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KASUTATUD LUHENDID

AHL — N-atstiil homoseriin laktoon

Amp — ampitsilliin

Cel — tsellulaas

Cm — klooramfenikool

CMC — karboksumetultselluloos

Csr — slisiniku kogumise regulaator (Carbon storage regulator)
LB — lisogeenne sotde

OD - optiline tihedus (Optical Density)

Pa — Pectobacterium atrosepticum

Pb — Pectobacterium betavasculorum

Pc — Pectobacterium carotovorurm

PCWDE - taime rakuseina lagundavad ensutmid (Plant Cell Wall Degrading Enzymes)
Peh — poliigalakturonaas

Pel — pektaatliiaas

PGA — poliigalakturoonhape

Pnl — pektiinluaas

PP — poltgalakturoonhape ja piim

Prt — proteaas

Pw — Pectobacterium wasabiae

QS — hulgatunnetus (Quorum Sensing)

Rsm — sekundaarsete metaboliitide repressor (Repressor of secondary metabolites)
SOB — Super Optimal Broth

wt — metsiktivi (wild-type)



SISSEJUHATUS

Pectobacterium wasabiae (Pw), varasemate nimedega Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum ning Erwinia carotovora, on enterobakterite sugukonda kuuluv patogeenne
bakter.

Pw pdhjustab taimedel rakuseina lagundamise teel méargmé&daniku nimelist haigust, mille
tagajarjel kaotavad need vett ning narbuvad ja k&&bustuvad.

Pw on vdimeline nakatama mitmeid p&llukultuure, nditeks kartulit, maisi, porgandit, sibulat,
tomatit ja teisi Kkultiveeritavaid taimi, pdhjustades sellega suurt majanduslikku kahju
(Hugouvieux-Cotte-Pattat et al., 1996). Eesti pdllumajanduse seisukohalt on Pw téhtsaimaks
peremeesorganismiks kartul.

Taimede infitseerimisel ning rakuseina lagundamisel on  keskseteks bakteri
liilkumisvB@imelisus ning taime rakuseina lagundavate rakuvéliste ensiumide (PCWDE)
sekretsioon.

Pw ja teised nekrotroofid kasutavad nii-Gelda toore jou strateegiat, kus lisaks eelnevalt
mainitud teguritele aitavad taimekudesid hévitada nekroosi indutseerivad valgud ja toksiinid.
Saadud laguproduktid on toitaineteks, mille abil paljuneda ja jatkata edasist invasiooni.
Haiguse avaldumine ja madanenud kudede kogus s6ltub nii taime tundlikkusest kui ka bakteri
jaoks soodsate keskkonnatingimuste olemasolust (Hugouvieux-Cotte-Pattat et al., 1996). Eriti
olulisteks keskkonnateguriteks on sobiv temperatuur ning niiskustase (Pérombelon, Kelman,
1980).

Kuna taimed moodustavad valdava osa inimeste igapédevasest toiduvajadusest, on oluline
mdista, kuidas on reguleeritud fiitopatogeenide virulentsusfaktorid. See avaks v@imaluse
tulevikus nende poolt pdhjustatud saagi havimist dra hoida keemilisi tdrjevahendeid

kasutamata.

Bakalaureuseto6 eesmargiks oli konstrueerida Pw SCC3193 flnDC /rsmA™ kaksikmutant tiivi
ning teha seelébi kindlaks, kas rsmA™ tlive aeglase kasvu pdhjus seisneb tema taimekudesid

lagundavate ekstratsellulaarsete enstiimide ja viburite Gletootlikkuses.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Perekonna Pectobacterium iseloomustus

Perekonda Pectobacterium kuulub neli liiki: P. wasabiae (Pw), P. atrosepticum (Pa), P.
betavasculorum (Pb) ja P. carotovorum (Pc), viimane neist on jaotatud omakorda kolmeks
alamliigiks (Moleleki et al., 2013).

Pektobakterid ~on  gramnegatiivsed,  pulgakujulised,  peritrinhaalsete  viburitega,
mittesporuleeruvad ning fakultatiivsed anaeroobid (Pérombelon, 2002). Neid leidub nii
parasvootmes, lahistroopilises kui ka troopilises kliimavodtmes. Kasvutemperatuuri
optimumid liikide vahel varieeruvad, Pw-I on selleks 30 °C (Toth et al., 2003).

Uldiselt on tegu laia peremeesringiga fiitopatogeenidega, kes nakatavad p&llukultuure ning ka
ilutaimi. Eranditeks on Pa ja Pb, keda on isoleeritud peaaegu uksnes vastavalt suhkrupeedist
ja kartulist (Moleleki et al., 2013). Kdik perekonda kuuluvad liigid pdhjustavad taimedel
margmadanikku, lisaks tekitab Pa ka taimehaigust mustjalg (ik. blackleg) (Tarasova et al.,
2013).

Baktereid leidub nii taimede pinnal kui ka mullas. Taime saavad nad siseneda l&bi haavade
vOi pindadel olevate 16hede. Taime sees olles paiknevad nad vaskulaarkoes ja korgitaolise v0i
Ohukeseseinalise parenhimatoosse koe rakkudevahelises ruumis kuni tingimused haiguse
arenguks soodsaks muutuvad. Peiteperiood v@ib kesta kuni mitu kuud (Pérombelon ja
Kelman, 1980; Pérombelon ja Salmond, 1995).

Keskkonnafaktorid nagu temperatuur, madal hapnikutase ja vaba vee kattesaadavus on
olulisteks teguriteks haiguse arengus. Vesi vdimaldab bakterirakkudel vabamalt I4bi
taimekudede liikuda ja alandab kattesaadavat hapnikuhulka, luues mikro-aeroobse voi
anaeroobse keskkonna taimes. See ei mdjuta patogeeni kasvuvdimet, kill aga takistab
hapnikust sdltuva kaitsevastuse tekkimist (Toth et al., 2003) ja vOib tdsta taimerakkude
turgorit, mis koos hapnikupuudusega mdjutab membraani terviklikkust. Suurenenud siser6hu
tagajarjeks on rakkude lekkimine ja vastuvétlikum reaktsioon madandamisele (Pérombelon ja
Lowe, 1975).



1.2. Pectobacterium wasabiae virulentsusfaktorid

Keskseteks patogeenseteks teguriteks taimekudede matseratsioonis on rakuseina lagundavad
eksoensutimid ning bakteriraku liikuvus.

PCWDE jagunevad tsellulaasideks (Cel), proteaasiks (Prt) ja pektinoltdtilisteks enstutimideks
(Hyytidainen, 2005). Viimased jaotuvad omakorda pollgalakturonaasideks (Peh) ning pektaat-
(Pel) ja pektiinliaasideks (Pnl) (Barras et al., 1994).

Tsellulaasid, mis omavad eeskétt endogliikanaasset aktiivsust, lagundavad peremeesorganismi
primaarsete ja sekundaarsete rakuseinte ehituses olevat tselluloosi. Pw-s on véhemalt kaht
tldpi tsellulaase: CelV ja CelS, mis aminohapete jarjestuse alusel Uksteisest kardinaalselt
erinevad. CelV1 tuvel puudub tsellulaasne aktiivsus, kuid paralleelselt celS valjal66mine
virulentsust ei alanda. Patogeensuse seisukohalt pole tegemist hadavajalike enstiimidega, aga

sellele vaatamata on nende avaldumine kooskdlas teiste eksoensiiimidega (Mée et al., 1995).

Proteaas tagab mikroobsete valkude biostinteesiks vajaminevate aminohapete kattesaadavuse
ning lagundavad ensiiime, mis on seotud taime Kkaitsevastusega (Heilbronn ja Lyon, 1990;
Kyostidet et al., 1991). Ka nende roll patogeneesis on vdike, kuid nad véimendavad koostoos

tsellulaasidega pektinaaside toimet (Marits et al., 1999).

Kdige olulisem roll taimekudede matseratsioonis on pektinoliditilistel enstiimidel, eriti just
polugalakturonaasidel ja pektaatliiaasidel (Collmer ja Keen, 1986). Need eksoensumid
lagundavad ja kasutavad &ra taime kesklamellis ja rakuseinas asuvat pektiini, mille tagajérjeks
on kudede lagunemine, rakkude kahjustus ja lekkimine (Barras et al., 1994; Pérombelon,
2002).

Ennetamaks taime vastureaktsiooni, peab patogeeni riinnak olema kiire ning intensiivne, mis
teeb selle energeetiliselt kulukaks. Seetdttu on virulentsusfaktorite avaldumine reguleeritud
kompaktselt, keskkonnategurite kaudu l&bi rakulise kontrollvdrgustiku.

Perekonna  Pectobacterium  esindajatel on kolm  peamist, osaliselt Kkattuvat,
regulatsioonististeemi, mis on kas positiivseks voi negatiivseks mojutajaks thele voi mitmele
virulentsust mééravale geenile. Nendeks on globaalne repressorvalk KdgR, hulgatunnetus ja
viburi pearegulaator FInDC (Kdiv et al., 2013).



1.3. Virulentsusfaktorite regulatsioon

DNA-ga seonduvad valgud ja muud transkriptsioonifaktorid mangivad olulist rolli uldistes
regulaatorvorgustikes, mis koordineerivad bakteri metabolismi ja fusioloogiat vastusena
keskkonnast saadavatele signaalidele. Eksoensliime kodeerivaid geene reguleerivad koos
hulgatunnatuse signaalmolekul N-atstiil homeseriin laktoon (AHL), taimest saadavad
signaalid, valik transkriptsioonifaktoreid ning post-transkriptsioonilisi regulaatoreid (Cui et
al., 2008, Liu et al., 1998; Wharam et al., 1995).

Looduskeskkonnas peavad bakterid olema vBimelised kohanema toitainete kattesaadavuse
kdikumisega (Matin et al., 1989; Kolter et al., 1993). Arvestades kullust vdi puudujaaki on
vajalik globaalse geeniekspressiooni Umberkorraldamine ja vastavalt kas kiire kasvu voi
stressvastuse eelistamine. Kuna virulentsusgeenide ekspressioon on energeetiliselt kulukas,

kontrollivad seda keskkonnafaktorid.

FIhDC kompleks _’R‘smc'

S A) Taim
a xp /
rsmB RNA/"" KdgR
Hulgatunnetus RemA j

v ~
ExpR1/R2 / PCWDE

Joonis 1. Virulentsusfaktorite regulatsioonimudel.
Skeemil on toodud olulisemad regulaatorid, mis mdjutavad taime rakuseina lagundavate
ekstratsellulaarsete ensutimide avaldumist. Rohelised nooled téhistavad positiivset ja punased

negatiivset regulatsiooni.

1.3.1. KdgR

Repressorvalk KdgR vaigistab rakuseina lagundavate ensulimide ekspressiooni, kuni pektiini

lagunemisel tekkivad produktid sellega seonduvad. Moodustunud KdgR-laguproduktide

kompleks on inaktiivne ning ei ole vBimeline DNA-ga seonduma ja ekstratsellulaarsete

ensutimide avaldumist parssima. Lisaks omab see repressorvalk negatiivset mdju rsmB (vt.
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ptk. 1.3.3.) transkriptsioonile (Liu et al., 1999; Hugouvieux-Cotte-Pattat et al., 1996).

Liu et al. on naidanud, et rsmB geenil on kolm 25 aluspaari pikkust regiooni, mis on KdgR-i
seondumiskohtadeks. Kahele promootorpiirkonnas asuvale seondumissaidile kinnitudes
takistab KdgR transkriptsiooni alustamist ning kolmandal seondumiskohal hairub
transkriptsiooni elongatsioon.

Seega mojutab KdgR ekstratsellulaarsete enstiimide tootmist kahel viisil: a) otseselt, surudes
alla nende geenide transkriptsiooni ning b) kaudselt, Ghest kiiljest takistades globaalse RNA
regulaatori rsmB avaldumist ja teisalt soodustades rsmA ekspressiooni (Hyytidinen et al.,
2001).

1.3.2. Hulgatunnetus

Teiseks kontrollsusteemiks on hulgatunnetus (QS), mis on peamiseks uhendusliliks
bakterirakkude vahelises kommunikatsioonis. Bakterid kasutavad hulgatunnetust jalgimaks
populatsioonitinedust ning koordineerivad sellele vastavalt lesandeid, mis on soodustatud
just kindla tiheduse korral (Fuqua et al., 2001; Waters ja Bassler, 2005).

Hulgatunnetuse t60p6himdte seisneb signaalmolekulide sekretsioonis ja dratundmises, mis
gramnegatiivsetes bakterites on harilikult N-atstitil homoseriin laktoonid (AHL-id) (Sjoblom
et al., 2006). Need kontrollivad eri liikides mitmeid funktsioone, nditeks bioluminestsentsi
(Eberhard et al., 1981; Engebrecht ja Silverman, 1984), konjugatsiooni (Zhang et al., 1993),
antibiootikumide, ja sekundaarsete metaboliitide tootmist ning virulentsust nii taime- kui ka
loomapatogeenides (Whitehead et al., 2001).

QS on vajalik virulentsusfaktorite tootmiseks ja biokile moodustamiseks oportunistlikul
inimpatogeenil Pseudomonas aeruginosa (Winson et al., 1995). See mehhanism summutab ka
virulentsusfaktorite sunteesi Pectobacterium wasabiae’s, kuni bakteripopulatsioon on
saavutanud taimes piisava tiheduse edukaks invasiooniks (Barnard, Salmond, 2007).

Pw’s vastutab AHL-i slinteesi eest geen expl ning sellele vastavad retseptorid on ExpR1 ja
ExpR2. ExpR1-l on range seondumisspetsiifika signaalmolekuliga, mille atsiulahela
pikkuseks on 8 suisiniku aatomit. ExpR2 to6tab koostdds R1-ga, kuid on vBimeline seonduma
ka teistsuguse atstitilahela pikkusega AHL-idega (Sjoblom et al., 2006).

AHL-i puudumisel seonduvad ExpR1 ja ExpR2 rsmA promootorpiirkonnaga, aktiveerides
tolle transkriptsiooni ja parssides sellega virulentsusfaktorite avaldumist (Cui et al., 2005,
2006).

Koos patogeeni arvukusega nakatumiskohas suureneb ka signaalmolekuli, N-atsil
homeseriin laktooni, kontsentratsioon. See difundeerub vabalt 18bi rakumembraani

valiskeskkonda ja uletades kriitilise piiri siseneb uuesti rakku. Seostudes retseptoritega ei saa
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see enam soodustada rsmA transkriptsiooni (Liu et al., 2008).
RsmA puudumisel ei ole AHL-il bakteri litkumisvdimele ning eksoensiiumide
produktsiooniline mingit md&ju, mis annab Kkinnitust, et hulgatunnetuse signaalmolekul

reguleerib virulentsust 1&bi RsmA (Chatterjee et al., 2010).

1.3.3. Rsm susteem

Rsm regulaatorststeemi olulisimad komponendid on globaalne repressorvalk RsmA ja
mittekodeeritav SRNA rsmB.

Hulgatunnetuse, litkumise ja peremeestaimest saadavate signaalide mdju virulentsusfaktorite
tootmisele vahendab transkriptsioonijargne regulaator RsmA (vt. Joonis 1.) (Chatterjee et al.,
1995; Mukherjee et al., 1996; Kdiv ja Mae, 2001).

RsmA on RNA-ga seonduva valgu CsrA homoloog, mille rolli glikogeeni biosiinteesi
regulaatorina kirjeldati esmakordselt Escherichia coli puhul (Romeo et al., 1993). Pilt CsrA ja
tema homoloogide Ulesannetest bakteriraku metabolismis on jark-jargult selginenud —
muuhulgas on naidatud seost liikuvuse regulatsiooniga (Wei et al., 2001) ning osa
Pseudomonas fluorescens'i ja taimede vahelises interaktsioonis (Chao et al., 2008).

RsmA seondub mérklaud-mRNA-de 5’ mittetransleeritava regiooniga, tundes
silmusstruktuuris dra mitmesuguseid jarjestusi, kus esineb konserveerunud trinukleotiidne
motiiv GGA. Sellega blokeeritakse ribosoomide jaoks mRNA Shine-Dalgarno (SD) jérjestus
(Schubert et al., 2007), mille tagajérjel ei saa mMRNA-delt alata translatsioon ja soodustub
nende lagundamine nukleaaside poolt (Liu et al., 1998; Ma et al., 2001).

RsmA™ tlivi on hupervirulentne, ent kasvab olenemata kasvusubstraadist 2,5 kuni 3 korda
aeglasemalt kui metsiktuipi bakterirakk (Kdiv et al., 2013).

RsmB on véike SRNA molekul, mis, seondudes RsmA-ga, vabastab sellega mérklaud-mRNA-
d ja neutraliseerib RsmA negatiivse moju. Seejarel saab nendelt mRNA-delt alata
translatsioon. Selline mehhanism on vGimalik, kuna rsmB seondumisafiinsus on palju kdrgem
kui enamikel marklaud-mRNA-del (Gudapaty et al., 2001).

Ehkki KdgR mdjutab rakuvaliste enstiimide ekspressiooni otse (Hugouvieux-Cotte-Pattat et
al., 1996), on néidatud, et ta kontrollib ka rsmA ja rsmB geenide avaldumist (Hyytidinen et
al., 2001).

10



1.3.4. FIhDC operon

Kolmandaks regulatsioonirajaks on viburi stnteesi pearegulaator FIhDC, mis lisaks viburi
ehituseks vajalikele geenidele kontrollib kaudselt ka ekstratsellulaarsete enstimide
produktsiooni. FINDC panustab virulentsusfaktorite tootmisse labi fliA, rsmC ja gacA (expA).
Pole teada, kas FIhDC m6ju gacA-le on otsene vOi kaudne, kuid sellest v@ib jareldada, et
bakteri liikuvus ja virulentsus on omavahel tihedalt seotud (Cui et al., 2008).

FIhDC operoni kuulub kaks geeni, flhC ja flnD. Geeniproduktid koos moodustavad FIhD,C,
heksameerse kompleksi (Wang et al., 2006). FIhC sublhik seondub DNA-ga ning FIhD
ulesandeks on téhustada edukat seondumist marklaudgeenidele ning kompleksi stabiliseerida
(Cui et al., 2008).

Claret ja Hughes on ndidanud, et puhastatud FIhD ja FIhC subihikutest konstrueeritud
FIhD,C, (vBi FIhD4C,) kompleks suurendab seondumisspetsiifilisust DNA-ga ning uhtlasi
tdstab tuleneva valk-DNA interaktsiooni stabiilsust in vitro. Ennustati, et FIhD (lesandeks on
tagada FIhC tShus seondumine digetele sihtmarkgeenidele ning stabiliseerida kompleksi.
(Claret ja Hughes, 2000).

Seevastu Campos ja Matsumura poolt Ilabi viidud fisioloogiliste, geneetiliste ja
struktuuranalttside tulemuseks saadi FIhD rolliks hoopis DNA-ga seondumine ja
transkriptsiooniline aktiivsus (Campos ja Matsumura, 2001).

Efektiivseks transkriptsiooniks on mélemad geenid hadavajalikud.

Liikuvust reguleerib positiivselt hulgatunnetuse signaalmolekul AHL ning negatiivselt RsmA.
AHL-i puudumisel seondub ExpR1/ExpR2 rsmA-ga, mille ekspresseerumine takistab flnDC
ja fliA avaldumist, ent signaalmolekuli kogunemisel keskkonnas rsmA ekspressioon alaneb
ning selle negatiivne efekt ndrgeneb (Chatterjee et al., 2010).

1.3.5. RsmC (HexY)

RsmC on negatiivseks regulaatoriks eksoenstiiimide tootmisele ja bakteriraku liikumisele.
RsmC ei suru alla flhDC transkriptsiooni, kuid ké&itub FIhDC antagonistina, mdjutades
viimase sihtmarkgeenide avaldumist. RsmC puudumine fIhDC™ tiives paadib
ekstratsellulaarsete ensutmide Uletootmisega, hiperliikuvusega ja hipervirulentsusega.
RsmC/fInDC" topeltmutandis on aga selline fenottlp kadunud.

Prognoositud RsmC struktuuri analtis vihjab, et tegemist pole DNA-ga seondumisvdimelise
transkriptsioonifaktoriga, vaid et RsmC funktsioneerib kui transkriptsioonimehhanismi
komponent. FIhDC positiivse mdju all olevate gacA, rsmC ja fliA avaldumine on RsmC poolt
parsitud.

RsmC seondub FIhD subiihikuga ja FIhDC kompleksiga, aga mitte FIhC subiihikuga. Kuna
11



RsmC-tulpi valke esineb tksnes margmédanikku pohjustavates bakterites, siis vdib oletada,
et nad on omandanud ja sdilitanud mehhanismi, mis kontrolliks pearegulaatori mdju
litkuvusele, enstitimide ja valkude tootmisele ning taimega interakteerumisele (Chatterjee et
al., 2009).

1.4. Viburi stintees

Vibur on kompleksne organell, mida bakter vajab ujumiseks vedelikes ja roomamiseks
pindadel voi l1&bi viskoossemate keskkondade. Ujumine ning roomamine erinevad teineteisest
mitme aspekti poolest (Harshey, 1994; Copeland ja Weibel, 2009). Roomava fenotliibiga
bakteritel on mitmeid morfoloogilisi isedrasusi, mis eristavad neid vegetatiivses seisundis
olevatest bakteritest. Nimelt on rakud pikenenud, kaetud tihedalt paljude viburitega ning
grupeerunud kérjetaolisse struktuuri (Tuson et al., 2013).

Bakteriaalse viburi stinteesiks on vajalikud ligikaudu 50 geeni (McCarter, 2006).

Siinteesi alustamist kontrollib flhDC operon, mille geenid flhD ja fIhC kuuluvad klass 1
regulaatorgeenide hulka. FIhD4C, seondub klass 2 geenide promootorpiirkondadega ja
aktiveerib sellega nende transkriptsiooni (Liu ja Matsumura, 1994). Edasine viburi slinteesiks
vajalike geenide ekspressioon toimub astmeliselt. Alamosade lisamine on (ldjuhul
jarjestikune, mis tdhendab, et sisemistele osadele lisanduvad Ukshaaval valimised.

Klass 2 viburi reguloni kuuluvad geenid kodeerivad valke viburi basaalkeha ja konksu
ehituseks. Lisaks on regulonis regulaatorid FliA ja FIgM. FliA on vibur-spetsiifiline sigma
faktor, mis on vajalik mitmete klass 2 ja 3 geenide ekspressiooniks. Klass 3 geenid
reguleerivad komponente viburiniidi kokkupanekuks, kemotaksises osalevate valkude
stinteesiks ja motoorse aktiivsuse funktsioneerimiseks (Aizawa ja Kubori, 1998).

FIiC geen kodeerib globulaarset valku flagelliini, millest koosneb viburiniit (Macnab, 2003).

1.4.1. Viburi osad

Basaalkeha on esimene struktuurne vaheluli rakumembraani lipiidses kaksikkihis. Keha
umbritsevad mootorvalgud — ioonkanalid, mis koguvad energiat viburi poorlemiseks. Viburi
mootori saab jagada kaheks osaks: staatoriks ja rootoriks.

Staator, mis seondub peptidogliikaankihiga mittekovalentselt, on ehitatud mitmest
lahutamatust membraanstruktuurist, mis koosnevad MotA ja MotB valkudest. Rootor koosneb
paljudest FIiG valgu koopiatest (Macnab, 2003). Basaalkeha MS (memraani l&bivaid) réngaid
labib vits, mis ulatub peptidogliikaankihist (gramnegatiivsete bakterite puhul ka

valismembraanist) véljapoole. Vitsale kinnitub omakorda konksjas jatke, mis saab muuta oma
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poorlemisnurka ning on viburiniidi kinnitumisele vundamendiks. Viburiniit on Uhtlasi
viimane struktuurelement, moodustades pooljaiga helikaalse propelleri (Macnab, 2003;
Chevance ja Hughes, 2008).

1.4.2. Energia viburi stinteesiks ja liigutamiseks (E. coli naitel)

Bakteri liikumist kontrollivad viburi(te) poérlemissuund ning helikaalsete viburiniitide
kaelisus. Viburi mootor kasutab &ra membraanidevahelist elektrilist ja keemilist
prootonpotentsiaali. Membraani labivad prootonid seonduvad MotB valgu aspartaadijaagile,
pohjustades staatori konformatsiooni muutumist ja pannes sellega rootori podrlema. Jargneb
aspartaadijaagi deprotoneerumine. Aspartaadijaagilt lahkunud prooton liigub tsitoplasmasse

ning staatori esialgne konformatsioon taastub (Macnab, 2003).

1.5. Kasvukiiruse ja enstiimide tootlikkuse vaheline seos

Kdiv et al. on ndidanud, et Pw rsmA” tiivi kasvab 2,5 kuni 3 korda aeglasemalt kui metsiktuvi
ning toodab kogu kasvufaasi véltel, olenemata toitekeskkonnast, suurtes kogustes taime
rakuseina lagundavaid ektratsellulaarseid ensulime. Lisaks on bakterirakud pikenenud ja
kaetud tihedalt vaga paljude viburitega. Need morfoloogilised muutused on aluseks rsmA’
tlive roomavale fenotiubile (Kdiv et al., 2013).

Kuna bakteriaalsete viburite ehituseks on vaja véga paljude geenide ekspressiooni, on
loogiline eeldada, et viburi kokkupanek ning tééshoid on rakule suureks energeetiliseks

valjaminekuks.

Seega sai eelnevate tulemuste selgitamiseks kdesoleva t60 eesméargiks lutia rsmA™ tives vélja
ka flnDC, mis on viburi ehituse pearegulaatoriks.

Lisaks koikidele temast allavoolu ja&vate viburigeenide kontrollile, on sellel ka kaudne
positiivne mdju taimekudesid lagundavate rakuvaliste enstiimide tootmisele.

Hipoteesiks on, et mdlema regulatsioonististeemi inaktiveerimine taastab bakteriraku esialgse
kasvukiiruse, mis 0htlasi kinnitaks, et aeglustunud kasvu pohjuseks on just PCWDE

Uletootmine.
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. TO6 eesmargid

Bakalaureusetod eesmarkideks oli:

e Konstrueerida Pw flnDC™ mutant ja seejérel fInDC’/rsmA™ kaksikmutant.

e Teha kindlaks, kas rsmA™ aeglase kasvu pOhjuseks on PCWDE ja viburite

Uletootmine.

e Vorrelda erinevate mutantsete tuvede kasvu, liifkuvust ja virulentsust.

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Kasutatud bakterittived ja plasmiidid

Tabel 1.

Bakterittived Iseloomustus Allikas
Pectobacterium metsiktlvi Pirhonen et al., 1988
wasabiae SCC3193

P. wasabiae flnDC Ké&esolev t60

P. wasabiae rsmA—::Cm Kdiv et al., 2013

Escherichia coli

SUpE4, AlacU169, (lacZAM15), hasdR17,

Hanahan, 1983

DH5a recAl, endAl, gyrA 96, thi-1, relAl

Plasmiidid

pKD46 AmpF; plasmiid, mis ekspresseerib Datsenko ja Wanner,
indutseeritud tingimustes A Red 2000
rekombinaasi

pKD3 CmFR; Vektori pANTSy derivaat, mis Datsenko ja Wanner,
sisaldab FRT-ga (FLP recognition target) | 2000
kiilgnevat Cm® geeni vektorist pSC140

pMW119 AmpF; madala koopiaarvuga Eurogentec
kloneerimisvektor

pMW{IhDC Amp"®; flnDC operon on kloneeritud Andresen et al., 2010

pMW119 vektorisse

pBluescript SK (-)

Amp®; kdrge koopiaarvuga
kloneerimisvektor

Stratagene
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pBSrsmB AmpF; rsmB geen on kloneeritud Andresen et al., 2010
pBluescript SK (-) vektorisse

pCP20 Amp®, Cm®: temperatuuritundlik Datsenko ja Wanner,
plasmiid, milles on parmi Flp 2000
rekombinaasi geen

pTZ57R/T Amp"; kérge koopiaarvuga Fermentas
kloneerimisvektor

pTZrsmC Amp®; rsmC geen on kloneeritud Kéesolev t60

pTZ57R/T vektorisse

2.2.2. Kasutatud oligonukleotiidid (praimerid)

Tabel 2.

Nimi Jérjestus 5°-3’

FIhDC70P1 | ACA AAG ATG TGA TCA GGA AAT GAT TTG GAT AAC GCC
ATATCGCAGCTTTTGCAATTGGTCCTAATGGTTTGT
GTAGGCTGG AGCTGCTTC

FIhDC70P2 | TGTTTT ACCTGT TCA TCC AGC AGT TGA GGT ATT ATA
TCGGCAAGGTTT TGC GAAAGTTTACGCCTT TTT ACA
TAT GAA TAT CCT CCT TAG

FIhDA AGATTAATGTCATAAATG TG

FIhDY AAA TAT AAT CGA GTC GGT ATG

M13Fow GTA AAA CGA CGG CCAGT

M13Rev AAC AGC TAT GAC CAT G

rsmAP1 GAC CCG ACTCTT TAT AAT CTT TCA AGG AGC AAA GAA
TGCTTATTT TGACGT GTAGGC TGGAGCTGCTTC

rsmAP2 TACGCACCTGGTTGCCTTTCACTC CTAATACGG TAA
CCGTTACCT CAT CCATAT GAATAT CCT CCT TAG

RAP18 GCG AAC ACGAGACGCATTG

alaS TAA GCT ATA AGC GATCCATAAC

rsmcF CCCGCT TAT TCA GCC GAT AGT

rsmcR ACG CGCGTCTACTTT TCT GG
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2.2.3. S66tmed ja kasvatamine

Pectobacterium wasabiae tived kasvatati temperatuuril 30 °C LB v06i SOB s06tmes
(Hanahan, 1983). Escherichia coli tlved kasvatati temperatuuril 37 °C LB s66tmes (Miller,
1972). Tardsodtmete valmistamisel lisati LB so6tmele agarit kontsentratsioonis 15 g/l
(Sambrook, Russell, 2001). Antibiootikume lisati s66tmesse (kui pole maérgitud teisiti)
jargnevate kontsentratsioonidega: ampitsilliini 140 pg/ml ja klooramfenikooli 20 pg/ml.
Vedelsootmes kasvatamisel aereeriti kultuure loksutil.

Ekstratsellulaarsete enstiimide maédramiseks valmistati jargmised selektiivséotmetega
indikaatortassid: tsellulaaside madramiseks karboksimetuiltselluloosiga (CMC; 0,1%) LB
tardsoode; polugalakturonaasi aktiivsuse madramiseks polugalakturoonhappega (0,7%) LB
tards6ode ja proteaasi aktiivsuse madramiseks rasvavaba piima (5%) ja poliigalakturoonhapet
(PGA; 0,7%) sisaldav nn. piima tass (PP).

Kasvukdverad saadi bakteritiivede kasvatamisel mikrotiiterplaadil (Greiner Flat Transparent
96) LB sootmes kuhu vajadusel oli lisatud standardkontsentratsiooniga ampitsilliini. Uhe
proovi mahuks oli 150 ul. Kasvutihedust mdddeti Infinite M200Pro (Tecan) aparatuuriga.

2.2.4. PCR (Polumeraasi ahelreaktsioon)
PCR-i matriitsina kasutati rakuliisaati. Rakkude liitisimiseks lisati 25 pl-le steriilsele veele
tikuotsaga rakke ning kuumutati 96 °C juures 10 minutit. Seejarel tsentrifuugiti rakud 16100 g

juures 1 minut ning kasutati DNA-d sisaldavat supernatanti PCR-i matriitsina.

PCR-i reaktsioonisegu, lildmahuga 20 pl, sisaldas: 2 pl 10x PCR puhvrit, 2 pl 25 mM MgCls,
0,4 ul 10 mM dNTP segu (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 0,12 ul Taq DNA poliimeraasi (5
U/ul; Prof. J. Sedman), 0,5 pl rakuliisaati voi mérklaud DNA-d, 0,2 pl kumbagi praimerit (20
uM) ja Ioppmahuni destilleeritud vett.

PCR-i etapid:

1. DNA esialgne denaturatsioon, poltimeraasi aktiveerimine: 95 °C 3 minutit

2. DNA denaturatsioon: 95 °C 30 sekundit

3. Praimerite seondumine DNA ahelaga: 55-65 °C olenevalt praimerite pikkusest 30 sekundit
4. DNA suntees: 72 °C 30 1-2 minutit olenevalt siinteesitava DNA fragmendi pikkusest

5. DNA 16plik siintees: 72 °C 10 minutit

Etappe 2-4 korrati 30 korda
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2.2.5. DNA geelelektroforees

DNA fragmentide olemasolu ja pikkuste kontrollimiseks kasutati geelelekroforeesi. PCR
reaktsioonisegule lisati 1/10 tldmahust markervarvi, mis sisaldas 0,04% broomfenoolsinist
50%-lises glitseroolis. PCR-i proovi ja markervérvi segu kanti 1%-lisele agaroosgeelile (1%
agaroosi 1x TAE puhvris: 50 mM Tris-atsetaat, 1 mM EDTA; pH 8,2), mis sisaldas
etildiumbromiidi (0,25 pg/ml). Elektroforeeriti 15 minutit pingel 100 volti 1x TAE puhvris
ning geel ilmutati UV valguses.

2.2.6. Transformatsioon ja elektroporatsioon

Retsipienttlivena kasutati E. coli tiive DH5a. vdi Pw erinevaid tiivesid.

Transformatsiooniks kasvatati rakud LB s66tmes tiheduseni ODsgy=~0,2-0,3. Kompetentsed
rakud saadi Hanahani (1983) poolt kirjeldatud CaCl, meetodil. Transformeeritavat DNA-d
lisati rakkudele ligikaudu 100 ng. Rakke koos DNA-ga hoiti jaal 20 minutit ning seejarel tehti
kuumasokk 1,5 minutit 42 °C juures ja rakud jahutati jdal 10 minutit. Seejarel kasvatati neid
30-60 minutit 1 ml-s LB s66tmes. Rakud tsentrifuugiti pdhja (1500 g, 2 minutit) ning plaaditi
LB tardsodtmele, mis sisaldas sobivat antibiootikumi.

Elektroporatsioonikompetentide saamiseks kasvatati rakke ule6d 5 ml-s LB so6tmes, kuhu
vajadusel oli lisatud sobiv antibiootikum. Hommikul tehti 1:50 lahjendus 50 ml-i LB vdi SOB
(kuhu vajadusel oli lisatud sobiv antibiootikum) sd6tmesse ja kasvatati tiheduseni
ODsgp=~0,5. Seejérel tsentrifuugiti rakud (1500 g, 5-10 minutit) 4 °C juures ja eemaldati
supernatant. Rakke pesti 3 korda 10% gliitserooliga ning voeti iiles 40 ul-s 10% glutseroolis.
40 pl-le rakkudele lisati 100-200 ng puhastatud PCR produkti, DNA-rakkude segu pipeteeriti
jaal jahutatud kovetti ja elektroporeeriti BIO-RAD Pulseriga pingel 2,5 kV. Vahetult pérast
elektroporatsiooni lisati 1 ml LB + MgSO, (I6ppkontsentratsiooniga 20 mM) sdddet ning
kasvatati 1-4 tundi, seejérel tsentrifuugiti rakud pohja (1500 g, 2 minutit) ja plaaditi LB

tards6otmele, mis sisaldas sobivat antibiootikumi.

2.2.7. FIhDC™ mutandi konstrueerimine

FIhDC™ mutandi konstrueerimiseks kasutati Datsenko ja Wanneri meetodit, Kkus
kromosomaalne geen Kkatkestatakse homoloogilise rekombinatsiooni teel, kasutades
lineraarset DNA fragmenti (Datsenko, Wanner, 2000).

Esimese etapina disainiti praimerid FIhDC70P1 ja FIhDC70P2, mis on 70 aluspaari ulatuses
komplementaarsed fIhDC jarjestusega ja 20 aluspaari ulatuses Cm resistentsusgeeniga, mida

sisaldab pKD3 plasmiid. PCR-i matriitsina kasutati plasmiidi pKD3 ja saadud produktid
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puhastati DNA Clean & Concentrator' -5 D4003 (Zymo Research Corp.) kit-i abil vastavalt
tootja protokollile. Mdddeti kontsentratsioon ning kvaliteet, kasutades Infinite M200Pro
(Tecan) aparatuuri.

Kompetentsetesse Pw metsiktiive rakkudesse elektroporeeriti A Red rekombinaasisiisteemi
kodeeriv plasmiid pKD46. Pw + pKD46 kompetentide tegemisel lisati lahjenduskultuuri
rekombinaasi indutseerimiseks arabinoosi (Idppkontsentratsiooniga 10 mM).

Seejarel elektroporeeriti eelnevalt valmistatud kompetentsetesse Pw + pKD46 rakkudesse
~150 ng puhastatud PCR produkti, lisati 1 ml LB + MgSO, (I6ppkontsentratsiooniga 20 mM)
s0ddet ning kasvatati 3-4 tundi ja jéeti le6d toatemperatuurile seisma. Jargmisel péeval
plaaditi rakud Cm (12,5 pg/ml) sisaldavale tardsodtmele ning inkubeeriti 30 °C termostaadis.
Cm resistentusgeeni olemasolu kontrolliti PCR-iga, kasutades selleks praimereid FINDA ja
FIhDY.

2.2.7.1. Resistentsusmarkeri eemaldamine

Saadud fIhDC™::Cm mutant tehti eelnevalt kirjeldatud meetodi jargi kompetentseks ning lisati
~200 ng pCP20 plasmiidi ja elektroporeeriti samadel tingimustel kui eelnevalt kirjeldatud.
Vahetult parast elektroporatsiooni lisati 1 ml LB + MgSQ, (I6ppkontsentratsiooniga 20 mM)
s00det ning kasvatati 30 °C juures 1 tund, seejdrel plaaditi rakud Amp (25 pg/ml) sisaldavale
tardsootmele ning jéeti tled6 30 °C juurde kasvama.

Jargmisel paeval kilvati tekkinud kolooniad Gmber LB + Amp vedelsodtmesse ning kasvatati
24 tundi temperatuuril 30 °C. Jargnevalt tehti 1:100 lahjendus LB sd6tmesse (ilma
antibiootikumita) ning kasvatati 30 °C juures kuni ODsgy=~0,1 ja edasi inkubeeriti 24 tundi
temperatuuril 35 °C. Seejérel kiilvati 50 pl rakke LB tardséotmele ning hoiti iile6é 30 °C
juures. Tekkinud kolooniad kiilvati kontrolliks timber Cm (20 pg/ml) ja Amp (140 pg/ml)
sisaldavale tards6otmetele. Antibiootikumi sisaldavatel s66tmetel mittekasvanud kolooniad
kontrolliti tile PCR-ga, kasutades praimereid FInDA ja FIhDY.

2.2.7.2. FIhDC/rsmA™ topeltmutandi konstrueerimine

PCR-i matriitsina kasutati plasmiidi pKD3 ning fragmendi amplifitseerimiseks praimereid
rsmAP1 ja rsmAP2, mis on 50 aluspaari ulatuses komplementaarsed rsmA geeni ja 20
aluspaari ulatuses Cm resistentsusgeeniga.

FIhDC tuvi tehti eelnevalt kirjeldatud meetodi jargi kompetentseks, lisati ~100 ng pKD46
plasmiidi ning elektroporeeriti samadel tingimustel kui eelnevalt kirjeldatud. Seejarel
elektroporeeriti kompetentsetesse flhDC™ + pKD46 rakkudesse ~150 ng puhastatud PCR-i
produkti, lisati 1 ml LB + MgSO, (Idppkontsentratsiooniga 20 mM) sdé6det ning kasvatati 3-4

tundi ja jdeti iiledd toatemperatuurile seisma. Jargmisel pdeval plaaditi rakud Cm (12,5 pg/ml)

18



sisaldavale tardséotmele ning inkubeeriti 30 °C termostaadis. Cm resistentusgeeni olemasolu

kontrolliti PCR-iga, kasutades selleks praimereid RAP18 ja alaS.

2.2.8. Kloneerimine

RsmC geeni kloneerimine vektorisse pTZ57R/T viidi labi InsT/Aclone TM PCR Product
Cloning Kitiga (Fermentas). Konstrukti valmistamiseks amplifitseeriti rsmC geen Pw
kromosoomilt praimeritega rsmcF ja rsmcR ja puhastati DNA Clean & Concentrator -5
D4003 (Zymo Research Corp.) kit-i abil vastavalt tootja protokollile. Eelnevalt I6igatud
vektor ja kromosoomilt amplifitseeritud rsmC geen ligeeriti kokku kasutades T4 DNA ligaasi

vastavalt tootja protokollile (Fermentas).

2.2.9. Plasmiidse DNA eraldamine
Plasmiidne DNA eraldati FavorPrep™ Plasmid DNA Extraction Mini Kit (Favorgen Biotech.

Corp.) abil vastavalt tootja protokollile.

2.2.10. Enstiimide aktiivsus

Tardsdotmetel enstiimide méaramiseks kasutati CMC, PGA ja PP tasse (vt. ptk. 2.2.3.).
Proteaasi aktiivsus maérati PP tassil, inkubeerides bakterirakke 48 tundi temperatuuril 30 °C.
Aktiivsus detekteeriti tekkinud proteoliiusi tsoonide 1abimdddu jargi.

Tsellulaaside aktiivsuse maaramiseks inkubeeriti bakterirakke 24 tundi CMC tassil, seejarel
varviti 15 minutit 0,1% Kongo punasega. Pérast varvimist pesti tassi veega ning toddeldi 1M
NaCl-ga 30-45 minutit. Tsellulaaside aktiivsus mé&érati kolooniate Umber tekkinud
varvivabade tsoonide 1&bim&ddu jérgi.

Pektinoltdtiliste enstiimide (polugalakturonaasi) aktiivsuse madramiseks kasvatati
bakterirakke 24 tundi PGA tassil. Seejarel toodeldi tassi 1M CaCl,-ga 30-45 minutit ja

enstiumi aktiivsus tuvastati kolooniate umber tekkinud labipaistvate tsoonide l1abimd6du jérgi.

2.2.10. Liikuvus

Wt, fInDC™ + pMW ja fIhnDC™ + pMWIfIhDC tlvede liikuvust maarati so6tmel, mis sisaldas
0,4% Kkartuliekstrakti ja 0,25% agarit. Vordne kogus rakke torgati tardsdédtmesse.
Tardso0tmega Petri tasse inkubeeriti temperatuuril 30 °C. Liikuvust hinnati 24 tunni
moodumisel tekkinud tsoonide jargi.
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2.2.11. Virulentsus

Wt, fIhDC” + pMW ja fIhDC™ + pMWIfIhDC tiivede virulentsust testiti kartulimugulatel (sort:
Laura). Vordluseks voeti korvale metsiktivi. Naktamiseks sobilike kartulite saamiseks leotati
neid Ule6d vees, jargmisel péeval mugulad pindsteriiliti hoides neid 10%-lises
valgendajalahuses (ACE Blue) 10 minutit. Seejarel pesti mugulaid 96% etanooliga ja kaks
korda destilleeritud veega. Kui mugulate pinnad olid kuivanud nakatati neid 10 mM MgSO,-
ga pestud ja lahjendatud bakteritlivede Gle6o kultuuriga (ODsgo=1). Igasse kartulisse vajutati
steriilse pipetiotsikuga ks 1 cm sugavune auk, kuhu pipeteeriti 30 pl vastavat bakteritiive.
Kartulid asetati steriilsetesse karpidesse niisutatud paberile. Mugulaid inkubeeriti

toatemperatuuril 48 tundi. Matsereerunud kude eraldati ja kaaluti.
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2.3. Tulemused ja arutelu
Bakalaureuset60 eesmargiks oli tdestada, et rsmA” tlive kuni kolm korda aeglustunud kasvu

pdhjus seisneb PCWDE ja viburite massiivses tootmises.

Esimeseks etapiks oli Pectobacterium wasabiae SCC3193 tive flhDC::Cm mutandi
konstrueerimine jarjestusspetsiifilise A Red rekombinatsiooni teel. Saadud flhDC mutanti
kontrolliti Cm geeni olemasolu jargi flhDC operonis.

Kuna lisaks flnDC-le oli soov paralleelselt vélja lita ka rsmA geen, tuli pérast viburi
pearegulaatori nokauteerimist eemaldada kromosoomist Cm resistentsusmarker. Oleks kiill
vOimalik olnud kasutada samaaegselt teise resistentsusmarkerina kanamdtsiini, kuid
varasemad katsed on ndidanud, et sama rekombinatsioonisiisteemi (A Red) kasutamise puhul
vOivad bakterikromosoomis aset leida spontaansed rekombinatsioonid ja see muudaks

mutandi ebastabiilseks.

Resistentsusgeeni véljalodmise metoodika sai Pw jaoks kohandatud k&esoleva t60 raames.
Datsenko, Wanneri (2000) protokoll on koostatud eeskatt E. coli jaoks, aga kuna Pw
elektroporatsioonisagedus on umbes 2 suurusjarku madalam ja ta pole vdimeline kasvama
temperatuurivahemikus 37-42 °C, tuli resistentsusmarkeri elimineerimiseks vajaliku pCP20
plasmiidi sisseviimiseks ja parast ka eemaldamiseks metoodikat kohandada.

Madravaks faktoriks sai parast plasmiidi elektroporeerimist plaatimine tardséétmele, mis
sisaldas tunduvalt madalamat ampitsilliini kontsentratsiooni kui tavaliselt ette on nahtud (140
140 pg/ml vs 25 pg/ml). Standardkontsentratsiooniga ei kasvanud vaatamata korduvatele
katsetele Uhtegi kolooniat. Flp rekombinaasi indutseerimiseks, et eemaldada kromosoomist
resistentsusgeen, ja pCP20 véljasaamiseks rakkudest piisas kasvatamisest 24 tundi
temperatuuril 35 °C, mitte 42-43 °C juures, nagu on kirjas ametlikus metoodikas, mis Pw-le

on juba letaalne.

Edasiseks plaaniks oli fIhDC/rsmA™ kaksikmutandi konstrueerimine. Kuna vaatamata
korduvatele Kkatsetustele seda saada ei Onnestunud, tekkis idee nende regulaatorvalkude
koosmdju uurimiseks kasutada kaht kaudset meetodit.

Esiteks, eelnevalt konstrueeritud flnDC" tlivesse sai sisse viidud kdrge koopiaarvuga plasmiid
pBSrsmB, kuhu oli sisestatud rsmB geen. Nii saadi rsmB-d Uleekspresseeriv tlvi, mis
soodustaks PCWDE geenide avaldumist seondudes globaalse repressorvalguga RsmA.
Teiseks, funktsionaalne rsmC geen koos promootorjarjestusega sisestati kloneerimisvektorisse

pTZ57R/T ning saadud konstrukt elektroporeeriti rsmA™::Cm tilvesse, et rsmC
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uleekspressiooni kaudu antagoniseerida FIhDC-d.
Seega Uritati kahe erineva regulatsioonitee kaudu (vt. Joonis 1.) imiteerida soovitud
kaksikmutanti.

2.3.1. FIhDC mdju liikumisele
Kinnitamaks, kas viburi pearegulaatoril FInDC-1 on ainumaarav roll bakteri liikumisvéimele,
vorreldi omavahel metsiktive, liikumatut flnDC tive ja komplementatsioonitive flnDC™ +

pMWI{IhDC madala agarisisaldusega tassil.

Mustad tapid tahistavad vastava tlive kilvikohta ning hall ring tsooni, kuhu bakter on tassil

ujunud.

7

. .

wt fhDC™ + pMW fIhDC + pMW/fThDC

Joonis 2. FIhDC mdjutab bakteri liikuvust.
FIhDC™ genotliubiga bakterirakkudel puuduvad viburid ja seega ka liikumisvdimelisus,
komplementatsioonitiivi on  vorreldes  metsiktiivega  liikuvam, sest  plasmiidilt

transkribeeritakse FIhDC-d rohkem kui metsiktlive genoomilt.

2.3.2. FInDC mdju virulentsusele
Taustast eristuv so0r téhistab ala, kuhu bakterirakud on enstiime sekreteerinud ja sé6tmes

olevat taime imiteerivat komponenti lagundanud.

fhDC +pMW  flhDC + pMW/hDC

Joonis 3. FIhnDC mdjutab tsellulaasset aktiivsust.
FIhDC™ komplementatsioonitiives on tsellulaasne aktiivsus taastunud samale v6i natuke
kdrgemale tasemele kui metsiktlves, kuid liikumatu flnDC™ + pMW toodab vahem tsellulaase
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kui metsiktlvi. Seetdttu on selge, et enstiimide aktiivsust ei mdjuta kontrollplasmiid, vaid
FIhDC.

wt fIhDC + pMW  flhDC + pMW/IhDC
Joonis 4. FIhDC mdjutab poligalakturonaasi aktiivsust.
FIhDC™ komplementatsioonitivi taastab metsiktive fenotlubi, liikumatu flhDC™ + pMW

toodab véahem poliigalakturonaasi kui metsik- ja komplementatsioonitvi.

Joonis 5. FIhDC mdjutab proteaasi aktiivsust.
Komplementatsioonitiive proteaasne aktiivsus on kdrgem kui metsiktuvel, kuna flhDC-d
transkribeeritakse plasmiidilt rohkem kui metsiktives genoomilt. Liikumatu flhDC- + pMW

ei tooda proteaasi uldse.

I

w
|

grammides (g)
N

Madanenud kude
=

0 -

Joonis 6. FIhDC mdgjutab kudede matsereerumist kartulimugulas.

wt (), IhdbC + pMw (), fInDC™ + pMWIIhDC ([). Joonisel on toodud keskmine
madanenud kudede hulk grammides kiimne kartuli kohta ning standardhélve.

FIhDC  tuvi on liikumisvbimetu ning mé&dandab 2 korda vdhem kui metsiktlvi,
komplementatsioonitiives on aga esialgne fenotiip taastunud. Seega on FIhDC-I tugev mdju
méadandamisvdimele kartulimugulas.

FIhDC tuvi on liikumisvdimetu ning toodab véhem tsellulaase ja polugalakturonaasi kui
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metsiktivi, proteaasne aktiivsus puudub téiesti. See on kooskdlas ka kahanenud kudede
matseratsiooniga kartulimugulas, kuid pole selge, kas véhenenud virulentsuse p&hjuseks on
liikumisvBimetus voi PCWDE sekretsiooni alanemine.

2.3.3. Kasvukiirused

Kodikide mutantide iseloomustamiseks maarati nende kasvukdverad.
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Joonis 7. Wt (=), fIhDC" + pMW (=), fInDC" + pMWIfIhDC (-—) tuvede kasvukdverad
LB sootmel, kuhu vajadusel oli lisatud standardkontsentratsiooniga ampitsilliini.
Graafikul on kolme sdltumatu katse tulemuse naidiseksemplar. Absoluutarvud katsete
vahel erinesid, kuid tendents oli sama.

Graafikult on n&ha, et flnDC" + pMW tivi ei kasva kiiremini kui metsiktiivi, kuid vorreldes
komplementatsioonitlivega on kasvukiirus natuke tdusnud.

FIhDC™ + pMWIIhDC kasvukiirus on varreldes metsiktiivega langenud.

Kuna komplementatsioonitlves transkribeeritakse FIhDC-d plasmiidilt, on selle tase kdrgem
kui metsiktives. Tulemus on kooskdlas ennustusega, et rohkete lisaviburite monteerimine
avaldab mdoju bakteriraku energiabilansile. Sellest vOib tuleneda mdéningane kasvukiiruste
erinevus.

Aeglasem kasv voib olla pdhjustatud ka suurenenud proteaasi tootmisest (vt. Joonis 5.), ent

see on ebatbenéoline, kuna s66tmes puudus induktor selle avaldumiseks.
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Joonis 8. Wt (=), fIhDC" + pBS (-), flhDC" + pBSrsmB (=), rsmA" + pTZ (), rsmA” +
pTZrsmC (—) tuvede kasvukdverad LB so6tmel, kuhu vajadusel oli lisatud
standardkontsentratsiooniga ampitsilliini. Graafikul on kolme sdltumatu katse tulemuse
naidiseksemplar. Absoluutarvud katsete vahel erinesid, kuid tendents oli sama.

Ainsana eristub graafikul teistest rsmA™ + pTZrsmC tive kasvukdver, see kasvab tunduvalt
aeglasemalt kui metsiktuvi. Vaatamata kahanenud litkumisvdimele (andmed pole naidatud) ei
Kiirenda rsmC uleekspressioon rsmA tlves kasvu.
See tdhendab, et virulentsusfaktorite ja viburite Gletootlikkus ei ole vahemalt maaravaks
pohjuseks rsmA™ tiive aeglustunud kasvule.

Kuigi varasemad katsed on ndidanud, et rsmA™ tivi kasvab ligi 3 korda aeglasemalt Kkui
metsiktilpi bakterirakud, ei suudetud kéesoleva t66 raames rsmA™ + pTZ tivega tulemust
korrata.

RsmA™ tlve ebastabiilsust on tdheldatud ka varem. Saadud mutandil on aja jooksul
spontaansete punktmutatsioonide tdttu metsiktiivele omane fenotliup taastunud (KOoiv,
avaldamata).

Pole kindel, kuid vdib oletada, et selle téttu ei dnnestunud ka flInDC /rsmA™ topeltmutandi
konstrueerimine. Kahe mastaapse regulatsioonisiisteemi korraga eemaldamine voib Pw-le
letaalne olla.

Lisaks pole vélistatud, et kasvukiirusele avaldab m6ju ka kdrge koopiaarvuga plasmiid pTZ,
kuigi selle mdju mehhanism j&é&b arusaamatuks.

SeetOttu tuleks kasvatamise kordamisel kasutada ka moénda muud korge koopiaarvuga

kontrollplasmiidi.

FIhDC™ + pBS ja flhDC" + pBSrsmB kasvukiiruste erinevused ei ole veamaara piires ning ka

vOrdluses metsiktiivega on kasv peaaegu sama. Nii vOib Umberkaudsete meetodite
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kasutamisel saadud informatsioonist teha kokkuvdttes jarelduse, et ei rsmB ega rsmC
tleekspressioon vastavalt flnDC™ ja rsmA™ tlives ei avalda bakteri kasvukiirusele maéravat

moju.

2.3.4. FInDC ja RsmA koosmdju virulentsusele

Peale kasvukiiruste méaramist tuli vaatluse alla votta regulaatorite FIhDC ja RsmA koosmdju
virulentsusele, selleks méarati PCWDE aktiivsused vastavatel indikaatortassidel.

Taustast eristuv soor tahistab ala, kuhu bakterirakud on enstitime sekreteerinud ja s66tmes

olevat taime imiteerivat komponenti lagundanud.

Tsellulaaside aktiivsus

fIhDC + pBS JIhDC + pBSrsmB

Joonis 9. FIhDC mdjutab tsellulaasset aktiivsust labi Rsm siisteemi.
Jooniselt on nédha, et komplementeerides flhDC" tiive rsmB-ga taastub metsiktiivega sarnane
fenotuilip, mis annab kinnitust, et tsellulaasset aktiivsust mdjutab FIhDC labi Rsm siisteemi.

Liikumatu flhDC toodab tsellulaase vahem kui metsiktivi.

rsmA” +pTZrsmC rsmAd” + pTZ

Joonis 10. RsmC uleekspressioon ei alanda tsellulaasset aktiivsust.
RSmA”™ + pTZrsmC ja rsmA” + pTZ tlved toodavad Uhepalju tsellulaase, kuid vahem vorreldes
metsiktiivega.

Polligalakturonaasi aktiivsus

Pektinoltutiliste enstimide klassi kuuluval poliigalakturonaasil on olulisimaid rolle
taimekudede matseratsioonis.
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wt flhDC + pBS fIhDC + pBSrsmB

Joonis 11. FIhDC mojutab polugalakturonaasi aktiivsust labi Rsm siisteemi.
Komplementeerides flnDC" tiive rsmB-ga taastub poliigalakturonaasne aktiivsus, mis kinnitab,
et ka selle klassi eksoenstiimide regulatsiooni mdjutab FInDC l&bi Rsm susteemi. Liikumatu
fInDC" tlivi toodab pisut vahem poliigalakturonaase kui metsiktivi.

g

 rsmA"+ pTZrsmC ; rsmA” +pTZ
Joonis 12. RsmC uleekspressioon ei alanda poltigalakturonaasi aktiivsust.

RSmMA™ + pTZrsmC ja rsmA” + pTZ tlvede polugalakturonaasne aktiivsus on voérdne, kuid

vaiksem vorreldes metsiktiivega.

Proteaasi aktiivsus

Joonis 13. FIhDC ei mdjuta proteaasi aktiivsust labi Rsm slisteemi.

FIhDC tlves uleekspresseeritud rsmB ei taasta proteaasset aktiivsust, seega ei reguleeri
FINDC proteaasi kodeerivat geeni I&bi Rsm slisteemi, vaid otse, vGi mingi muu, veel teadmata
regulaatori kaudu.
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Joonis 14. RsmC uleekspressioon pérsib proteaasi aktiivsust.

RsmC kéitub FIhDC antagonistina ning surub selle sihtmarkgeenide avaldumist alla. Seega on
ootuspérane, et rsmC Uleekspresseerimine halvab proteaasi tootmise, jarelikult ei reguleeri
FIDC nende tootmist I&bi Rsm siisteemi.

GacA fpr)
Prt
rsmmB RN A
RsmA
Cel
Peh

Joonis 15. Eeldatav regulatsioonimudel.

Skeemil on ké&esoleva t60 tulemuste pdhjal tehtud tdiendatud regulatsioonimudel (vrdl. Joonis
1.), mis nditab, et proteaasi ekspressioon ei kai sama raja kaudu kui tsellulaaside ja
poligalakturonaasi. Rohelised nooled tahistavad positiivset ja punased negatiivset
regulatsiooni.

Kuna kasvukiiruste vordlus néitas, et rsmA™ + pTZ tlvi minetas iseéraliku fenottitibi ning
taastunud oli metsiktlvele iseloomulik kasv, ei saa seetdttu selle tive PCWDE aktiivsuste
tulemustest teha pdhjapanevaid jareldusi.
Tsellulaaside ja pollgalakturonaaside aktiivsus oli rsmA™ tives madalam ja proteaaside
tootlikkus vordne metsiktiivega.
Need tulemused ei Ghti varasematega. RsmA™ tiives on ndidatud tsellulaaside ja
pektinoludtiliste ensutimide, mille hulka kuulub poliigalakturonaas, suurt aktiivsust. Seevastu
proteaasi transkriptsiooni ja aktiivsuse vahel on tdheldatud vastuolu. Vastavaid geene
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transkribeeritakse suures koguses, kuid aktiivsus on madal (Kdiv et al., 2013).
Katse kordamisel ja rsmA’ tuve uuesti konstrueerimise korral tuleks teha ka kvantitatiivsed
analutsid ekstratsellulaarsete enstiimide tootlikkuse kohta, et saada tapsemat informatsiooni

erinevuste suuruste kohta.

2.4, Jareldused

Saadud tulemustest vOib jareldada, et viburite ja taime rakuseina lagundavate
ekstratsellulaarsete ensutimide uletootlikkus ei ole vahemalt peamiseks pdhjuseks Pw rsmA”
tive aeglustunud kasvule.

Viburi pearegulaator FIhDC ei mdjuta, erinevalt tsellulaaside ja poligalakturonaaside
tootmisest, proteaasset aktiivsust labi Rsm slisteemi, vaid otse vdi l&bi mdne muu regulaatori.

Saadi kinnitus varasematele Kkatsetele, et viburi pearegulaator FIhDC on oluliseks
virulentsusfaktoriks ja selle puudumine vahendab taime madandamist tunduvalt, kuid pole

kindlalt teada, kas p&hjuseks on liikumisv@imetus v6i vahenenud PCWDE tootmine.
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KOKKUVOTE

Pectobacterium wasabiae on laia peremeesringiga flitopatogeen, kes pdhjustab mitmetel
majanduslikult olulistel taimedel margméadaniku nimelist haigust.

Madravaks virulentsust mdojutavaks teguriks on taime rakukestasid lagundavate
ekstratsellulaarsete ensutimide tootmine. Virulentsusfaktorite avaldumine Oigel ajal ja kohas
on reguleeritud labi mitmeastmelise kontrollvdrgustiku, mille olulisemad komponendid on

globaalne repressorvalk KdgR, hulgatunnetus ja viburi pearegulaator FIhDC.

Kéesolev t60 pidi andma kinnituse voi Umber likkama hilipoteesi, et Pw rsmA” tlive kuni kolm
korda aeglasem kasv vorreldes metsiktiivega on pdhjustatud tema massiivses taime rakuseina
lagundavate eksoensulimide sekretsioonis ja viburite uletootmises.
Selleks oli algne plaan konstrueerida Pw flIhDC/rsmA" tuvi. FIhDC" tlive rakkudel puuduvad
viburid ning nimetatud operoni eemaldamine avaldab negatiivset mdju ka PCWDE
avaldumisele, kuna tegemist on nende suhtes kaudse regulaatoriga. Eeldati, et selle palju
energiat ndudva elemendi kdrvaldamine taastab kasvukiiruse metsiktiive tasemele.
Topeltmutandi koostamine aga ei 6nnestunud ja seetGttu tuli kasutada kaht Umberkaudset
meetodit. Esialgsed andmed néitasid, et pistitatud hlpotees ei vasta tGele ning viburite ja
eksoensutimide tletootlikkus ei ole kandvaks pdhjuseks tunduvalt aeglasemale kasvule rsmA
tuves.

Tapsema Ulevaate saamiseks on aga vaja katseid korrata, kuna rsmA™ tlive ebastabiilsus vois
tulemusi moonutada.

Lisaks saadi kdesoleva t60 raames teada, et FInDC moju proteaasile ei ole vahendatud l&bi

Rsm siisteemi.

Suured tanud t66 juhendajale Viia Kdivule mdistva ning toetava suhtumise eest ning ka

ulejaénud laborikollektiivile, kes vajadusel lahkelt aitasid.
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Effect of regulatory proteins FIhDC and RsmA on the virulence of Pectobacterium
wasabiae SCC3193
Kaarel Koitne

SUMMARY

Pectobacterium wasabiae is a phytopathogenic bacterium with broad host range, who causes
soft rot on a wide variety of economically important crops.

The most important components, which affect the ability to successfully infect plants are the
production and secretion of plant cell wall degrading enzymes. These virulence factors are
tightly regulated by complex cellular control mechanisms and induced by signals from the

host organism.

The aim of this study was to verify or disprove that Pw rsmA’ strain’s growth slowdown is the
direct result of hyperflagellation and hypervirulence.
The plan for this was to construct a flhnDC/rsmA” double knock-out and thereby determine if

the hypothesis is correct or not.

FINDC is the master regulator for flagellum biosynthesis and it also indirectly controls the
expression of PCWDE. By the removal of such energetically costly system, the growth rate
was predicted to return to the same level as wild-type.

However, we were unable to construct such double knock-out and therefore a bypass method
was used. RsmC and rsmB were overexpressed in the rsmA™ and flIhDC" strains, respectively.
In order to imitate the phenotype that the flhDC/rsmA™ double knock-out would presumably
have.

Preliminary results indicate that the hypothesis is not true and hypervirulence and
hyperflagellation is at least not the main cause of growth slowdown. A novel observation was
made that the regulation of protease by FIhDC is not mediated through Rsm system.

Due to the instability of the rsmA™ strain and to properly quantify the levels of PCWDE in the

mutant strains the experiment should be repeated to get more meaningful data.
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