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INFOLEHT

Kromosomaalsete toksiin-antitoksiin siisteemide ja profaagide moju Pseudomonas
putida faagiresistentsusele

Kromosomaalseid toksiin-antitoksiin siisteeme ja profaage peetakse bakteri
faagikaitsemehhanismideks. Profaagid kaitsevad bakterit endasarnaste faagide eest, kuid
toksiin-antitoksiin siisteemide roll faagiresistentsuses pole veel selge. Sellest ldhtuvalt oli
kiesoleva to6 eesmérgiks vilja selgitada, kas kromosomaalsetel toksiin-antitoksiin
sisteemidel ja profaagidel on mdju Pseudomonas putida faagiresistentsusele. Tulemused
nditasid: (1) profaagid suurendavad P. putida faagiresistentsust Vinda F1, Vinda F2, Erra S1
ja Erra M1 faagidega nakatamisel; (2) P. putida kromosomaalsed toksiin-antitoksiin
stisteemid pole faaginakkuse korral kasulikud, vaid pigem kulukad (Erra M1) véi ei avalda

faaginakkuse korral mingit moju (Vidnda F1, Vinda F2, Erra S1, Erra jogi, Emajogi).

Mirksonad: Pseudomonas putida, toksiin-antitoksiin siisteem, profaag, faagiresistentsus

CERCS kood: B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, miikoloogia

The role of chromosomal toxin-antitoxin systems and prophages in phage resistance of
Pseudomonas putida

It has been supposed that chromosomal toxin-antitoxin systems and prophages are phage
protection mechanisms of bacteria. Prophages protect bacteria from similar phages, but the
role of toxin-antitoxin systems in phage resistance is unclear. Based on this, the study aimed
to determine if chromosomal toxin-antitoxin systems and prophages have an imapct on phage
resistance of Pseudomonas putida. The results revealed: (1) prophages increase phage
resistance of P. putida against phages Vinda F1, Vinda F2, Erra S1 and Erra M1; (2)
chromosomal toxin-antitoxin systems are not beneficial for P. putida under condition of
phage infection, rather they are costly (Erra M1) or do not have any impact on phage

resistance (Vinda F1, Vinda F2, Erra S1, Erra jogi, Emajogi).

Key words: Pseudomonas putida, toxin-antitoxin system, prophage, phage resistancy
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KASUTATUD LUHENDID

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

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

Cipro - tsiprofloksatsiin (ingl. k. ciprofloxacin)

CRISPR - rithmitatud korrapéraste vahedega lithikesed palindroomsed kordusjérjestused
(ingl. k. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)

crRNA - CRISPR-RNA (ingl. k. CRISPR-RNA)

LB - liisogeenne sdode (ingl. k. lysogeny broth)

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

MT - metiiiiltransferaas (ingl. k. methyltransferase)

OMV - vilismembraani vesiikulid (ingl. k. outer membrane vesicles)

PFU - faagilaike moodustav tihik (ingl. k. plaque-forming unit)

Pgl - faagi paljunemist pidurdav (ingl. k. phage growth limitation)

PSK - segregatsioonijidrgne tapmine (ingl. k. post-segregational killing)

RE - restriktaas (ingl. k. restriction endonuclease)

RGN - RNA-juhitud nukleaas (ingl. k. RNA-guided nucleases)

RM-siisteem - restriktsiooni-modifikatsiooni siisteem (ingl. k. restriction-modification
system)

rpm - podret minutis (ingl. k. revolutions per minute)

Sie siisteem - superinfektsiooni vilistamise siisteem (ingl. k. superinfection exclusion system)
TA - toksiin-antitoksiin (ingl. k. toxin-antitoxin)

wt - metsiktiivi (ingl. k. wild-type)



SISSEJUHATUS

Bakterid peavad hakkama saama bakteriofaagide pohjustatud survega ning selleks on neil
evolutsioonis vilja arenenud immuunmehhanismid. Faagide maailm on mitmekesine ja sellest
johtuvalt on bakteritel palju eri mehhanisme, mis neid faagide eest kaitsevad (R. Dy et al.,
2014; Hampton et al., 2020). Uheks selliseks mehhanismiks on bakteri genoomis leiduvad
profaagid, mis kaitsevad bakterit uute nakkuste eest profaagile sarnaste faagidega. Viimased
uuringud viitavad, et ka bakterite genoomides laialt levinud toksiin-antitoksiin siisteemid

voivad osaleda faagivastases kaitses (LeRoux & Laub, 2022).

Alates esimese toksiin-antitoksiin lookuse leidmisest plasmiidist teatakse, et itheks TA-
siisteemide funktsiooniks on plasmiidi sdilitamine rakus (LeRoux & Laub, 2022). Toksiin-
antitoksiin siisteemid koosnevad rakule kahjulikust toksiinist ja toksiini inhibeerivast
antitoksiinist, kusjuures antitoksiin on tavaliselt labiilsem kui toksiin. Kui raku jagunemisel
peaks juhtuma, et moni tiitarrakk ei saa plasmiidi, siis selline rakk konkureeritakse
populatsioonist vilja, sest antitoksiini kontrolli alt véljunud toksiin inhibeerib bakteri kasvu
(Gerdes et al., 1986; LeRoux & Laub, 2022). Kromosomaalsete TA-siisteemide funktsiooni
kohta nii iihest seisukohta siiani ei ole. On pakutud, et nad vdiks olla olulised bakterile
stressitingimustes hakkama saamiseks (LeRoux & Laub, 2022), kuid samas on néidatud, et
kromosomaalsete TA-siisteemide eemaldamisel pole mingit mdju bakteri kohasusele voi
nende olemasolu on bakterile hoopis kulukas (Goormaghtigh et al., 2018; Rosendahl et al.,

2020).

Profaagid on bakteri genoomi integreerunud faagid, mis annavad bakterile mitmeid kasulikke
funktsioone, suurendades seelidbi nende kohasust. Profaagide stabiilseks piisimiseks peremehe
genoomis on nende enamike geenide, eelkdige liiiitiliste geenide, ekspressioon maha surutud
(Owen et al., 2020). Samas on profaagides leitud regioone vOi geene, mis vdivad kodeerida
peremeesrakule kaitsesiisteeme faagide vastu, takistades niiteks faagi DNA rakku sisenemist

voOi faagi kinnitumist pinnavalguga (Cumby, Davidson, et al., 2012).

Pseudomonas putida genoomist on leitud kuni 15 kromosomaalset TA operoni (Xie et al.,
2018) ja 4 genoomset profaagi (Martinez-Garcia et al., 2015). Kédesoleva t60 praktilise osa
eesmirgiks oli selgitada, kas kromosomaalsetel toksiin-antitoksiin siisteemidel ja profaagidel

on mdju P. putida faagiresistentsusele.



1 KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Bakterite kaitsemehhanismid faagide vastu

Bakteriofaagid on kdige levinumad bioloogilised eluvormid Maal (R. Dy et al., 2014),
hinnanguliselt on neid biosfiris 10°! ehk 10 korda rohkem kui baktereid (Fortier &
Sekulovic, 2013). Seetdttu on bakterid faagide tdttu suure evolutsioonilise surve all ning et
sellega toime tulla on bakteritel vilja kujunenud palju erinevaid, nii kaasasiindinud kui ka
omandatud, faagiresistentsusmehhanisme. Faagid omakorda kasutavad mitmesuguseid

strateegiaid, et voidelda bakterite kaitsemehhanismide vastu (Hampton et al., 2020).

1.1.1 Faagi rakupinnale Kinnitumise ja rakku sisenemise inhibeerimine

Bakteri nakatamiseks peavad faagid esmalt kinnituma rakupinnale, kus nad seonduvad
mingite kindlate molekulidega — retseptoritega (R. Dy et al., 2014; Hampton et al., 2020).
Bakteriofaagi retseptoritena voivad toimida nii membraani poliisahhariidid (Rakhuba er al.,
2010), tethhuhapped (Nordstrom & Forsgren, 1974), lipopoliisahhariidid ja valgud, kui ka
struktuursed elemendid nagu piilid ja viburid. Adsorptsiooni takistamiseks voivad bakterid
rakupinna modifitseerimise teel retseptoreid muuta voi maskeerida (R. Dy et al., 2014;
Hampton et al., 2020). Niiteks kasutab Vibrio cholerae faag ICP2 rakupinnale kinnitumiseks
vilismembraani poriini OmpU-d ning ompU mutatsioonid annavad bakterile faagi suhtes

resistentsuse (Seed et al., 2014).

Faagi seondumise inhibeerimiseks vOib bakter toota ka faagiga konkureerivaid retseptori
inhibiitoreid ning varjestada retseptoreid ekstratsellulaarse maatriksi komponentidega (R. Dy
et al., 2014). Faagid ise kodeerivad samuti adsorptsiooni mojutavaid geene. Selline nédide on
E. coli ®V10 faag, mille atsetiililtransferaas Oac modifitseerib bakteri O157 antigeeni, mis on
ihtlasi ka faagiretseptor. ®V 10 on vdimeline nakatama E. coli tiivesid, millel on muutmata
O157 antigeen. Seega blokeerib ®V10 Oac valk O157 antigeeni atsetiitilimise kaudu
retseptori dratundmist, kaitstes sellega bakterit superinfektsiooni eest (Perry et al., 2009).
Lisaks on leitud, et faagi adsorptsiooni mgjutab ka retseptorite asukoht, kogus ja tihedus raku

pinnal (Rakhuba et al., 2010).

Gramnegatiivsed bakterid toodavad vilismembraani vesiikuleid (OMV), mis aitavad kaitsta

baktereid vilismembraani mojutavate stressitegurite eest. Leiti, et OMV-d aitavad kaitsta E.



coli’t T4 faagi eest. OMV-de lisamisel faagiga nakatatud bakterikultuuridesse tiheldati
faagipopulatsiooni vihenemist, kuna OMV-d sidusid T4 faage ja kaitsesid seega bakterit
infektsiooni eest (Manning & Kuehn, 2011).

Bakteritel on leitud ka superinfektsiooni vilistamise siisteeme (Sie siisteemid), mis takistavad
faagi DNA rakku sisenemist. Neid valke kodeerivaid geene leidub tihti profaagides ja on
leitud, et nad takistavad bakteri nakatumist endasarnaste faagidega. Niiteks peatavad kolifaag
T4 Sie valgud Imm ja Sp teiste T4-sarnaste faagide DNA translokatsiooni (Labrie et al.,
2010). Imm valk inhibeerib DNA iilekandumist tsiitoplasmasse ja Sp inhibeerib T4
liisotsiitimi aktiivsust, mis takistab peremeesraku peptidogliikaani lagunemist (Lu & Henning,

1994).

1.1.2 Faasivariatsioon

Faasivariatsioon ehk faasivahetus on protsess, kus pidevalt muutuvas keskkonnas ldbivad
bakterid sagedasi ja podrduvaid fenotiiiibilisi muutusi. Muutused tulenevad
rekombinatsioonilistest timberkorraldustest voi podrduvast metiileerimisest spetsiifilistes
lookustes, mis pohjustab nende lookuste geenide ekspressiooni sisse- voi viljaliilitumise
(Hallet, 2001). Faasivariatsioon holmab endas stohhastilisi muutusi pinnal eksponeeritud
molekulide ja struktuuride nagu lipopoliisahhariidide, piilide, vibur, biosiinteesis, mille
tulemusena muutub bakteripopulatsioon nende tunnuste suhtes heterogeenseks. Uldiselt
tdhendab see poorduvat liilitust (ingl. k. on-off) kahe ekspressioonifaasi vahel, mille tulemiks
on iihe vdi mitme valgu ekspressioonitaseme erinevus iiksikute rakkude vahel populatsioonis.
Klassikalisest geeniregulatsioonist erineb faasivariatsioon selle poolest, et ekspressioonifaas
parandub edasi ka tiitarrakkudele, jaddes seejuures polvkondade vahel poorduvaks.
Faasivahetuse sagedust on raske hinnata, kuna liilitussageduste miidramiseks kasutatakse
erinevaid meetodeid ning faasivahetust voivad mojutada kasvutingimused. Siiski on
faasivahetus suhteliselt sage ja voib toimuda sagedusega 1 liilitus 10° raku kohta iihes

polvkonnas (Woude & Biumler, 2004).

Faasivariatsioon osaleb ka faagivastases kaitses. Niiteks on Streptomyces coelicolor A3(2)-1
leitud faasivahetust kasutav faagiresistentsusmehhanism, mida kutsutakse faagi paljunemist
pidurdavaks (Pgl — phage growth limitation) siisteemiks (Chinenova et al., 1982). Pgl
koosneb neljast geenist: pglW, pglX, pglY ja pglZ. PglX on DNA metiiiiltransferaas, mis on



funktsionaalse PglY puudumisel toksiline, PglY on ATPaas ning PgIW proteiinkinaas
(Hoskisson et al., 2015). S. coelicolor’i Pgl” fenotiiiibiga bakterid modifitseerivad neid
nakatavat moddukat faagi ®C31 nii, et faag on vdimeline kiill bakterit nakatama, kuid
esimese infektsioonitsiikli jdrel vabanevad faagid on jargmises infektsioonitsiiklis tugevalt
norgenenud (Chinenova et al., 1982). Arvatakse, et esmasel infektsioonil tekkinud faagi
jirglased on modifitseeritud nii, et Pgl” tiive teistkordsel nakatamisel on infektsioon héiritud,
kuid Pgl tiive nakatavad modifitseeritud faagid normaalselt (Hoskisson et al., 2015).
Arvatakse, et Pgl faasivariatsiooni vdib pohjustada DNA metiiiiltransferaasi geenis pglX
leiduva G-rikka jéirjestuse (PolyGs) lithenemine vOi pikenemine (Sumby & Smith, 2003).
Hiipoteetiliselt tdidab pglX DNA-d modifitseeriva komponendi rolli Pgl siisteemis (Sumby &
Smith, 2002). Pgl" tiivel esineb 8-nukleotiidi pikkune G-jirjestus ning Pgl” tiivel 7- vdi 9-
nukleotiidine jirjestus. G-rikka jédrjestuse pikkuse varieerumine tuleneb tdendoliselt DNA
poliimeraasi libisemisest ja ahela valesti paardumisest DNA replikatsiooni ajal (Sumby &

Smith, 2003).

1.1.3 Restriktsiooni-modifikatsioonisiisteemid

Kdige paremini iseloomustatud faagiresistentsuse mehhanism bakterites on restriktsiooni-
modifikatsioonisiisteemid (RM-siisteemid), mis toimivad kui bakteri immuunsiisteemid ning
hivitavad rakku sisenenud voor-DNA (Bertani & Weigle, 1953; Pingoud et al., 2014).
Tavaliselt kuuluvad restriktsiooni-modifikatsiooni siisteemidesse kaks ensiiiimi: restriktsiooni
endonukleaas ehk restriktaas (RE) ja metiiiiltransferaas (MT). RE funktsiooniks on &ra tunda
ja loigata spetsiifilist DNA jirjestust ning MT metiiiilib dratundmisjérjestuses adeniini voi

tsiitosiini, kaitstes bakteri DNAJ restriktaaside lagundamise eest (Pingoud & Jeltsch, 2001).

Restriktaase on neli pohitiitipi (I, II, III, I'V tiiiip) ning nad vajavad toimimiseks tihti
kofaktorina kahevalentset metalliiooni nagu niiteks Mg2+ (Loenen et al., 2014). 1I tiitipi
restriktaasid tunnevad ira tavaliselt lithikesed palindroomsed, 4-8 aluspaari pikad, jarjestused.
11 tiiiipi restriktaasid 16ikavad DNA’d Mg”* juuresolekul, kas dratundmisjirjestuse sees voi

selle ldheduses (Pingoud & Jeltsch, 2001).

Kui bakterirakku sisenenud faagi DNA ei ole metiileeritud, siis bakteri RM-siisteem tunneb
selle dra kui voor-DNA ning restriktaas lagundab selle, et viltida faagi liiiitilisse tsiiklisse

minemist. Samas voivad bakteri metiilaasid ka rakku sisenenud faagi DNA’d metiileerida, mis
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soodustab faagi liititilisse tsiiklisse minemist, kuna faagi DNA ei ole enam restriktaasile
dratuntav. Metiileeritud genoomiga faagid on tundetud sarnaste restriktsiooniensiitimide
suhtes ka jargmistes infektsioonitsiiklites, kui vabanenud virionid nakatavad sama RM-
siisteemiga naaberrakke. Samas pole metiileeritud DNA’ga faag kaitstud siis, kui ta nakatab
mingi teistsuguse RM-siisteemiga bakterit. Sellisel juhul kaob tolerantsus ka algse RM-
slisteemi suhtes, mille poolt faagi DNA varasemalt metiileeritud oli, kuna moodustuvad uued

virionid jadvad metiileerimata (Labrie et al., 2010).

Uheks RM-siisteemi sarnaseks faagikaitsemehhanismiks Streptomyces coelicolor’is on faagi
®C31 paljunemist pidurdav siisteem Pgl (vt ka eelmist peatiikki). See on ebatiitipiline RM-
siisteem, mis sarnaneb olemuselt ka toksiin-antitoksiin siisteemile (vt ka peatiikki 1.7), kus
PglX metiiiiltransferaas on bakterile toksiline ja PglZ toimib antitoksiinina. Faagid, mis
nakatavad Pgl” baktereid, metiileeritakse rakkudes ning virionid vabanevad (Joonis 1). Kui
modifitseeritud DNA-ga faagid nakatavad naaberrakke, siis nende faagide DNA
lagundatakse. Arvatakse, et Pgl* raku nakatumisel metiileeritud ®C31 faagiga edastab PgIW
signaali teistele Pgl valkudele, mille tulemusena moodustub Pgl valkudest restriktsiooniline
kompleks, mis lagundab metiileeritud genoomiga faagi DNA. Seega surevad faaginakkuse
tottu vaid need bakterid, keda nakatavad Streptomyces coelicolor’i RM-siisteemi poolt
metiileerimata faagid. Esmasel nakatumisel metiileeritakse faagid, mille kédigus nakatatud

bakter sureb, kuid edaspidi on bakteripopulatsioon selle faagi eest kaitstud (Hoskisson et al.,

2015).
Infektsmon ff H
Virionide
Virionide
vabanemine Uﬂ Infektsioon
vabanemine
l IIInfektsmon
Infektsioon

blokeerltud

Joonis 1. Pgl siisteemi toimimise mehhanism. S. coelicolor Pgl+ rakud on joonisel kujutatud
tumehalli taustaga ja jamedate déristega, Pgl- rakk on helehalli taustaga ja peenemate ddristega.
Mustad faagid on modifitseeritud ja valged on modifitseerimata faagid (Sumby & Smith, 2002,
kohandatud).
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1.1.4 CRIPSR-Cas adaptiivne immuunsus

CRISPR-Cas siisteemid sisaldavad endas korrapiraste vahedega lithikeste palindroomsete
kordusjérjestuste klastreid ja CRISPR-iga seotud cas geene, mis sarnaselt RM-siisteemidele
lagundavad jirjestusspetsiifiliselt faagide DNA-d. CRISPR-Cas salvestab varasemad
kokkupuuted faagidega ning loob bakterile adaptiivse immuunsuse edaspidiste nakkuste

suhtes (Barrangou et al., 2007; Hynes et al., 2014; Strotskaya et al., 2017).

CRISPR Kklastri korval asuvad Cas valke kodeerivad geenid, mis osalevad faagivastase
immuunsuse tekke kolmes faasis: kohanemine, CRISPR RNA (crRNA) biogenees ja
interferents. Kohanemine on protsess, mille kidigus integreeritakse voor-DNA liithikesi
jarjestusi CRISPR Kklastritesse, mis tagab teistkordsel faagiga nakatumisel kaitse (Hille et al.,
2018). CRISPR Kklastritesse integreeritakse nn spacer’id, mis on homoloogsed faagi
protospacer’iga (Strotskaya et al., 2017). Seega omavad CRISPR-Cas adaptiivsed
immuunsiisteemid milu varasematest infektsioonidest ning teistkordsel infektsioonil
kasutatakse RNA-juhitud nukleaase (RGN — RNA-guided nucleases) faagide
jarjestusspetsiifiliseks vaigistamiseks (Hille et al., 2018). Kuid on ka tulemusi, mis viitavad,
et kui CRISPR interferentsile tundlik liiiitiline faag nakatab rakku, siis tugevdatakse abortiivse
infektsiooni rada (vt jirgmist peatiikki), mis tapab raku ilma, et faagipartikleid vabaneks
(Strotskaya et al., 2017). Integreeritava osa valimise eest vastutab Cas1-Cas2 kompleks. Kui
sama viirus uuesti bakterit nakatab, siis transkribeeritakse CRISPR lookusest CRISPR RNA
prekursor (pre-crRNA), mida protsessitakse Cas-valkude vdi RNaaside poolt ja 10puks
saadakse kiipsed crRNA-d. Interferentsi faasis seonduvad crRNA-d komplementaarsuse
alusel voorale nukleiinhappele ning Cas nukleaasid lagundavad nukleiinhappe (Hille e? al.,
2018). CRISPR-Cas siisteemi voor-DNA hivitamise efektiivsus oleneb faagi elutsiiklist,

protospacer’i asukohast ja faagi nukleiinhappe seisukorrast (Strotskaya et al., 2017).

Streptococcus thermophilus’e 2. klassi kuuluv II-A tiiiipi siisteem oli esimene otsene tdend
sellele, et CRISPR-Cas tekitab bakteritele faagide vastu immuunsuse. 2. klassi kuuluvad II, V
ja VI tiitipi CRISPR-Cas siisteemid. V tiiiipi CRISPR-Cas siisteemide kohta teatakse, et see
osaleb Escherichia coli faagiresistentsuses. On leitud, et Leptotrichia shahii tiitip VI siisteemi
Cas13 on RNaas, mis lagundab faagi MS2 RNA, pakkudes bakterile resistentsust dsSDNA
faagide vastu (Hampton et al., 2020).
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1.1.5 Abi siisteemid ja bakteripopulatsiooni kaitsmine

Erinevalt eelnevalt mainitud bakterite faagiresistentsuse mehhanismidest, mis annavad
bakterile individuaalse resistentsuse, kaitsevad abortiivse infektsiooni siisteemid (Abi-
stisteemid) kogu bakteripopulatsiooni, mille hiivanguks 1dheb nakatunud bakter apoptoosi
enne, kui faag jouab kiipseda ja bakteri liitisida, véltides nii teiste bakterite nakatumist
(Lopatina et al., 2020). Abi siisteemi toimel katkeb faagi areng nakatunud rakus, mistottu
vabanevad rakust vihesed faagid voi ei vabane neid tildse (Hampton et al., 2020). Abi-
siisteemide roll on kaitsta bakteripopulatsiooni siis, kui bakteri esmased kaitsemehhanismid
pole suutnud infektsiooni peatada ja raku ellujdiimise tdendosus on juba madal (Lopatina et
al., 2020). Kui bakter on faagiga nakatunud, siis Abi-siisteemid inhibeerivad raku olulisi

metaboolseid protsesse (Dy et al., 2014).

Esimene avastatud Abi-siisteem oli E. coli profaag A kodeeritud RexAB. RexAB on
kahekomponentne siisteem, mis katkestab viiruse liiiitilise tsiikli. Arvatakse, et Rex valgud
lokaliseeruvad bakteri membraanis, mis viib rakumembraani depolariseerumiseni, mis
omakorda mojutab makromolekulide siinteesi, aktiivset transporti, ATP taset rakus ja viib
16puks raku surmani (Parma et al., 1992). Hiljuti nédidati, et Staphylococcus epidermis’e Abi-
siisteem sisaldab seriini/treoniini kinaasi Stk2, mis fosforiileerides bakteri elutegevuseks
vajalikke valke, nagu translatsiooni, transkriptsiooni, rakutsiikli kontrolli, metabolismi, DNA
topoloogia ja DNA parandamisega seotud valke, pohjustab nakatunud bakterite surma

(Depardieu et al., 2016).

1.1.6 Toksiin-antitoksiin siisteemide roll faagi resistentsuses

Toksiin-antitoksiin siisteem (TA-siisteem) koosneb toksiinist ja kotranskribeeritud
antitoksiinist (Hampton et al., 2020), mis neutraliseerib toksiini (Joonis 2) (Harms et al.,
2018). Toksiinide sihtmérkideks on bakterile elutdhtsad protsessid, mille hdirimine pdhjustab
raku kasvu pirssimist voi surma (Harms ez al., 2018), mis faaginakkuse korral vOib takistada
faagi levimist bakteripopulatsioonis (Hampton et al., 2020). Normaalsetes kasvutingimustes
parsivad antitoksiinid vastavaid toksiine, kuid stressitingimustes voib antitoksiinide
lagunemine suureneda ja nii saavad toksiinid raku eluks vajalikke protsesse, nagu
replikatsioonti ja translatsiooni, inhibeerida (Page & Peti, 2016). Praegu on geeniproduktide ja

toksiini ja antitoksiini omavaheliste interaktsioonide pohjal kirjeldatud kaheksat toksiin-
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antitoksiin siisteemi tiilipi, mida eristatakse vastavalt sellele, millise mehhanismi jirgi

antitoksiin toksiini neutraliseerib (Jurénas et al., 2022).

Tudp Il Tadp NI
Valguline antitoksiin RNA antitoksiin
seob toksiini seob toksiini

() ()
fnﬁﬁ—

Antitoksiini
kordused

Joonis 2. Tiiiip II ja tiiiip II toksiin-antitoksiin siisteemid. Tiiiip II TA-siisteem on enim levinud
mudel TA-siisteemidest, kus valguline antitoksiin (sinine) seondub toksiiniga (punane). Tiitip III TA-
siisteemi korral on antitoksiiniks RNA mis toksiiniga seondub (LeRoux & Laub, 2022, kohandatud).

Ligi nelikiimmend aastat tagasi avastati esimene toksiin-antitoksiin lookus ccd ning leiti, et
see TA-slisteem on oluline plasmiidi sdilitamisel rakus. Leiti, et kui rakkudes ldheb ccd
piirkonda sisaldav mini-F plasmiid kaotsi, siis on nende rakkude jagunemine inhibeeritud
(Ogura & Hiraga, 1983). Seda pdhjustab antitoksiini kontrolli alt vabanenud toksiin. Peaaegu
kolm aastat peale ccd piirkonda kandvate plasmiidide mdju avastamist rakkude paljunemisele,
leiti veel teine TA-sitisteemi lookus parB+ R1 plasmiidis. Leiti, et jagunenud rakud, mis ei
saanud endale parB+ plasmiidi surid. Seega tagas parB lookus R1 plasmiidi sisaldavate
rakkude eluvdime. Nende lookuste vahendatud plasmiidi stabiilsuse mehhanismi kutsuti
toona segregatsioonijiargseks tapmiseks (PSK — post-segregational killing) (Gerdes et al.,
1986). Toksiin-antitoksiin siisteemide lookuseid on leitud peale plasmiidide (Gerdes et al.,
1986; Ogura & Hiraga, 1983) ka faagides (Lehnherr et al., 1993) ja bakterite kromosoomides
(Gotfredsen & Gerdes, 1998) ning on viiteid, et nad vdivad osaleda bakterite ja faagide

omavahelises vOidurelvastumises.

TA-siisteemide rolli faagiresistentsuses on kirjeldatud vaid tiksikutes artiklites (Dy et al.,
2014; Fineran et al., 2009; Hazan & Engelberg-Kulka, 2004; Pecota & Wood, 1996). TA-

siisteemid omandatakse ja kaotatakse, nagu iildiselt omane bakterite immuunsiisteemidele,
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bakterite poolt evolutsiooni kdigus iisna kiiresti. Samuti on leitud, et TA-siisteemid on tihti ka
profaagide koosseisus ning on seotud ka bakteri immuunsaartega (LeRoux & Laub, 2022).
Pectobacterium atrosepticum’i 111 tiiiipi TA-siisteem ToxIN on esimene nédide faagivastasest
Abi siisteemist, mis funktsioneerib toksiin-antitoksiin mehhanismina ning seda on tidheldatud
ka teiste Abi siisteemide puhul (Fineran et al., 2009; Hampton et al., 2020). Tiiip III TA-
sisteemide korral on antitoksiiniks RNA. Kui T4 faag nakatab E. coli’t, siis inhibeerib ta
peremeesraku transkriptsiooni. See viib toksiini ToxN vabanemiseni, sest antitoksiin ToxI
laguneb. ToxN lagundab faagi transkriptid ja seeliibi ei saa moodustuda uusi virione.
Nakatatud bakter siiski sureb ka peale efektiivset faagide piiramist, kuna T4 faag aktiveerib

peremeesraku kromosoomi lagundamise (LeRoux & Laub, 2022).

1.1.7 Profaagide kodeeritud kaitsesiisteemid superinfektsiooni vastu

Profaagid on genoomi integreerunud faagielemendid, mis suurendavad bakteri kohasust,
andes neile kasulikke funktsioone (Owen et al., 2020). Profaagide genoomides on leitud
regioone vOi geene, mis vOivad kodeerida peremeesrakule kaitsesiisteeme faagide vastu. Tihti
asuvad need geenid profaagi geneetilistes elementides, mida nimetatakse ,,moron‘’iteks, mis
levivad faagide genoomide vahel horisontaalse geeniiilekande kaudu (Cumby, Davidson, et
al., 2012), millele vihjab suurem GC sisaldus vorreldes timbritsevate geenidega (Juhala et al.,
2000). Samuti on tdheldatud, et nende geneetilised jirjestused on tugevalt konserveerunud
(Cumby, Davidson, et al., 2012). Suur osa profaagide genoomist kodeerib valke virionide
moodustumiseks ja raku liiisimiseks. Stabiilseks eksisteerimiseks profaagi kujul on aga

enamike struktuursete geenide ekspressioon maha surutud ja ekspresseeruvad ainult need

geenid, mis on vajalikud liisogeneesiks (Owen et al., 2020).

Ule kahekiimne aasta tagasi leiti esimesed moron’id kui vorreldi E. coli faage HK97 ja
HKO022 (Juhala et al., 2000). Escherichia coli mddduka faagi HK97 saba morfogeneesi
piirkonnas leiti moron element, mis kodeerib gp15 valku, mis takistab faagi DNA sisenemist
tsiitoplasmasse ilma, et ta blokeeriks bakteri rakupinna retseptoreid. Autorid oletasid, et gp15
seondub bakteri sisemembraanile, kus ta takistab faagi DNA sisenemiseks vajaliku kanali
moodustamist. On ndidatud, et gp15 tagab E. coli’le resistentsuse faagide HK97 ja HK75
superinfektsiooni suhtes (Cumby, Edwards, et al., 2012).
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E. coli faagi HK022 Cor-valgud takistavad nakatumist selliste faagidega, mis vajavad
sisenemiseks vilismembraani valku FhuA. Cor-valgud inhibeerivad faagi seondumist FhuA-

le ning pirsivad FhuA transpordi aktiivsust (Uc-Mass et al., 2004).

1.2 Pseudomonas putida

Pseudomonas putida on gramnegatiivne pulkbakter, keda leidub nii mullas kui vees. P. putida
koloniseerib taimede risosfidri, kaitstes sellega taime patogeenide eest ning soodustades

taime kasvu.

1.2.1 Pseudomonas putida olulisus biotehnoloogias

Biotehnoloogias kasutatakse mikroorganisme kahjulike jadtmete korvaldamiseks ja
mitmesuguste biomolekulide tootmiseks. Uheks suure biotehnoloogilise potentsiaaliga
bakteriks on Pseudomonas putida (Puchatka et al., 2008), keda on viimaste aastakiimnete
jooksul palju uuritud ja hakatud kasutama laboratoorse ,,td6hobusena‘“ (Poblete-Castro et al.,
2012). Pseudomonas putida KT2440 ja temaga isogeense tiive PaW85 genoom on tédielikult
sekveneeritud (Puchatka et al., 2008; Rosendahl et al., 2020), mis annab véimaluse tema
metaboolsetest vorgustikest arusaamiseks ning uute tiivede konstrueerimiseks, mida oleks
voimalik kasutada praktilistel eesmirkidel (Martinez-Garcia et al., 2014; Martinez-Garcia &
de Lorenzo, 2019).

Pseudomonas putida on laboris hésti kultiveeritav ning on vélja kujunenud oluliseks
laboratoorseks bakteriks, kelle geneetiliseks manipuleerimiseks on aegade jooksul vilja
tootatud mitmesuguseid tohusaid tehnikaid. P. putida’t kasutatakse looduslike produktide
rekombinantses biosiinteesis. Samuti on ta kasutuses kemikaalide tootmises ja toksiliste ainete
lagundamises. Looduslike produktide ja kemikaalide biosiinteesil ning toksiliste tihendite
lagundamisel on P. putida’l eeliseid teiste laboris kultiveeritavate bakteritega, sest tal on
mitmekiilgne metabolism ja laialdased ensiimaatilised voimed. Samuti talub P. putida edukalt
erinevaid keskkonna- ja stressitingimusi, mis suurendab selle bakteri potentsiaali keskkonna-
ja toostuslikes rakendustes (Dos Santos et al., 2004; Loeschcke & Thies, 2015; Puchalka et
al., 2008).
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1.2.2 Pseudomonas putida genoomsed profaagid ja TA siisteemid

P. putida KT2440 (PaW85) genoomist on leitud neli profaagi, mis moodustavad 2,6% kogu
genoomist. Leiti, et P. putida genoomsete profaagide puudumine suurendab bakteri UV-
kiirguse taluvust ja ka tolerantsust DNA’d kahjustuvate antibiootikumide suhtes (Martinez-
Garcia et al., 2015). Seda, kas P. putida genoomsed profaagid voiksid osaleda bakteri
faagiresistentsuses, on vihe uuritud. Enamgi veel, kuigi P. putida KT2440 ja PaW85 on
laialdaselt kasutatavad mudelorganismid mitmesugustes uuringutes, ei ole nende bakterite
faagiresistentsust uuritud ja vaid moned esimesed neid nakatavad faagid on identifitseeritud
meie laboris. Enne minu t60 algust oli meie laboris isoleeritud kaks P. putida’t nakatavat
faagi: Pp_F1 ja Pp_F2. Mdlema faagi puhul leiti, et P. putida profaagid kaitsevad osaliselt
bakterit Pp_F1 ja Pp_F2 nakkuse eest (Kérgenberg, 2021).

P. putida genoomis on bioinformaatiliselt ennustatud kuni 15 kromosomaalset TA operoni
(Xie et al., 2018). Neist on eksperimentaalselt uuritud nelja: graTA (Ainelo et al., 2019;
Tamman et al., 2014), mgsRA (Sun et al., 2017), res-xre (Skjerning et al., 2019) ja mazEF
(Miyamoto et al., 2016). On arvatud, et kromosomaalsed TA-siisteemid osalevad bakteri
stressitaluvuses, kuid meie laboris konstrueeritud P. putida A13TA mutandiga tehtud katsed
nditasid, et kolmeteistkiimne TA-siisteemi operoni puudumine ei mdjuta bakteri
stressitolerantsust. P. putida algse tiive ja A13TA segakultuuriga tehtud konkurentsikatsed
niitasid, et kromosomaalsed TA-siisteemid on bakterile heades kasvutingimustes hoopis
kulukad, kuna A13TA tiivi sai vorreldes metsiktiivega bakterite segapopulatsioonis
konkurentsieelise (Rosendahl et al., 2020). Seda, kas P. putida kromosomaalsed TA-
stisteemid vOiksid osaleda bakteri faagiresistentsuses Rosendahl et al., (2020) artiklis ei

uuritud. Objektiivseks pohjuseks oli P. putida 't nakatavate faagide puudumine.
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2 EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 To6 eesmirgid

Kiesoleva uurimistoo peamiseks eesmérgiks oli testida hiipoteesi, et P. putida
kromosomaalsed toksiin-antitoksiin siisteemid ja profaagid osalevad bakteri
faagiresistentsuses. Selleks, et seda hiipoteesi testida, olid minu eesmérkideks:
1) Eraldada keskkonnaproovidest P. putita’t nakatavaid faage;
2) konstrueerida P. putida A4® ja A13TAA4® mitmikmutandid, milledest on
eemaldatud kdik 4 profaagi;
3) testida profaagide ja kromosomaalsete T A-siisteemide rolli P. putida

faagiresistentsuses.
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2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Kasutatud sootmed, faagid, bakteritiived ja plasmiidid

To0s kasutatud bakteritiived on toodud Tabelis 1. S66tmena kasutati LB (lysogeny broth)

soodet (1% triiptoon, 0,5% parmiekstrakt, 0,5% NaCl). Tardsootme saamiseks lisati

sootmesse agarit 15 g/l. Baktereid kasvatati temperatuuril 30°C (tiivede konstrueerimiskatsed)

voi 20°C (faagiga nakatamiskatsed). Vedelsootmes kasvatamisel aereeriti kultuure loksutil.

Tiivede selektsiooniks kasutati antibiootikume kanamiitsiin (50 pug/ml) ja bensiiiilpenitsilliin

(1500 pg/ml).

Faagiga nakatamisel lisati LB agarsodtmele ja LB vedelsootmele 0,03 ug/ml DNA

metabolismi stressi pohjustavat antibiootikumi tsiprofloksatsiini.

Tabel 1. Toos kasutatud P. putida tiived, faagid ja plasmiidid

Bakteritiivi Iseloomustus Viide allikale
Pseudomonas putida
PaW85 Metsiktiivi
AP1 PaW85 spontaanne Sirli Rosendahl
deletsioonimutant, millel puudub
profaag P1
A2D AP1, millest on eemaldatud Kiesolev t60
profaag P4
A3D A2®, millest on eemaldatud Kiesolev t60
profaag P3
A4 A3®D, millest on eemaldatud Kiesolev too
profaag P2
A13TA PaW85 mitmikdeletsioonimutant, | Rosendahl et al., 2020
millest on eemaldatud 13 TA
slisteemi
A13TAAP1 A13TA spontaanne Sirli Rosendahl
deletsioonimutant, millel puudub
profaag P1
A13TAA2D A13TAAP1, millest on eemaldatud | Kdesolev t60

profaag P4
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A13TAA3D A13TAA2®, millest on eemaldatud | Kédesolev t60
profaag P3
A13TAA4D A13TAA3®, millest on eemaldatud | Kédesolev t66
profaag P2
Plasmiidid
pEMG-P2 Plasmiid profaag P2 Martinez-Garcia et al., 2015
deleteerimiseks
pEMG-P3 Plasmiid profaag P3 Martinez-Garcia et al., 2015
deleteerimiseks
pEMG-P4 Plasmiid profaag P4 Martinez-Garcia et al., 2015
deleteerimiseks
pSW(I-Scel) Plasmiid Scel nukleaasi Wong ja Mekalanos, 2000
ekspreseerimiseks

2.2.2 Poliimeraasi ahelreaktsioon (PCR)

PCR-i matriitsina kasutati bakterirakke. Reaktsiooni mahuks oli 20 ul. Reaktsioonisegu

sisaldas lisaks matriitsile 1 x Taq puhvrit, 0,2 mM dNTP, 0,5 ithikut Tag DNA poliimeraasi ja

10 pmol molemat praimerit. Praimeritena kasutatud oligonukleotiidid on toodud Tabelis 2.
PCR-i reaktsioon koosnes 25 tsiiklist, mis sisaldas jargnevaid etappe:
1) 96 °C, 1 minut;
2) 55°C, 30 sekundit;
3) 72 °C, siinteesiaeg sOltus amplifitseeritava ala pikkusest arvestusega, et Taq
poliimeraas siinteesib 1000 nukleotiidi minutis.
Tsiiklitele eelnes 2-minutiline kuumutamine temperatuuril 96 °C. Peale 25 tsiiklit jirgnes 2-

minutiline lisasiintees temperatuuril 72 °C.

Tabel 2. Toos kasutatud praimerid

Nimetus Nukleotiidne jarjestus (5°-3’) Kus kasutati
graTees ATGTGACCGGAGCTTGCGA PCR profaag P4
deletsiooni
kontrollimiseks
1530R2 TAACCGAGAACAGGGGCTAC PCR profaag P4
deletsiooni
kontrollimiseks
TAdelBam TCGGGATCCTTGATGATCGTTTTGCGCT | PCR profaag P4
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deletsiooni
kontrollimiseks

5476lopp ATATCCTTCCCAGGCGTTCT PCR profaag P4
deletsiooni
kontrollimiseks

pp3848 ACACCAGCCAGCACCTTTC PCR profaag P1
deletsiooni
kontrollimiseks

3922-r ATCGTCAGTGCCCCATTCG PCR profaag P1
deletsiooni
kontrollimiseks

3901del_BamHI AAGGATCCTTACCTGGCGTTTAACGTAG | PCR profaag P1
deletsiooni
kontrollimiseks

3901del ACGGTGGTAGCGCTCCATTT PCR profaag P1
deletsiooni
kontrollimiseks

3025lopp CGTGTGGCGAGCAATATCG PCR profaag P2
deletsiooni
kontrollimiseks

3067sees GCAGCTTTCGCTTGAAGTTC PCR profaag P2
deletsiooni
kontrollimiseks

P2_3062Fw GAATCGCTCAAGTCGAATATC PCR profaag P2
deletsiooni
kontrollimiseks

P2 3062Rev CCAATCTTCTCCATCCAGTTC PCR profaag P2
deletsiooni
kontrollimiseks

PP 39 GGACGTGGTGAAATTGGTAG PCR profaag P3
deletsiooni
kontrollimiseks

2298alg TGCAATCATCGTGGTGTCCT PCR profaag P3
deletsiooni
kontrollimiseks

P3_2287Fw GGCTCATCAACAACGTAGAG PCR profaag P3
deletsiooni
kontrollimiseks

P3 2287Rev GGGTTGTATCGGTTCATCAG PCR profaag P3
deletsiooni
kontrollimiseks

2.2.3 Geelelektroforees

PCR-i produktide analiiisimiseks geelelektroforeesil kanti proovid 1%-lisele
etiiddiumbromiidi (0,33 pg/ml) sisaldavale agaroosgeelile 1 x TAE puhvris (50 mM Tris-
atsetaat; ImM EDTA pH 8,2). DNA fragmentide suuruse hindamiseks kasutati firma Thermo

Scientific markerit ZipRuler Express DNA Ladder.
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2.2.4 Bakterite elektroporeerimine

P. putida kompetentsete rakkude saamiseks kasvatati rakke ette tiled6 (16-24 h) LB
vedelsootmes temperatuuril 30°C. Bakterid tsentrifuugiti kokku 0,25-st ml iiled6 kultuurist (1
min, 14800 x g), rakke pesti 3 korda 300 mM sahharoosiga ning suspendeeriti ~50 pl 300

mM sahharoosis.

Rakkudele lisati 0,1-1 pg vees lahustatud plasmiidset DNA-d ning segu tdsteti
elektroporatsiooni kiivetti. Elektroporatsioon teostati BioRad-i elektroporaatoriga pingel 2500
V. Rakud pesti kiivetist vilja 1 ml LB vedelsootmega ning seejirel kasvatati rakke kuni 2,5

tundi temperatuuril 30°C. Pirast seda plaaditi rakud selektiivsootmele.

2.2.5 Deletsioonmutantide konstrueerimine

Deletsioonmutantide konstrueerimisel kasutati monede erinevustega Victor de Lorenzo
laboris vilja tootatud metoodikat (Martinez-Garcia & de Lorenzo, 2011). Vastavalt sellele
viidi profaagi deletsioonfragmente sisaldavad suitsiidplasmiidid P. putida AP1 ja A13TAAP1
tiivedesse, kus plasmiid ei replitseeru. Deletsioonmutantide konstrueerimiseks kasutatavad
plasmiidid on toodud Tabelis 1. Tdnu profaagi deletsioonfragmendi ja kromosoomi vahelisele
homoloogilisele rekombinatsioonile siseneb plasmiid bakteri kromosoomi. Moodustuvad
kanamiitsiiniresistentsed kointegraadid, mis sisaldavad nii metsiktiitipi kui ka deletsiooniga
lookust. Seejirel viidi kointegraatidesse elektroporatsiooni abil I-Scel nukleaasi kodeeriv
plasmiid pSW(I-Scel). I-Scel endonukleaas 16ikab kromosoomi integreerunud plasmiidi I-
Scel restriktsioonisaitidest kahelt poolt profaagi deletsioonfragmenti. I-Scel nukleaasi
indutseerimiseks kasvatati rakke iiledo (~24 h) 3 mM meta-toluaati sisaldavas LB
vedelsootmes. LB agarsootmele plaaditud bakteritest selekteeriti vilja kanamiitsiinitundlikud
kolooniad. Deletsiooni olemasolu kontrolliti PCR-iga. I-Scel nukleaasi kodeerivast
plasmiidist vabanemiseks kasvatati deletsioontiivesid paar paeva mitteselektiivsetes

tingimustes ning valiti vilja bensiiiilpenitsiliini suhtes tundlikud kolooniad.
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2.2.6 Faagide eraldamine keskkonnaproovidest

2.2.6.1 Keskkonnaproovis leiduvate faagide rikastamine peremeesbakteri kultuuris

Peremeesbakteri kultuuri saamiseks kasvatati P. putida A13TAA4® tiive rakke ette iile6o
(~24 h) LB vedelsootmes temperatuuril 20°C. Eksponentsiaalse kasvufaasi rakkude saamiseks
tehti 12,5 kordse lahjendus virskesse LB vedels6otmesse ning rakke kasvatati 20°C ~4 tundi

(ODsgo~0,7-1).

Vee- ja mullaproovidest faagide vette difundeerumiseks pandi need kolbidesse, kas ~50 g
mullaproovi voi ~100 ml veeproovi ning seejirel lisati mullaproovile kuni ~200 ml-ni vett.
Mullaproovide puhul aereeriti proove enne peremeesbakteri lisamist loksutil (~70 rpm) 4

tundi 20°C juures.

Faagide rikastamiseks peremeesbakteri kultuuris lisati keskkonnaproovidele 5 ml 10 x LB
vedelsoodet, 2 ml eksponentsiaalse kasvufaasi bakterirakke (ODsgyp~0,7-1) ning 0,01 pg/ml
tsiprofloksatsiini. Igast proovist tehti kaks kolbi ning tsiprofloksatsiini lisati ainult iihte.

Seejdrel aereeriti proove loksutil (~70 rpm) iiled6 20°C juures (~22 h).

2.2.6.2 Rikastuskultuurist faagide eraldamine

Faagifiltraadi saamiseks tsentrifuugiti vee- voi/ja mullasodi ja bakterid pohja (5000 rpm, 30
min, Hettich Universal 320R tsentrifuug). 10 ml supernatanti jaotati viide 2 ml Eppendorfi
tuubi ja tsentrifuugiti 5 minutit lauatsentrifuugiga tdispooretel. Supernatant filtreeriti 14bi 0,22

pm siistlafiltri.

Filtraadist faagide eraldamiseks kasutati iga filtraadi jaoks nii LB agarsodtme tassi kui ka
tsiprofloksatsiini (0,03 pg/ml) sisaldavat LB agarsootme tassi. Uhe tassi kohta segati kokku 1
ml faagifiltraati 200 pl eksponentsiaalse kasvufaasi peremeeskultuuri bakterirakkudega,
millele lisati ~5 ml 0,3% LB pehmet-agarit (42°C) ja valati agarsodtme tassile. Tassidel lasti
~5 minutit tahkuda ja inkubeeriti iile6o (~22 h) 20°C juures.

2.2.6.3 Tassilt leitud faagilaikude isoleerimine ja puhastamine

Pipetiotsikuga eemaldati tassilt iiksikud liitisilaigud ja suspendeeriti 100 ul SM puhvris (100
mM NaCl, 8 mM MgSOy, 50 mM Tris-HCI (pH 7.,5), 0,01 % Zelatiin), kuhu lisati 4 ul
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kloroformi. Eemaldati selgesti eristatavaid liiiisilaike. Seejérel aereeriti ~20-30 minutit
toatemperatuuris ning siis tsentrifuugiti 5 minutit lauatsentrifuugiga tidispdoretel.

Selleks, et teist korda liitisilaiku puhastada, tehti faagifiltraatidest SM puhvrisse 10" - 107
lahjendused ning pipeteeriti igat lahjendust 5 ul P. putida A13TAA4® murule, mis oli
valmistatud kas LB agarsootmele voi 0,03 pg/ml tsiprofloksatsiini sisaldavale LB
agarsootmele, olenevalt sellest, kas liitisilaik oli eraldatud tsiprofloksatsiini sisaldavalt
sootmelt voi mitte. Bakterimuru iihe tassi kohta sisaldas 200 ul eksponentsiaalse kasvufaasi
bakterirakke (ODsgp~0,7-1) ning ~5 ml 0,3% LB pehmet-agarit. Peale 5 min tasside
tahenemist inkubeeriti neid 20°C juures iiledd (~22 h). Kogu puhastamise protsessi korrati

kaks korda.

2.2.6.4 Faagide paljundamine ja tiitri mddramine

Faagide paljundamiseks suuremas koguses tehti lausliiiisi tassid, milleks segati kokku
kolmandast liitisilaigu puhastamisest saadud 100 pl faagifiltraati, 200 ul eksponentsiaalses
kasvufaasis peremeesbakterikultuuri ja ~5 ml 0,3% LB pehmet-agarit ning valati see kas LB
agarsootme tassile voi tsiprofloksatsiini sisaldavale LB s66tmele, olenevalt sellest, milliselt
tassilt liitisilaik on varem voetud. Tehti 4-5 sellist tassi, mida inkubeeriti iiled6 (~22 h) 20°C

juures.

Ules6 inkubeeritud tassidelt kraabiti litiisunud bakteritega pehme-agar kokku, viidi tuubi ja
lisati 2 ml SM puhvrit ning 100 pl kloroformi iga tassi kohta. Tuube viristati ~20 min IKE
MS3 basic mikrotiiterplaadi loksutil ja tsentrifuugiti 20 minutit 5000 rpm (Hettich Universal
320R tsentrifuug) ning saadud supernatant filtreeriti 1dbi 0,22 pm siistlafiltri.

Tiitri madramiseks tehti faagifiltraadist 10-kordsete lahjenduste rida. Segati kokku 200 ul
eksponentsiaalses kasvufaasis peremeesbakterikultuuri, 100 ul sobivat faagifiltraadi

lahjendust ja ~5 ml 0,3% LB pehmet-agarit ning see valati kas LB agarsootme tassile voi
tsiprofloksatsiini (0,03 pg/ml) sisaldavale LB agarséotmele. Jargmisel pieval loeti sobiva

lahjendusega tassilt faagilaigud kokku ja arvutati faagide arvukus filtraadis (PFU/ml).

Faagifiltraati sdilitati 4°C juures.
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2.2.7 Faagitolerantsuse testimine agarsootmel

Faagitolerantsuse testimiseks agarsootmel kasutasin tiivesid P. putida PaW85 ning A4®,
A13TA ja A13TAA4d mitmikmutante. Kaiki tiivesid kasvatasin ette iile6o (~24 h) LB
vedelsootmes 20°C. Eksponentsiaalse kasvufaasi rakkude saamiseks tegin 12,5 kordse

lahjenduse virskesse LB vedelsootmesse ning kasvatasin rakke ~4 tundi (ODsgp~0,7-1) 20°C.

Koigist tiivedest tegin bakterimuruga tassid, milleks segasin kokku ~5 ml 0,3% LB pehme-
agarit (42°C) ning 200 ul eksponentsiaalse kasvufaasi rakke. Iga tiive kohta kasutasin kahte
agarsodtme tassi, nii LB agarsootmega tassi kui ka tsiprofloksatsiini (0,03 pg/ml) sisaldavat

LB agarsootmega tassi.

Uuritavatest faagifiltraatidest tegin 10"-10° lahjendusread SM puhvrisse ning pipeteerisin

iga lahjendust 2 ul bakterimurule. Tasse inkubeerisin tileo 20°C.

2.2.8 Faagitolerantsuse testimine vedelsootmes

Faagitolerantsuse testimiseks vedelsootmes kasutasin P. putida algset tiive PaW 85 ning A4®,
A13TA ja A13TAA4® mitmikmutante. Bakterikultuure kasvatasin ette iile66 (~24 h) LB
vedelsootmes 20°C. Eksponentsiaalse kasvufaasi rakkude saamiseks tegin 12,5 kordse
lahjenduse virskesse LB vedelsootmesse ning kasvatasin rakke ~4-5 tundi (ODsgp~0,9-1,2)

20°C.

Vedelsootmes kasvatamiseks kasutasin mikrotiiterplaati. So6tmeks kasutasin LB vedelsdddet,
kuhu oli lisatud tsiprofloksatsiini (0,03 pg/ml). Iga kannu kohta segasin kokku 80 ul
vedelsoodet, 10 ul eksponentsiaalse kasvufaasi rakke ning 10 pl erineva lahjendusega
faagifiltraate (nakatumiskordaja MOI oli 1 — 10”). Kontrollsegudesse lisati faagide asemel 10
ul SM puhvrit. Mikrotiiterplaati inkubeeriti tiledd (~14-18 h) Tecan Infinite 200 PRO

masinas, kus moddeti proovide optiline tihedus (ODsgp) iga 7 minuti jérel.
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2.3 Tulemused

23.1 A4® ja A13TAA4D tiivede konstrueerimine

P. putida kromosoomist on leitud 4 profaagi (Joonis 3) (Martinez-Garcia et al., 2015).
Selleks, et uurida profaagide mdju P. putida faagiresistentsusele, konstrueerisin nelja profaagi
suhtes defektse P. putida PaW85 tiive. Meie laboris oli P. putida AP1 spontaanne deletant
juba olemas (Tabel 1), millest ma eemaldasin esmalt profaag P4, jirgmisena P3 ning
viimasena P2. Lisaks sellele eemaldasin kolm profaagi samas jérjekorras ka meie laboris juba
olemas olnud P. putida A13TAAP]1 tiivest, mille genoomist on eemaldatud 13 toksiin-
antitoksiin siisteemi lookust (Rosendahl et al., 2020) ja profaag P1 on spontaanselt

deleteerunud.

P. putida KT2440

(~6,1 Mb)

Profaag 1 Profaag 4

Profaag 2 Profaag 3

Joonis 3. Pseudomonas putida KT2440 (PaW85) profaagid ja nende asukohad genoomis.
Pseudomonas putida KT2440, mis on isogeenne uurimuse praktilises osas kasutatud PaW85 tiivega,
genoom on ~6,1 Mb ning sellest on leitud 4 profaagi (Martinez-Garcia et al., 2015, kohandatud).

2.3.2 P. putida’t nakatavate faagide eraldamine keskkonnaproovidest

P. putida’t nakatavate faagide eraldamiseks kasutasin keskkonnaproove Erra joest ja
joeldhedasest mullast, Vinda tehismirgala kraavi mullast ning Viikesest Emajoest. Neljast
keskkonnaproovist sain 6 faagi: Vinda F1, Vinda F2, Erra M1, Erra S1, Erra jogi ja Emajogi.
Agarsootmel 1dbi viidud nakatamiskatsed néitasid, et Vinda F1, Vinda F2, Erra M1 ja Erra
S1 faagid tekitavad peremeeskultuuri (A13TAA4®) bakterimurul viikseid liiiisilaike
(1abimodduga ~1-1,5 mm) ning faagid Erra jogi ja Emajogi teevad suuremaid liiiisilaike

(1abimodduga ~5 mm) (Joonis 4).
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2.3.3 Profaagide ja toksiin-antitoksiin siisteemide puudumise moju P. putida
faagiresistentsusele agarsootme tassidel

Bakterite faagitolerantsuse testimiseks vordlesin P. putida metsiktiive, A4®, A13TA ja
A13TAA4® mitmikmutantide nakatumist agarsodtme tassidel. Kolm sdltumatut katset
nditasid, et Vinda F1, Vinda F2, Erra M1 ja Erra S1 faagide liiiisilaigud on veidi suuremad P.
putida A4® tiive murul vorreldes algse tiive bakterimuruga (Joonis 4). Samuti olid nende
faagide liitisilaigud suuremad A13TAA4® bakterimurul vorreldes A13TA bakterimuruga
(Joonis 4). Samas ei mdjutanud profaagide puudumine Erra joe ja Emajoe faagide
lilisilaikude suurust. Need tulemused viitavad, et P. putida profaagidel vdib olla Vinda F1,
Vinda F2, Erra M1 ja Erra S1 faagide vastu viike kaitsev efekt.

Selleks, et selgitada P. putida genoomsete TA siisteemide efekti faagiresistentsusele vordlesin
minu eraldatud faagide tekitatud liiiisilaike A13TA ja algse tiive bakterimuruga tassidel. Kuna
liitisilaikude hulk ega suurus ei soltunud iihegi testitud faagi puhul toksiin-antitoksiin
siisteemide puudumisest voi olemasolust (Joonis 4), siis jdreldan, et vihemalt minu testitud
kuue faagi virulentsust P. putida toksiin-antitoksiin siisteemid ei mojuta.

Kasutasin bakterite faagitolerantsuse testimiseks nii LB agarsdddet kui ka tsiprofloksatsiini
sisaldavat LB agarsoodet. Tsiprofloksatsiini kasutasin, et bakterile DNA stressi tekitamisega
vihendada vdoimalust nakatava faagi minemiseks liisogeensesse tsiiklisse. Katsed niitasid, et
kasutades tsiprofloksatsiini sisaldavat LB agarsoodet on faagide liiiisilaigud veidi suuremad

vorreldes tavalise LB agarsootmega (Joonis 4).
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Vanda F1
Vanda F2
Erra M1
ErraS1
Erra jogi

Vaike Emajogi

Vanda F1
Vanda F2
Erra M1
Erra S1
Erra jogi

Vaike Emajogi

Cipro 0,03 pg/ml
Vanda F1 1
Vanda F2 2
Erra M1 3
ErraS1 4
Erra jogi 5
Vdike Emajogi 6

Vanda F1
Vanda F2
Erra M1
Erra S1

Erra jOgi

1
2
3
4
5
6

Vaike Emajogi

Joonis 4. Faagide liiiisilaigud erinevatel bakterimurudel. Esitatud on Vinda F1, Vinda F2, Erra
M1, Erra S1, Erra joe ja Viikse Emajoe faagiproovide erinevate lahjenduste liiiisilaigud P. putida
algse tiive (wt), A4®, A13TA ja A13TAA4D mitmikmutantide bakterimurudel. Kokku viisin 14bi kolm
soltumatut katset, millest on esitatud iihe katse tulemused. Esitatud on nii LB agars6otmel kui ka
tsiprofloksatsiini (0,03 pg/ml) sisaldaval LB agarso6tmel saadud tulemused. Pilt on tehtud peale ~24 h
kasvatamist temperatuuril 20°C.
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2.3.4 Profaagide ja toksiin-antitoksiin siisteemide puudumise moju P. putida
faagiresistentsusele vedelsootmes kasvatamisel

Kuna agarsootmel tehtud katsed viitasid, et P. putida genoomis leiduvad profaagid véivad
mojutada osade minu poolt eraldatud faagide virulentsust, siis testisin edasistes katsetes
Vinda F2 ja Erra M1 faagide virulentsust ka vedelsodtmes kasvavatele bakteritele. Selleks
viisin ldbi kasvatamiskatsed LB vedelsodtmes, mis sisaldas 0,03 pg/ml tsiprofloksatsiini.
Tsiprofloksatsiini kasutasin, kuna katsed agarsootme tassidel niitasid, et tsiprofloksatsiini
juuresolek suurendas faagide tekitatud liitisilaikude suurust. Kontrollimaks, kas profaagid ja
toksiin-antitoksiin siisteemid mdjutavad P. putida faagitolerantsust Vinda F2 faagiga
nakatamisel vordlesin P. putida algse tiive ja A4®, A13TA ning A13TAA4O
mitmikmutantide kasvudiinaamikat faagiga nakatamisel erinevatel MOI (ingl. k. multiplicity
of infection) viirtustel (Joonis 5). Korge faagitiitriga nakatamisel (MOI 1) oli kdigi nelja
bakteritiive kasv téielikult pérsitud (Joonis 5A). Kui nakatava faagi hulk oli 10 korda viiksem
(MOI 10™"), siis kiiitusid tiived erinevalt. Kolmes s6ltumatus katses tiheldasin profaagide
deletsioontiive A4® kasvu langust MOI 10™ juures, samas kui algse tiive kasvukdver polnud
faagi juuresolekust héiritud (Joonis 5B). Sellest saan jédreldada, et P. putida genoomsed
profaagid kaitsevad bakterit Vinda F2 nakkuse eest. Uhes katses oli A13TAA4® tiivi Vinda
F2 faagiga nakatamisele selgelt tundlikum kui A4® tiivi (Joonis 5B), mis justkui viitaks
sellele, et P. putida kromosomaalsed toksiin-antitoksiin siisteemid kaitsevad bakterit mingil
mddral Vinda F2 faagi eest. Kuna aga korduskatsed A13TAA4® tiive suuremat
faagitundlikkust vorreldes A4® tiivega ei ndidanud (andmeid pole nédidatud), siis ei saa
toksiin-antitoksiin siisteemidele Vinda F2 faagi nakkuse korral kaitseefekti omistada.
Nakatades A13TA tiive Vinda F2 faagiga MOI 10" juures, kasvavad bakterid sarnaselt P.
putida algse tiivega (Joonis 5B). Sellest saan jareldada, et P. putida kromosomaalsed toksiin-
antitoksiin siisteemid ei mojuta Vinda F2 nakkuse korral bakteri faagitolerantsust.

MOI 107 juures polnud iihegi tiive kasv faagi lisamisel hiiritud (Joonis 5C).
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Joonis 5. Profaagid suurendavad P. putida faagiresistentsust Vinda F2 nakkuse korral. P. putida
algse tiive (PaW85), A4®, A13TA ja A13TAA4D mitmikmutantide kasvukdverad Vinda F2 faagi
juuresolekul ja ilma. Bakterid kasvasid LB so6tmes, millesse oli lisatud tsiprofloksatsiini (0,03 pg/ml).
Tehtud on kolm sdltumatut katset. Esitatud on ithes katses mdddetud kolme tehnilise kontrolli
optilistest tihedustes moodustatud kasvukdverad ja standardhélbed.

Bakterite nakatamisel Erra M1 faagiga oli kahes soltumatus katses ndha A4® ja A13TAA40
tiilvede kasvu suuremat inhibeerimist MOI 1 juures vorreldes nakatamata bakteritega ja
faagiga nakatatud P. putida algse tiivega (Joonis 6A). Need tulemused viitavad, et P. putida
genoomsed profaagid kaitsevad bakterit ka Erra M1 faagi eest.

Vorreldes Erra M1 faagiga nakatatud P. putida algset tiive A13TA tiivega on niha, et algne
tiivi on Erra M1 faagile selgelt tundlikum kui A13TA tiivi (Joonis 6A). Sama tulemus kordus
ka teises sOltumatus katses. See viitab, et P. putida kromosomaalsed toksiin-antitoksiin
siisteemid ei osale faagivastases kaitses vaid on Erra M1 faagi nakkuse korral bakterile pigem
kulukad.

Nakatades baktereid Erra M1 faagiga MOI 10™ juures polnud iihegi tiive kasv faagi lisamisel
héiritud (Joonis 6B).
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Joonis 6. Profaagid suurendavad ja toksiin-antitoksiin siisteemid vihendavad P. putida
faagiresistentsust Erra M1 nakkuse korral. P. putida algse tiive (PaW85), A4®, A13TA ja
A13TAA4® mitmikmutantide kasvukdverad Erra M1 faagi juuresolekul ja ilma. Bakterid kasvasid LB
s0otmes, mis lisaldas tsiprofloksatsiini (0,03 pg/ml). Tehtud on kaks séltumatut katset. Esitatud on
ithes katses moddetud kahe tehnilise kontrolli optilistest tihedustes moodustatud kasvukdverad ja
standardhilbed.
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2.4 Arutelu

2.4.1 Kromosomaalsete profaagide moju P. putida faagiresistentsusele

Profaagid on bakterigenoomides laialt levinud ja nad v&ivad olla bakterile mitmeti kasulikud.
Niiteks voivad profaagid suurendada bakteri stressitaluvust, virulentsust voi faagiresistentsust
(Owen et al., 2020). Profaagid sisaldavad regulaatorgeene, mis kontrollivad faagi liiiitiliste
geenide ekspressiooni ning samas vdimaldavad profaagil kaitsta peremeesrakku teiste faagide
eest (Mavrich & Hatfull, 2019; Owen et al., 2021). Superinfektsioonilise immuunsuse korral
tunneb profaag dra supernakatava faagi geneetilised elemendid ning nendega interakteerudes
takistab riindavate faagide liiiitilist kasvu (Mavrich & Hatfull, 2019). On leitud, et tavaliselt
on profaagid vdoimelised peremeesbakterit kaitsma endasarnaste faagide eest (Canchaya et al.,

2003; Mavrich & Hatfull, 2019).

P. putida genoomist on leitud 4 profaagi (Martinez-Garcia et al., 2015) ja nende profaagide
puudumise efekti P. putida faagiresistentsusele on seni uuritud vaid iithes meie grupis
valminud bakalaureusetdos. Liis Kirgenbergi bakalaureusetdd raames lébi viidud katsed
keskkonnaproovidest isoleeritud kahe P. putida’t nakatava faagiga, Pp_F1 ja Pp_F2, niitasid,
et P. putida kromosomaalsed profaagid suurendavad bakteri resistentsust nende faagide
suhtes (2021). Ka kéesolevas to6s saadud tulemused viitavad, et profaagidel on faaginakkuse
korral kaitsev efekt. Ehkki katsetes tuli vélja ka, et profaagide kaitsev efekt soltub bakterit
nakatavast faagist. Agarsootmel tehtud katsetes oli ndha véikest profaagide kaitsvat efekti
Erra M1, Erra S1, Vinda F1 ja Vinda F2 faagide nakkuse korral. Vorreldes omavahel algse
tiive ja A4 tiive bakterimuru liiiisilaike ning vorreldes ka A13TA ja A13TAA4® tiivede
bakterimurul olevaid liiiisilaike (Joonis 4), olid liiiisilaigud mdlemal puhul suuremad profaag-
deletsioontiive bakterimurul. Erra joe ja Emajoe faagide puhul profaagide kaitsvat efekti
agarsootmel niha ei olnud. Edasised katsed vedelsootmes kinnitasid, et profaagid annavad P.
putida’le osalise kaitse Erra M1 ja Vinda F2 faagide vastu (Joonis 5B ja 6A). Kuna iildiselt
profaagid kaitsevad peremeesbakterit endale sarnaste faagide eest (Canchaya et al., 2003; Lu
& Henning, 1994), siis vOib oletada, et katses kasutatud faagid, mille eest profaagid bakterit
kaitsesid, on P. putida profaagidega sarnased. Selle edaspidiseks uurimiseks oleks vajalik
nende faagide genoomide sekveneerimine ja vordlemine P. putida’s leiduvate profaagidega.
Kuna tegin katseid ainult A4® mitmikdeletsioonmutandiga, siis oleks huvitav teada,
missugune profaag P. putida neljast profaagist konkreetse faagi eest bakterit kaitseb. Selleks

voiks sarnaseid katseid korrata P. putida profaag-iiksikmutantidega.
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2.4.2 Kromosomaalsete TA-siisteemide moju P. putida faagiresistentsusele

Kromosomaalsetele TA-siisteemidele on vilja pakutud mitmeid funktsioone, millest itheks on
bakteri faagiresistentsuse suurendamine (Song & Wood, 2020). Erinevalt profaagide rollist
faagiresistentsuses on TA-siisteemide osalust uuritud siiski vaid iiksikutes artiklites (Dy et al.,
2014; Fineran et al., 2009; Hazan & Engelberg-Kulka, 2004; Pecota & Wood, 1996) ning
nende osalust faagivastases kaitses jireldatakse paljuski kaudsete andmete pohjal. Nimelt on
TA-siisteeme sageli leitud profaagide koosseisus ning moned TA-siisteemid on seotud
bakterite genoomides leiduvate faagidevastaste kaitsesaartega (ingl. k. phage defence islands)
ehk geenide klastritega, mis kaitsevad bakterit faagide eest. Lisaks on tdhele pandud, et TA-
siisteemid kaovad ja omandatakse evolutsiooni kdigus kiiresti, mis on omane just bakterite

immuunsiisteemidele (LeRoux & Laub, 2022; Makarova et al., 2013).

TA-siisteemide puudumise mdju P. putida faagiresistentsusele on seni uuritud vaid iihes meie
grupis valminud bakalaureusetoos. Liis Kédrgenbergi bakalaureusetd6 raames 1idbi viidud
katsed keskkonnaproovidest isoleeritud kahe P. putida’t nakatava faagiga, Pp_F1 ja Pp_F2,
nditasid, et P. putida kromosomaalsed TA-siisteemid ei suurenda bakteri faagiresistentsust,
vaid hoopis veidi vihendavad olles seega bakterile selles olukorras kulukad (2021). Meie
grupp on varem uurinud TA-siisteemide mdju P. putida kohasusele, milleks vorreldi algse ja
A13TA tiive konkurentsivOoimekust segakultuurides. Selgus, et heades kasvutingimustes sai
konkurentsikatses kasvueelise P. putida A13TA tiivi, seega tuli vilja TA-siisteemide kulukus
mitte kasu (Rosendahl et al., 2020). Kdesolevas t60s saadud tulemused viitavad, et TA-
siisteemid ei avalda positiivset moju P. putida faagiresistentsusele vaid on bakterile selles
olukorras hoopis kulukad ja pigem vihendavad bakteri faagiresistentsust (Joonis 6A).

Kui agarsootmel tehtud katsetes ei olnud minu testitud 6 faagi puhul TA-siisteemide
puudumisel faagiresistentsusele mingit moju (Joonis 4), siis katsed vedelsootmes nditasid, et
TA-siisteemid voivad siiski P. putida faagiresistentsusele mdju avaldada ja see oleneb bakterit
nakatavast faagist. P. putida kromosomaalsed toksiin-antitoksiin siisteemid ei mojutanud
Vinda F2 nakkuse korral bakteri faagitolerantsust (Joonis 5). Katsetes Erra M1 faagiga tuli
aga vilja TA-siisteemide negatiivne moju, sest vorreldes Erra M1 faagiga nakatatud P. putida
algset tiive A13TA tiivega on niha, et algne tiivi on Erra M1 faagile selgelt tundlikum kui
A13TA tiivi (Joonis 6A). Kuigi kirjandusest vOib leida hiipoteese selle kohta, et
kromosomaalsed TA-siisteemid vOiksid bakteri faagiresistentsust suurendada, siis minu tehtud
katsed P. putida’ga seda ei kinnita. Samamoodi ei tulnud TA-siisteemide kaitsvat efekti vilja

ka Liis Kérgenbergi uurimist6o praktilisest osast (2021). P. putida’l on eeldatavasti kuni 15
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kromosomaalset TA-siisteemi ja faage on maailmas see-eest viga palju. Kuna minu saadud
tulemused niitavad, et TA-siisteemide mdju (antud juhul siis pigem negatiivne mdju)
bakterile oleneb bakterit nakatavast faagist, siis voiks arvata, et me oleme veel liiga vihe P.
putida’t nakatavaid faage isoleerinud ja testinud, et teha 10plikke jireldusi kromosomaalsete
TA-siisteemide voimalikust osalusest P. putida faagiresistentsuses. Kui TA-siisteemi oletatav
kaitseefekt on faagispetsiifiline siis vdiks tulevikus eraldada veel faage ja nendega sarnaseid

katseid teha nagu kiesolevas toos.
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KOKKUVOTE

Profaagid on bakteri genoomi integreerunud faagid, mis voivad kaitsta bakterit nakatumast
endasarnaste faagidega. See saavutatakse nditeks superinfektsioonilise faagi liiiitiliste geenide
ekspressiooni maha surumisega voi kodeerides bakteritele kaitsesiisteeme riindavate faagide
vastu. Profaagide rolli bakterite faagiresistentsuses on omajagu uuritud, kuid profaagide rolli
Pseudomonas putida faagiresistentsuses on uuritud siiani vaid iihes t60s (Kdrgenberg, 2021).
Liis Kirgenbergi bakalaureuse to0 praktilises osas leiti kaks P. putida’t nakatavat faagi,
Pp_F1 ja Pp_F2, ning samuti ka profaagide osaline kaitsev efekt nende suhtes (2021).
Plasmiidides leiduvate toksiin-antitoksiin siisteemide funktsiooni teatakse juba iile 40 aasta —
plasmiidi séilitamine rakus, kuna toksiin inhibeerib plasmiidi mittesisaldavate bakterite kasvu
ja nad konkureeritakse populatsioonist vilja. Kromosomaalsete TA-slisteemide funktsioon
bakterites on aga siiani ebaselge. Uhelt poolt on pakutud nende funktsiooniks bakteri
stressitaluvuse suurendamist, teiselt poolt on tdendeid sellest, et neil pole bakterile mingit
moju voi on nad teatud tingimustes hoopis bakteri kohasust vihendavad (Rosendahl et al.,
2020).
Kéesoleva to6 praktilise osa eesmérgiks oli vilja selgitada, kas kromosomaalsetel TA-
siisteemidel ja profaagidel on mdju Pseudomonas putida faagiresistentsusele. Tehtud katsete
tulemusena saab jireldada:
1) P. putida kromosomaalsete TA-siisteemide ja profaagide puudumise moju bakterile
oleneb nakatavast faagist;
2) profaagid suurendavad P. putida faagiresistentsust Vinda F1, Vinda F2, Erra S1 ja
Erra M1 faagidega nakatamisel;
3) P. putida kromosomaalsed TA-siisteemid pole faaginakkuse korral kasulikud, vaid
pigem kulukad (Erra M1) voi ei avalda faaginakkuse korral mingit mgju (Vinda F1,
Vinda F2, Erra S1, Erra jogi, Emajogi).
Seega, antud uuringu tulemused annavad profaagide kohta iiheseid tulemusi — need
suurendavad P. putida faagiresistentsust teatud faagide suhtes. Kromosomaalsete TA-
siisteemide kasulikkust P. putida faagiresistentsuses t00s kasutatud faagide puhul vélja ei
tulnud. Niha on TA-siisteemide puudumise erinev moju bakterile erinevate faagide nakkuse
korral. Olenevalt faagist oli niha, kas TA-slisteemide kulukust vOi neutraalset moju

nakatavate faagide suhtes.
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The role of chromosomal toxin-antitoxin systems and prophages in phage resistance of

Pseudomonas putida

Kendra Piirmets

SUMMARY

Prophages are phages that are integrated into genome of bacteria, which protect bacteria from
getting infected by similar phages. It is achieved, for example, by suppressing lytic gene
expression of superinfecting phages or by encoding various immune systems against phage
attack. The role of prophages in phage resistance is well studied, however the role of
prophages in phage resistance of Pseudomonas putida is investigated only in one study so far
(Kérgenberg, 2021). In her bachelor thesis Liis Kédrgenberg isolated two P. putida phages,
Pp_F1 and Pp_F2, and showed that chromosomal prophages have a protective effect against
these phages (2021). The function of toxin-antitoxin systems found in plasmids is known for
over 40 years — they help to maintain the plasmid by toxin-mediated cell growth suppression
which results in death or outcompetition of cells not containing the plasmid. The function of
chromosomal toxin-antitoxin systems in bacteria is still unclear. On one side, it has been
supposed that their function is to help their host under different stress conditions, on the other
hand there is evidence that they do not have any positive impact at all on bacterial fitness or
are even costly instead (Rosendahl et al., 2020).

The aim of the experimental part of this thesis was to determine, if chromosomal toxin-
antitoxin systems and prophages have an impact on phage resistance of Pseudomonas putida.
The results obtained indicate:

1) the impact of chromosomal prophages and toxin-antitoxin systems on P. putida phage
resistance is dependent on the specific phage that infects the bacterium;

2) prophages increase phage resistance of P. putida against phages Erra M1, Erra S1,
Vinda F1 and Vinda F2;

3) chromosomal toxin-antitoxin systems are not beneficial for P. putida under condition
of phage infection, rather they are costly (Erra M1) or do not have any impact on
phage resistance (Vinda F1, Vinda F2, Erra S1, Erra jogi, Emajogi).

Therefore, when it comes to prophages the results of this research are in accordance with
literature data about prophages — they increase phage resistance of P. putida. The benefit of

chromosomal toxin-antitoxin systems was not detected in this study. Rather, the impact of
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toxin-antitoxin systems on phage resistance of P. putida is neutral or negative. The cost of
chromosomal toxin-antitoxin systems or neutral impact towards phage infection was

depending on the phage.
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