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Infoleht

So66tmekomponentide moju Pseudomonas putida biofilmile

Pseudomonas putida on levinud mullabakter, mis risosfaaris elades soodustab taime kasvu,
vahendades taimepatogeenide nakatamise efektiivsust. Selleks, et P. putida pusiks juurtel ning
konkureeriks patogeenidega, moodustab ta biofilmi. Globaalne regulaator Fis soodustab P. putida
biofilmi teket taissé6tmes LB, kuid defineeritud sé6tmes M9 glc CAA ei soodusta biofilmi. Selles
to0s pastitati hlipotees, et Fis-i biofilmi soodustav toime sdltub s66tmekomponentidest, milles
bakterit kasvatatakse. Teisisonu, keskkonnast kéttesaadavad toitained mdjutavad P. putida biofilmi
moodustumist. Katsetest selgus, et Fis-i soodustav efekt P. putida biofilmi moodustumisele sdltub
sootmest, milles baktereid kasvatati ning varem kirjeldatud fis-i (leekspressiooni biofilmi
suurendav toime LB taissodtmes ei ole tingitud toitainete hulgast, vaid vdib olla seotud valgulise

komponendi sisaldusega s66tmes.

Marksonad: biofilm, Pseudomonas putida, Fis
CERCS kood ja nimetus: B220 — geneetika, tsutogeneetika

B230 — mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, mikoloogia

Effect of media components on P. putida biofilm

Pseudomonas putida is an ubiquitous soil bacterium that, while residing in the rhizosphere
promotes plant growth by eliminating plant pathogens. In order to remain on the roots of the plant,
it forms a biofilm. The global regulator Fis promotes the production of P. putida biofilm. The goal
of this study is to investigate whether the positive effect of Fis on biofilm depends on the media

components.

Keywords: Biofilm, Pseudomonas putida, Fis,
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B230 — microbiology, bacteriology, virology, mycology
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Sissejuhatus

Perekonna Pseudomonas liigid on olulised bakterid nii patogeenidena kui ka patogeenide
antagonistidena. Siia perekonda kuuluvad patogeensed liigid tekitavad haigusi taimel (P. syringae,
P. aeruginosa), putukal (P. entomophila) ja inimesel (P. aeruginosa), samas leidub selles grupis
ka taime kasvu soodustavaid liike, nagu P. fluorescens, P. chlororaphis ja P. putida. Viimastel on
hea taimejuurte koloniseerimise ning antimikroobsete (hendite tootmise vGimekus. Sellest
tulenevalt on nad olulise téhtusega taimepatogeenide vastases kaitses. Samas, taimejuurtel
pusimiseks moodustavad bakterid biofilmi, mille kujunemist mdjutavad mbruskonnast périt
erinevad signaalid.

Meie laboris on eelnevalt kindlaks tehtud, et P. putida biofilmi tekkes on tahtis osa
globaalsel regulaatoril Fis (ingl factor for inversion stimulation). Fis mdjutab P. putida biofilmi
maatriksi olulise komponendi, kleepvalgu LapA geeni ekspressiooni ning seel&bi bakteri
kinnitumist pinnale. Fis-i biofilmi soodustavat efekti on naidatud LB taissodtmes, kuid see puudub
defineeritud M9 glc CAA so6tmes. Sellest johtuvalt on selles t60s pustitatud hupotees, et
sootmekomponendid mdjutavad Fis-i biofilmi vdimendava efekti tekkimist P. putida’l. T60
eesmargiks on selgitada, millisest sé6tmekomponendist s6ltub Fis-i biofilmi vdimendav efekt.



1.Kirjanduse Ulevaade

1.1. Risosfaar

Risosfaériks nimetatakse juure pinda ja seda vahetult imbritsevat 6hukest (~2 mm) mullakihti,
mida iseloomustab risodepositsioon ehk taime toodetud susinikutihendite litkumine juurte kaudu
mulda. Naiteks teraviljataimed (nisu ja oder) eritavad juurte kaudu mulda 20-30% kogu
assimileeritud susinikust, heintaimed viivad fotosilinteesi kdigus omastatud susinikust 30-50%
risosfadri (Kuzyakov ja Domanski, 2000; Morgan jt., 2005). Taim eritab assimileeritud stsinikku
juurte kaudu kahesuguste faktorite kujul: juuretippudest vdikese molekulmassiga kergesti
omastatavaid thendeid ning juurte vanematest osadest suure molekulmassiga taimerakkude
laguprodukte. Bakteritele on olulised juuretippude eritised, nagu aminohapped, orgaanilised
happed, stsivesikud, enstiumid, rakullisaadid, kuna nad on mikroobidele kergesti omastatavaks
stisinikuallikaks, ning samuti susihappegaas ja etuleen kui vdimalikud signaalmolekulid (Badri jt.,
2009). Samas, taimejuurte kasvamisega kaasneb juurerakkude irdumine juurte vanadest osadest,
mistottu vabanevad mulda suure molekulmassiga thendid (polisahhariidid, peptiidid). Seetdttu
moodustab kogu juure pind mikroobide jaoks atraktiivse, toitaineterikka 6koloogiliselt olulise nisi.

Risosfaéris pulsimiseks peab bakter olema vdimeline konkureerima toitainete pérast ning
asustama juurestikku (Lugtenberg ja Kamilova, 2009). Taime juure koloniseerimise voib jagada
kolme etappi (Espinosa-Urgel jt, 2002):

1) atraktiivsuse faas — bakteri kemotaksis juure suunas ning esmane kinnitumine

2) asustamise faas — juure umber hakkab moodustuma bakterikoloonia,

3) paiksuse faas — bakteripopulatsioon pusib juurel ning saavutab maksimaalse suuruse, mida

iseloomustab sdltuvus taime juuremassist.

Seemnete inokuleerimise jarel jaab taime kasvades enamik baktereid juurekaela lahedusse.
Nii taimele kasulikud kui ka patogeensed mikroorganismid hdivavad eelistatult juure
epidermirakkude liitekohti (Chin-A-Woeng jt., 1997; Bolwerk jt., 2003), moodustades
pinnakonarustes biofilmi. Bakterid katavad kuni 40% taimejuurte tldpinnast (Danhorn ja Fuqua,
2007) ning bakterite tihedus vaheneb jarsult juure tipu suunas (Chin-A-Woeng jt., 1997). Kuigi
juurte vahetus laheduses on bakterite tihedus 10-100 korda suurem kui juurevabas mullas (Molina
jt., 2000), on see siiski 100 korda vaiksem kui laboris kasutatavas keskmises sd6tmes (Lugtenberg
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jaKamilova, 2009). Lisaks sellele koloniseerivad taime kasvu soodustavad risosfadribakterid taime
juuri kiiremini ning vdivad haigustekitajad vélja konkureerida, kuna jatavad patogeenid toitainetest
ja/vdi signaalmolekulidest ilma (Bolwerk jt., 2003). Seega on nélgimine osa bakterite elust

risosfaaris.

1.2. Pseudomonas’te risosfaari-kompetentsus

Baktereid, mis koloniseerivad taime juuri ning on véimelised pikemat aega piisima juurtel,
nimetatakse  risosfaari-kompetentseteks  bakteriteks.  Risosfadri-kompetentseid  baktereid
iseloomustab kohanemine konkurentidega, surudes maha konkurentide toitainete omastamist,
kasvamist ja paljunemist. Lisaks sellele on risosfaéri-kompetentsed bakterid véimelised &ra tundma
taime signaalmolekule ning kohanenud taime juurte eritistega, suutes neutraliseerida toksilisi
uhendeid, mida taim eritab, naiteks reaktiivseid hapnikuradikaale.

Perekonna Pseudomonas liikmetel on Gldiselt hea risosfaéri-kompetentsus (Lugtenberg jt.,
2001). Perekonna Pseudomonas osa liike koloniseerivad taime juuri hasti, toodavad
antibakteriaalseid aineid ning kaitsevad taimi patogeenide eest (Lugtenberg jt., 2001; Weller jt.,
2002). Sellest johtuvalt on taimekasvu soodustavad ning inimesele ohtutud perekonna
Pseudomonas’e liigid heks vdimalikuks bioloogiliseks vahendiks, mille abil véhendada
pestitsiidide kasutust pdllumajanduslikult oluliste kultuurtaimede kasvatamisel (Zhang jt., 2017).

Heaks patogeenidega konkureerimise nditeks on Pseudomonas spp ja Fusarium
oxysporum’i vaheline olelusvditlus tomati risosfadris. Tomati juurte eritatavad tsitraat ja glikoos
soodustavad patogeense Fusarium oxysporum’i spooride idanemist, samas kui tomati risosfaari
asustav Pseudomonas fluorescens WCS365 parsib haigustekitaja Fusarium oxysporum’i spooride
idanemist ning ka uute spooride teket (Kamilova Faina jt., 2008). P. fluorescens WCS365 ja
Pseudomonas chlororaphis PCL1391 koloniseerivad edukalt tomati juuri ja samas ka patogeeni
Fusarium oxysporum forma specialis radicis-lycopersici hiiife sellisel maéaral, et bakteriaalne
biofilm v@ib seene halvata (Bolwerk jt., 2003). P. chlororaphis PCL1391 toodab fungitsiidset
fenasiin-1-karboksamiidi (PCN), mille slinteesimine on reguleeritud autoinduktori Ce-HSL (N-
heksanouul-L-homoseriinlaktoon) hulgatunnetussusteemi kaudu (Chin-A-Woeng jt., 2001).
Viimast soodustab P. chlororaphis’e voime moodustada taimejuurel biofilmi (Bolwerk jt., 2003).

Taimepatogeen F. oxysporum toodab mikotoksiini — fusaarhapet. Fusaarhape surub maha PCN-i
6



stinteesi ning vOib piirata P. chlororaphis’e biokontrolli tohusust (van Rij jt., 2005). Bakteri
P. fluorescens WCS365 jaoks on fusaarhape peamine kemoatraktant, mis toob bakteri lahemale
seenehufi eritatud toitainetele (de Weert jt., 2004).

Risosfaari koloniseerimisel on oluline bakterirakkude stressitaluvus ja toitainete
kattesaadavus (Matilla jt., 2007). Risosfaaris on enim ekspresseeritud geenid, mis on seotud
kohanemisega ning toitumisega, nagu naiteks aminohapete omastamine ja aromaatsete ihendite
metabolism. P. putida’l KT2440 on palju ABC-tllipi aminohapete transportereid, mis réhutab
aminohapete metabolismi tahtsust olelusvditluseks risosfaaris (Nelson K. E. jt., 2002). P. putida
KT2440 genoom kodeerib 350 valis- ja tstitoplasmamembraani transporterit erinevate substraatide
sissevotuks/véljutamiseks. Tuvel KT2440 on kirjeldatud 11 LysE perekonna transporterit, mis
viivad aminohappeid rakust vélja. See viitab vajadusele vahendada aminohapete hulka rakus,
valtimaks bakteri kasvu véhenemist vdi siis on need transporterid seni tundmata molekulide
transportimiseks (Silby jt., 2011). P. putida tuvel KT2440R on Kirjeldatud kemotaksist 15
aminohappe suhtes, kuid puudub seos kemotaksise ja aminohapete tarbimise vahel (Corral-Lugo
jt., 2016). Tomati juureeritistes on kill aminohappeid, kuid liiga madalas kontsentratsioonis, et
omada tahtsust toitainetena. Tomati juuretipu koloniseerimiseks peab P. fluorescens WCS365
suutma ise stnteesida aminohappeid (Simons jt., 1997).

Pseudomonas’tel sarnaselt teiste bakteritega on liikumine oluline nii elusale kui ka elutule
pinnale seondumiseks. Taimejuurtele kinnitumise alustamiseks on vajalik viburite osalus (Turnbull
jt., 2001). Viburitega liikuvad bakterid on juure tipu koloniseerimisel edukamad kui viburiteta
mutandid (Simons jt., 1996). Juure pinnale seondumise jarel parsitakse viburi geenide avaldumine.
Kuid kui bakterikoloonia on kasvanud teatud suuruseks, taastub rakkude viburitega liikumine
maatriksisiseselt ning rakud vdivad ka kolooniast eralduda (Carcamo-Oyarce jt., 2015).

Lisaks liikuvusele, mis lubab kemotaksist juuretipu suunas, on Uheks véaga oluliseks
faktoriks mikroobi kinnitumisvéime, mis laseb tal jadda Uhte paika pikemaks ajaks. P. putida tlve
KT2440 seondumine seemnetele s6ltub tugevalt pinnavalkudest (Espinosa-Urgel jt., 2000;
Martinez-Gil jt., 2010). P. putida tlive KT2440 geenid PP0168 ja PP0806 kodeerivad
adhesioonivalke LapA ja LapF, mis on vajalikud seemnepinna hdivamiseks koos biofilmi

moodustumisega ja seega P. putida eluks risosfaaris (Espinosa-Urgel jt., 2000).



1.3. Biofilm ja selle olulisus

Biofilm on bakterite levinud paikne eluviis, mida iseloomustab bakterite pinnale ja tiksteise
kllge kinnitumine (O’Toole jt., 2000; Flemming jt., 2016). Biofilmis on bakterirakud tmbritsetud
ekstratsellulaarse polimeerse maatriksiga, mille kdige tulpilisemateks komponentideks lisaks
veele on valgud, nukleiinhapped ja eksopolisahhariidid (Branda jt., 2005). Maatriksi kompnendid
vOivad olla struktuurse tahtsusega, aidates maatriksit koos hoida. Samas vdib maatriksil olla ka
varuainete tahtsus, mille t6ttu biofilmi maatriksis vdib esineda ka enstiime (Flemming ja
Wingender, 2010). Lisaks sellele on maatriksil veel vahemalt kaks otstarvet: pakkuda biofilmile
tugevust ja stabiilsust ning kaitsta rakke valismdjude eest. Maatriks on kaitsekilp toksiinide ja
raskemetallide (Teitzel ja Parsek, 2003), antibiootikumide (Hgiby jt., 2001) ja kiskjate vastu
(Davey ja O’Toole, 2000). Biofilmis on bakterid markimisvééarselt vastupidavamad kuivusele ja
soolsusele (Le Magrex-Debar jt., 2000) ning biofilm pakub kaitset ka UV-kiirguse (Espeland ja
Wetzel, 2001) ja happe mdju eest (McNeill ja Hamilton, 2003). Biofilmi moodustumine aitab
bakteritel pilsima jadada toitainerikkasse keskkonda, samas hdivata uusi Okonisse, kui
mikroorganismid eralduvad kolooniast (Hall-Stoodley jt., 2004). Bakterite kohanemine eluks nii
iseseisvana kui ka biofilmi kujul on véimaldanud neil koloniseerida suurema osa meie planeedist
ning siinsetest eluvormidest.

Inimuhiskonna seisukohalt on esile toodud pigem biofilmi negatiivset tahtsust. Naiteks,
meditsiinilistel vahenditel nagu kateetritel ja implantaatidel esinev biofilm p&hjustab infektsioone,
mille ravi on keeruline ja kallis. Biofilmis on bakterid 10 kuni 1000 korda vahem tundlikud
antibiootikumidele kui vabalt elavad liigikaaslased, mis pdhjustab kauakestvat keerulist ravi
(Davies 2003).

Bakteriaalne biofilm v@ib pbhjustada toiduainetddstuses toodangu saastumist, vahendades
seeldbi toote sailivust vdi, olenevalt mikroobiliigist, ohustada inimeste tervist (Winkelstroter jt.,
2014). Biofilmis on bakterid &&rmiselt vastupidavad desinfektsioonivahenditele ning seetbttu on
vajalikud pikemad tootmistsukli katkestused seadmete ja pindade puhastamiseks.

Soovimatu biofilm tehnilistes seadmetes vahendab soojusiilekande efektiivsust ja kiirendab
korrosiooni (Little ja Lee, 2014).

Samas on voimalik bakteriaalset biofilmi kasutada inimeste hivanguks. Nii saab
korrosioonitdrjes rakendada kasulike bakterite biofilmi (Zuo 2007). Kuigi bakterid uldiselt
saastavad joogivett (Wingender ja Flemming, 2011), siis biofilmi rakendamine biotehnoloogias
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vOimaldab puhastada joogivett, lagundada heitmeid ning isegi toota biokitust (Rosche jt., 2009;
Halan jt., 2012). Mikroobid aitavad puhastada mulda saasteainetest (Segura ja Ramos, 2013).
P. putida PCL1444 lagundab naftaleeni ning kaitseb raiheina seemneid ja seemikuid naftaleeni
kdrge kontsentratsiooni eest (Kuiper jt., 2002). Bakter Comamonas sp KD7 koos valge ristikuga
puhastab dioksiiniga saastunud pinnast (Wang ja Oyaizu, 2011).

Erinevad taimehaigused pdhjustavad taimse saagi kaotust kuni 20% (Schumann ja D’ Arcy,
2006). Looduslikult kasulike bakterite edukas taimejuurte hdivamine ja biofilmi moodustamine
koos kahjulike organismide efektiivse tdrjumisega vahendab haigusjuhtude arvu voi raskusastet.

Biofilmi uurimine, selle tekkest ja arengust tdpsema Ulevaate saamiseks, vdimaldab mitte
ainult kontrolli biofilmi moodustumise ule, vaid vdib pakkuda ka asjakohast teavet bakteri ja
eukariioodi vastasmdjude kohta. Taimede ja mikroobide (nii kasulike kui ka haigustekitajate)
vastastikmdjus on kasutusel sageli samad mehhanismid, ehkki erinevas kombinatsioonis ning
hoopis teise eesmérgiga (Lugtenberg jt., 2002). Suhetes erinevate eukarliootidega, nagu taim, seen
ja inimene, kasutavad mikroobid sarnaseid strateegiaid (Lugtenberg ja Dekkers, 1999). Kaks
Pseudomonas’e liiki tapavad eukariioote sarnase strateegia abil: P. chlororaphis havitab
Fusarium’i, asustades seenchiiiife ja tootes fenasiin-1-karboksamiidi (Chin-A-Woeng jt., 2001),
ning P. aeruginosa tapab nematoodi Caenorhabditis elegans, koloniseerides oma ohvri ja
slinteesides (fenasiini derivaati) puotsuaniini (Mahajan-Miklos jt., 1999).

Eukaruootide suhetes bakteritega on patogeensuse ja mutualistlikkuse vaheline piir isna
ohuke. Eukaruootse peremehe koloniseerimise algses etapis kasutavad nii kahjutud kui ka
patogeensed mikroorganismid sarnaseid mehhanisme, kusjuures ohutute bakterite mdned geenid
sarnanevad patogeensete bakterite virulentsusfaktoritega. P. putida KT2440 tlvel puuduvad
virulentsuseks vajalikud geenid, seega on ta sobiv mudelorganism, et uurida biofilmi kujunemist
(Klausen jt., 2006).



1.4. Pseudomonas putida biofilm

Biofilmi vOib jagada jargmisteks etappideks:

1) algse kontakti loomine,

2) p6ordumatu Kinnitumine pinnale,

3) mikrokoloonia ja maatriksi teke,

4) Kips biofilm,

5) biofilmist irdumine.

Biofilmi areng sdltub teatud tingimustest, muuhulgas sisinikuallika tldbist ja hulgast, st
bakter on voimeline biofilmi moodustumisega samaaegselt reageerima keskkonnamuutustele. On
tdendoline, et biofilmi teke ei kai jaiga programmi alusel, vaid bakter optimeerib pinna
koloniseerimist vastavalt keskkonnale. Bakterite kleepuvust ja liikuvust on v@imalik muuta
vastuseks mikrokeskkonna ning ka bakterite endi poolt eritatud signaalidele (Klausen jt., 2006).

P. putida biofilmi maatriks sisaldab kdiki eelpool nimetatud tudpilisi komponente, millest
peamiseks on valk (Jahn jt., 1999). P. putida toodab adhesioonivalke LapA ja LapF. LapA on
oluline pd6rdumatuks kinnitumiseks nii biootilisele kui ka abiootilisele pinnale (Gjermansen
Morten jt., 2010; Moor jt., 2014; Ainelo jt., 2017), osaledes ka valmis biofilmis maatriksi
komponendina. Bakteri suuruselt teine valk, LapF, on Kkirjanduse jargi seotud rakk-rakk
interaktsioonidega, mikrokoloonia tekkega ning kiipse biofilmi moodustumisega (Martinez-Gil jt.,
2010) tdendoliselt just raku pinna hidrofoobsemaks muutmise tdttu (Lahesaare jt., 2016). LapA ja
LapF-i puudumisel véheneb P. putida konkurentsivéime risosfaaris, mida ei suuda kompenseerida
ka suurenenud eksopolUsahhariidide tootmine (Martinez-Gil jt., 2013).

P. putida KT2440 ekspresseerib nelja eksopolisahhariidi: alginaati alg-geenide
ekspresseerumise abil, tselluloosi bcs-geenide, putida eksopolisahhariid A pea-geenide ja putida
eksopolusahhariid B peb-geenide abil (Nilsson jt., 2011). Pea suurendab biofilmi moodustumist ja
vahendab bakteri liikuvust (Ramos-Gonzalez jt., 2016). Bakteri eluks risosfaaris on olulised nii
Bcs kui ka alginaat. Veepuuduse korral toodab P. putida alginaati, et hdlbustada niiskuse
alalhoidmist biofilmis ning seeldbi suurendada bakterirakkude eluvéimet (Mortel jt., 2004; Chang
jt., 2007). Kui P. putida ei ole vdimeline alginaati stinteesima, siis seda kompenseerib Pea ja Bcs-
I tavalisest suuremas koguses tootmine, oletatavasti biofilmi niiskussisalduse hoidmiseks (Nielsen

jt., 2011). P. putida’l on kirjeldatud biofilmis lisaks valkudele ja poliisahhariididele veel
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ekstratsellulaarset DNA-d (Steinberger ja Holden, 2005), kuid see ei ole biofilmi maatriksi
struktuuri pusimiseks oluline komponent (Yousef-Coronado jt., 2011; Moor jt., 2014).

Kipsest biofilmist vdivad eralduda nii tksikud kui ka agregeerunud bakterirakud (Petrova
ja Sauer, 2016). Toitainetepuudusest tingitud stressi korral P. putida biofilm laguneb Kkiiresti
(Gjermansen jt., 2005). Toitainete nappuses alaneb biofilmi reguleeriva alarmooni c-di-GMP
(tsuklilise diguanosiinmonofosfaadi) tase rakus (Gjermansen Morten jt., 2010). Seda langust tajub
c-di-GMP retseptor LapD, mis muudab oma konformatsiooni ja vabastab enda kiljest proteaasi
LapG (Navarro jt., 2011; Newell jt., 2011). Vaba LapG ldikab LapA, vabastades selle raku kiljest
ja pdhjustades rakkude eraldumise biofilmist (Gjermansen Morten jt., 2010; Navarro jt., 2011;
Newell jt., 2011). Stsinikallikate vahesuse korral P. putida KT2442 geen cbrB surub alla biofilmi
teket soodustavate geenide ekspressiooni ning soodustab bakteri kemotaksist toitainete suunas
(Amador jt., 2010).

1.5. Globaalne regulaator Fis

Vabalt elava bakteri pinnale seondumine ja biofilmi moodustamine toob kaasa
umberkorraldused bakteri flisioloogias ning see omakorda tingib suure hulga geenide ekspressiooni
muutumise (Sauer ja Camper, 2001; Sauer jt., 2002). Selles on tahtis osa nukleoidiga
assotsieerunud valkudel, mis mdjutavad erinevate geenide avaldumist vastusena muutuvatele
keskkonnatingimustele. Optimaalsetes tingimustes kasvavates bakterirakkudes on domineerivaks
nukleoidiga seonduvaks valguks Fis (ingl factor for inversion stimulation) (Finkel ja Johnson,
1992; Beach ja Osuna, 1998; Ishihama, 2009). Umbes 11 kDa raskune homodimeere moodustav
Fis vdib DNA-ga seondudes viimast painutada 40° kuni 90°, ning mdjutada transkriptsiooni,
replikatsiooni ja DNA topoloogiat (Pan jt., 1996; Ishihama, 2009). E. coli logaritmilise kasvufaasi
rakkudes voib Fis valgu hulk kutindida 60 000 molekuni raku kohta, samas statsionaarsesse faasi
joudnud rakkudes on Fis vaevu tuvastatav, alla 100 molekuli raku kohta (Finkel ja Johnson, 1992;
Ball jt., 1992; Ali Azam jt., 1999). Seega on Fis vajalik enterobakterites just kasvavates rakkudes
vastavate geenide transkriptsiooniks ja DNA replikatsiooniks (Ali Azam jt., 1999).
Transkriptsiooni regulaatorina mdjutab Fis geenide ekspressiooni, mis on seotud translatsiooniga

(rRNA ja tRNA geenid), kemotaksisega, energia ja toitainete metabolismi ning transpordiga
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(Finkel ja Johnson, 1992; Ishihama, 2009). Lisaks E. coli’le on paremini teada Fis-i osalus
taimepatogeensetes bakterites perekonnast Dickeya. Fis soodustab Dickeya zeae virulentsust ja
biofilmi  moodustumist, liitkuvust ja kemotaksist ning inhibeerib ekstratsellulaarsete
polusahhariidide tootmist (Lv jt., 2018). Fis-i mdju enterobakterite geeniekspressioonile on
tuvastatud vordluses metsiktiive ja fis-i deletsiooniga tlive vahel. P. putida jaoks on Fis ilmselt
vaga oluline regulaator, kuna ei ole dnnestunud luua P. putida fis-i deletsiooniga tuve (Teras jt.,
2009; Jakovleva jt., 2012). P. putida Fis-il on biofilmi moodustumist soodustav (Moor jt., 2014) ja
bakteri liikuvust vahendav (Jakovleva jt., 2012) mdju fis-i Uleekspressiooni tingimustes. Fis
represseerib E. coli’s enda sunteesi, seondudes oma promootoralaga (Ball jt., 1992).
Statsionaarsesse faasi joudvas E. coli’s represseeritakse tugevasti Fis valgu sunteesi, mille tottu
Fis-i tase langeb rakus jarsult 500-1000 korda (Ball jt., 1992; Ali Azam jt., 1999). P. putida’s jadb
Fis-i hulk kiirelt kasvavates rakkudes madalamale tasemele vdrreldes E. coli’ga ning statsionaarses

faasis on langemine ka véhem jarsk, alanedes kaks kuni kolm korda (Yuste Luis jt., 2005).
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2. Ekspermentaalosa

2.1. TOO eesmark

Meie laboris uuritakse P. putida biofilmi moodustumist ja globaalse regulaatori Fis-i osa
selles. Eelnevatest toddest on selgunud, et fis-i Uleekspressioon soodustab biofilmi teket LB
taissootmes (Moor jt., 2014), kuid mitte M9 glc CAA s66tmes (Hanna Ainelo avaldamata andmed).
Sellest johtuvalt pistitati hlpotees, et fis-i Uleekspressiooni P. putida biofilmi v8imendav efekt
sOltub keskkonnas olevatest faktoritest ehk sé6tmekomponentidest. Kéesoleva t66 eesmérgiks oli
uurida, kas Fis-i biofilmi soodustav toime sGltub so0tmekomponentidest ning millised
sootmekomponendid mdjutavad nn Fis-i efekti.

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Bakteritlived, so6tmed ja plasmiid.

Baktereid kasvatati Luria-Bertani (LB) so66tmes (Miller 1992), mis sisaldas NaCl (10 g/l),
parmiekstrakti (5 g/l) ja triptooni (10 g/l) ning defineeritud M9 glc CAA s66tmes, mis sisaldas M9
puhvrit (42 mM KH2POs, 24 mM Na2HPO4, 19 mM NH4Cl, 9 mM NacCl), mikroelementide lahust
(2,5 mi/l), glukoosi (I6ppkontsentratsiooniga 0,2 %) ning 0,4 % kaseiini hudrolisaati (CAA) koos
taiendava L-triiptofaaniga (20 pg/ml). Tardso6tme valmistamiseks lisati agarit 15 g/l
Selektsioonimarkerina kasutati gentamditsiini (Gm, 10 pg/ml), streptomiitsiini (Sm, 200 pg/ml) ja
penitsilliini (Pn,1500 pg/ml). P. putida rakke kasvatati temperatuuril 30 °C. Vedelst6tmetes
kasvatamisel aereeriti Kkultuure loksutil (180 poOo6ret/min). P. putida F15 rakkudes Fis-i
uleekspresseerimiseks lisati s6dtmesse IPTG-d (I6ppkontsentratsiooniga 1 mM). Téos kasutatud

bakteritived ja plasmiid on dra toodud tabelis 1.
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Tabel 1. T60s kasutatud bakteritiived ja plasmiid.

Pseudomonas iseloomustus allikas
putida tlvi
PSm Pawa85; glmS geeni jarele inserteeritud mini-Tn7- | (Jakovleva jt., 2012)
QSm1 (Sm")
F15 Pawss; mini-Tn7-QGm-term-lacl%-Pc-fis-T1T2 | (Jakovleva jt., 2012)
(Gm’)
PSm AlapA | PSm; APP0168 (Sm") (Moor jt., 2014)
F15 AlapA | F15; APP0168 (Gm") (Moor jt. 2014)
Plasmiid
p9TTB-lapA | Promootorita lacZ geeni ette on kloneeritud 951 | (Ainelo jt., 2017)
1-8 aluspaari pikkune lapA promootorala, mis sisaldab
kdiki kuut lapA promootorit ja mélemat kahte Fis-i
seondumisjarjestust (Pn)

Erinevate so6tmekomponentide vordluskatsetes kasutatud M9 defineeritud s66tme lisandid on

toodud tabelis 2.

Tabel 2. Toos kasutatud M9 defineeritud s66tme lisandid.

sootmelisand Proteoltdtiliselt toddeldud | tootja

valk
1.truptoon kaseiin LabM
2.triiptoon kaseiin Amresco
1.peptoon kaseiin Amresco
2.peptoon sojauba Acros Organics
3.peptoon Zelatiin Sigma-Aldrich
parmiekstrakt parmirakud LabM

2.2.2. Kompetentide valmistamine ja elektroporatsioon.

P. putida rakud kasvatati ette tle6d 5 ml LB vedelsd6tmes ning tsentrifuugiti 90 sekundit
taispooretel (13000 rpm). Rakke suspendeeriti 1 ml 300 mM sahharoosiga ning tsentrifuugiti.
Tegevust korrati kolm korda. Seejarel suspendeeriti rakke 500 pl sahharoosiga. 50 pl
20 DNA-d (p9TTB-lapA 1-8)

elektroporatsioonikiivetti. Elektroporatsioon teostati firma BioRad elektroporaatoriga ,,E. coli

kompetentidele lisati ng plasmiidset ja pipeteeriti

pulser pingel 2500 V. Rakud pesti kiivetist vdlja 1 ml LB-ga ning kasvatati vedelsodtmes
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temperatuuril 30 °C 45 minutit. Seejarel rakud tsentrifuugiti vedelsddtmest valja ning plaaditi

(penitsilliini sisaldavale) LB tardstdtmele.

2.2.3. B-galaktosidaasi eriaktiivsuse maaramine

P. putida rakke kasvatati vedelsté6tmes penitsilliini juuresolekul 18 tundi. Bakterirakkude
tihedus moddeti lainepikkusel 580 nm spektrofotomeetriga LibraS35. Eppendorfi tuubis (1,5 ml)
segati kokku reaktsioonisegu, mis sisaldas: 800 pul Z-puhvrit (60 mM Na;HPO4, 35 mM NaH2POg,
10 mM KCI, 2 mM MgSOs, 28 mM B-merkaptoetanool; pH 7), 50 pl kloroformi ja 50 pl rakke.
Reaktsioon kaivitati 200 ul ONPG (orto-nitrofenuil- -D-galaktopiranosiid, 4 mg/ml) lisamisega.
Reaktsioon peatati 500 pul 1M Na>COs lisamisega ning fikseeriti reaktsioonile kulunud aeg.
Seejarel moddeti orto-nitrofenooli neeldumine lainepikkusel 420 nm ning lidsunud rakkude

tihedus lainepikkusel 550 nm.
B-galaktosidaasi eriaktiivsus E arvutati valemiga:

OD1—-1,75x 0D2
T XV x0D3

E =1000

kus OD1 on lainepikkusel 420 nm mdddetud orto-nitrofenooli neeldumine, OD2 on 550 nm juures
mdddetud ludsunud rakkude tihedus ja OD3 on 580 nm juures m&ddetud rakutihedus, T on

reaktsiooniaeg minutites ja V on reaktsioonis kasutatud bakterikultuuri maht milliliitrites.

2.2.4. Biofilmi moodustumise md&tmine.

P. putida rakud kasvatati ette Uletd vedelsootmes, mis sisaldas antibiootikumi (vastavalt
tivele streptomitsiini  v8i  gentamitsiini).  Biofilmi  moodustamiseks kilvati  rakud
mikrotiiterplaadile (Greiner bio-one 655101), arvestusega iga kannu kohta 5 pl rakke ja 100 pl
varsket soddet, kusjuures antibiootikumi enam ei lisatud. F15 tlves fis-i Uleekspressiooni
indutseerimiseks lisati Ghele variandile IPTG-d (I6ppkontsentratsiooniga 1mM). Rakke kasvatati
30 °C termostaadis ja biofilmi hulka mdddeti 4 vOi 24 tunni méédudes.

Biofilmi hulga hindamiseks varviti see kristallvioletiga. Selleks lisati mikrotiiterplaadi
kannu kohta 25 pl 1%-list kristallvioleti vesilahust ja lasti varvuda 15 minutit. Seejarel eemaldati
raku-varvisegu ning kannu pesti 150 pl destilleeritud veega kolm korda. Biofilmist vérvi

eraldamiseks hoiti mikrotiiterplaadi kannus 180 pl 96% etanooli viis minutit ning varvunud etanool
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pipeteeriti teisele mikrotiiterplaadile. Seda korrati ning véarvunud etanool tosteti kokku thele
mikrotiiterplaadile. Varvunud etanool lahjendati destilleeritud veega (1:2). Saadud lahuse optiline
tihedus mdddeti lainepikkusel 540 nm spektrofotomeetriga Tecan Sunrise.

2.2.5. Poliimeraasi ahelreaktsioon (PCR)

PCR-iga kontrolliti tlivede digsust. Fis geeni Uleekspressiooni kasseti olemasolu kontrolliti
praimeritega FisBamHI ja Prtac, geeni lapA deletsiooni kontrolliti praimeritega lapA-rev, lapA-1V
ja PP0168-2-rev. Kasutatud oligonukleotiidid (praimerid) on kirjeldatud tabelis 3. PCR-il kasutati
matriitsDNA-ks bakterirakkudest termilise tootlemisega vabanenud DNA-d. Reaktsioonisegu
maht oli 30 pl. Reaktsioonisegu sisaldas: 1 x PCR-puhvrit (75 mM Tris HCI pH 8,8; 20 mM
(NH4)2S0; 0,01% Tween 20; 2,5 mM MgCI; 0,2 mM tartrasiin, 0,5% Ficoll 400), 0,2 mM dNTP,
10 pmol mdlemat praimerit, 1 Gihik Taq polimeraasi, vett vajaliku mahuni ning bakterirakke. PCR-

i teostamiseks kasutati firma Biometra PCR-i masinat.

PCR-i viidi labi 25 tsuklit jargmistel tingimustel:
1. denaturatsioon 96 °C 60 sekundit,

2. praimeri seondumine 58 °C 60 sekundit,

3. DNA suntees 72 °C 60 sekundit

Tabel 3. To0s kasutatud oligonukleotiidid

Praimer Jérjestus 5’- 3’ suunas Seondumiskoht

Prtac AATTAATCATCGGCTCGTATAA 78-100 nukleotiidi fis geeni

algusest ulespoole

FisBamHI | AGAGGATCCTTACAACAAGTCGTACTGC | 19 - 1 nukleotiidi fis geeni

I6pust suunaga geeni alguse

poole

lapA-rev | TGGATCCGACAATGCTTTTGACGATGG 17-36 nukleotiidi lapA geeni

algusest suunaga geeni alguse

poole

lapA-1IV | AGGATCCATCAATGTGACATTACATTGC | 180-200 nukleotiidi  geeni

algusest Ulesvoolu suunaga

geeni alguse poole

PP0168-2- | TTGAATTCACTCCCACGCAATGCG 683-665 nukleotiidi lapA geeni
rev I6pust  allavoolu  suunaga

stopkoodoni poole
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2.2.6. Geelelektroforees

PCR-i tulemusi analiiiisiti geelelektroforeesil. Selleks lisati 7 pl-le PCR-i reaktsioonisegule
2l foreesivarvi (0,04%-line broomfenoolsinise lahus 50%-ses glutseroolis) ja kanti need proovid
horisontaalsele 1%-lisele agaroosgeelile 1XTAE puhvris (50 mM Trisatsetaat; 1ImM EDTA, pH
8,2), mis sisaldas etiidiumbromiidi 16ppkonsentratsiooniga 0,33 pg/ml. Geelile kanti ka firma
Fermentas DNA suurusmarker. Elektroforees toimus pingel 130 volti. Seejarel visualiseeriti DNA-

d geeli pildistamisega UV valguses.

2.2.7. Statistiline analiils

Statistiliseks analtilisiks kasutati paketti Statistica 13.3. Tulemusi analtsiti faktoriaalse
ANOVA-ga usaldusnivool 0,05. P-vdartused arvutati PostHok-na Bonferroni testiga. Selle t06
joonistel on naidatud tulemuste aritmeetilised keskmised koos 95% usalduspiiridega ja
homogeensusgruppidega. Homogeensusgruppide sarnased tahed méargivad statistiliselt mitteolulisi

erinevusi (p>0,05) keskmiste vaartuste vahel.
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2.3. Tulemused

2.3.1. P. putida biofilm LB-tdisso6tmes ja M9 glc CAA sé6tmes

Meie labori eelnevatest toodest oli teada, et globaalne regulaator Fis soodustab P. putida
biofilmi moodustumist LB-tdiss66tmes (Jakovleva jt., 2012), kuid mitte M9 glc CAA defineeritud
sootmes. Sellest tulenevalt kontrolliti varasemaid andmeid ning korrati katset P. putida kahe
tivega: metsiktiivega PSm ja fis-i Gileekspressioonitiivega F15. Viimasel tivel on vdimalik fis-i tle
ekspresseerida IPTG lisamisega so6tmesse, kuna fis-i geen on P kontrolli all.

Sarnaselt varasematele katsetele soodustas fis-i tleekspressioon biofilmi moodustumist LB
s6otmes (joonis 1). P. putida F15 biofilm IPTG-ga variandil oli umbes 1,5 korda kérgem kui IPTG-
ta kasvanud F15-I (joonis 1). M9 glc CAA sd6tmes fis-i tileekspressioonil biofilmile mdju ei olnud.

Samuti ei mojutanud IPTG metsiktuve biofilmi moodustumist.

E15+ d 4 ;
o
s ek
: B
2 17 OIPTG-t
-ta
e b be S
— a
= a @ 1mM IPTG
Qo5 + I
o)
0 J
PSm F15 PSm F15
LB M9 glc CAA

Joonis 1. P. putida tlivede PSm ja F15 24 tunni biofilm LB ja M9 glc CAA s66tmes, mis on kasvanud
IPTG-ta vdi 1 mM IPTG juuresolekul. Esitatud on véhemalt kolme bioloogilise katse (kaheksa paralleeliga)
keskvaartused koos 95% usalduspiiridega ja homogeensusriihmadega. Homogeensusriihmade tihesugused

tdhed margivad statistiliselt mitteolulisi erinevusi (p > 0,05) keskmiste vaartuste vahel.

18



2.3.2. M9 glc CAA s66tme komponentide moju P. putida biofilmile

Kuna LB st6tmes on fis-i tleekspressioonil biofilmi soodustav efekt ja M9 glc CAA
sootmes ei ole, siis tekkis kisimus, kas moni M9 glc CAA komponent parsib fis-i
uleekspressiooniga tuvel biofilmi moodustumist véi moni LB so6tme komponent soodustab. Selle
tuvastamiseks lisati LB-sse ikshaaval M9-s66tme komponente, M9-puhver, mikroelemendid (2,5
ml/l), glikoos (I6ppkontsentratsiooniga 0,2%) ja 0,4% CAA koos tdiendava triiptofaaniga (20
pg/ml), samas kontsentratsioonis nagu nad M9 s66tmes esinevad. Meie labori varasematest tédest
on tedad, et P. putida rakkude kasvades LB s66tmes on Fis valgu hulk suurim neljandal tunnil
peale Umberkilvi vérskesse séotmesse (Velts 2010) ja fis-i Gleekspressiooni biofilmi soodustav
efekt on mérgatav statsionaarses faasis (Moor jt., 2014), siis mdddeti biofilmi nii 4 kui 24 tunni
moddudes.

Selles t06s saadi, et P. putida uuritud tiived moodustasid neljandal tunnil sarnaselt biofilmi
ega erinenud statistiliselt (joonis 2a). Lisatud IPTG ei avaldanud tiivedele moju statistiliselt olulisel
maaral (joonis 2a). See on kooskdlas varasemate tulemustega, mis nditavad, et Fis-i loomuliku
kdrge taseme juures eksponentsiaalse faasi rakkudes fis-i Uleekspressioonil biofilmile lisaefekti ei
ole.

Kui vaadelda 24-tunni biofilme, siis kdikidel variantidel séilis fis-i tleekspressiooni
soodustav efekt P. putida biofilmile, vaatamata lisatud M9 s66tme komponendile (joonis 2b).
Jarelikult M9-s66tme komponendid iseenesest ei parsi rohke Fis-iga indutseeritud biofilmi
kujunemist. Seega voib fis-i vBimendav efekt tuleneda mdnest LB komponendist. Samas ilmnes
ootamatu efekt, sootmesse lisatud mikroelemendid vahendasid biofilmi tldist hulka nii PSm-il kui
(vOrreldes PSm LB IPTG-ta ja PSm LB+mikroelemendid IPTG-ta p<0,001) ka F15 variandil kuhu
ei lisatud IPTG-d (p <0,001; joonis 2b).
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Joonis 2. P. putida tiivede PSm ja F15 biofilmi moodustumine LB-s, millele oli lisatud M9 defineeritud

sootme komponente: M9-puhvrit (LB+M9-puhver), 0,2% gliikoosi (LB+glc), 0,4% CAA-d (LB+CAA) ja

2,5 ml/l mikroelemente (LB+mikroelemendid). Biofilmi mdddeti nii 1 mM IPTG juuresolekul Kkui

puudumisel LB sé6tmes inokuleerimisest 4 tunni (a) ja 24 tunni (b) jarel. Esitatud on vahemalt kolme

bioloogilise katse (kokku vahemalt 24 paralleeliga) keskvadrtused koos 95% usalduspiiridega ja

homogeensusriilhmadega.
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2.3.3. LB s66tme komponentide mdju P. putida biofilmile

Selgitamaks, kas Fis-i biofilmi soodustav toime v6ib olla tingitud mdnest kindlast LB-
s06tme komponendist, vorreldi P. putida biofilmi moodustumist M9 glc CAA s66tmes, kuhu lisati
Uhekaupa ja samas kontsentratsioonis LB komponente (5 g/l parmiekstrakti, 10 g/l NaCl-i ja 10 g/I
triptooni), kui on LB-s66tmes. Kui vorrelda 4-tunni biofilmi, siis hegi LB komponendi lisamisel

ei tekkinud tugevat fis-i Uleekspressiooni biofilmi soodustavat mdju (joonis 3a).

2.0
(a) OIPTG-ta o
O1mMIPTG
1.5 8 f
def defg g _I_ efg defg
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Joonis 3. P. putida biofilmi moodustumine M9 glc CAA so6otmes (M9) lisatud LB-
komponentidega: triptoon (10 g/l), parmiekstrakt (5 g/l) ja NaCl (10 g/l). Graafikul on biofilmi
modtmistulemused 4 tundi (a) ja 24 tundi (b) peale s66tmevariantide inokuleerimist PSm ja F15
rakkudega nii 1 mM IPTG juuresolekul kui puudumisel. Esitatud on vahemalt kolme bioloogilise
katse keskvaartused (kaheksa paralleeliga) koos 95% usalduspiiridega ja homogeensusgruppidega.
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See oli ootusparane, kuna eelnevalt oli teada, et fis-i Uleekspressioonil pole 4-tunni
biofilmile LB-s mdju (joonis 2a; Moor jt., 2014). Ainus komponent, millel oli statistiliselt oluline
positiivne efekt IPTG-ga kasvanud F15-e 4-tunni biofilmile, oli triiptoon (joonis 3a). Samas, 1mM
IPTG lisamine suurendas F15 biofilmi ainult 1,2 korda, mille tdttu ei pruugi efekt olla bioloogiliselt
oluline.

24-tunni biofilme vorreldes selgus, et fis-i Uleekspressiooni biofilmi vOimendav efekt
avaldub M9 s66tmes sarnaselt LB-ga siis kui M9 s66tme lisandina kasutati triiptooni (joonis 3Db).
Parmiekstrakti ega NaCl-i lisamine ei andnud Fis-i sellist vGimendavat efekti biofilmile nagu
eelnevalt on néhtud LB s66tmes (joonis 3b). Siiski, pdrmiekstrakti lisamine suurendas F15 biofilmi
statistiliselt olulisel mé&éral, kui vorrelda F15 biofilmi IPTG-ta ja IPTG-ga variandil (p<0,001).
Samas, parmiekstrakti lisamine ei taastanud F15 fis-i (leekspressiooni tugevat biofilmi
vBimendavat efekti nagu see toimub LB-s (joonis 2b ja 3b), jarelikult Fis-i biofilmi soodustav toime

LB-s on seotud triiptooniga.

2.3.4. TrGptooni ja peptoonide mdju P. putida biofilmi moodustumisele

LB-s sisalduv ja eelmises katses M9 glc CAA s6dtmesse lisatud triiptoon oli sama toode,
valmistajaks LabM. Sellest tekkis kisimus, kas fis-i Uleekspressiooni biofilmi vGimendav efekt
séilib ka teist paritolu ensumaatiliselt lagundatud valkude korral. Vastuse leidmiseks mdddeti
biofilmi kujunemist M9 glc CAA st6tmetes, millest igauks sisaldas erinevat triiptooni (Amresco)
vOi peptooni (Amresco, Acros Organics, Sigma-Aldrich) vastavas kontsentratsioonis. Kasutatud
lisandid ja nende tootjad on esitatud metoodika osa tabelis 2.

Nelja tunni biofilme vorreldes selgus, et F15 biofilm ei sdltunud uutest lisanditest so6tmes
(joonis 4a) ning fis-i Uleekspressiooni biofilmi vbimendav efekt puudus kasutatud
sootmevariantides sarnaselt LabM triptoonile (joonis 2b). PSm moodustas biofilmi vérreldavas
koguses kdigis sdotmevariantides ega soltunud IPTG-st (joonis 4b).

Uldjoontes triiptooni v&i peptooni lisamine nn M9 sd6tmesse taastas Fis-i vBimendava
efekti P. putida 24-tunni biofilmile, vélja arvatud Zelatiini peptooni lisamisel (joonis 4b). IPTG-ga
indutseeritud fis-i Uleekspressioon vdimendas F15 biofilmi soja peptooni lisamisel 1,7 korda (F15
1 mM IPTG / F15 IPTG-ta), Amresco kaseiini peptooniga s66tmes 2,3 korda , Amresco kaseiini
triptooni kasutamisel véimendus biofilm 3,9 korda (joonis 4b), mis on sarnane LabM triiptooni

2,9 kordse vdimendusefektiga (joonis 3b). Zelatiinist saadud peptooniga soGtmes F15-l fis-i
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biofilmi vGimendavat efekti ei tekkinud (p=1; joonis 4b). Uldiselt on fis-i biofilmi vGimendav efekt

taastatav M9 glc CAA s6otmele triiptooni/peptooni lisamisega.
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Joonis 4. P. putida PSm ja F15 tiivede biofilmi kujunemine 4 tunni ja 24 tunni jooksul M9 glc CAA

sfotmes (M9) koos erinevat paritolu peptoonide ja triiptooniga. Biofilmi mdddeti nii 1 mM IPTG

juuresolekul kui puudumisel. Esitatud on véhemalt kolme bioloogilise katse keskvaartused (kaheksa

paralleeliga) koos 95% usalduspiiridega ja statistiliste homogeensusriihmadega.
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2.3.5. Toitainete mdju P. putida biofilmi moodustumisele

Kuna triiptooni lisamine M9 s66tmele pdhjustas Fis-i biofilmi vdimendava efekti tekke, siis
tekkis kisimus, kas biofilmi véimendav efekt on tingitud sellest, et triptooni lisamine annab
sootmesse juurde susinikuallikaid. Uurimaks susinikuallika toime olemasolu ja mdju suunda
P. putida biofilmile, lisati M9 s66tmele taiendavalt CAA-d, mis arvutuslikult peaks vastama lisatud
triptooni stsinikule (2xCAA). Lisaks kasutati 2 korda kangemat CAA kontsentratsiooni kui peaks
olema lisandina kasutatud M9+triiptooni s66tmes (4xCAA), M9 sootmes oleva CAA
kontsentratsiooni (1XCAA) ning 4 korda lahjemat (0,5xCAA) ja 8 korda lahjemat CAA
kontsentratsiooni (0,25XxCAA; joonis 5). Biofilmi mdddeti 24 tunni jarel, kuna fis-i
uleekspressiooni efekt avaldub statsionaarse faasi rakkudes.

Ootuspéraselt ei mdjutanud IPTG metsiktivel biofilmi moodustumist (joonis 5).
Topeltkoguses CAA lisamine M9 sdotmesse vahendab metsiktiive biofilmi hulka statistiliselt
olulisel mé&é&ral (p<0,001). Truptooniga vordsustatud koguses aminohapete lisamine (joonis 5;
2XCAA) ei soodusta biofilmi teket fis-i Uleekspressiooniga tivel. Jarelikult triiptooniga seotud

biofilmi suurendav efekt ei ole vastus toitainete hulga suurenemisele.
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Joonis 5. P. putida biofilmi moodustumine 24 tunni jooksul M9 defineeritud s6otmes CAA erinevate
kontsentratsioonide juures. Esitatud on védhemalt kolme bioloogilise katse keskvéartused (kaheksa

paralleeliga) koos 95% usalduspiiridega ja homogeensusriilhmadega.
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2.3.6. Geeni lapA mdju P. putida biofilmi moodustumisele

Eelnevatest toodest oli teada, et Fis mojutab P. putida biofilmi kujunemist LB-tdisso6tmel
adhesioonivalgu LapA kaudu (Moor jt., 2014). Uurimaks, kas M9 glc CAA triptooniga so6tmel
F15 tlve tugev biofilm on samuti seotud lapA ekspressiooniga, vorreldi biofilmi moodustumist
tivedel PSm ja F15 ning nende lapA deletsiooniga variantidel nii M9 glc CAA soédtmes kui ka

triiptooni manulusel (joonis 6).
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Joonis 6. P. putida biofilmi moodustumine PSm ja F15 ning lapA deletsiooniga tlvedel kahes
sootmevariandis: M9 glc CAA ja M9 glc CAA triptooniga (LabM). Biofilmi mdddeti statsionaarse faasi
rakkudel nii 1 mM IPTG juuresolekul kui puudumisel. Esitatud on vahemalt kolme bioloogilise katse
keskvaartused (kaheksa paralleeliga) koos 95% usalduspiiridega ja homogeensusgruppidega.

Sarnaselt eelmistele katsetele on néha, et triiptoon on vajalik selleks, et fis-i lileekspressioon
suurendaks P. putida biofilmi moodustumist. Triiptooniga sé6tmes biofilmi moodustumise vordlus
fis-i Uleekspressiooni tingimustes F15 tlve ja F15AlapA tiive vahel nditas, et lapA deleteerimine
vahendab biofilmi hulka kaks korda (p<0,001). Seega on lapA vajalik, et Fis soodustaks biofilmi

moodustumist.
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2.3.7. P. putida biofilmi seos lapA transkriptsiooniga

Varasemast oli teada, et Fis aktiveerib lapA transkriptsiooni (Ainelo jt., 2017). Sellest tekkis
uus kisimus, kas biofilmi teket soodustavas sdé6tmes kasvavates rakkudes on ka suurem lapA
transkriptsioon. Geeni lapA transkriptsiooni mdddeti 3-galaktosidaasi eriaktiivsuse kaudu. Selleks
viidi P. putida kompetentsetesse rakkudesse plasmiidi p9TTB-lapAl1-8, milles on 951 aluspaari
pikkune lapA promootorala kloneeritud B-galaktosidaasi kodeeriva reportergeeni lacZ ette (Ainelo
jt., 2017). B-galaktosidaasi substraadina kasutatakse sinteetilist ihendit ONPG (0-nitrofeniiiil -
D-galaktopiranosiid), mille p-galaktosidaas lagundab galaktoosiks ja o-nitrofenooliks. O-
nitrofenool on kollase varvusega Uhend ja selle teket on vGimalik kvantitatiivselt spektrofoto-
meetri abil hinnata.

IPTG ei mdjuta metsiktiive B-galaktosidaasi eriaktiivsust (p=1; joonis 7). Uldiselt on F15
rakkudes IPTG juuresolekul B-galaktosidaasi aktiivsus kdrgem, st fis-i Uleekspressioon suurendab
lapA transkriptsiooni. Samas ei korreleeru see biofilmi mdotmistulemustega vastavate soGtmete
korral: fis-i Uleekspressioon suurendab lapA transkriptsiooni ka sodtmetes, kus biofilmile efekti
pole. See tdhendab, et Fis-i vbimendavat efekti biofilmi moodustumisele ei saa otseselt seostada

lapA transkriptsiooniga.
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Joonis 7. B-galaktosidaasi eriaktiivsus neljas erinevas so66tmes kasvanud PSm ja F15 rakkudes. Esitatud

on vahemalt kolme bioloogilise katse keskvaartused koos 95% usalduspiiridega ja homogeensusriihmadega.
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2.4. Arutelu

Meie t60grupis uuritakse P. putida biofilmi kujunemist ning eelnevate t66dega on néidatud,
et fis-i Uleekspressioon soodustab P. putida biofilmi moodustumist LB téissé6tmes, kuid mitte M9
glc CAA sootmes. Sellest tekkis kisimus, kas moni s66tme komponent mdjutab nn Fis-i
vbimendavat efekti P. putida biofilmile. Kuna katsed fis geeni rikkuda vdi deleteerida on olnud
bakterile surmavad, siis kasutasin oma t00s fis-i tileekspressiooniga tiive F15.

Oma uurimustdos leidsin, et fis-i Gleekspressiooni biofilmi véimendav efekt on taheldatav
kill LB-s kasvanud rakkude statsionaarses faasis, kuid puudub M9 glc CAA sd6tmes (joonis 1),
mis kinnitas varasemaid tulemusi (Moor jt., 2014; Hanna Ainelo avaldamata andmed). Kuna
tegemist on bakterirakkude jaoks kahe erineva kasvukeskkonnaga, siis oli vdimalik kaks hupoteesi:
M9 glc CAA sodde voi selle kindel komponent inhibeerib biofilmi teket vdi LB s66tme osis
vBimendab biofilmi moodustumist. Leidsin, et M9 glc CAA s6étme komponentide lisamine LB
sootmele ei kaotanud &ra fis-i ileekspressiooni biofilmi soodustavat efekti (joonis 2b). Jérelikult
biofilmi teket fis-i tileekspressiooni tingimustes M9 glc CAA so0tmes ei pérsi sodde iseenesest.
M9 glc CAA sootmesse LB koostisosade lisamisel taastus Fis-i sama tugev efekt, vorreldes LB-
ga, kui M9-le lisati triptooni (joonis 3b). Tahendab, M9 glc CAA s66tmes on puudu see faktor,
mis soodustab LB-s fis-i efekti avaldumist.

Lisaks LB s66tmes kasutatud LabM triiptoonile oli Fis-i biofilmi soodustav toime margata
ka Amresco peptooni ja triptooni ning sojast périt peptooni korral (joonis 4b). Peptoonis leidub
vabu aminohappeid, oligopeptiide, lipiide ja mikroelemente, kuid peptooni koostis on tépselt
teadmata ning eri tootjate puhul erinev. Peptooni aktiivkomponentide ja toimemehhanismide
méaaramatus muudab raskeks nende mdju hindamise. Pole teada, kas proteoludtiliselt t6odeldud
valgu kasulik efekt sdltub substraadina kasutatud valgu proteoliiltilisest lagundamisastmest. On
vlimalik, et kasutatud peptoonides ja triptoonides on peptiidid erineva pikkusega ning rohkem
lagundatud substraat kéitub kui aminohapete kogum ega oma struktuurset tahtsust P. putida
biofilmi moodustumisel. lImselt on védga vaikesed peptiidid nagu ka vabad aminohapped s66tmes
pohiliselt toitaineteks ega lase nn Fis-i vOimendaval efektil biofilmile tekkida (joonised 4 ja 5).
Samas pikemad peptiidid kéaituvad kui struktuurkomponendid P. putida biofilmi maatriksi
kooshoidmisel ning LapA vdimaldab tugevamat biofilmi, kui keskkonnas on pikkasid peptiide
(joonised 4 ja 6).
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Teisalt vOib tegu olla konkreetse lisandi koostisega. Niiteks Zelatiinist parit peptooni
lisamisel ei tekkinud nn Fis-i vdimendavat efekti. Tootja (Sigma-Aldrich) info kohaselt on
zelatiinist saadud peptoonis korge proliini sisaldus ja vihe vaavlit sisaldavaid aminohappeid nagu
metioniin ja tslsteiin. Kirjanduse andmetel on juureeritistes aminohappeid suhteliselt vaheses
kontsentratsioonis, kuid selle hulgas on pdhiline proliin. P. putida suudab proliini tarbida C ja N
allikana. Proliini Gleminekut glutamaadiks katalliisib P. putidas tks enstimaatiline polUpeptiid,
mida kodeeerib putA geen (Vilchez jt., 2000). Seega proliin ei ole selles kontekstis parssiva
toimega. Mullabakterite kohta on pseudomoonastel killaltki Kiire kasvutempo, mist6ttu on neil
tdendoliselt suur ndudlus kbigi aminohapete jérele. Lisaks valgusiinteesile on metioniin vajalik
paljude sekundaarsete metaboliitide, sealhulgas hulgatunnetuse signaali — homoseriinlaktooni —
prekursoriks (Zerbs jt., 2017). Sellest tulenevalt, Zzelatiini peptoonis Fis-i vO@imendusefekti
puudumine biofilmile vGib olla tingitud peptoonis sisalduvate aminohapete/peptiidide erinevast
vahekorrast. Samas voib P. putida biofilmi méjutada ka keskkonnas olev vaavli hulk, mis vdib
reguleerida biofilmi.

Tekkis kusimus, kas bakter kasutas triptooni/peptooni lisatoiteallikana ja seetGttu
moodustus rohkem biofilmi. Arvutuslikult sisaldub LB-s kasutatud triptoonis ja M9 sddtmele
kahekordses koguses lisatud CAA-s uUhepalju aminohappeid. Samas kahekordne ega ka
neljakordne CAA kontsentratsioon M9 so6tmes ei taasta fis-i Uleekspressiooniga tuvel biofilmi
vOimendavat efekti (joonis 5). Jarelikult ei ole Fis-i mdju biofilmile tingitud otseselt
kattesaadavatest aminohapetest (toitainetest). Lisaks kontrollisin rakkude kasvukiirust ning leidsin,
et kasvu kiirus ei sdltu M9 glc CAA stotmesse lisatud aminohapete hulgast ega ka lisandina
kasutatud triiptoonist (andmeid pole toodud), kuid muutus maksimaalne OD ehk maksimaalne
biomass.

CAA saadakse kaseiini hidroludsil ning see sisaldab aminohappeid ja véhe peptiide.
Triptoon on saadud kaseiini 18ikamisel tripsiiniga ja sisaldab peptiide, seega olulised v@ivad olla
triiptooniga s66tmesse lisandunud peptiidid. Meie labori varasematest t6ddest on teada, et pérast
LB tootlust proteaasiga fis-i tleekspressiooni biofilmi vGimendav mdju ei avaldu. See toetab
oletust, et fis-i Uleekspressiooniga P. putida biofilmi moodustumist v6ib soodustada s66tmes
sisalduv valguline komponent, arvatavasti biofilmi maatriksit tugevdava struktuurse faktorina.

Kirjandusest on teada, et keskkond ja seal leiduvad toitained mdjutavad bakteri biofilmi
kujunemist. Beauregard jt (2013) kirjeldasid taime teatud poliisahhariidide (taime rakukesta

pdhikomponendid) soodustavat moju Bacillus subtilis’e biofilmi moodustumisele. B. subtilis’e
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ekstratsellulaarse maatriksi pohikomponendid on eksopolisahhariidid ja valk TasA. B. subtilis
lagundab taime polisahhariide ning kasutab saadud produkti oma maatriksi struktuuris.
(Beauregard jt., 2013). Taime juureeritiste ja rakulisaatide hulgas on samuti peptiide, mis vdivad
potentsiaalselt toimida P. putida biofilmi indutseerijatena vOi kasutatakse &ra maatriksi
struktuurikomponendina.

P. putida biofilmi valgulise maatriksi tdhtsaim osa on adhesioonivalk LapA (Gjermansen
Morten jt., 2010). Eelnevalt oli teada, et fis-i tleekspressioon suurendab LapA hulka 1,6 korda
(Moor jt., 2014). Selgitamaks LapA osalust, vordlesin biofilmi teket erinevates sd6tmetes PSm ja
F15 ning lapA deletsiooniga tiivede vahel. Geeni lapA deleteerimine vahendas metsiktiive biofilmi
1,3 korda, sGltumata s66tmest (joonis 6). M9 glc CAA s66tmes F15AlapA biofilmi vééartus oli 1,7
korda vadiksem F15 vastavast vaartusest. See on kooskdlas kirjanduse andmetega, et lapA deletant
moodustab metsiktiivest vahem biofilmi (Espinosa-Urgel jt., 2000; Hinsa jt., 2003; Moor jt., 2014).
Geeni lapA deletsiooniga F15 tuve biofilm M9 glc CAA trliptooniga s66tmes IPTG juuresolekul
vahenes kaks korda vorreldes F15 tiivega (joonis 6). Seega Fis reguleerib biofilmi moodustumist
LapA kaudu. Kirjanduse andmetel on LB-s kasvades P. putida lapA promootor aktiivsem kahel
korral: véga varajases kasvufaasis ja rakkude jdudmisel statsionaarsesse faasi (Martinez-Gil jt,
2014). 18 tundi ettekasvatatud P. putida rakkudes mdodetud lapA transkriptsioon (B-galaktosidaasi
eriaktiivsuse kaudu) oli fis-i Gleekspressiooni tingimustes tldiselt kdrgem kui metsikttvel (joonis
7). Samas puudus seos Fis-i biofilmi vdimendavat efekti ndidanud s0dtmevariantidega. B-
galaktosidaasi eriaktiivsus oli fis-i Uleekspressioonitingimustes M9 glc CAA sddtmes ja M9 glc
CAA trlptooniga s66tmes samal tasemel (joonis 7), aga biofilmi moodustus M9 glc CAA sd6tmes
kaks korda vahem (joonis 3). Seega Fis kull soodustab lapA transkriptsiooni, kuid biofilmi
moodustumisel on ilmselt tegemist post-transkriptsioonilise regulatsiooniga.

Kuigi katsete tulemus néitas peptooni/triptooni soodustavat mdju biofilmile, viidates
valgulise komponendi olulisusele, tuleks todga jatkata. Selleks on plaanis lagundada laboris
kaseiini tripsiiniga nii, et tekiks erineva pikkusega peptiide, ning kontrollida, kas sellise lisandi
panemisel M9 glc CAA st6tmesse taastub nn Fis-i positiivne efekt P. putida biofilmile.
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Kokkuvote

Meie labori toodest on teada, et globaalse regulaatori fis-i Uleekspressioon soodustab
Pseudomonas putida biofilmi, kui bakterit kasvatada LB-s66tmes kuid mitte M9 glc CAA
defineeritud so6tmes. Selles t00s uuriti sodtmekomponentide moju P. putida biofilmi
moodustumisele fis-i Uleekspressiooni tingimustes. Pustitati kaks hupoteesi: M9-s66tme
komponent ei vOimalda fis-i Uleekspressioonist sdltuvat tugeva biofilmi tekkimist voi
alternatiivselt, Fis-i biofilmi véimendav efekt tekib méne LB sé6tmekomponendi juuresolekul.
Tulemused voib kokku vdtta jargnevalt:

e MO9-s06tme komponendid ei parsi fis-i Gleekspressiooni soodustavat mdju P. putida

biofilmile.

e LB sisaldab komponenti, mille olemasolul tekib nn fis-i tileekspressiooni biofilmi
voimendav efekt. Selleks sG6tmekomponendiks on triptoon, mille lisamisel M9 glc CAA
sootmesse ilmnes Fis-i biofilmi vdimendav efekt.

o Fis-i Uleekspressiooni biofilmi vbimendav efekt vdib olla seotud valgulise komponendi
sisaldusega s66tmes.

e LapA on oluline Fis-i biofilmi véimendava efekti tekkimiseks triiptooniga M9-s66tmes.
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Effect of media components on P. putida biofilm

Marge Puhm

Summary

Pseudomonas species are important bacteria, this genus contains both pathogens and
beneficial bacteria. The pathogenic species belonging to the Pseudomonas genus cause diseases in
plants (P. syringae), insect (P. entomophila) and humans (P. aeruginosa). The beneficial species
such as P. fluorescens, P. chlororaphis and P. putida promote plant growth. P. putida is an able
colonizer of plant roots, it forms biofilm on them and inhibits the growth of pathogenic bacteria.
The biofilm development of P. putida is influenced by different signals from the rhizosphere.

In our laboratory, it has been previously shown that global regulator Fis (ingl k factor for
inversion stimulation) plays an important role in the formation of P. putida s biofilm. Fis increases
the expression of an important biofilm adhesin, LapA, thus binding the bacterium to the surface.
Interestingly, the biofilm-enhancing effect of Fis overexpression is only present LB full media and
not in the defined M9 medium. The aim of this work is to find out on which medium component
does Fis’s biofilm-enhancing effect depend on. Two hypotheses were proposed: some M9 medium
component does not allow the formation of a strong Fis-enhanced biofilm or, alternatively, the Fis
increasing effect on biofilm formation only occurs in the presence of some LB medium
components. The results can be summarized as follows:

* The components of the M9 medium do not inhibit the Fis-enhanced biofilm.

* LB contains a component, tryptone, that allows Fis’s positive effect on biofilm to emerge.

* As tryptone contains substantial amounts of peptides, then Fis overexpression’s effect on biofilm
may be related to the protein content of the medium.

* LapA is important for the Fis-enhanced biofilm in M9 medium supplemented with tryptone.
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