.3 Geeni rsmA3 transkriptsiooni regulatsioon  

 Geeni rsmA3 transkriptsioon on LB söötmes väga madal (joonis 5). Tühja pBLKT 

plasmiidi korral on P. putida’s -galaktosidaasi eriaktiivsus 0,9 Milleri ühikut (Lahesaare et al., 

2014). Seega pole rsmX LB söötmes aktiivne või on tegemist väga madala transkriptsiooniga. 

Seetõttu on LB tardagaril seismise, aeratsiooni ning Fis-i mõju hindamine geeni 

transkriptsioonile raskendatud. 

Aeratsiooni lakkamise mõju P. putida rsmA3 transkriptsioonile on keeruline üheselt 

hinnata. P. putida metsiktüves PSm IPTG-ga LB-s kasvanud värsketes rakkudes tõuseb -

galaktosidaasi eriaktiivsus laual seismisel 1,4 korda (p = 0,001), kuid IPTG-ta kasvanud 

värsketes rakkudes laual seismine -galaktosidaasi eriaktiivsust ei mõjuta (p = 0,299). P. putida 

vanades rakkudes laual seismine -galaktosidaasi eriaktiivsust ei mõjuta (joonis 3).  

Rakkude LB-tardsöötmel seismise mõju rsmA3 transkriptsioonile on keeruline 

üheselt hinnata. Kui võrrelda PSm värskete ja vanade rakkude nullpunkte, siis on LB 

tardsöötmel seisnud rakkudes -galaktosidaasi eriaktiivsus mõningal määral langenud (kuni 1,2 

korda). Siiski see langus pole statistiliselt oluline erinevus (joonis 5). Kui võrrelda -

galaktosidaasi eriaktiivsuste muutust aeratsioonita rakkudes, siis on märgata, et värsked ja vanad 

rakud käituvad erinevalt. Võrreldes P. putida metsiktüve PSm-i vanade ja värskete rakkude -

galaktosidaasi eriaktiivsusi, mis on seisnud 4 tundi laual, siis nii IPTG-ta (p = 0,004) kui ka 

IPTG-ga kasvanud (p = 0,010) rakkude tulevad välja statistiliselt olulised erinevused. 

Fis-i üleekspressioon F15 tüves vähendab -galaktosidaasi eriaktiivust. Võrreldes 

F15 IPTG-ta ja 1 mM IPTG-ga LB-s kasvanud rakkude nullpunkte, siis IPTG lisamine söötmesse 

vähendab -galaktosidaasi eriaktiivust värsketes rakkudes 1,6 korda (p < 0,001) ja vanades 

rakkudes 1,4 korda (p = 0,023; joonis 5). Kui rsmA2 promootori korral tuli Fis-i efekt välja alles 

laual seistes 4 tundi (joonis 5), siis rsmA3 korral mõjutab Fis transkriptsiooni antud promootorilt 
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kõigis mõõdetud ajapunktides, välja arvatud vanade rakkude 4 h ajapunktis, kus -galaktosidaasi 

eriaktiivsuse väärtuste vahel statistilist olulisi erinevusi pole (p = 1). 

 

Joonis 5. β-galaktosidaasi eriaktiivsus P. putida PSm ja F15 rakkudes, mis sisaldavad pBLKT-

rsmA3 plasmiidi. P. putida tüve PSm ja F15 rakke kasvatati 18 tundi LB vedelsöötmes, millele lisati või 

jäeti lisamata 1 mM IPTG. Värsked - rakud on seisnud LB tardsöötmel üleöö. Vanad- rakud on seisnud 

LB tardöötmel neli päeva. Tulemuste artimeetilised keskmised on leitud 2 bioloogiliselt sõltumatu katse 

10 paralleelist. Esitatud on 95% usalduspiirid ja homogeensusrühmad. 

 

Geeni rsmA3 transkriptsioon LB söötmes on väga madal ning võimalik, et pole leitud 

tingimusi, kus antud geen oleks aktiivne. Antud geeni korral võib LB tardsöötmel seismine ning 

laual seismine mõjutada geeni transkriptsiooni, kuid antud tulemuste puhul seda kindlalt väita ei 

saa. Fis avaldab rsmA3 transkriptsioonile negaiitvset mõju, kusjuures Fis-i inhibeeriv efekt ei 

sõltu rakkude aeratsioonist ega vanusest. 

 

2.3.4 Geeni rsmX transkriptsiooni regulatsioon 

Sarnaselt rsmA3 transkriptsioonile, on rsmX-i transkriptsioon LB söötmes madal ning 

võimalik, et geen on aktiivne teistuguses keskkonnatingimustes. 
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Aeratsiooni lakkamine aktiveerib rsmX transkriptsiooni värsketes PSm rakkudes. 

IPTG-ta LB-s kasvanud rakkude korral tõuseb β-galaktosidaasi eriaktiivsus neljatunnilise laual 

seismisega 1,4 korda (p < 0,001), IPTG-ga söötmes kasvanud rakkude korral aga 1,9 korda (p < 

0,001).  

Sarnaselt rsmA3 transkriptsioonile on ka LB tardsöötmel rakkude seismise mõju 

rsmX transkriptsioonile keeruline üheselt hinnata (joonis 6). P. putida PSm-i vanade ja 

värskete rakkude nullpunktides mõõdetud -galaktosidaasi eriaktiivsused on sarnased. 4 tundi 

laual seistes on vanade rakkude -galaktosidaasi eriaktiivsus on võrreldes värskete rakkudega 

IPTG-ta kasvanud rakkudes 1,7 korda madalam (p < 0,001) ja IPTG-ga kasvanud rakkudes 1,6 

korda madalam (p < 0,001). See viitab rsmX-i transkriptsiooni sõltuvusele bakteri füsioloogiast, 

mis tekib LB tardsöötmel seistes (joonis 6). 

 

Joonis 6. β-galaktosidaasi eriaktiivsus P. putida PSm ja F15 rakkudes, mis sisaldavad pBLKT-rsmX 

plasmiidi. P. putida tüve PSm ja F15 rakke kasvatati 18 tundi LB vedelsöötmes, millele lisati või jäeti 

lisamata 1 mM IPTG. Värsked - rakud on seisnud LB tardsöötmel üleöö. Vanad- rakud on seisnud LB 

tardöötmel neli päeva. Tulemuste artimeetilised keskmised on leitud 2 bioloogiliselt sõltumatu katse 10 

paralleelist. Esitatud on 95% usalduspiirid ja homogeensusrühmad. 

Fis represseerib rsmX transkriptsiooni. Fis-i suurim negatiivne mõju on F15 värsketes 

rakkudes teisel tunnil, kus Fis inhibeerib transkriptsiooni aktiivsust 2,1 korda (p = 0,007), 

võrreldes IPTG-ta kasvanud rakkudega. Fis-i mõju ei tule statistiliselt välja F15 värskete rakkude 

nullpunktis (p = 1) ning F15 vanade rakkude neljandal tunnil (p = 1). Huvitav on asjaolu, et Fis-i 
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negatiivne mõju rsmX-i transkriptsioonile ilmneb värksetes rakkudes alles laual seistes, vanades 

rakkudes on repressioon ilmne aga ka 0-punktis ning väheneb rakkude seismisel laual (joonis 6). 

Geeni rsmX transkriptsioon LB söötmes on väga madal ning tõenäoliselt pole leitud 

tingimusi, kus antud geen oleks aktiivne. Antud geeni korral võib LB tardsöötmel seismine 

mõjutada geeni transkriptsiooni, kuid see ei pruugi nii olla tingimustes, kus geen on aktiivne. 

Laual seismine mõjutab geeni rsmX transkriptsiooni ning Fis-i üleekspressioon pärsib rsmX 

transkriptsiooni ning see efekt sõltub bakteri füsioloogilisest seisundist. 

 

2.3.5 Geeni rsmY transkriptsiooni regulatsioon 

P. putida vanus LB-tardsöötmel ei mõjuta rsmY transkriptsiooni PSm-s. B-

galaktosidaasi eriaktiivusesed on PSm värsketes ja vanades rakkudes sarnased (joonis 7).  

 

 

Joonis 7. β-galaktosidaasi eriaktiivsus P. putida PSm rakkudes, mis sisaldavad pBLKT-rsmY 

plasmiidi. P. putida tüve PSm rakke kasvatati 18 tundi LB vedelsöötmes, millele lisati või jäeti lisamata 1 

mM IPTG. Värsked - rakud on seisnud LB tardsöötmel üleöö. Vanad- rakud on seisnud LB tardöötmel 

neli päeva. Tulemuste artimeetilised keskmised on leitud 3 bioloogiliselt sõltumatu katse 15 paralleelist. 

Esitatud on 95% usalduspiirid ja homogeensusrühmad. 

 

Aeratsiooni lakkamine aktiveerib rsmY transkriptsiooni PSm-s. PSm värsketes ja 

vanades rakkudes suurendab laual seismine -galaktosidaasi eriaktiivsusi 1,3 korda (p < 0,001).  

b 

acd 
a 

bc 

abcd 
a 

bcd 

ad a 

bc 

abcd 

a 

0

50

100

150

200

250

300

350

0h 2h 4h 0h 2h 4h

värsked vanad

β
-g

a
la

k
to

si
d

a
a

si
 e

r
ia

k
ti

iv
su

s 

 (
M

il
le

ri
 ü

h
ik

u
d

) 
  

  

IPTG-ta

1 mM IPTG



35 
 

Fis represseerib rsmY transkriptsiooni. Väikseim Fis-i efekt ilmneb värskete F15 

rakkude nullpunktis, kus Fis-i üleekspressioon vähendab -galaktosidaasi eriaktiivsusi 1,4 korda 

(p = 0,002), suurim erinevus vanade F15 rakkude neljatunnisel laual seismisel, kus Fis-i 

üleekspressioon vähendab -galaktosidaasi eriaktiivsust 1,7 korda (p < 0,001). 

Geeni rsmY transkriptsioon P. putida’s sõltub aeratsiooni lakkamisest, kuid mitte rakkude 

vanusest LB-tardsöötmel. Fis-i üleekspressioon represseerib rsmY transkriptsiooni. 

 

 

Joonis 8. β-galaktosidaasi eriaktiivsus P. putida F15 rakkudes, mis sisaldavad pBLKT-rsmY 

plasmiidi. P. putida tüve F15 rakke kasvatati 18 tundi LB vedelsöötmes, millele lisati või jäeti lisamata 1 

mM IPTG. Värsked - rakud on seisnud LB tardsöötmel üleöö. Vanad- rakud on seisnud LB tardöötmel 

neli päeva. Tulemuste artimeetilised keskmised on leitud 3 bioloogiliselt sõltumatu katse 15 paralleelist. 

Esitatud on 95% usalduspiirid ja homogeensusrühmad. 

 

2.3.6 Geeni rsmZ transkriptsiooni regulatsioon 

Geeni rsmZ transkriptsiooni regulatsiooni uurimisel keskenduti -galaktosidaasi 

eriaktiivsusele P. putida metsiktüves PSm (joonis 9), sest Fis ei mõjutanud rsmZ transktriptsiooni 

(joonis 10). Sellest lähtuvalt mõõdeti -galaktosidaasi eriaktiivsust IPTG-ga kasvatatud PSm-s 

ainult värsketest rakkudest, kontrollimaks, kas IPTG-l on mõju rsmZ transkriptsioonile 

metsiktüves (joonis 9).  
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Joonis 9. β-galaktosidaasi eriaktiivsus P. putida PSm rakkudes, mis sisaldavad pBLKT-rsmZ 

plasmiidi. P. putida tüve F15 rakke kasvatati 18 tundi LB vedelsöötmes, millele lisati või jäeti lisamata 1 

mM IPTG. Värsked - rakud on seisnud LB tardsöötmel üleöö. Vanad- rakud on seisnud LB tardöötmel 

neli päeva. Ümberkülv - neli päeva LB tardsöötmel olnud rakud , mis on külvatud uuele LB tardöötmele. 

Keemilised – DNA on rakkudesse viidud transformatsiooniga. Särtsuta üle koloonia – elektriga 

mõjutamata rakud, mis on selekteeritud üksikkolooniateks. Särtsuga üle koloonia – elektriga mõjutatud 

rakud, mis on selekteeritud üksikkolooniateks. Särtsuta üleöö – elektriga mõjutamata rakud, rakud mis on 

kasvanud LB vedelsöötmes üleöö. Särtsuga üleöö – elektriga mõjutatud rakud, mis on kasvanud LB 

vedelsöötmes üleöö. Tulemuste artimeetilised keskmised on leitud 3 bioloogiliselt sõltumatu katse 15 

paralleelist. Esitatud on 95% usalduspiirid ja homogeensusrühmad. 

 

 Geeni rsmZ transkriptsioon sõltub rakkude aeratsiooni lakkamisest. Värsketes PSm 

rakkudes, mis sisaldavad pBLKT-rsmZ plasmiidi, langeb β-galaktosidaasi eriaktiivsus 4 tunniga 

laual seistes 1,5 korda (p < 0,001; joonis 9). Vanades, ümberkülvatud ja transformeeritud 

rakkudes on kõik mõõdetud ajapunktid omavahel väga hästi võrreldavad ning laual seismine 

transkriptsiooni aktiivsust antud rakkudes ei mõjuta.  
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Joonis 10. β-galaktosidaasi eriaktiivsus P. putida F15 rakkudes, mis sisaldavad pBLKTP-rsmZ 

plasmiidi. P. putida tüve F15 rakke kasvatati 18 tundi LB vedelsöötmes, millele lisati või jäeti lisamata 1 

mM IPTG. Värsked - rakud on seisnud LB tardsöötmel üleöö. Vanad- rakud on seisnud LB tardöötmel 

neli päeva. Ümberkülv - neli päeva LB tardsöötmel olnud rakud , mis on külvatud uuele LB tardöötmele. 

Tulemuste artimeetilised keskmised on leitud 3 bioloogiliselt sõltumatu katse 15 paralleelist. Esitatud on 

95% usalduspiirid ja homogeensusrühmad. 

 

P. putida PSm seismine LB tardsöötmel vähendab rsmZ -galaktosidaasi 

eriaktiivsust IPTG-ta kasvanud rakkudes. Võrreldes vanade ja värskete rakkude nullpunkte, 

on -galaktosidaasi eriaktiivsus PSm-i vanades rakkudes ligikaudu 3 korda madalam, kuid 4 

tundi seinud rakkudes 1,7 korda madalam (p < 0,001; joonis 9). Kontrollimaks, kas taoline langus 

võib olla tingitud toitainetepuudusest tardsöötmes nagu rsmA2 puhul (joonis 3), külvati rakud 

uuele LB tardsöötmele. Rakkude ümberkülvamine ei taastanud värskete rakkudega võrreldavat -

galaktosidaasi eriaktiivsust. Ümber külvatud rakkude nullpunkt ei erine vanade rakkude 

nullpunktist (p = 1), küll aga erineb värskete rakkude nullpunktist (p < 0,001). Seega ei ole 

vanade rakkude madalama transkriptsiooni aktiivsuse põhjuseks toitainetepuudus LB 

tardsöötmes. 

Kontrollimaks, kas värskete ja vanade rakkude erinevus -galaktosidaasi eriaktiivsustes 

võib tuleneda DNA rakku viimise metoodist, viidi pBLKT-rsmZ PSm rakkudesse 

transformatsiooniga. Sellistes rakkudes ei sõltunud -galaktosidaasi eriaktiivsus laual seismisest 

ning oli võrreldev värskete rakkude 4 tunni ajapunktiga (p = 1), erinedes aga värsekete rakkude 
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nullpunktist (p < 0,001). Seega värsketes rakkudes esinenud järsk langus transkriptsiooni 

aktiivsuses 0 ja 4 tunni ajapunkti vahel on transformeeritud rakkudes kadunud (joonis 9). 

Võimalik, et elektroporatsiooni käigus rakkudele tehtav elektrišokk võib põhjustada raku 

füsioloogias muutusi, mille tõttu aktiveeritakse rsmZ geeni transkriptsioon. Kui vaadata värskete 

rakkude 0 ja 4 tunni β-galaktosidaasi eriaktiivsusi, siis aeratsiooni lakkamisel eriaktiivus langeb 

1,6 korda (p < 0,001). Kontrollimaks elektrišoki mõju rsmZ transkriptsioonile, tehti järgnev 

katse. Vanad rakud kraabiti LB tardsöötmelt kokku, suspendeeriti 1 ml-s LB vedelsöötmes ning 

jätkati nende töötlust nagu kompetentsete rakkude valmistamisel (2.2.5.) Saadud rakususpensioon 

jagati kaheks, millest üht osa kasutati elektriga mõjutamiseks (joonis 9, särtsuga rakud üleöö), 

teine osa jäi kontrolliks (särtsuta rakud üleöö) (ptk 2.2.7). Paralleelselt eespool kirjeldatud 

katsega viidi läbi ka katse, kus elektroporeeritud rakud (joonis 9, särtsuga rakud üle koloonia) ja 

elektroporeerimata rakud (särtsuta rakud üle koloonia) selekteeriti üksikkolooniateks (ptk 2.2.7). 

Mõlemast katsest järeldus, et tassilt kraabitud PSm-i rakkudes, mis juba sisaldavad 

pBLKT-rsmZ vektorit, elektrišokk ei mõjuta rsmZ transkriptsiooni (joonis 9). Rakkudes, millele 

anti elektrišokk, ning rakkudes, mida kasutatati kontrollina laual seismine transkriptsiooni 

aktiivsust ei mõjuta. Kõigil juhtudel võib näha mõningast β-galaktosidaasi eriaktiivsuste tõusu, 

kuid vaid särtsuta üle koloonia kasvanud rakkudes on antud tõus statistiliselt oluline (p < 0,001). 

Geeni rsmZ transkriptsioon sõltub bakterite füsioloogilisest seisundist. Rakkude 

elektroporeerimisel on rsmZ transkriptsioonile mõju ainult siis, kui rakud veel ei sisalda pBLKT-

rsmZ vektorit, samas kui vektoriga rakkude mõjutamine elektriga ei mõjuta rsmZ 

transkriptsiooni. Rakkude laual seismine pärsib rsmZ trankriptsiooni ainult DNA-ta rakkudesse 

vektori sisseviimisel. Seega rsmZ-i transkriptsioon sõltub bakterite füsioloogilisest seisundist, 

kuid täpset füsioloogilist mehhanismi käesolevas töös välja ei selgitatud. RsmZ geen on ainuke 

antud töös uuritavatest GacS/GacA süsteemi alumistest geenidest, mida Fis-i üleekspressioon ei 

mõjutanud (joonis 10). 

 

2.3.7 Uuritavate geenide transkriptsiooni sõltuvus hapniku sisaldusest söötmes  

Laual seismine võib mõjutada geenide transkriptsiooni mitmeti: mõju võib tuleneda 

mehhaanilise liikumise või aeratsiooni lakkamise kaudu. Hapniku sisalduse muutu aeratsiooni 
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lakkamisest tulenevalt mõõdeti metüleensinise lisamisega söötmesse, mis muutub hapnikuvaeses 

keskkonnas läbipaistvaks (Campbell, 1963). Aereeritud bakterikultuuri seismisel laual 2 ja 4 

tundi, valastus metüleensinine juba esimese 20 – 30 minuti möödumisel (joonis 11). Joonisel 11 

on toodud ainult 2 tundi laual seisnud rakud. Järelikult katseklaaside laual seismisel väheneb 

sealne hapnikusisaldus.  

 

 

Joonis 11. Metüleensinisega värvitud (1) PSm, (2) PSm + IPTG rakud. Rakke kasvatati üleöö LB 

vedelsöötmes 1 mM IPTG juuresolekul või IPTG-ta 18 tundi, lisati metüleensinine ning hoiti laual 2 tundi. 

A) Rakud vahetult pärast metüleensinise lisamist, aeroobne seisund. B) Rakud on seisnud laual 2 tundi, 

anaeroobne seisund. 

 

Kontrollimaks, kas aeratsiooni lakkamise mõju transkriptsioonile tuleneb hapniku 

kadumisest vedelsöötmest, kasvatati P. putida rakke mikroaeroobsetes tingimustes. 

Mikroaeroobsetes tingimustes kasvatatud rakkude -galaktosidaasi eriaktiivsuse 0-punkt erineb 4 

tunni ajapunkti omast, sest rakud on kasvanud mikroaeroobsetes tingimustes ning aeratsiooni 

lakkamine ei vähenda enam drastiliselt hapniku sisaldust bakterikultuuris. Uuriti rsmA2, rsmY, 

rsmZ geenide transkriptsiooni sõltuvust hapnikust, sest need geenid on LB söötmes kasvatades 

aktiivsed ja sõltuvad laual seismisest (joonised 3, 4, 7, 9) . Geenide rsmA1, rsmA3 ega rsmX 

transkriptsiooni mikroaeroobsetes tingimustesei uuritud.  

Kui omavahel võrrelda PSm IPTG-ta kasvanud värskete rakkude, mis sisaldavad pBLKT-

rsmA2 plasmiidi 4 h punkti mikroaeroobsetes tingimustes IPTG-ta kasvanud rakkude 0 h 

punktiga, siis -galaktosidaasi eriaktiivsused on omavahel võrreldavad (p = 1; joonis 12) ega 

lange 4 tunni jooksul laual seismise ajal nagu aereeritud rakkudel (joonis 3). Siit järeldub, et 



40 
 

transkriptsiooni rsmA2 promootorilt PSm rakkudes sõltub söötme aereerimisest ehk hapniku 

hulgast söötmes. 

 

 

Joonis 12. β-galaktosidaasi eriaktiivsus P. putida PSm rakkudes, mis sisaldavad pBLKT-rsmY 

plasmiidi, mõõdetuna mikroeroobsetes tingimustes. P. putida tüve PSm rakke kasvatati 18 tundi LB 

vedelsöötmes.Tulemuste artimeetilised keskmised on leitud vähemalt 2 bioloogiliselt sõltumatu katse 8 

paralleelist. Esitatud on 95% usalduspiirid ja homogeensusrühmad. 

 

Fis aktiveerib rsmA2 transkriptsiooni, mis tuleb välja aeratsiooni vähenemisel (joonis 4). 

Fis-i aktiveerivat mõju rsmA2-le aeroobsuse vähenedes kinnitab ka mikroaeroobsetes tingimustes 

läbi viidud katse (joonis 12), kus IPTG juuresolekul kasvanud rakkude transkriptsiooni aktiivsus 

nii 0 h (p = 0,017) kui ka 4 h (p = 0,034) ajapunktis on ligikaudu 1,5 korda kõrgem kui seda on 

IPTG-ta kasvanud rakkudes. Seega aeroobselt kasvatatud rakkude aeratsiooni lakkamisel tekkiv 

Fis-i positiivne efekt transkriptsioonile (joonis 4) on juba olemas rakkudes, mis on kasvatatud 

mikroaeroobsetes tingimustes (joonis 12). 

Kuna aeratsiooni lakkamisel rsmY promootori transkriptsioon suurenes PSm rakkudes 

(joonis 13), viidi läbi katse, kus pBLKT-rsmY konstrukti sisaldavaid PSm rakke kasvatati 

mikroaeroobseid tingimusi tekitavates CampyGen kottides. Aeroobselt kasvanud rakkudes β-

galaktosidaasi eriaktiivsus aeratsiooni lakkamisel tõuseb nii IPTG-ta LB-s kasvanud värsketes ja 

vanades rakkudes 1,3 korda (p < 0,001; joonis 7). Mikroaeroobsetes tingimustes kasvanud 
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rakkude korral β-galaktosidaasi eriaktiivsus laual seistes statistiliselt ei erine (p = 0,452; joonis 

13).  

 

 

Joonis 13. β-galaktosidaasi eriaktiivsus P. putida PSm rakkudes, mis sisaldavad pBLKT-rsmY 

plasmiidi, mõõdetuna mikroeroobsetes tingimustes. P. putida tüve PSm rakke kasvatati 18 tundi LB 

vedelsöötmes.Tulemuste artimeetilised keskmised on leitud vähemalt 2 bioloogiliselt sõltumatu katse 8 

paralleelist. Esitatud on 95% usalduspiirid ja homogeensusrühmad. 

 

PSm värsketes rakkudes, mis sisaldasid pBLKT-rsmZ plasmiidi, toimus aeratsiooni 

lakkamisel 1,6-kordne -galaktosidaasi eriaktiivsuse langus (joonis 9), seepärast kontrolliti 

aeratsiooni mõju rsmZ transkriptsioonile. Analoogsete rakkude kasvatamisel mikroaeroobsetes 

tingimustes β-galaktosidaasi eriaktiivsus laual seistes statistiliselt ei erine (p = 0,452; joonis 14). 

Seega rsmY transkriptsioon sõltub hapniku hulgast söötmes. 

Kokkuvõtvalt, kõigi geenide puhul, mille transkriptsiooni uuriti mikroaeroobses 

keskkonnas, laual seismine ei omanud transkriptsioonile enam efekti. Seetõttu, rsmA2, rsmY ja 

rsmZ geenide transkirptsioon on hapniku sisaldusest sõltuv.  
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Joonis 14. β-galaktosidaasi eriaktiivsus P. putida PSm rakkudes, mis sisaldavad pBLKT-rsmZ 

plasmiidi, mõõdetuna mikroeroobsetes tingimustes. P. putida tüve PSm rakke kasvatati 18 tundi LB 

vedelsöötmes, Tulemuste artimeetilised keskmised on leitud vähemalt 2 bioloogiliselt sõltumatu katse 8 

paralleelist. Esitatud on 95% usalduspiirid ja homogeensusrühmad. 

 

 

2.3.8 Fis-i seondumine rsmA1 ja rsmY geeni promootoralale 

Fis võib mõjutada geenide transkriptsiooni otseselt, seondudes geeni promootoralaga, või 

kaudselt, läbi mõne teise transkriptsioonifaktori. Käesolevas töös uuriti Fis-i seondumist ainult 

geenide rsmA1 ja rsmY eelsele DNA-le. Teised geenid jäid ajapuudusel uurimise alt välja.  

Arvutiprogrammiga RSA-tools (http://embnet.ccg.unam.mx/rsa-tools/) ennustati Fis-i 

seondumisjärjestus vaid rsmA1 geeni ette (Tabel 3). Regulatoorse RNA geenide ja rsmY ette E. 

coli Fis-i seondumisjärjestuste maatriksiga Fis-i seondumisjärjestusi ei leitud. 

 

Tabel 3. Ennustatud Fis-i seondumisjärjestused rsmA1 promootoralas 

Geen Ahel Ennustatud Fisi 

seondumisjärjestus 

Skoor p-väärtus Kaugus 

geeni 

algusest 

rsmA1 Kodeeriv ahel GCGGTGAAATGCGGGCAAA 5,4 6,2 x 10
-4

 -157...-138 

 Matriitsahel CCGCCACTTTTACGCCCGTT 4,9 6,2 x 10
-4

 -158...-139 
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Fis seondub rsmA1 promootoralale in vitro. Kuna Fis mõjutas rsmA1 transkriptsiooni 

-galaktosidaasi eriaktiivsuste põhjal positiivselt (joonis 2), uuriti Fis-i seondumist in vitro 

DNaas I jalajälje analüüsiga in silico ennustatud järjestustele. Joonisel 15B on katkendjoonega 

näidatud Fis-i seondumisjärjestused kodeerival ahelal positsioonides -157...-140 nt geeni algusest 

ja matriitsahelal positsioonides -138...-158 nt geeni algusest. Joonisel 15A on musta joonega 

märgitud Fis-i tegelik seondumisjärjestus positsioonides -166...-140 nt geeni algusest (Fis-RA2). 

Positsioonides -152 ja -140 on nooltega märgitud nukleotiidid, mis on DNaas I suhtes 

hüpersensitiivsed nukleotiidid. 

Fis seondub rsmY promootorpiirkonda in vitro. Fis mõjutas rsmY transkriptsiooni β-

galaktosidaasi eriaktiivsuste põhjal negatiivselt. Olgugi et E. coli Fis-i maatriksiga 

seondumisjärjestusi rsmY geeni ette ei ennustatud, uuriti Fis-i seondumist in vitro, sest Fis 

mõjutas rsmY transkriptsiooni β-galaktosidaasi eriaktiivsuste põhjal negatiivselt (joonis 8). 

Joonisel 16B on näidatud Fis-i seondumisjärjestus in vitro kodeerival ahelal positsioonides -

203...-182 nt geeni algusest (Fis-Y2), joonisel 16A Fis-i seondumine matriitsahelal positsioonides 

-22...-63 nt geeni algusest (Fis-Y1). Noolega on märgitud ka DNaas I suhtes hüpersensitiivsed 

nukleotiidid positsioonides -188 ja -194 nt geeni algusest kodeerival ahelal (joonis 16B) ning 

positsioonis -52 nt geeni algusest matriitsahelal (joonis 16A). 
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Joonis 15. DNaas I jalajälje analüüs rsmA1 geenile. A) Joonise päises on märgitud Fis valgu 

kontsentratsioon (μΜ) proovides ning vasakul kaugus geeni algusest nukleotiidides. Vertikaalse musta 

joonega on tähistatud Fis-i seondumisjärjestus rsmA1 kodeeriva ahela promootoralas positsioonides -

166...-140 nt geeni algusest. Musta noolega on märgitud hüpersensitiivsed Dnaas I lõikekohad. B) Geeni 

rsmA1promootorala positsioonides 0...-200 nt geeni algusest. Horisontaalse musta pideva joonega on 

märgitud Fis-i seondumisjärjestus rsmA1 promootoralaga. Horisontaalse katkendjoonega on märgitud Fis-

i ennustatud seondumisjärjestused. Punktiirjoonega on märgitud teine Fis-i võimalik in vitro seondumine. 

 



45 
 

 

Joonis 16. DNaas I jalajälje analüüs rsmY geenile. A) Joonise päises on märgitud Fis valgu 

kontsentratsioon (μΜ) proovides ning vasakul küljel kaugus geeni algusest nukleotiidides. Vertikaalse 

musta joonega on tähistatud Fis-i seondumisjärjestus rsmY matriitsahela promootoralas positsioonides -

24...-63 nt geeni algusest. Musta noolega on märgitud hüpersensitiivsed DNaas I lõikekohad. B) 

Vertikaalse musta joonega on tähistatud Fis-i seondumisjärjestus geeni rsmY kodeeriva ahela 

promootoralas positsioonides -203...-182 nt geeni algusest.C) Geeni rsmY promootorala positsioonides 

0...-240 nt geeni algusest. 
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2.3 Arutelu 

Risosfäärsed bakterid, sealhulgas P. putida, koloniseerivad taimejuuri ning on võimelised 

moodustama taimejuurtel biofilmi. Taime juurel olev biofilm kaitseb taime patogeenide eest ning 

soodustab seeläbi taimede kasvu (Espinosa-Urgel et al., 2002). Biofilmi teke on komplitseeritud 

protsess, mis on ajaliselt täpselt reguleeritud ning eeldab mitmete regulatsioonisüsteemide ja 

regulaatorvalkude koordineeritud tööd (Danhorn ja Fuqua, 2007; Stoodley et al., 2002). Näiteks 

võib ühe olulise regulaatorvalguna välja tuua ka meie laboris uuritava Fis valgu, mille 

üleekspressioon soodustab rakkudes biofilmi teket (Jakovleva et al., 2012). Kuna Fis on 

globaalne regulaator, siis on võimalik, et Fis reguleerib veel mõnd regulaatorit, mis omakorda 

reguleerib biofilmi geenide transkriptsiooni. Ühe võimalusena võib Fis läbi GacS/GacA 

signaaliraja mõjutada postranskriptsioonlist regulaatorit RsmA. RsmA võib seonduda biofilmi 

tekkeks vajalike geenide mRNA-dega ning mõjutada seeläbi nende translatsiooni. RsmA 

aktiivsust mõjutavad väikesed regulatoorsed sRNA-d. Sellest tulenevalt sai käesoleva töö 

eesmärgiks välja selgitada, kas Fis reguleerib GacS/GacA süsteemi alumiste geenide 

transkriptsiooni. Samuti sooviti teada, kas antud geenide transkriptsioon sõltub rakkude 

seismisest tardsöötmel ning aeratsioonist. 

Aeratsiooni lakkamine ehk hapniku hulga vähenemine söötmes mõjutas P. putida PSm 

värsketes rakkudes kõigi väikeste mittekodeerivate RNA-de transkriptsiooni. Geenide rsmX ja 

rsmY korral soodustas aeratsiooni vähenemine rakkudes transkriptsiooni (joonised 6 ja 7), samas 

rsmZ korral aeratsiooni vähenemine langestas transkriptsiooni aktiivsust (joonis 9). Aeratsiooni 

mõju sRNA-dele on näidatud ka varem. O’Callaghan et al. (2011) näitasid, et P. aeruginosa’s 

mõjutab keskkonnas olev hapnik sRNA-de hulka rakus negatiivselt. Eelpool mainitud töös 

mõõdeti rsmY ja rsmZ transkriptsiooni qPCR-iga, mõlema geeni RNA hulk oli mikroaeroobsetes 

tingimustes madalam kui aeroobsetes tingimustes kasvatatud rakkudes.  

Võrreldes käesoleva töö tulemusi P. aeruginosa’s läbi viidud tööga, siis rsmZ 

transkriptsiooni langus hapniku vähenemisel langeb P. putida’s ja P. aeruginosa’s kokku, kuid 

rsmY korral on tulemused vastupidised. Siiski, kui vaadata mikroaeroobsetes tingimustes 

kasvanud rakkudest mõõdetud rsmY transkriptsiooni (joonis 13) ja võrrelda seda aeroobsetes 

tingimustes kasvanud rakkude tulemusega (joonis 7), siis on selgesti näha, et pikajaliselt 

mikroaeroobses keskkonnas olnud rakkudes on rsmY transkriptsioon promootorilt tugevalt 

pärsitud. Seega omab mikroaeroobsus transkriptsioonile justkui vastupidist mõju. Aeroobses ja 
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mikroaeroobses keskkonnas kasvanud P. putida rsmY-i -galaktosidaasi eriaktiivsuste erinevus 

võib tuleneda rakkude kasvukiirusest, sest on teada, et rsmY transkriptsioon P. aeruginosa’s 

sõltub kasvufaasist (Valverde et al., 2003; Kay et al., 2005). Sellest lähtuvalt ei pruugi olla 

aeroobses ja mikroaeroobses keskkonnas mõõdetud P. putida rsmY -galatosidaasi eriaktiivsuste 

absoluutväärtuste võrdlemine olla usaldusväärne. Samas kasvukiiruse ja rakutiheduse mõju 

rakkude seismisel 4 tundi laual on minimaalne. Sellest tulenevalt mõjutab hapniku hulga 

vähenemine keskkonnas P. putida’s rsmY transkriptsiooni pigem positiivselt. Siiski, hapniku 

hulga mõju rsmY transkriptsioonile võib olla ka kahetine. P. putida lühiajaline mikroaeroobses 

keskkonnas viibimine mõjub rsmY transkriptsioonile positiivselt, pikemaajaline mikroaeroobses 

keskkonnas viibimine aga negatiivselt. 

Hapniku hulga vähenemine söötmes mõjutas RsmA geenidest kõige selgemalt rsmA2 

transkriptsiooni (joonised 3 ja 12). Teiste geenide puhul efekt puudus, rsmA1 (joonis 2), või oli 

raske hinnata, kuna geeni transkriptsioon uurimistöös kasutatud söötmes oli väga madal, rsmA3 

(joonis 5). Hapniku vähenemine keskkonnas vähendas rsmA2 transkriptsiooni PSm värsketes 

rakkudes (joonis 3).  

Hapniku vähenemisest tingitud geenide transkriptsiooni muutus võib olla tingitud 

metoodist, mil viisil DNA on rakkudesse viidud. Võrreldes elektroporatsiooniga, kaotas 

transformatsioon rsmA2 korral laual seismisest tuleneva järsu languse β-galaktosidaasi 

eriaktiivsustes (joonis 3) ehk transformatsiooni korral pole P. putidas rsmA2 transkriptsioon 

sõltuv enam laual seismisest ehk hapniku hulga vähenemisest söötmes. Kui geeni rsmA2 korral 

transformeeritud rakkudes laual seismine ei vähendanud transkriptsiooni ning mõõdetud -

galaktosidaasi eriaktiivsus oli võrreldav elektroporeeritud rakkude nullpunktiga (joonis 3), siis 

rsmZ-i transkribeeriti vastupidiselt rsmA2-le. Transformeeritud rakkudes oli rsmZ-i 

transkriptsioon kohe madal ning oli võrreldav elektroporeeritud rakkude väärtusega, mis saadi 

hapniku langemisel söötmes (joonis 9). Põhjuseid, miks elektroporeeritud rakkudes esineb taoline 

järsk transkriptsiooni aktiivsuse langus, võib olla mitmeid. Üheks võimaluseks võib olla, et 

elekter lõhub peptidoglükaani (Huang ja Rubinsky, 1999; Pillet et al., 2016) ning lisaks tekitab 

membraanis poore, mis päädib prootonite liikumapaneva jõu lühiajalise langusega (Gao et al., 

2011). Seejärel peab rakkudes toimuma membraanide parandamine ja prootoni liikumapaneva 

jõu taastamine ja peptidoglükaani resüntees.  
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Elektri mõju rakkudele ja rsmZ transkriptsioonile kirjeldavad katsed, kus neli päeva laual 

seisnud rakkudele anti elektsišokk (joonis 9). Huvitaval kombel mõjutab elektišokk rakke 

pBLKT-rsmZ plasmiidi sisseviimisel rakkudessse, kuid mitte neli päeva laual seisnud rakke, mis 

juba sisaldavad plasmiidi. Samas kui võrrelda omavahel elektroporeeritud ja transformeeritud 

rakke, siis võib järeldada, et elektrišokil on teatud efekt ning rakkude füsioloogia on elektrišoki ja 

temperatuurišoki saanud rakkudel erinev (nt DNA topoloogia), kuigi sarnaselt elektrišokile 

langeb ka transformatsiooni korral membraani prootonite liikumapanev jõud ning tekivad 

membraani poorid (Pillet et al., 2016; Gao et al,, 2011). 

LB-tardsöötmel rakkude 4 päeva hoidmise mõju transkriptsioonile oli üllatav. Sest -

galaktosidaasi mõõtmiseks külvati rakud värskesse LB vedelsöötmesse ning rakke kasvatati 18 

tundi. Sedasi rakke kasvatades läbib bakteri populatsioon kõik tüüpilised kasvufaasid: lag-, log- 

ja statsionaarne kasvufaas. Rakkude tardsöötmel seismise efekt võib tuleneda sellest, et 

populatsioon on vedelsöötmes kasvatades heterogeenne. Vaatamata enamikele rakkudele, teatud 

väike osa populatsioonist ei kasva või kasvab aeglasemalt, mis võib mõjutada transkriptsiooni. 

Siiski, bakteripopulatsiooni heterogeensus ei saa mõjutada mõõdetud -galaktosidaasi 

eriaktiivsust nii tugevasti kui näiteks rsmZ korral, sest tavaliselt on metaboolselt inaktiivseid 

rakke populatsioonis väga vähe. Geeni rsmZ transkriptsioon on aga nn vanades rakkudes 

langenud umbes 3 korda, võrreldes värskete rakkude nullpunktiga (joonis 9). Geenispetsiifilist 

regulatsiooni kinnitab ka see fakt, et osa uuritud geenide korral, nagu rsmA1, transkriptsioon ei 

sõltu LB-tardsöötmel seismisest (joonis 2). 

Rakkude seismine LB tardsöötmel ehk nn rakkude vanus mõjutab rsmZ-i (joonised 9, 10) 

ning rsmA2 korral PSm-s (joonis 3), kus rakkude vanusega transkriptsiooni aktiivsus alaneb. 

Transkriptsiooni aktiivsuse langus võib olla tingitud toitainetepuudusest, mis tekib LB 

tardsöötmel pikaajalisel kasvamisel. Seetõttu külvati rakud ümber uuele LB tardsöödmetele. P. 

putida PSm tüves taastas pBLKT-rsmA2 plasmiidi sisaldavate rakkude ümberkülvamine 

transkriptsiooni aktiivsuse värskete rakkude tasemele, kuid rsmZ-i korral jäid ümberülvatud 

rakkude β-galaktosidaasi eriaktiivsused vanade rakkude tasemele. Sellest järeldub, et rsmA2 

transkriptsioon sõltub toitainete hulgast, rsmZ-il sellist sõltuvust ei esine, ja seetõttu geenid 

reguleeritakse bakteri erineva füsioloogilise seisundiga. 

Fis mõjutab sRNA-de transkriptsiooni üldjoontes negatiivselt (joonised 6-10). Kuna 

kirjandusest on teada, et GacA aktiveerib sRNA-de regulatsiooni (Jimenez et al., 2012), siis 
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sRNA-de hulga vähenemine rakus viitab asjaolule, et Fis surub maha GacS/GacA signaalirajaga 

vahendatavat signaali. Väikesed regulatoorsed RNA-d ja RsmA-d on omavahel vastastikuses 

seoses: mida enam on rakus sRNA-sid, seda vähemaktiivsed on RsmA-d, kuna sRNA-d 

seonduvad RsmA-ga ning inaktiveerivad selle (Liu et al., 1997). P. aeruginosa’s on näidatud, et 

aktiivse RsmA hulga vähenemisel suureneb biofilmi moodustumine (Gooderham ja Hancock, 

2009). Madal sRNA-de hulk rakus tähendaks aktiivse RsmA hulga suurenemist rakkudes ning 

ühtlasi biofilmi tekke vähenemist. Fis-i üleekspressiooni korral väheneb rakkudes sRNA-de hulk 

ning seega on rakus hulgaliselt aktiivset RsmA-d. Fis-i positiivset mõju RsmA-dele kinnitavad ka 

käesolevas töös tehtud katsed, kus Fis-i üleekspressioon soodustas rsmA1 ja rsmA2 

transkriptsiooni (joonised 2, 4). Gooderham ja Hancock (2009) kirjeldasid RsmA seost biofilmiga 

P. aeruginosa’s, kus aktiivse RsmA hulga suurenemisega rakus vähenes bakterite biofilm 

(Gooderham ja Hancock, 2009). Seega mõjutab RsmA biofilmi moodustumist negatiivselt.  

Uurimaks, kas Fis-i mõju geenidele rsmA1 ja rsmY on otsene (Fis seondub geeni 

promootoralale) või kaudne (mõjub läbi mõne muu regulaatori), tehti DNaas I jalajälje katse, 

millest järeldus, et Fis seondub nii rsmA1 kui ka rsmY geeni eelsele alale in vitro (joonised 15, 

16). DNaas I jalajälje analüüs näitas Fis-i seondumist rsmY geeni promotooralale kahel järjestusel 

(Fis-Y2, Fis-Y1; joonis 16). Seondumisjärjestus Fis-Y2 asub -203...-182 nt kaugusel geeni 

algusest, seondumisjärjestus Fis-Y1 -24...-63 nt geeni algusest. Tõenäoliselt on Fis-i mõju rsmY 

transkriptsioonile reguleeritud läbi Fis-Y1 seondumisjärjestuse, kuna antud seondumisjärjestus 

asub üsna rsmY geeni alguses, suure tõenäosusega asub antud piirkonnas ka rsmY promootor. Ka 

β-galaktosidaasi eriaktiivsuse mõõtmisel järeldus, et Fis mõjutab rsmY transkriptsiooni 

negatiivselt (joonis 8). Tõenäoliselt seondub Fis rsmY promootorile või sellest allavoolu ning 

represseerib transkriptsiooni. Kuigi rsmY geeni puhul on in vitro näidatud seondumine kooskõlas 

in vivo mõõdetud β-galaktosidaasi eriaktiivsustega, on Fis-i otsese mõju kinnituseks vaja hinnata 

Fis-i seondumist Fis-Y1 ja Fis-Y2 muteeritud järjestusele. Lisaks tuleb mõõta -galaktosidaasi 

eriaktiivsust rsmY promootoralalt, mis sisaldab muteeritud Fis-i seondumisjärjestusi. 

DNaas I jalajälje analüüs näitas Fis-i seondumist rsmA1 geeni eelsele alale vahemikus -

166...-140 nt-d geeni algusest (Fis-RA2; joonis 15). Lisaks oli näha ka võimalik Fis-i seondumine 

vahemikus -70...-54 nt geeni algusest, kuid DNaas I jalajälje pildi halva kvaliteedi tõttu pole 

täpset seondumisjärjestust võimalik määrata. Kirjandusest on teada, et transkriptsioonifaktori 

seondumine geeni promootorist ülesvoolu soodustab antud geeni transkriptsiooni (Ishihama, 
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2010). Seondumisjärjestus Fis-RA2 asetseb rsmA1 geeni algusest sellisel kaugusel, et võimalikud 

promootorid asetsevad tõenäoliselt Fis-RA2 seondumisjärjestusest allavoolu, ja Fis-i seondumine 

soodustab rsmA1 transkriptsiooni. Fis-i aktiveerivat mõju rsmA1 transkriptsioonile kinnitab ka β-

galaktosidaasi eriaktiivsuse mõõtmine (joonis 2), kus Fis-i üleekspressioon soodustas rsmA1 

transkriptsiooni. Seega on ka rsmA2 geeni korral in vitro näidatud Fis-i seondumine kooskõlas in 

vivo mõõdetud β-galaktosidaasi eriaktiivsustega. Sarnaselt katsetele muteeritud Fis-i 

seondumisjärjestustega rsmY promootoralas, tuleb seda teha ka rsmA1 promootorala puhul. 

Käesolevas töös mõjutas Fis-i üleekspressioon sRNA-de produktsiooni negatiivselt ja 

RsmA-de transkriptsiooni positiivselt. Neist tulemustest lähtuvalt peaks P. putida biofilmi 

moodustumise võime Fis-i üleekspressiooni korral vähenema. Samas on näidatud, et Fis-i 

üleekspressiooni korral suureneb P. putidas biofilmi moodustumine kuni 3 korda (Jakovleva et 

al. 2012; Moor et al. 2014). Fis-i üleekspressiooni tulemusena suureneb biofilmi maatriksiks 

vajamineva adhesiini LapA hulk, mis omakorda võimendab biofilmi moodustumist (Moor et al., 

2014). Seega on käesoleva töö tulemused vastuolus Moor et al. (2014) saadud tulemustega. P. 

putida LapA on biofilmi moodustumisel keskse rolliga (Gjermansen et al., 2010). Võimalik, et 

Fis-i ülekspressiooni mõju LapA ekspressioonile on keerulisem ning Fis mõjutab biofilmi 

moodustumist, sealhulgas LapA ekspressiooni, mitme regulatoorse mehhanismi kaudu.  

Geeni lapA transkriptsioon võib olla mitmesuguste keskkonnafaktoritega mõjutatud üle 

GacS/GacA signaaliraja alumiste geenide transkriptsiooni regulatsiooni. On teada, et GacS/GacA 

signaalirada mõjutab LapA ekspressiooni positiivselt (Martinez-Gil et al., 2014) ning seetõttu 

võib lapA transkriptsioon sõltuda signaaliraja geenide transkriptsioonist, mis on tundlikud bakteri 

füsioloogilisele seisundile. Näiteks rsmZ-i transkriptsioon sõltus rakkude füsioloogilisest 

seisundist kõige rohkem. Olles sõtluvuses nii aeratsioonist, rakkude vanusest kui ka meetodist, 

mil viisil DNA on rakkudesse viidud (joonis 9). Geeni rsmA2 korral tuli Fis-i positiivne efekt 

välja alles mikroaeroobsetes tingimustes (joonised 4 ja 12). Taolised transkriptsiooni aktiivsuste 

sõltuvused bakteri füsioloogilisest seisundist võivad mõju avaldada ka lapA transkriptsioonile 

ning põhjustada lapA tulemuste kõikumist.  

Hapniku kättesaadavus on risosfäärsetele bakteritele sageli limiteerivaks faktoriks. P. 

aeruginosa puhul on näidatud, et biofilmi sügavamates kihtides leidub hapniku vähem kui 

pealmistes (de Beer et al., 1994). Samuti on P. aeruginosa’s näidatud, et biofilmi koosseisus 

olevate bakterite füsioloogiline seisund on varieeruv ning et antud varieeruvus tuleneb hapniku 
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kättesaadavusest (Xu et al., 1998). Samuti võib olla muutunud ka GacS/GacA signaaliraja 

geenide regulatsioon. Näiteks käesolevas töös mõõdetud rsmA2 geen, kus Fis-i positiivne mõju 

transkriptsioonile ilmnes alles mikroaeroobsetes tingimustes (joonis 4). 

Lisaks eelnevale ilmneb, et vähemalt teatud geenide transkriptsioon sõltub DNA 

rakkudesse viimise meetodist, mille tõttu võib eksperimentaator jõuda vastupidiste järeldusteni. 

Näiteks kasutades elektroporeerimist võib rsmZ geeni korral teha järelduse, et geeni 

transkriptsioon pärsitakse hapniku kadumisega keskkonnast (joonis 9). Samas, kasutades 

transformatsiooni võib sama geeni puhul teha vastupidise järelduse, transkriptsioon ei sõltu 

hapniku hulgast söötmes (joonis 9). Tõenäoliselt pole enamike geenide transkriptsioon DNA 

rakkudesse viimise meetodist siiski tundlik, vaid pigem on seda globaalsete regulaatorite geenide 

transkriptsioon. Sest globaalsete regulaatorite abil bakter reageerib keskkonnast tulnud 

signaalidele. 

Käesoleva töö eesmärgiks oli välja selgitada, kas Fis mõjutab GacS/GacA signaaliraja 

alumiste geenide (rsmA ja sRNA-geenide) transkiptsiooni. Samuti, kas antud geenide 

transkriptsioon sõltub rakkude seismisest tardsöötmel ning aeratsioonist. Tulemustest järeldus, et 

Fis mõjutab üldjoontes rsmA geenide transkriptsiooni positiivselt, ning sRNA-geenide 

transkriptsiooni negatiivselt. Lisaks sõltus GacS/GacA signaaliraja geenide transkriptsioon 

bakteri füsioloogilisest seisundist. 
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KOKKUVÕTE 
 

Pseudomonas putida peab muutuvate ning sageli ebasoodsate keskkonnatingimustega 

kohanemiseks olema piisavalt konkurentsivõimeline. Selleks peab bakteril olema süsteeme ning 

regulaatoreid, mis võimaldaksid kiiresti ning täpselt keskkonnasignaalidele reageerida ning 

muuta oma füsioloogiat. Taolisteks regulaatoriteks Pseudomonas putidas on näiteks GacS/GacA 

süsteem ning Fis valk. Käesoleva töö eesmärgiks oli välja selgitada, kas Fis reguleerib 

GacS/GacA raja alumiste geenide (rsmA ja sRNA-geenide) transkriptsiooni. Samuti, kas nende 

geenide transkriptsioon sõltub rakkude seismisest tardsöötmel ning aeratsiooni vähenemisest.  

Töö peamised tulemused on järgmised: 

 Tardsöötmel seismine ehk rakkude vanus mõjutab transkriptsiooni rsmA2 ja rsmZ 

promootoritelt PSm-s. 

 Hapniku hulga vähenemine söötmes mõjutas kõigi väikeste mittekodeerivate sRNA-de 

transkriptsiooni PSm-s. Geenide rsmX ja rsmY korral soodustas aeratsiooni vähenemine 

rakkude transkriptsiooni, rsmZ korral vähendas.  

 Geeni rsmZ transkriptsioon sõltus bakteri füsioloogilisest seisundist enim. Olles 

sõltuvuses nii aeratsioonist, rakkude vanusest, kui ka DNA rakkudesse viimise meetodist. 

 Hapniku hulga vähenemine söötmes mõjutas rsmA geenidest selgemalt rsmA2 

transkriptsiooni. Ka Fis-i efekt aeroobselt kasvatatud rakkudes ilmnes hapniku kadumisel 

söötmest. 

 Fis mõjutab sRNA-de transkriptsiooni üldjoontes negatiivselt. Fis represseerib 

transkriptsiooni rsmX ja rsmY promootoritelt, kuid ei mõjuta rsmZ transkriptsiooni. 

 Fis mõjutab rsmA geenide transkriptsiooni üldjoontes posiitvselt. Fis soodustab rsmA1 ja 

rsmA2 transkriptsiooni, kuid mõjutab negatiivselt transkriptsiooni rsmA3 promootorilt. 

 Fis seondub geenide rsmA1 ja rsmY eelsele alale in vitro. 

 Fis mõjutab GacS/GacA signaaliraja geene ning võib seeläbi mõjutada ka biofilmi 

tekkeks vajalikke geenide transkriptsiooni.  
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The effect of physiology of Pseudomonas putida and Fis on the transcription of 

lower genes in GacS/GacA system  

 

Liisbeth Kose 

SUMMARY 
 

Pseudomonas putida is a rhizospheric bacterium, that colonizes plant roots and develops 

biofilm. Biofilm on plant roots is beneficial to both parts: bacterium protects plant from 

phytopathogens and plant releases root exudates providing bacterium with nutrients and carbon 

sources.  

Biofilm formation is a complicated process, where many signalling networks and global 

regulators are involved, for example GacS/GacA two-component system and global regulator Fis.  

P. putida’s biofilm matrix is mainly composed of large adhesins LapA and LapF in P. 

putida. It has been previously shown in our laboratory, that the transcription of lapA in P. putida 

varies on the presence of Fis overexpression. This variation could be explained by Fis influencing 

a regulator, that affects the expression of genes needed for biofilm formation. It is possible that 

Fis influences a post-transcriptional regulator called RsmA. RsmA is part of a GacS/GacA 

signalling pathway and its’ expression is controlled by the level of sRNA-s in the cell. RsmA as a 

RNA-biding protein can bind to mRNA-s of genes that affect biofilm formation, therefore 

regulating their translation. 

The aim of this paper was to investigate, whether Fis influences the genes in GacS/GacA 

(rsmA and sRNA genes) signalling pathway and whether their transcription depends on the 

physiological activity of the bacterium. Experiments showed that Fis regulates rsmA transcription 

positively and sRNA genes negatively. Also, their transcription depended on the physiological 

activity of the bacterium. Fis regulates the genes in GacS/GacA system and could thereby 

regulate the translation of genes necassary in biofilm formation. 
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