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Infoleht

Papillide tekkel p&hineva teststisteemi kasutatavus perekond Pseudomonas bakterites

Evolutsiooni paremaks mdistmiseks on oluline kindlaks teha mutatsiooniprotsesse mojutavad
tegurid. Mutatsioonide uurimiseks on meie grupis vélja tootatud papillide tekkel pdhinev
teststisteem lac-Isc, mida hetkel on kasutatud ainult mullabakteris Pseudomonas putida PaW85.
Kéesolevas bakalaureusetdds selgitatan vélja lac-Isc testsusteemi kasutatavuse erinevates

bakteriperekond Pseudomonas liikides.
CERCS (B230): Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, mikoloogia

Mérksdnad: Mutatsioonid; perekond Pseudomonas; papillid; testsusteemid; levaan

To better understand evolutionary processes, it is important to find new mutational pathways. For
this, our research group has established a novel papillation assay that has been used only in
Pseudomonas putida PaW85 laboratory strain. In this study | examine the use of this assay in other

naturally occuring Pseudomonas strains.
CERCS (B230): Microbiology, bacteriology, virology, mycology
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Kasutatud luhendid

8-0x0G — 8-oksoguaniin

Amp — ampitsilliin

Chi —ingl k - crossover hotspot instigator

dsDNA — kaheahelaline DNA

Gm — gentamtsiin

GO — okstideeritud guaniin (7,8-dihydro-8-oxoguanine)

Km — kanamiitsiin

Lac — laktoos

LB — Luria-Bertani soode

MMR — DNA paardumisvigade reparatsioon (ingl k —mismatch repair )
NER - nukleotiidi valjalGike reparatsioon (ingl k — nucleotide excision repair)
phe — fenool (ingl k — phenol)

Pol — poliimeraas

Rif — rifampitsiin

ROS - reaktiivsed hapniku hendid (ingl k — reactive oxygen species)
SSDNA — tiheahelaline DNA

UV-kiirgus — ultraviolett Kiirgus

CELMS — mittemeditsiinilise paritoluga looduslike ja laboratoorsete mikroobitiivede kollektsioon

(Collection of environmental and laboratory microbial strains)



Sissejuhatus

Mutatsioonid on muutused DNA nukleotiidses jarjestuses, millest lahtuv geneetiline mitmekesisus
on aluseks evolutsioonile. Mutatsioonid vdivad tekkida nii mutageensete kemikaalide, Kiirguste
kui ka DNA sinteesil tekkivate vigade tulemusel. Enamik mutatsioone on tavaliselt rakkudele
kahjulikud ning seetGttu on geneetilise materjali terviklikkuse tagamiseks rakkudes mitmeid

erinevaid DNA kahjustusi dra hoidvaid vdi parandavaid siisteeme.

Mutatsioonide uurimiseks on bakteritele valja t06tatud erinevaid testslisteeme, mis vdimaldavad
jalgida mutatsioonide tekkimist, arvutada mutatsioonisagedusi ning koos teiste metoodikatega
kombineerituna avastada mutatsioonide teket md&jutavaid geene. Kuna Escherichia coli on olnud
ldbi aegade kdige levinumaks mudelorganismiks, siis on just enterobakteritele loodud rohkelt
testsusteeme, mis pdhinevad nii aminohapete auksotroofsusel kui ka laktoosi kasutusel. Kull aga
ei pruugi E. coli jaoks loodud testsiisteemid sobida teistes gramnegatiivsetes bakterites
kasutamiseks, naiteks pole laktoosil p&hinevad testsusteemid rakendatavad Pseudomonas

perekonna bakterites, kellel puuduvad laktoosi lagundamiseks vajalikud geenid.

Meie laboris uuritakse mutatsiooniprotsesse mullabakteris Pseudomonas putida Paws85.
Mutatsioonide uurimiseks to6tati hiljuti valja uudne papillide tekkel pdhinev teststisteem lac-Isc,
mille kasutatavust on siiani naidatud ainult laboritlives P. putida Paw85. Vastav testsiisteem
vBimaldab jélgida Uksikkolooniate tasemel mutatsioonide toimumist ning seetdttu kasutati seda
testsusteemi P. putida PawW85 genoomist mutatsioonisagedust mdjutavate geenide otsimiseks
(Tagel jt., 2016). Selle bakalaureusetod eesmérgiks on vélja selgitada lac-Isc testsiisteemi

kasutatavus teistes Pseudomonas perekonna bakterites.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Mutatsioonid

Mutatsioonid on pusivad, edasikanduvad muutused organismi genoomses jarjestuses ning on
peamiseks geneetilise varieeruvuse tekitajaks. Geneetiline varieeruvus omakorda on aluseks
looduslikule valikule, v@imaldades kohasemate variantide tekkimist (Sniegowski jt., 2000).
Uldiselt on enamik fenotiiiibilisi muutusi pdhjustavaid mutatsioone organismile kahjulikud.
SeetOttu on nii eukartiootides kui ka prokartiootides olemas genoomi terviklikkuse tagamiseks
reparatsioonimehhanismid, mis eemaldavad DNA kahjustuse kohe parast selle tekkimist. Kui aga
DNA kahjustust ei parandata, siis genoomi replikatsioonil toimub mutatsiooni kinnistumine
(Sniegowski jt., 2000, Krwawicz jt., 2007). Mutatsioonid jagatakse tekkemehhanismi alusel

kaheks: spontaanseteks ja indutseerituteks.

1.1.1. Spontaansed mutatsioonid

Spontaansed mutatsioonid ehk iseeneslikud mutatsioonid tekivad valise mutageeni puudumisel,
raku elutegevuse kiigus (Rosche ja Foster, 2000). Uheks spontaansete mutatsioonide tekitajatateks
on reaktiivsed hapnikuthendid (ROS; ingl k — reactive oxygen species), nagu naiteks
vesinikperoksiid (H,O,) voi hidroksudlradikaal ("OH). Sellised radikaalid tekivad aeroobse
hingamiseahela reaktsioonide kéigus ning need vdivad inaktiveerida valke v6i kahjustada DNA
lammastikaluseid (Messner ja Imlay, 2002). Nitraadi redutseerimisel nitritiks tekivad reaktiivsed
l&mmastikihendid, mis on vdimelised lisama metiul- vdi etlulrihma G v6i A nukleotiidile.
Sellised alkiilkahjustused soodustavad DNA lammastikaluste valestipaarumist (Shrivastav jt.,
2010). Kasvavas bakterikultuuris on oluliseks mutatsioonide allikaks ka DNA poliimeraasi vead
(Rosche ja Foster, 2000). Tavaliselt tekib bakteritel DNA siinteesi ajal vigu harva. Uldiselt on
mdddetud DNA poliimeraasil veasageduseks 1071° — 10° viga replitseeritud aluspaari kohta
(Bridges, 2001).



DNA polumeraasi vead replikatsioonil:

e Raaminihke mutatsioonid - insertsioonide vdi deletsioonide (nukelotiidi lisamine voi
kadumine DNA replikatsioonil) kaudu tekivad genoomis raaminihke mutatsioonid, mille
tulemusel nihkub lugemisraam nukleotiidi vOrra edasi vOi tagasi ning ei kodeerita enam
funktsionaalset valku.

e Transversioonid tekivad siis kui DNA poliimeraas asendab puriini (A, G) pirimidiiniga (T,
C) voi vastupidi. Kui viga dra ei parandata, kinnistub jargmise replikatsioonitsikliga
punktmutatsioon.

e Transitsioonid tekivad kui DNA poliimeraas asendab puriini teise puriiniga v0i primidiini

teise purimidiiniga. Selle vea tulemuseks on samuti punktmutatsioon.

1.1.2. Indutseeritud mutatsioonid

Erinevad keskkonnas leiduvad kemikaalid vi kiirgused véivad kahjustada nukleotiidset jarjestust,
pdhjustades mutatsioone. Neid DNA kahjustusi, mis on p@hjustatud rakuvélise teguri poolt,
nimetatakse indutseeritud mutatsioonideks. Uks tuntumaid mutageensete kemikaalide gruppe on
alkddlivad whendid. Selle rihma Uhendid reageerivad rakkudes DNA lammastikalustega,
pdhjustades nii asendusmutatsioone voi tekitades DNA ahelate vahele replikatsiooni peatavaid
ristsidemeid. Tuntuimateks alkidlivateks (henditeks on  metudlnitrosouurea (MNU),
metlilmetaansulfonaat (MMS) ning mitomutsiin C (MMC). Neid thendeid leidub keskkonnas
ning on laialdaselt kasutatud Ghendid mutageneesi- ja SOS vastuse uuringute labiviimisel (Tomasz,
1995, Shrivastav jt., 2010). Lisaks v@ivad mutatsioonide teket pohjustada reaktiivsed
lammastikutihendid nagu lammastikoksiid (NO-) ning lammastikushape (HNO.). Nende tihendite
okslidatsiooniproduktid on vaga reaktiivsed ning pdhjustavad DNA okstideerimist ja deamiinimist
(Caulfield jt., 1998).

DNA-d vo@ivad ka kahjustada radioaktiivsed kiired. loniseeriv kiirgus vdib m&juda DNA-Ile nii
otseselt kui ka kaudselt. Kui ioniseeriv kiirgus neeldub otse DNA-s, ioniseeritakse suhkruid voi
lammastikaluseid, mis tekitavad DNA ahelatesse katkeid. Samuti vdivad ioniseeruda vee
molekulid, mille tulemusel tekivad reaktiivsed hapniku Gihendid, mis annavad alust mutageneesile
(Wood jt., 1990). UV-kiirgus vdib luua kovalentseid ristsidemeid uUksteise korval asetsevate

purimidiinide (enamasti T-T ja T-C) vahel. Tavaliseks selliseks kahjustuseks on tsuklobutaan
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parimidiini dimeerid, mis peatavad DNA replikatsiooni ning kui seda viga ei parandata inhibeerib
see bakteri elutegevust. (Witkin, 1976).

1.2. Reparatsioonimehhanismid

Fenotidipi méjutavad mutatsioonid on tavaliselt organismidele kahjulikud (Sniegowski jt., 2000).
Genoomi terviklikkuse sailitamiseks on organismides mitmeid erinevaid DNA kahjustusi dra
hoidvaid v0i parandavaid stisteeme (Krwawicz jt., 2007). Jargnevalt kirjeldangi bakterite pohilisi
reparatsioonimehhanisme, mis taastavad korrektse DNA jarjestuse ning seeldbi aitavad &ra hoida

mutatsioonide kKinnistumist.

1.2.1. DNA polimeraasi vigu korrigeeriv aktiivsus

DNA siinteesi kaigus tekkivate vigade parandamiseks on E. coli puhul DNA polimeraasidel I, 11
ja IIT olemas 5°-3” eksonuleaasne aktiivsus (proofreading), mis valesti sisse lulitatud nukleotiidi
vélja ldikab. E. coli DNA poltimeraas Il naitel vastutab vea dra tundmise eest poliimeraasi epsiloni
sublhik, mida kodeerib dnaQ geen (tihti tuntud ka kui mutD). E. coli tivedel millel mutD on
defektne, esineb palju replikatsioonivigu ja on kérgenenud mutatsioonisagedusega (Echols jt.,
1983, Miller, 1996) . Eksperimentaalsed t66d on ndidanud, et kuni 92% replikatsiooni kaigus
valesti sisse lilitatud nukleotiididest parandab &ra replikatiivse DNA polimeraas Il1-e epsilon
subthik (Bloom jt., 1997).

1.2.2. MMR - DNA valepaardumiste reparatsioon (ingl k - Mismatch repair)

DNA valepaardumiste reparatsioonirada ehk MMR on reparatsioonisiisteem, mida bakterid
kasutavad replikatsioonil valesti paardunud nukleotiidide vélja vahetamiseks dige vastu. See
reparatsioonisiisteem koosneb mitmetest valkudest ning tegutseb eraldiseisvalt DNA
polumeraasist, otsides vigu just slnteesitud kaheahelaliselt DNA-It (Harfe ja Jinks-Robertson,
2000). E. coli bakterites tuntakse &ra uus ja vana ahel metulatsiooni mustri abil, kus vérskelt
stinteesitud DNA-I (ks ahelatest pole veel metileeritud, ehk DNA on hemimetileeritud olekus.
MMR tunneb &ra metlleerimata ahela kui uue ja eemaldab valepaardunud nukleotiidi just sellelt
ahelalt. E. coli naitel on MMR-i valgud MutH, MutL, MutS ja helikaas UvrD. MutS tunneb ara

valesti paardunud nukleotiidi ning kinnitub sellele. Seejarel MutL aktiveerib MutH eksonukleaasse
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aktiivsuse, mis ATP vahendusel vale nukleotiidi uuest ahelast vélja 16ikab. Mutandid kellel puudub
vOi on muteerunud kas vOi Gks MMR raja geen, on tugeva mutaatorfenotiiibiga (suurenenud

mutatsioonisagedus) ning mutatsioonide parandamine tugevalt héairitud (Miller, 1996).

1.2.3. Oksudeeritud guaniini reparatsioon (GO)

Aeroobse metabolismi tagajarjel tekib rakkudes palju reaktiivseid hapnikutihendeid, mis oma
reaktiivsuse tottu on voimelised tekitama DNA-s hulgaliselt kahjustusi. Uheks sagedasemaks
kahjustuseks on guaniini oksldatsiooniprodukt 8-oxoG (8-hiidroksuguaniin; GO). Selline
okstideeritud guaniini molekul on v8imeline paarduma nii tsutosiini kui ka adeniiniga, viimasega
paardudes tekib DNA ahelasse trasversioon (Kamiya, 2003). Selliste mutatsioonide dra hoidmiseks
kasutavad bakterid oksudeeritud guaniini reparatsioonis osalevaid MutT, MutM ja MutY valke.
MutT hidroluisib 8-oxodGTP 8-oxodGMP-ks, mis ei ole enam mutageense efektiga. MutM
glukosllaas eemaldab 8-oxoG DNA ahelast ning MutY glikosiulaas eemaldab 8-oxoG-ga

paardunud adeniiniga (Michaels ja Miller, 1992).

1.2.4. Homoloogiline rekombinatsioon

Homoloogilise rekombinatsiooni mehhanismi kasutavad nii bakterid kui ka krgemad organismid
DNA replikatsiooni peatavate mutatsioonide parandamiseks. Homoloogiline rekombinatsioon on
protsess, mille kaudu vahetatakse sarnaseid jarjestusi kahe sama vo0i erineva DNA molekulide
vahel, vbimaldades bakteritel vaga edukalt parandada ssDNA vdi dsDNA katkeid (Court jt., 2002).
E. coli puhul kasutatakse katkete parandamiseks RecBCD ja RecFOR rekombinatsiooniradasid,
kus RecBCD alustab rekombinatsiooni dsDNA katkelt ning RecFOR ssDNA katkelt (Rocha jt.,
2005).

e RecBCD rekombinatsioonirada

RecBCD on multifunktsionaalne valkkompleks, mis vastutab DNA degradeerimise, lahti
keeramise, skanneerimise ja RecA valgu kaasamise eest. RecBCD kompleks seondub dsDNA
katkele ning hakkab m&lemat ahelat degradeerima kuni chi (ingl k - crossover hotspot instigator )
jarjestuseni. Pérast chi jérjestusega kokku puutumist lagundatakse edasi ainult Ghte ahelat ning
keeratakse ahelat lahti eesolev dsDNA. Allesjdévale ssDNA-le seondub RecA valk, mis
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homoloogilise piirkonna leidmisel viib labi ahelate vahetuse ning v@imaldab moodustada
»Holliday* struktuuri. ,,Holliday*“ struktuuri litkumise ja lagunemise eest vastutavad RuvABC
valgud, mille tulemusel moodustuvad rekombinantsed DNA ahelad (heterodupleksid).
Rekombinatsiooni protsessil tekkinud tihimikud sunteesib tdis DNA poliimeraas ning otsad
uhendab ligaas (Cox jt., 2000).

e RecFOR rekombinatsioonirada

RecFOR rajas seondvad ssDNA katkele RecQ ja RecJ valgud, kus RecQ kéitub kui helikaas ning
RecJ degradeerib thte ahelat kuni chi jarjestuseni. P&rast seda saavad seonduda RecF, RecO ja
RecR valgud, mis aitavad RecA-I DNA-le seonduda ning seejarel saab toimuda sarnane protsess
nagu RecBCD rajas (Nowosielska, 2007).

1.2.5. NER (Nukleotiidi valjalGike reparatsioon)

Nukleotiidi valjalGike reparatsioon (ingl k — nucleotide excision repair, NER) eemaldab genoomist
DNA ahelat moonutavaid kahjustusi, l18igates vastavast piirkonnast valja DNA fragmendi koos
kahjustada saanud nukleotiidiga. NER on véimeline dra tundma nii UV-kiirguse tagajarjel tekkinud
tsuklobutaani parimidiini dimeere kui ka 6-4 UV fotoprodukte, mis pohjustavad nukleotiidide
vahel konformatsioonilisi muutusi. Kahjustunud nukleotiidide valjalGikamist teostab bakterites
UvrABC susteem (Van Houten, 1990, Truglio jt., 2006). E. coli néitel koosneb NER UvrA, UvrB,
UvrC ja UvrD valkudest. Protsess algab UvrA dimeeri seondumisega UvrB-le, mis seejarel
seondub kompleksina DNA-le. UvrAB kompleks otsib seejérel vale konformatisooniga DNA-d,
mille leidmisel UvrA dimeer lahkub ning seondub UvrC. Allesolev UvrBC kompleks tekitab
mdlemale poole kahjustunud nukleotiidist sSDNA katked, kus eemaldatakse kuni 12 nt pikkune
DNA segment. UvrD helikaas harutab DNA lahti ning tihimiku tdidab d&ra DNA pol | ning DNA
ligaas ligeerib otsad kokku (Batty ja Wood, 2000).

1.3. Statsionaarse faasi mutagenees

Looduses on bakterid pidevalt silmitsi erinevate stressi tekitavate faktoritega nagu nélg,
temperatuuri ja pH kdikumised ning toksiliste ainete olemasolu kasvukeskkonnas. Sellistel

tingimustel on bakterite kasv aeglustunud voi peatunud ning bakterikultuur on sisenenud
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statsionaarsesse faasi. Kuigi ebasobivad kasvutingimused véhendavad bakterites DNA
replikatsiooni, on stressitingimustes oluliselt suurenenud mutatsioonide tekkesagedus.
Mutatsioonisageduse suurenemine bakteripopulatsioonis voimaldab kohasemate variantide
tekkimist ning stressitingimustes ellujadmist. Seda protsessi nimetatakse nii adaptiivseks- kui ka

statsionaarse-faasi mutageneesiks (Kivisaar, 2010, Rosenberg jt., 2012).

1.3.1. SOS vastus

Stressitingimuste Ule elamiseks on bakterites vélja kujunenud rakutsuklit aeglustav ning DNA
reparatsiooni esile kutsuv SOS vastus. SOS vastus kutsutakse tavaliselt esile kui DNA
replikatsioon on peatunud vdi DNA-sse on tekkinud ssDNA katke, mis omakorda tihti kutsub esile
replikatsioonikahvli peatumise. Katke tagajérjel seondub ssDNA-le RecA valk ning ssSDNA-RecA
kompleks vallandab LexA autoproteoliilisi. LexA on SOS vastuse repressor ning selle lagunemisel
saab SOS reguloni geenidelt alata transkriptsioon. On taheldatud, et E. coli SOS reguloni kuulub
umbkaudu 30 geeni, sh nditeks DNA kahjustuste parandamises osalevaid valke kodeerivad recN,
umuDC, ruvA geenid ning vigu tegevat DNA pol 1V kodeeriv dinB geen (Lusetti ja Cox, 2002,
Wade jt., 2005, Foster, 2007). SOS vastusest tingitud suurenenud mutatsioonisagedus on seotud
vigu tegevate DNA poliimeraaside (Pol IV, Pol V) kaasamisel DNA sinteesi. Nendel
poliimeraasidel puudub 5°-3” eksonuleaasne aktiivsus, mille tulemusel valesti DNA ahelasse
lalitatud nukleotiide ei eemaldata. Selline vigaderohke DNA stlintees tdstab geneetilist varieeruvust
ning seega ka kohanemise voimalust stressitingimuste ajal (Rosenberg jt., 2012, Williams ja Foster,
2012).

1.4. Testsusteemid mutatsioonide tuvastamiseks bakterites

Mutatsiooniprotsesside uurimiseks bakterites on vélja todtatud mitmeid testsiisteeme, mis
vOimaldavad tuvastada bakteripopulatsioonis mutatsioonide tekkimist ja valja arvutada
mutatsioonide tekkesagedust. Kuna Escherichia coli on bakterite seas kdige levinumaks
mudelorganismiks, siis on eelkdige just sellele liigile loodud arvukalt testslisteeme
mutatsiooniprotsesside uurimiseks. Jargnevalt kirjeldan E. coli testslisteeme, mis pd&hinevad
aminohapete auksotroofsusel ja laktoosi kasutusele votmisel ning meie laboris kasutusel olevaid

testsusteeme Pseudomonas perekonna mutatsioonide uurimiseks.
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1.4.1. Escherichia coli teststusteemid

1.4.1.1. Aminohapete auksotroofsusel péhinevad testsiisteemid

Aminohapete auksotroofsusel pdhinevad testsusteemid to6tavad sarnasel pdhimdttel. Aminohapete
biosiinteesi radade votmeensiimi geenidesse on sisse viidud mutatsioon, mille tagajérjel vastav E.
coli tlvi ei suuda enam seda aminohapet ise sunteesida. Juhul kui genoomis tekib mutatsioon, mis
taastab vastava aminohappe sinteesiraja vOtmeensiumi funktsionaalsuse, siis sellised
prototroofsed revertandid suudavad taas ise siinteesida konkreetset aminohapet ja kasvada
minimaalséotmel, kus seda aminohapet pole. Tuntuimad aminohapetel pGhinevad testsiisteemid
kasutavad peamiselt vigaste arginiini, triptofaani ja tirosiini bislinteesiraja votmeensiiumide

geenide reverteerumist funktsionaalseteks.

Naéiteks E. coli kromosoomis paiknev argE3 geen kodeerib N®-atsetull-L-ornitiini deatsetulaasi.
See ensliim on oluline arginiini biostinteesiks ning teststisteemis kasutatavas E. coli tiives on argE3
geeni sisse viidud enneaegne stop-koodon, mille tagajarjel 16ppeb translatsioon enneaegselt ning
funktsionaalset ArgE3 valku ei slinteesita. Arg™ fenotlilip taastub punktmutatsiooniga argE3 geeni
UAA koodonis ning sellised tiived suudavad taas ise arginiini toota. Arg* revertandid vdivad
tekkida nii spontaansete kui ka indutseeritud mutatsioonide kaudu (Sledziewska-Gojska jt., 1992).
Sarnaselt arg™ reverteerumisel pdhinevale testsiisteemile on ka trp* ja tyr* reverteerumisel
pohinevad testslisteemid seotud aminohapete bioslinteesi geenidega. trpE65 geen kodeerib
triptofaani ning tyrAl14 tlrosiini biosunteesi eest vastutavat enstiimi ning nende geenidesse on
samuti viidud enneaegne stop-koodon. Erinevuseks arginiinil pdhineva testslisteemiga on selles, et

kasutatakse teisi aminohappeid ning samuti E. coli tiived on erinevad (Ohta jt., 2002).

1.4.1.2. Lac* papillide tekkel pdhinev teststisteem (Lac)

Papillide teke on protsess, kus mutatsioonide tagajarjel tekivad rakukolooniate pinnale uued
mikrokolooniad, kellel on tekkinud v8ime omastada kasvukeskkonnas leiduvat uut siisinikuallikat
ja seeldbi jatkata kasvu (Yang jt., 2011). E. coli Lac testsiisteemis on laktoosi lagundamiseks
vajalik lacZ geen muudetud mittefunktsionaalseks kas raaminihkega v6i punktmutatsiooniga lacZ
geeni positsioonis 461 (B-galaktosidaasi aktiivtsenter). lacZ on B-galaktosidaasi kodeeriv geen,

mis paikneb laktoosi operonis ning mille ekspressioon lubab kasutada laktoosi vdi selle kunstlikku
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analoogi P-gal-i susinikullikana. Lac testiisteemi kasutamiseks plaaditakse E. coli rakud kahte
stsinikuallikat sisaldavale sodtmele. Primaarne sisinikuallikas (gliikoos) v6imaldab kolooniate
moodustamist ning juhul kui mutatsioonide toimel aktiveeritakse B-galaktosidaasi kodeeriv geen
lacZ, saavad rakud kasutada sekundaarset sisinikuallikat laktoosi ja moodustada Lac* papille
kolooniate pinnale. Laktoosi kasutusele votmise tulemusel ning X-gal-i sé6tmesse lisamisel tekib
E. coli kolooniate pinnale sinaka varvusega Lac™ revertantsed mikrokolooniad ehk papillid (Joonis
1). Papillide tekke abil on vGimalik mé&rgata mutatsioone uksikutes kolooniates ning
identifitseerida erinevaid mutatsioonide ttpe. (Cupples ja Miller, 1989, Peix jt., 2009).

Joonis 1. Lac* papillide teke E. coli kolooniatel. Séétmele on lisatud X-gal, P-gal ja gliikoos.
Kolooniate pinnale on tekkinud sinised papillid ehk Lac* revertandid, mis on mutatsioonide

tulemusel suutnud lagundama hakata laktoosi analoogi P-gal-i (Cupples ja Miller, 1989).

1.4.2. Pseudomonas perekonna testsusteemid

Perekond Pseudomonas on tuntud kui lai grupp baktereid, kes elavad mullas, vees, taimedes ning
loomades. Nad on vdimelised lagundama erinevaid kahjulikke murgiseid aineid, orgaanilisi
uhendeid ning antibiootikume, mida keskkonnas leidub. Selle tdttu on nad ka vaga olulised
mikroorganismid mulla mikroobikoosluse loomisel ning jadtmete lagundamisel (Peix jt., 2009).
Mutatsioonide uurimiseks pseudomonaadides on meie laboris konstrueeritud ja kasutatud mitmeid
testslisteeme (Kasak jt., 1997, Tegova jt., 2004, Jatsenko jt., 2010, Juurik jt., 2012) ning jargnevalt
tutvustan neid ka lthidalt.
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1.4.2.1. Rifampitsiinil pdhinev testslisteem

Rifampitsiin (Rif) on antibiootikum, mis seondub RNA poliimeraasi  subuhikuga ning takistab
bakterirakkudes transkriptsiooni toimumist. RNA poliimeraasi  subuthikut kodeerivas geenis
(rpoB) toimuvad mutatsioonid viivad rifampitsiini resistentsete mutantide tekkeni. Kui rpoB geenis
tekkivad mutatsioonid modifitseerivad RNA polimeraasi molekulis rifampitsiini seondumissaiti,
ei suuda Rif enam sinna seonduda ning sellised mutandid suudavad kasvada Rif-il. Rif-il pdhinevat
testsusteemi  kasutatakse paljude mikroobiperekondade mutatsioonisageduste uuringute
labiviimiseks, kus Rif" mutantide arvu p@hjal tehakse jéreldusi kindla bakteritiive Gldisest
mutatsioonide tekke sagedusest. Samas tuleb arvestada sellega, et Rif-il saab ainult loendada
mutante, mis on tekkinud enne plaatimist ehk kasvavas rakukultuuris. See on aga selle tottu, et Rif-
I testslisteem pohineb letaalsel selektsioonil ning muteerumata rpoB geeniga bakterid sellel
antibiootikumil ellu ei jaa (Campbell jt., 2001, Jatsenko jt., 2010). Meie laboris on Rif-il pdhinevat
testsusteemi kasutatud nditeks P. putida PaW85 GO reparatsioonirajas osaleva MutY uurimisel
(Saumaa jt., 2002)

1.4.2.2. Fenoolil péhinevad teststisteemid

Mutatsioonide uurimiseks P. putida rakkudes on meie laboris konstrueeritud nii plasmiidseid kui
ka kromosomaalseid fenooli kasutuselevotul pdhinevaid testsiisteeme. Mdlemad testsusteemid
lubavad mutatsioonide tagajérjel kasutada fenooli ainsa stisinikuallikana. Plasmiidset testststeemi
(nditeks pKTpheA56+A ja pKTpheA22TAG) on nditeks kasutatud statsionaarse faasi P. putida
PaW85-e tiives raaminihete ja punktmutatsioonide tuvastamiseks. Nendes testsiisteemides on
fenooli monookstigenaasi geen (pheA) rikutud kas raaminihkega voi enneaegse stop-koodoniga.
Neid parandavad mutatsioonid taastavad pheA geeni ning seeldbi fenooli monooksiigenaasi
ekspressiooni, mis vdimaldab vastavatel P. putida PaWa85 rakkudel hakata kasvama fenooli ainsa
stisinikallikana sisaldavatel tassidel (Tegova jt., 2004). Kuna plasmiidne replikatsioon erineb siiski
kromosomaalsest replikatsioonist, siis loodi meie laboris mutatsioonide uurimiseks ka
kromosomaalne fenooli kasutusel pdhinev testslisteem, millega saab detekteerida erinevaid
mutatsioonitlitipe (asendusmutatsioone, insertsioone, deletsioone). See testslisteem koosneb
minitransposoon Tn5 abil P. putida Paw85 kromosoomi suvalisse regiooni viidavast lacl-
PwacpheBA geenikassetist, kus fenooli lagundamiseks vajalikud geenid (pheBA) on viidud lacl
repressori ja Pwc promootori kontrolli alla. Mutatsioonid, mis inaktiveerivad Lacl repressori voi
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toimuvad lac operaatoralas, voimaldavad rakkudel kasutada stsinikuallikana fenooli (Juurik jt.,
2012).

1.4.2.3. Papillide tekkel pdhinev teststisteem lac-Isc

Mutatsioonide uurimiseks ning mutatsioonisagedust mdjutavate geenide otsimiseks mullabakteris
Pseudomonas putida PawWa85, konstrueeriti meie laboris papillide tekkel pohinev testsusteem lac-
Isc. Teststisteem koosneb P. putida PaW85 kromosoomi viidavast lacl-Ptclsc-3lacZ geenikassetist,
kus sahharoosi lagundamiseks vajalik geen (Isc-3) ja -galaktosidaasi kodeeriv geen (lacZ) on Lacl
repressori ja Ptac promootori kontrolli all. See testsiisteem pohineb Lacl repressori mutatsioonilisel
inaktiveerimisel, mille tulemusel saavad rakud kasutada sahharoosi stsinikuallikana ja samas toota
sahharoosi lagundamisel tekkivast fruktoosist kergesti mérgatavat rakuvalist polumeeri levaani.
Sellised testsusteemi sisaldavad P. putida PaW85 rakud plaaditakse LB tassidele, mis saldavad
10% sahharoosi ja X-gal-i. Tekkivatel kolooniatel jalgitakse 6 paeva valtel levaanipapillide
tekkimist koloonia pinnale. lacl geenis vdi lac operaatoralas toimuvad mutatsioonid vdimaldavad
Isc-3 ja lacZ geeni transkriptsiooni ning seelébi vastavatel rakkudel hakata omastama sgotmes
olevat sahharoosi (Joonis 2). X-gal-i manulusel varvuvad ka tekkivad papillid sinakalt.

. L

—t  lacl Prac Isc-3 LacZ e

Joonis 2. Testertive P.putida PawW85lac-Isc kromosoomi viidud lac-lsc geenikassett. Punase
tarniga margitud lacl geenis toimuva mutatsiooni tulemusel inaktiveeritakse Lacl repressor ja
avalduvad Ptc promootorist allavoolu jadvad geenid Isc-3 ja lacZ. Lacl seondumiseks vajalikus lac
operaatoralas toimuvad mutatsioonid vdivad ka pOhjustada repressiooni kadumist ning seeldbi

lubada Isc-3 ja lacZ geenide transkriptsiooni.

Testsusteemi lac-Isc sisestamiseks P. putida PaW85 kromosoomi on geenikassett viidud kas
minitransposoon Tn5 v8i Tn7 koosseisu. Need minitransposoonid on vdimelised koos
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geenikassettiga véljuma plasmiidist ning sisenema kromosoomi eri-piirkondadesse. Kui
testsusteem on sisestatud kromosoomi, on transposoonmutageneesi abil voimalik otsida uusi
mutatsioonisagedust mojutavaid geene. Selleks ,,pommitatakse” testsiisteemiga tuvesid tiihja
minitransposoon Tn5-ga, mis siseneb suvalistesse piirkondadesse kromosoomis. Juhul kui selline
sisenemine rikub &ra mone rakkudele vajaliku geeni, mis tGstab nendes mutatsioonide tekkimise
sagedust, tekib suurema t6endosusega ka mutatsioone lacl geenis. Vastavaid mutatsioone on ka
néha rohkete papillide tekkimisega kolooniate pinnale. Meie uurimisgrupis on lac-Isc teststisteemi
abil leitud P. putida Paw85 tives uusi mutatsioonisagedust mdjutavaid geene, millest moni naiteks

osaleb peptidoglikaani biostinteesis, tRNA-de modifitseerimises jne (Tagel jt., 2016).

lac-Isc testsiisteem on analoogne kromosomaalsele fenooli monooksligenaasi geeni (pheA)
aktivatsioonil pdhinevale testsiisteemile, kuid erineb ta selle poolest, et mutatsioonide tulemusel
saavad bakterid toota rakuvalist enstimi levaansukraas. Levaansukraas Lsc3 (sahharoos-6-
fruktosiiultransferaas) on Isc-3 geeni kodeeritud rakuvaline enstiim, mis hidroltsib sahharoosi
glukoosiks ja fruktoosiks ning polumeriseerib tekkinud fruktoosijdagid levaani polimeeriks.
Taimepatogeeni Pseudomonas syringae puhul on Isc geene kolm (Isc-1, Isc-2 ja Isc-3), millest Isc-
3 geeni kodeeritud levaansukraasil on kérgeim afiinsus sahharoosi suhtes (Alamae jt., 2012). lac-
Isc testslisteemis tekivad levaansukraasi poolt labi viidava sahharoosi lagundamise tulemusel

kolooniate pinnale uued levaanised mikrokolooniad ehk papillid (Joonis 3).

Joonis 3. Levaanipapillide teke. Lacl inaktivatsioonil tekkinud levaanipapill P. putida PaW85 lac-
Isc testertuive koloonia pinnal (A). Kdrval vordluseks sama bakteritiive koloonia ilma papillita (B)
(Tagel jt., 2016).

17



2. Eksperimentaalne osa

2.1. T6O eesmark

Meie laboris uuritakse mutatsiooniprotsesse mullabakteri Pseudomonas putida PaW85 nditel.
Mutatsioonide uurimiseks on meie toorihmas konstrueeritud mitmeid plasmiidseid ja
kromosoomseid P. putida testsusteeme. Viimati konstrueeriti levaanipapillide tekkel pdhinev
kromosoomne teststisteem lac-Isc, mis vdimaldab jalgida mutatsioonide toimumist Uksikkoloonia
tasemel ja otsida P. putida PaW85 genoomist mutatsioonisagedust mdjutavaid geene (Tagel jt.,
2016). Kuna kromosoomne teststisteem lac-Isc on hetkel kirjeldatud ja kasutatav ainult P. putida
PaW85-s, siis tekkis kisimus lac-Isc testsiisteemi rakendadavusest mutatsioonide uurimiseks
teistes pseudomonaadides. Sellest lahtuvalt pustitus ké&esoleva t66 eesmark — selgitada valja
papillide tekkel pdhineva testsiisteemi lac-Isc kasutatavus ka teistes perekond Pseudomonas

bakterites.
T60 eesmargid:

1. Valida looduslike ja laboratoorsete mikroobitiivede kollektsioonist CELMS erinevad
levaani mitte moodustavad Pseudomonas’e perekonna liigid

2. Konstrueerida erinevatest Pseudomonas’e perekonna bakteritest lac-Isc testertiived.

3. Testida levaanipapillide moodustumist Pseudomonas’e perekonna erinevatel lac-Isc
testertlivedel ja vorrelda papillide tekkesagedusi Pseudomonas’e loodusliku- ja laboritiive

vahel
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2.2. Materjal ja metoodika
2.2.1. To0s kasutatud sootmed ja bakterid

Baktereid kasvatati LB (lysogeny broth ingl k) tdisso6tmes (1% triptoon, 0,5% péarmiekstrakt,
0,5% NaCl; (Miller, 1972) v6i M9 minimaalsodtmes (Adams, 1959). M9 minimaalséétmele lisati
mikroelementide lahust (667 pM MgO, 50 uM CaCOs, 40 uM FeSOg4, 12,5 uM ZnS04,12,5 uM
MnSOs, 2,5 pM CuSOs4 2,5 pM Co0SOs4, 1,9 puM H3BOs), susinikuallikana glukoosi
I6ppkontsentratsiooniga  0,2%, glukonaati  I6ppkontsentratsiooniga  0,2%,  Na-tsitraati
I6ppkontsentratsiooniga 0,2%, Suktsinaati l6ppkontsentratsiooniga 4 uM,  Na-bensoaati
I6ppkontsentratsiooniga 0,2 % va&i sahharoosi (suc) I6ppkontsentratsiooniga 300 mM. Vajadusel
lisati sootmesse X-gal-i I6ppkontsentratsiooniga 0,75 mg/ul ning IPTG-d 18ppkontsentratsiooniga
0,5 mM.

Selektsioonimarkerina kasutati antibiootikumi gentamtsiin (Gm 200 pg/ml), kanamutsiin (Km;
50 pg/ml) vdi amptitsilliin (Amp; 100pg/ml). E. coli rakke kasvatati temperatuuril 37 °C ning
Pseudomonas perekonna rakke temperatuuril 30 °C. Vedelkultuuride aeratsiooni tagamiseks
kasvatati rakukultuure loksutis. T60s kasutatud bakteritiived ja plasmiidid on t66tud lisas 1.

2.2.2. Kompetentsete rakkude valmistamine ja elektroporatsioon

E. coli CC118Apir rakke kasvatati Gle66 4 ml-is LB-vedelso6tmes 37°C juures. Kompetentsete
rakkude saamiseks lahjendati Gleddkultuuri vérskesse LB s66tmesse tiheduseni 0,1 (OD580) ja
kasvatati loksutil tiheduseni 0,9-1,5. Rakud tsentrifuugiti s6é6tmest valja (45-60 sekundit 12100 x
0), pesti kaks korda 1 ml destilleeritud veega ja kolm korda 1 ml 10% glutserooliga. Seejarel
suspendeeriti rakud 10% gltseroolis ja jaotati mikrotsentrifuugi tuubidesse. Rakke ja todlahuseid

hoiti pidevalt jaal.

Plasmiidse DNA viimiseks kompetentsetesse rakkudesse kasutati elektroporatsiooni.
Kompetentsetele rakkudele lisati ca 100 ng vees lahustatud plasmiidset DNA-d ning pipeteeriti
elektroporatsioonikiivetti. Elektroporatsioon viidi 1dbi “BioRad” elektroporaatoriga “E. coli
pulser” pingel 2500 V. Rakkudele lisati 1ml LB s66det ja pesti kiivetist vdlja. Seejirel kasvatati
rakke tund aega temperatuuril 37 °C ning sellele jargnevalt tsentrifuugiti rakud kokku ja plaaditi
selektiivsodtmele.
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2.2.3. Pseudomonas’e tivede susinikuallikate kasutatavuse testimine (tapikatse)

Looduslike Pseudomonas’e tivede kasvuallikate testimiseks kasutati glukoosi, glikonaadi, Na-
bensoaadi, suktsinaadi ning tsitraadi minimaalsotmeid. Koiki bakterittivesid eelkasvatati 4 ml LB
vedelsodtmes Uledd. Koikidest tiivedest tehti kuni 10" —kordsed lahjenduste read ning igat
Pseudomonas’e tiive lahjendust tilgutati 107 lahjendusest 10 pl kdikidele siusinikuallikatele ning

inkubeeriti temperatuuril 30 °C, 2 p4eva.

2.2.4. Bakterite konjugatsioon (testslisteemi sisestamine)

Selleks, et pBKTn7Gm/Isc-3lacZ vektorit sisaldavast E coli CC118\pir tlivest saaks lac-Isc
teststisteemi sisse viia koikidesse valitud Pseudomonas’e tlivedesse, kasutasime konjugatsiooni
meetodit nelikristamise pdhimottel. Selleks kasutati jargmiseid bakteritlivesid:

1. E.coli CC118Apir [pBKTn7Gm/lIsc-3lacZ ] ;
2. E.coli HB101 [RK2013] ;
3. E.coli CC118 Apir [puXBF-13] ;

4. Retsipienttuvi (kas P. stutzeri 2A20; P. stutzeri 2C63; P. mendocina PC1; P. mendocina
PC5; P. pseudoalcaligenes C70; P. migulae D67; P. guinae 2C3; P. anguilliseptica
2Bnah2; P. corrugata DSM 7228; P. fluorescens PC24; P. putida PC39; P. thivervalensis
N7 vdi P. aeruginosa D10)

E. coli tvi CC118\pir [pBKTn7Gm/lsc-3lacZ ] on lac-Isc geenikassetti doonor. E.coli CC118\pir
[puXBF-13] helpertlivi on minitransposoon Tn7 transposaasi doonor. E.coli HB101 [RK2013]
soodustab nelikristamisel piilide moodustamist, mis on vajalik plasmiidide edasikandumiseks

retsipienttiivesse (Koch jt., 2001).

Iga konjugatsioonl osalenud tiive kohta tehti eraldi eelkasvatused. E. coli puhul kasvatati rakke
uleéd 4 ml-s LB s66tmes temperatuuril 37 °C ning retsipienttiivede puhul temperatuuril 30 °C
vastavate antibiootikumide juuresolekul. Pérast inkubeerimist lahjendati rakukultuure 20 korda 5
ml vérskesse antibiootikumita LB s66tmesse. Kdik valitud 13 retsipienttiive segati eraldi LB
vedelsootmetes kokku nende kolme E. coli tlivega ning ristamissegust pipeteeriti 500 pl LB
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tassidele, kus toimus eeldatav testslisteemiga vektori tlekanne retsipienttiivedesse. Ristamisseguga

LB tasse inkubeeriti tiledd 30°C juures.

2.2.5. Nelikristamise labinud Pseudomonas tiivede isoleerimine

Bakterittivede isoleerimiseks plaaditi kdik konjugatsioonil osalenud bakterid IPTG-d X-Gal-i ja
Gm-i sisaldavale minimaalsodtmetega tassidele, kus C-allikaks valiti enamiku pseuodmonaadide
selektsiooniks gliikoos, va P. guinea 2C3, P. anguilliseptica 2Bnah2 ja P. pseudoalcaligenes C70
tived. P. guinea 2C ja P. anguilliseptica 2Bnah tuvedel kasutati selektsiooniks tsitraati ning P.
pseudoalcaligenes C70 tlve selektsiooniks suktsinaati. IPTG (isopropuil-p-galaktosiid) lisati
sootmesse Piwc promootori indutseerimiseks ning X-Gal-i vdarvusreaktsiooni jaoks. Rakke
inkubeeriti 30°C juures 2 péeva. Parast plaatimist kasvasid nendel minimaalst6tmetel tles ainult
Pseudomonas e perekonna tlived ning E. coli tuved ules ei kasvanud proliini ja Gm resistentsuse
puudumise tottu. Sellega saime isoleerida v8imalikud Pseudomonas’e transkonjugandid E. coli

tivedest.

2.2.6. lac-Isc testsuisteemi funktsionaalsusekontroll

Testslisteemi  sisenemise kontrollimiseks kilvati konjugatsiooni labinud Pseudomonas
testertlivede rakud 10% sahharoosi minimaaltassidele, lisades s66tmesse Gm-i, Xgal-i ning IPTG-
d. Parast kilvamist inkubeeriti rakke (ledd 30°C juures ning seejérel kasvatati rakke
toatemperatuuril 2 p&eva ning jélgiti levaani tootmist rakkude pinnal.

2.2.7. Polumeraasi ahelreaktsioon (PCR)

PCR-is (ingl k — Polymerase Chain Reaction) kasutati sisenenud teststisteemiga Pseudomonas’e
tlivede bakterite DNA-d. PCR-i reaktsioonisegu sisaldas 1 x PCR puhvirt, 2,5 mM MgCl;, 0,2 mM
dNTP-d, 0,5 uUhikut Tag polumeraasi ning 10 pmol kahte praimerit uniglmSTn7 (5°-
AAGTCCAACCTGCAGGAAG-3’) ja Tn7r109 (5°-CAGCATAACTGGACTGATTTCAG-3"),

mis seonduvad glmS geeni I6pule ning Tn7 minitransposooni otsmistele péordkordusjérjestustele.

Reaktsioon viidi labi 25-s tstklis jargnevatel tingimustel:
1. DNA denaturatsioon 96 °C 30 sekundit,
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2. Praimeri seondumine matriitsahelale 54 °C 30 sekundit
3. DNA siintees 72 °C 45 sekundit arvestades Tag DNA polimeraasi sunteesikiirusega 1000

nukleotiidi minutis.

2.2.8. Geelelektroforees

PCR-i produkte analulsiti geelelektroforeesil. Selleks lisati 5-7 pl-ile PCR-i produktile
foreesivérvi (0,04% broomfenoolsinine 50% glutseroolis). Proovid kanti 1% agaroosgeelile 1 x
TAE puhvris (50 mM Tris-atsetaat, 1 mM EDTA; pH 8,2), mis sisaldas etiidiumbromiidi
I6ppkontsentratsiooniga 0,33 ug/ml. DNA fragmentide umbkaudse suuruse ndgemiseks kasutati
firma Thermo Scientific DNA markerit. Elektroforees toimus pingel 100-150 volti. DNA

visualiseeriti UV valguses.

2.2.9. P. Thivervalensis N7 lac-Isc testertlive papillide tekkesageduse hindamine

Papillide tekkesageduse hindamiseks kasutasime P. thivervalensis N7 lac-Isc ja P. putida PawW85
lac-Isc testertiive. Mdlemad bakterituved eelkasvatati vedelas LB so6tmes (iledé temperatuuril
30°C ning plaaditi kimnele 10% sahharoosiga LB tassidele. Seejarel inkubeeriti rakke
temperatuuril 30°C 6 pdeva. Esimesel péeval loetleti tekkinud kolooniad ning jargnevatel
inkubeerimispdevadel loetleti ka tekkinud papillide arvud. Katset korrati kolm korda mdélema

bakteritlive puhul. Arvutati vélja tekkinud papilliga kolooniate protsent.
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2.3. Tulemused ja arutelu

2.3.1. Looduslike ja laboratoorsete mikroobittivede kollektsioonist CELMS vélja
valitud pseudomonaadidel levaani moodustumise ja erinevatel

susinikallikatel kasvu testimine

lac-Isc  testsusteemi rakendatavust saab testida vaid levaani mitte moodustavates
pseudomonaadides. Selleks, et vélja selgitada millised pseudomonaadid levaansukraasi ei kodeeri
jaseega ka levaani ei produtseeri, analtitisisin esmalt andmebaasi www.pseudomonas.com (Winsor
jt., 2011), mis sisaldab 135 erineva perkond Pseudomonas bakteriliigi sekveneeritud genoomi.
Joondamisel votsin aluseks lac-Isc teststisteemi reportergeeni Isc-3, mis parineb P. syringae pv.
tomato DC3000 rakkudest. Juba eelnevalt oli kirjanduse pdhjal teada (Alamée jt., 2012), et mitmel
perekond Pseudomonas liigil on levaansukraase, néiteks P. fluorescens, P. poae, P. chlororaphis
ja paljudel P. syringae tuvedel. Andmebaasi analulsist selgus, et sekveneeritud tdisgenoomiga
pseudomonaadidest puudub levaansukraas P.stutzeri, P. mendocina, P. corrugata, P. putida, P.
aeruginosa liikides. Toetudes sellele eelinfole, sain meie instituudi juurde kuuluvast
mittemeditsiinilise paritoluga looduslike ja laboratoorsete mikroobitiivede kollektsioonist CELMS
(Collection of environmental and laboratory microbial strains) jargnevad pseudomonaadid: P.
stutzeri 2A20, P. stutzeri 2C63, P. mendocina PC1, P. mendocina PC5, P. corrugata DSM7228
ja P. aeruginosa D10. Lisaks neile sain kollektsioonist ka teisi perekond Pseudomonas liikide
tivesid, mis olid eelnevalt testitud, et nad 5% sahharoosiga LB tassidel levaani ei moodustanud.
Nendeks bakteritiivedeks olid: P. pseudoalcaligenes C70, P. migulae 2C3, P. guinea 2C3, P.
anguilliseptica 2Bnah2, P. fluorescens PC24, P. putida PC39, P. thivervalensis N7

Kuna lac-Isc testslisteemi katsed P. putida PawW85-ga on varasemalt labi viidud just 10%
sahharoosiga tassidel, kilvasin kdik CELMS kollektsioonist saadud pseudomonaadid 10%
sahharoosi sisaldavale glikoos minimaaltassile ja jalgisin nadala valtel kilvijoone levaaniseks
muutumist (Joonis 4). Kontrolliks kilvasin kdrvale ka levaani tootva P. syringae pv. tomato
DC3000 tive, millega sain vorrelda levaani tootmist vOi mitte tootmist. Selle katsega sai kindlaks
tehtud, et kdik valitud Pseudomonas e liigid on sobilikud kandidaadid testsusteemi sisestamiseks,
kuna Ukski neist ei tooda levaani. Kilvijoones kasvamiseks kasutasid Pseudomonas’e tlved

glukoosi, aga huvitaval kombel on jooniselt 4 ndha, et P. guinea 2C3 ja P. anguilliseptica 2Bnah2
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tived ei kasva hésti glikoos-minimaalsodtmel. See voib tdéhendada seda, et need kaks tlive ei suuda

hésti omastada gliikoosi.

Joonis 4. Looduslike pseudomonaadide ja tassi ulemises osas levaani tootva tlive P. syringae pv.
tomato DC3000 kasv 10% sahharoosi ja 0,2% glukoosi sisaldaval minimaalsédtmel. (1. — P.
stutzeri 2A20; 2. — P. stutzeri 2C63; 3. — P. mendocina PC1; 4. — P. mendocina PC5; 5. — P.
pseudoalcaligenes C70; 6. — P. migulae 2C3; 7. — P. guinea 2C3; 8. — P. anguilliseptica 2Bnah2;
9. — P. corrugata DSM7228; 10. — P. fluorescens PC24; 11. — P. putida PC39; 12. — P.

thivervalensis N7; 13. — P. aeruginosa D10)

Kuna plaanisin lac-Isc testsusteemi viia Pseudomonas'e tlivedesse konjugatsiooni teel ning
ristamissegust Pseudomonas’te transkonjugante vélja selekteerida minimaalsootmel, siis
jargnevalt testisin katsesse valitud Pseudomonas'te tlivede kasvu erinevate stsinikuallikatega
minimaaltassidel. Bakterite ristamisel kasutatavad E. coli tived on aminohappe proliini suhtes
auksotroofsed ning seetdttu ei suuda kasvada minimaalsdotmetel, kus proliin puudub. Seega
tilgutasin nii Pseudomonas’te tiivede ning kahe kontrolltiive (P. putida Paw85 ja E. coli CC118
Apir) 107 lahjendustest 10 ul eraldi viiele minimaaltassile, mis sisaldasid ainsa siisinikallikana kas
glukoosi, glikonaati, Na-bensoaati, suktsinaati v0i tsitraati. Tasse inkubeerisin Uletd temperatuuril
30 °C. Jargmisel paeval selgus millisel ssinikuallikal iga bakterittivi kdige paremini kasvab ning

millise sisinikallikaga minimaalsddtmel tuleks jargnevas katses erinevate Pseudomonas e tiive
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transkonjugante selekteerida. Joonisel 5 on nédha, et glikoos-minimaalsdotmetel kasvasid pea kdik
Pseudomonas’e tuved, valja arvatud P. guinea 2C3, P. anguilliseptica 2Bnah2 ja P.
pseudoalcaligenes C70. Seega pole glikoosminimaalsdtde sobilik just nendest tiivedest saadud
transkonjugantide selektsiooniks. P. guinea 2C3 ja P. anguilliseptica 2Bnah2 transkonjugantide
selektsiooniks oli parem kasutada tsitraati sisaldavat minimaalséddet ning P. pseudoalcaligenes
C70 puhul suktsinaati sisaldavat minimaalsoddet. Kontrolltuvi E. coli CC118 Apir ei kasvanud
uhelgi susinikuallikal (pildil ndhtavad Uksikud tapid on arvatavasti pipeteerimisel pritsinud mone
teise bakteritlive kolooniad) ning kontrolltivi P. putida PaWw85 kasvas koigil testitud

stsinikallikatsisaldavatel minimaals6étmetel (joonis 5).

25



P. stutzeri 2A20

P. stutzeri 2C63

P. mendocina PC1

P. mendocina PC5|

CEEN -

...I Suktsinaat
...l Na-bensoaat
...I Gliikonaat

P. pseudoalcaligenes
C70

P. migulae D67

P. guinae 2C3

P. anguilliseptica
2Bnah2

P. corrugata DSM7228

P. thivervalensis N7 ---
" aeruglnosa " 0-----

E. ol cmmp,r --
o ﬁ.- : ....

Joonis 5. CELMS kollektsioonist valitud pseudomonaadide, E. coli CC118 Apir ja P. putida

Paw85 kasv susinikallikana tsitraati, suktsinaati, Na-bensoaati, gliikonaati vOi glukoosi
sisaldavatel minimaaltassidel. Minimaaltassidele pandi rakkude 107 lahjendustest 10 pl.
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2.3.2. Pseudomonas’e perekonna levaani mitte moodustavatest liikidest lac-Isc

testertiivede konstrueerimine

CELMS Kkollektsioonist valitud Pseudomonas’e perekonna liikidest lac-Isc testertivede
konstrueerimiseks kasutasin minitransposoon Tn7 pdhinevat metoodikat ja meie laboris eelnevalt
konstrueeritud plasmiidi pPBKTn7Gm/lIsc-3lacZ, mis sisaldab lac-Isc teststisteemi gentamuditsiini
(Gm) resistentsust kandva mini-Tn7 koosseisus. Vastava plasmiidi viisin E. coli CC118\pir
tlivesse elektroporatsiooni meetodil (detailsemalt kirjeldatud peatikis 2.2.2.). Mobiilne DNA
element minitransposoon Tn7 transponeerub bakterites kdrgelt konserveerunud glmS geeni 16pust
25 nukleotiidi allavoolu paiknevasse mittekodeerivasse DNA regiooni (joonis 6). glmS geen
kodeerib glikoosamiin-fruktoos-6-fosfaat aminotransferaasi, mis on oluline peptidoglukaani
biostinteesis. Seega on mini-Tn7 koosseisus vGimalik meid huvitavaid geenikassette viia uhte
kindlasse neutraalsesse positsiooni bakterite genoomis. lac-Isc testsisteemi ja Gm
resistentsusgeeni kandva mini-Tn7 plasmiidi (pBKTn7Gm/lacltac Isc-3lacZ) viisin konjugatsiooni
abil doonortlivest erinevatesse Pseudomonas'e perekonna levaani mitte tootvatesse bakteritesse.
Konjugatsioon ehk nelikristamine on tdpsemalt kirjeldatud peattikis 2.2.3.. Bakterite ristamissegust
tegin valjaplaatimised minimaals66tmetele, mis sisaldasid eelnevalt konkreetse Pseudomonas'e
tive jaoks valja valitud stsinikallikat (kas glukoosi, tsitraati vdi suktsinaati), gentamitsiini ning
varvusreaktsiooni jaoks IPTG-d ja X-Gal. Gentamutsiini resistentsetel ja IPTG-X-Gal'i
juuresolekul siniselt varvunud transkonjugantidel oli tden&oliselt lac-Isc testslisteem edukalt mini-
Tn7 koosseisus kromosoomi sisenenud. Selliseid transkonjugante dnnestus isoleerida perekond
Pseudomonas bakteritest: Pseudomonas stutzeri 2C63, Pseudomonas mendocina PC1,
Pseudomonas migulae D67, Pseudomonas guinae 2C3, Pseudomonas anguilliseptica 2Bnah2,
Pseudomonas corrugata DSM 7228, Pseudomonas thivervalensis N7, Pseudomonas aeruginosa
D10. Jargnevalt kontrollisin neil tlvedel veel levaani tootmist sahharoosi sisaldavatel sodtmetel

ning testslsteemi Giget sisenemist PCR-ga.
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Joonis 6. Pseudomonas putida KT2440 genoomis glmS geeni (PP_5409) asukoht. Noolega on
margitud minitransposoon Tn7 insertsioonikoht gimS geenile jargnevas mittekodeerivas vahealas,

mille pikkus on 172 nukleotiidi (www.pseudomonas.com).

2.3.3. Konstrueeritud testertiivede kontroll

Pseudomonas’e perekonna erinevatest liikidest saadud transkonjugante kontrollisin esmalt PCR-
ga. Kuna testsusteemi geenikassetti sisaldav minitransposoon Tn7 peaks paiknema testeriivede
kromosoomis glmS geenist 25 nukleotiidi allavoolu, siis seepdrast kasutasin kontrollimiseks
praimereid, millest ks (uniglmSTn7) seondus gimS geeni I6ppu (suunaga geenist vélja) ning teine
(Tn7r109) Tn7 minitransposooni otsmisele poérdkordusjarjestusele suunaga transposoonist vélja.
Kdik anallisiks valitud transkonjugandid andsid nende praimeritega PCR produkti, mis tahendab,
et neis transkonjugantides on testsiisteem digesse kohta ehk glmS geeni jargsesse neutraalsesse

regiooni inserteerunud.

Teiseks kontrollisin Pseudomonas'e perekonna bakterite kromosoomi viidud testsusteemi
funktsionaalsust. Selleks kulvasin kdik konjugatsiooni labinud Pseudomonas’e tlved ja
kontrolltuve P. putida PaW85 lac-Isc 10% sahharoosi minimaalséotmetele, kuhu oli lisatud X-gal,
IPTG ning Gm. Sellisel s66tmel moodustasid testslisteemiga rakud limased sinakad kilvijooned

ning need rakud, kuhu ei 6nnestunud testsiisteemi sisestada jaid kilvijooned valgeks (joonis 7).
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Joonis 7. Illustratiivne pilt levaani tootvast P. mendocina PC1 lac-Isc testertlivest (joonisel

margitud numbritega 1; 2; 3; 4) ning kontrolltivest P. putida PaW85 lac-Isc.

Lac-Isc testsiisteem 0Onnestus sisse viia 13-st CELMS kollektsiooni tlivest kaheksale
Pseudomonas’ele:

e Pseudomonas stutzeri 2C63

e Pseudomonas mendocina PC1

e Pseudomonas migulae D67

e Pseudomonas guinae 2C3

e Pseudomonas anguilliseptica 2Bnah?2

e Pseudomonas corrugata DSM 7228

e Pseudomonas thivervalensis N7

e Pseudomonas aeruginosa D10

Kdik ulaltoodud Pseudomonas perekonna tiived tootsid levaani ning varvusid siniselt kolme paeva
jooksul. Ulejadanud tivedesse (Pseudomonas stutzeri 2A20, Pseudomonas mendocina PC5,
Pseudomonas pseudoalcaligenes C70, Pseudomonas fluorescens PC24, Pseudomonas putida
PC39) testslisteemi sisestada ei dnnestunud ning katset peaks kordama. Aga kuna eesmaérgiks oli
testsusteem sisestada pigem igasse erinevasse Pseudomonas’e liigi esindajasse, siis rohkem
testsiisteemi sisestamist ei proovinud. Samuti oleks olnud huvitav testida P. fluorescens’i tuvel
testsiisteemi toimimist, kuna www.pseudomonas.com andmebaasi jargi peaksid selle liigi
bakteritel olema Isc geenid olemas. Sel konkreetsel tiivel (P. fluorescens PC24) pole need geenid

funktsionaalsed, kuna 10% sahharoosi juuresolekul levaani ei toodetud.
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2.3.4. Levaanipapillide teke Pseudomonas e perekonna erinevatest liikidest
konstrueeritud lac-Isc testertivedel

Kuna pohiline eesmérk selles t60s on uurida teststisteemi kasutatavust, siis hdlmab see endas
testertlivede papillide moodustamist ja nende loendamist. Meie laboris on eelnevalt P. putida
PawWa85 papillide jalgimiseks paika pandud kindlad tingimused, mida rakendasime ka oma katse
labiviimisel. Selleks, et papillide teket jalgida, plaatisin kdik teststisteemiga Pseudmonas’e tiived
10% sahharoosi LB tassidele, kuhu oli lisatud Gm. Inkubeerimisel tekkinud rakukolooniad
loetlesin tle ning jalgisin luubiga papillide teket kolooniate pinnal kuue péaeva jooksul. Selline
ajavahemik valiti selle parast, et parast kuuendat paeva muutus papillide loendamine keeruliseks
testsiisteemi nn. lekkimise tottu. Testsiisteemi ,,lekkimine” tdhendab seda, et hoolimata Lacl
repressori olemasolust, toimub rakkudes moéningane Isc-3 ja lacZ geenide transkriptsioon. Selle
téttu muutuvad kolooniad sahharoosi sisaldaval s66tmel pikema aja véltel limaseks ning juurde
lisanduvaid papille on raske eristada. Samuti selgus testsiisteemita ja testsusteemiga bakterite
kolooniate vordlemisel, et testsiisteemi sisestamine muudab koloonia piirjooned teravamaks.
Néiteks P. aeruginosa D10, P. stutzeri 2C63, P. guinea 2C3, P. mendocina PC1 ja P anguilliseptica
2Bnah2 testsiisteemita tlivedel on kolooniate piirid hagusad, kuid vastavatel testertlivedel on
kolooniate piirid konkreetsemad (tabel 1), mille p8hjuseks v6ib olla testsiisteemi mdningane
“lekkimine* (tabel 1).

Papillide tekke jalgimisel ilmnes, et erinevatel Pseudomonas’e perekonna liikidel tekkisid
esimesed papillid erinevatel aegadel. Teisel inkubeerimispaeval oli papillide teket mérgata P.
anguilliseptica 2Bnah2, P. aeruginosa D10, P. stutzeri 2C63 ja P. corrugata DSM 7228 lac-Isc
testertlivedel. Oluliselt erinev papillide teke oli aga P. aeruginosa D10 testertlvel, kus juba teiseks
paevaks tekkis kolooniate pinnale nii palju papille ja limaseid sektoreid, et loendamine muutus
raskeks. Kolmandal loendamispéeval oli esmast papillide teket margata P. thivervalensis N7, P.
migulae D67 tivedel. Margatavalt hiljem tekkisied esimesed papillid P. mendocina PCL1 ja P.
guinea 2C3 tiivedel, kus esimeste papillide teket vdis naha alles 5-ndal paeval. Uldiselt muutus
seitsmendaks paevaks papillide loendamine keeruliseks pea kdikide tlivede puhul (va P. mendocina

PC1 ja P. guinea 2C) testststeemi lekkimise tottu.

Katsetulemustest oli ndha, et testslisteemi kasutamiseks teistes pseudomonaadides peaks iga

bakteriliigi jaoks katsetingimusi optimeerima. Naiteks varieerima voib-olla nii sfodet kui
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sahharoosi kontsentratsiooni so6tmes vOi paika panema papillide vaatlemiseks sobiva
inkubeerimisperioodi pikkuse. Sellegi poolest sai katse eesmark taidetud, kuna tOestasime é&ra
koikide testertlivede papillide tekke ning dnnestus néidata lac-Isc rakendatavust mutatsioonide

jalgimiseks perekond Pseudomonas levaani mitte-tootvates liikides (tabel 1).

Tabel 1. Pseudomonas lac-Isc testsertiivede (papilliga) kolooniate vdrdlus algsete tivede (ilma

papillita) vastu

Pseudomonas’e tuvi Ilma papillita looduslik tivi Papilliga testertivi

P. aeruginosa D10

P. stutzeri 2C63

P. mendocina PC1

P. migulae D67

P. guinea 2C3
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P. anguilliseptica 2Bnah2

P. corrugata DSM 7228

P. thivervalensis N7

2.3.5. Levaanipapilli teket viimaldavate mutantide sageduse vordlus P.
thivervalensis N7 ja P. putida PawWa85 lac-Isc testetertiivedel

Eelnevalt on meie t6édgrupis lacl mutatsioonide tulemusel tekkivate levaanipapillide sagedust
kirjeldatud P. putida Paw85 rakkudes (Tagel jt., 2016). Seetdttu otsustasin vdrrelda (he
Pseudomonas e testertiive papilli tekkesagedust P. putida Paw85 lac-Isc testertiivega. Vordluseks
valisin vélja antud t66s konstrueeritud P. thivervalensis N7 lac-Isc testertlive, mille levaanipapillid
olid teiste testertlivedega vorreldes kbige paremini margatavad ning seega oli nende tekkimist 6

inkubatsiooni paeva jooksul lihtne jalgida.

Teostasin kolm sdltumatut katset ning iga kord jalgisin P. thivervalensis N7 ja P. putida Paw85
lac-Isc testertiivede kolooniatel papillide moodustumist 6 paeva valtel. Olenevalt kolooniate arvust
tassil jaotasin loendused kahte gruppi: tassid, kus oli 150-300 kolooniat ning tassid, kus oli 300-
500 kolooniat. Kolooniate arvu p6hjal jaotamine on oluline, sest mida véhem kolooniaid tassil,
seda suuremaks saavad kolooniad kasvada ning selle tttu on ka papillide teket parem mérgata.
Selle tulemusel saab véhemate kolooniatega tassidel loendada kokku rohkem papille kui rohkemate
kolooniatega tassidel, mida on naha ka katsetes (joonis 8 ja joonis 9). Samuti mangib papillide
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loendamisel rolli testsiisteemi lekkimine, kus nii nagu P. putida Paw85 lac-Isc puhul, taheldasin
ka P. thivervalensis N7 lac-Isc kolooniate levaanisemaks muutumist pérast 6 inkubatsiooni péeva,
mille tulemusel papillide loendamine muutus raskeks. Igal katsepéeval méarkisin kolooniad, millele
oli tekkinud levaanipapill ning katse I6pus arvutasin protsendi kui mitu kolooniat oli moodustanud
papilli (joonis 8 ja joonis 9). Joonistel 8 ja 9 esitatud tulemustest on naha, et séltumatult kolooniate
arvust tassil, on papilliga kolooniate protsent P. thivervalensis N7 lac-Isc testertiives vorreldav P.
putida Paw85 lac-Isc testertiivega. 150-300 kolooniaga tassidel moodustas 10% P. thivervalensis
N7 lac-Isc-e kolooniatest ning 8,5 % P. putida PaW85 lac-Isc kolooniatest papilli (joonis 8). Ka
tihedamatel tassidel (tassil 300-500 kolooniat) moodustasid mdlemad bakteritived vérreldava
hulga papille, mdlemal juhul 6,5% kolooniatest (joonis 9). Sellest vordlusest vdib jareldada, et P.
thivervalensis N7 lac-Isc tivel on Lacl-d inaktiveerinud mutatsioonide saegdus vorreldav P. putida

PaW8b5 lac-Isc testertiivega.

Papillide teke 150-300 koloonia juures
14.00

12.00

8.00 I

6.00

=
o
o
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Papillide arv (%)

= —
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-
0.00 =
Paev 2 Paev 3 Paev 4 Paev 5 Paev 6

P. thivervalensis N7 lac-Isc P. putida PaW85 lac-Isc

Joonis 8. Papillide tekke protsentuaalne arv 6 péeva jooksul P. thivervalensis N7 lac-Isc ja P.
putida Paw85 lac-Isc testertiivedel. Tulemused saadud kolme sdltumatu katse pdhjal.
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Papillide teke 300-500 koloonia juures
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Joonis 9. Papillide tekke protsentuaalne arv 6 paeva jooksul P. thivervalensis N7 lac-Isc ja P.

putida Paw85 lac-Isc testertivedel. Tulemused saadud kolme sdltumatu katse pdhjal.
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Kokkuvote

Mutatsioonid on evolutsiooni edasiviivaks jouks. Mutatsioonid vdivad tekkida nii erinevate
rakuvéliste voi raku elutegevuse kaigus tekkinud DNA-d kahjustavate mutageenide toimel kui ka
replikatsioonivigade parandamata jatmisest. Suur osa mutatsioone on kahjulikud ja mdnikord isegi
uksainus mutatsioon vdib olla rakule letaalne. Samas ei pruugi mutatsioonid alati kahjulikud olla
ning voivad hoopis teatud tingimustel kasulikuks osutuda. Mutatsioonimehhanismide paremaks
mdistmiseks on mikroorganismidele loodud arvukalt meetodeid, mis aitavad mutatsioone ja

mutatsioonisagedust uurida kaudselt.

Meie laboris uuritakse mutatsioonide tekkemehhanisme bakteris Pseudomonas putida PaW85.
Hiljuti konstrueeriti uudne levaanipapillide tekkel pdhinev lac-Isc testslisteem, mis vfimaldab
bakterikoloonia erinevatel kasvuetappidel jalgida mutatsioonide tekkimist ning mille abil saab
otsida uusi mutatsioonisagedust mdjutavaid geene. Selle teststisteemi kasutatavust on hetkel
naidatud ainult laboritiives P. putida PaW85 ning sellest lahtuvalt tekkis kiisimus, et kas vastavat
testsusteemi on vdimalik kasutada ka teistes Pseudomonas’e liikides. T66 eesmérgi saavutamiseks
valiti katsetesse looduslike ja laboratoorsete mikroobitiivede kollektsioonist CELMS erinevad

pseudomonaadid ning viidi nende genoomi lac-Isc testsusteem.
T60 tulemused voib kokku votta jargnevalt:

1. Bakteriperekond Pseudomonas kaheksast erinevast liigist konstrueerisin lac-Isc testertiived

2. Naitasin &ra lac-Isc testsiisteemi rakendatavuse perekond Pseudomonas erinevat liiki
testertiivedel

3. P. putida Paw85 lac-Isc ja P. thivervalensis N7 lac-Isc testertiivedel on papillide

tekkesagedus omavahel varreldav
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The use of a novel papillation assay in Pseudomonas bacteria

Gabriel Agur

Summary

Mutations are the driving force of evolution. Mutations can occur in many different ways, for
example by exposure to mutagenic chemicals or radioactive rays or just due to errors in DNA
synthesis. These changes in genetic material can create a wide genetic variation but mutations can
also be very destructive. Even a single mutation can lead to fatal consequences. To counteract these

problems organisms use different DNA repair mechanisms to maintain their genetic integrity.

Many assays have been developed for bacteria to understand their mutational pathways, to evaluate
their mutation frequencies and to discover new genes that are associated with rises in mutation
frequencies. For a long time, Escherichia coli has been the dominant microorganism in laboratory
studies. Because of this, most of the assays have been developed for this species. But not all E. coli

assays are applicable in other bacterial species.

In our laboratory, a new papillation assay has been developed to study mutational pathways in
Pseudomonas family. Until now, the use of this papillation assay has been only proven in P. putida
PaW 85 laboratory strain. This assay has allowed to test mutation frequency and find new genes
connected to rises in mutation frequency in respective P. putida strain by producing extracellular
polymer levan and forming papillae on the surface of their colonies (Tagel jt., 2016). Since
Pseudomonas family has a very wide economic distribution, we wanted to see if this assay can be

used in other naturally occurring Pseudomonas bacteria as well.

To accomplish this goal | tested the use of this assay in 13 different Pseudomonas family strains

and the results of this study can be summarized as follows:

e | managed to construct 8 lac-Isc Pseudomonas tester strains
e | showed that this assay can be used in other Pseudomonas family tester strains
e The formation of papillae in P. putida PaW85 lac-Isc and P. thivervalensis N7 lac-Isc tester

strains are comparable
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LISAD

Lisa 1. To0s kasutatud bakterid ja plasmiidid

Bakteritivi

Iseloomustus

Allikas

Pseudomonas’e

kollektsioonist

tived CELMS-i

CELMS-inr.

P. stutzeri 2A20

Eraldatud L&&nemere pinnaveest, Tallinna

lahest

CELMS EEUT 2A20

P. stutzeri 2C63

Eraldatud La&nemere pinnaveest, Narva

lahest

CELMS EEUT 2C63

2C63 lac-Isc P. stutzeri 2C63 lacl-Pc-Isc-3lacZ (Gm") Ké&esolev t60
geenikassetti sisaldav tivi
P. mendocina Eraldatud Kohtla jarvest CELMS EEUT PC1
PC1
PC1 lac-Isc P. mendocina PC1 lacl-Ptac-Isc-3lacZ (Gm") Ké&esolev t60
geenikassetti sisaldav tiivi
P. mendocina Eraldatud Kohtla-Jarve pdlevkivi tahkete CELMS EEUT PC5
PC5 jadtmete prigila heitvee kanalist
P. pseudo- Eraldatud L&anemere pinnaveest, Narva CELMS EEUT C70

alcaligenes C70

lahest

P. migulae D67

Eraldatud L&&nemere pinnaveest, Riia lahest

CELMS EEUT D67
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D67 lac-Isc P. migulae D67 lacl-Piac-Isc-3lacZ (Gm") Ké&esolev t60
geenikassetti sisaldav tiivi
P. guinae 2C3 Eraldatud L&&nemere pinnaveest, Narva CELMS EEUT 2C3
lahest
2C3 lac-Isc P. guinae 2C3 lacl-Ptac-Isc-3lacZ (Gm") Kaesolev t6o

geenikassetti sisaldav tiivi

P. anguilliseptica
2Bnah2

Eraldatud La&nemere pinnaveest, Soome

lahest

CELMS EEUT 2Bnah2

2Bnah2 lac-Isc

P. anguilliseptica 2Bnah2 lacl-Ptac-Isc-3lacZ

(Gm") geenikassetti sisaldav tuvi

Kéesolev t60

P. corrugata
DSM 7228

Parit DSMZ mikroobikollektsioonist.

Isoleeritud Lycopersicon esculentum ’is¢

EEUT 7228

DSM7228 lac-Isc

P. corrugata DSM-7228 lacl-Ptac-Isc-3lacZ

(Gm") geenikassetti sisaldav tuvi

Kéesolev t60

P. fluorescens
PC24

Eraldatud Kohtla-Jéarve pdlevkivi tahkete

jadtmete prigila heitvee kanalist

CELMS EEUT PC24

P. putida PC39

Eraldatud Purtse joest

CELMS EEUT PC39

P. thivervalensis
N7

Eraldatud mullapinnasest

CELMS EEUT N7
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N7 lac-Isc

P. thivervalensis N7 lacl-Ptac-Isc-3lacZ (Gm")
geenikassetti sisaldav tiivi

Kéesolev t60

P. aeruginosa

Eraldatud L&&nemere pinnaveest, Riia lahest

CELMS EEUT D10

D10
D10 lac-Isc P. aeruginosa D10 lacl-Ptac-Isc-3lacZ (Gm") Kaesolev t6o
geenikassetti sisaldav tiivi
Pseudomonas
P. syringae P. syringae pv. Tomato DC 3000 (Visnapuu jt., 2008)

P. putida Paw85

Algne tivi, isogeenne téielikultsekveneeritud
P. putida KT2440 tivega

(Bayley jt., 1977)

Paws85 lac-Isc

P. putida Paw85 lacl-Ptc-Isc-3lacZ (Gm")
geenikassetti sisaldav tiivi

(Tagel jt., 2016)

Escherichia coli

E. coli CC118\pir

A(ara-leu) araD AlacX74 galE galK phoA20 thi-1
rspE rpo B argE (Apm)

(De Lorenzo jt., 1990)

E. coli HB101

subE44 subF58 hsdS3 (rB-mB-)
recA13proA2 lacY'1 galK2 rsp20 xyl-5 mtl -1

(Boyer ja Roulland-
dussoix, 1969)

Plasmiid
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pBKTn7Gm/lsc- pBK-miniTn7- QGm, mini-Tn7 (Ap’, Gm") (Tagel jt., 2016)
3lacz inverteeritud jarjestuste vahel paikneb lacl-
Ptac-Isc-3lacZ geenikassett
pUX-BF13 Tn7 transposaasi valke kodeeriv (Bao jt., 1991)
helperplasmiid (Ap")
pRK2013 Konjugatsiooni soodustav helperplasmiid (Figurski ja Helinski,

(Km’)

1979)
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