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INFOLEHT

Poomisvastuse mdju Pseudomonas putida stressitaluvusele

Poomisvastus on viis, kuidas bakterid tulevad toime mitmesuguste stressitingimustega.
Kuigi poomisvastuse mdju on varasemalt pdhjalikult kirjeldatud biokile moodustumises, on
tagaplaanile  ja&&nud  Pseudomonas putida  faagikaitse ning  antibiootikumi-  ja
kemikaalitolerantsuse uuringud. Seega puudub selge tlevaade poomisvastuse mojust P. putida
flsioloogiale. Sellest l&htuvalt oli k&esoleva t60 eesmérgiks valja selgitada, kuidas
poomisvastus mojutab P. putida’t, kasitledes ka selle voimalikku rolli faagivastases kaitses.
Tulemused nditasid, et poomisvastus-defektsed tiived on prototroofid ning et poomisvastus
mojutab vahesel mdaaral antibiootikumi- ja kemikaalitolerantsust ning kaitseb ndrgalt
bakteriofaagide eest, kuid Kkaitse tugevus soltub suuresti konkreetsest bakteriofaagist. Lisaks
leiti, et poomisvastus-defektsed tlived on statsionaarses kasvufaasis suuremad kui metsiktive

rakud, moodustavad ahelaid ning neil esinevad tugevad membraanidefektid.

Mérksdnad: Pseudomonas putida, poomisvastus, stressitaluvus

CERCS: B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, mikoloogia

The effect of stringent response on stress tolerance of Pseudomonas putida

The stringent response is a common way for bacteria to survive various stressful
conditions. While its impact on biofilm formation has been extensively studied, there is limited
data available on its importance in phage defence and antibiotic and chemical tolerance in
Pseudomonas putida. Thus, there is no clear overview of the effect of the stringent response on
P. putida’s physiology. Therefore, this study aimed to determine the effects of stringent
response on the physiology of P. putida, with a specific focus on its potential involvement in
phage defence. The results revealed that the stringent response mutant strains are prototrophic;
and the stringent response has a minor effect on antibiotic and chemical tolerance and provides
generally weak protection against bacteriophages, but the level of protection is highly
dependent on the specific phage. Additionally, the mutant strains form filaments, have enlarged

cells and severe membrane defects in the stationary phase.
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KASUTATUD LUHENDID

(P)PPGpp — guanosiintetrafosfaat ja guanosiinpentafosfaat

Bp — benstdlpenitsilliin (ingl benzylpenicillin)

CAA — kaseiini hudrolusaat (ingl casamino acids)

cipro — tsiprofloksatsiin (ingl ciprofloxacin)

Cm — klooramfenikool (ingl chloramphenicol)

EDTA - etuleendiamiintetradadikhape (ethylene diamine tetra acetic acid)
Gm — gentamutsiin (ingl gentamicin)

LB — liisogeenne stdde (ingl lysogeny broth), rikas séode

NQ — nitrokinoliin (ingl nitroguinoline)

OD - optiline tihedus (ingl — optical density)

P1 — propiidiumjodiid (ingl propidium iodide)

PolyB — polumuksiin B (ingl polymyxin B)

RSH — RelA-SpoT-homoloog

SAH — vaike alarmooni hiidrolaas (ingl small alarmone hydrolase)
SAS - vdike alarmooni suntetaas (ingl small alarmone synthetase)
TAS — toksiin-antitoksiin stisteem

wt — metsiktivi (ingl wild-type)



SISSEJUHATUS

Bakterite kasvukeskkond voib vaga kiiresti muutuda, mistottu puutuvad nad oma elutstkli
jooksul kokku mitmesuguste stressoritega. Vaenulikes tingimustes ellujadmiseks on bakteritel
valjakujunenud erinevad mehhanismid. Uheks selliseks konserveerunud stressimehhanismiks,
mis mitmete stressorite mojul aktiveerub, on poomisvastus. Seda reguleerivad RelA ja SpoT
enstiimid, stnteesides ja/v0i hudroliiusides alarmooni molekule guanosiintetrafosfaat ja
guanosiinpentafosfaat, Ghiselt tuntud kui (p)ppGpp. Selle alarmooni akumuleerumine
pdhjustab globaalse geeniekspressiooni imberprogrammeerimist, voimaldades bakteritel toime
tulla nii toitainete puuduse kui ka teiste keskkonnatingimuste muutustega.

Poomisvastus suunab bakterid kasvult stressitaluvusele, aeglustades raku elutegevust kuni
soikeseisundini. See vOimaldab bakteritel ekstreemsetes stressitingimustes, sh antibiootikumi
tootlus, elus pisida, kusjuures sellistes tingimustes on suurem surve resistentsust tagavate
mutatsioonide tekkeks ja plsimajaamiseks. Kui mutanttiived on tekkinud, vivad mutatsioonid
horisontaalse geenitilekandega levida edasi tundlikesse bakteritesse, mille tulemuseks on
I6puks vaid antibiootikumiresistentsete bakterite ellujagdmine. Seega aitab poomisvastus kaasa
antibiootikumiresistentsuse levikule, mis on tanapéeva meditsiinis markimisvaarne probleem
ning antibiootikumiresistentsusega voitlemiseks on oluline mdista poomisvastuse toimimist ja

selle olulisust bakterifusioloogias.

Seni on poomisvastuse moju Kirjeldatud biokile regulatsioonis, patogeensete bakterite
virulentsuses, antibiootikumi- ja kemikaalitaluvuses ning méningaid viiteid on avaldatud ka
selle stressivastuse olulisuse kohta bakteriofaagide, baktereid nakatavate viiruste, vastases
kaitses. Samuti on Kirjeldatud (p)ppGpp-defektsete tlvede erinevat ndudlikkust
kasvusootmetele. Poomisvastuse olulisus faagivastases kaitses on aga veel killaltki ebaselge
ning suuresti Kirjeldamata, seda eriti keskonnabakterite mudelorganismi Pseudomonas putida
puhul, mida nakatavaid faage oli veel hiljuti isoleeritud vaid mdned tksikud. Lisaks on
P.putida puhul véhekirjeldatud ka poomisvastuse téhtsus antibiootikumi- ja
kemikaalitolerantsuses. Seega, kuigi biokile moodustumist on sel bakteril pdhjalikult uuritud,

puudub selge tlevaade poomisvastuse mdjust bakteri ldisele kohasusele.

Eelnevast informatsioonist lahtuvalt on kaesoleva t66 eesmérk vélja selgitada, kuidas
poomisvastus mojutab P. putida’t, kisitledes ka selle stressivastuse vdimalikku rolli

faagivastases kaitses.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Poomisvastus

Bakterid peavad enda elutsikli jooksul pidevalt toime tulema muutuvate
keskkonnatingimustega, mis vdivad ohustada nende ellujadmist (K. R. Gupta et al., 2021).
Muutustele reageerimine ja nendega kohanemine vajab kiirelt toimivaid signaaliradasid ja

tdhusaid stressivastuseid (Irving et al., 2020).

Poomisvastus on bakterites levinud stressimehhanism, mida reguleerivad alarmoonid
guanosiintetrafosfaat (ppGpp) ja guanosiinpentafosfaat (pppGpp), vastavalt guanosiin-5'-
difosfaat,3'-difosfaat ning guanosiin-5'-trifosfaat,3'-difosfaat (Hara ja Sy, 1983; Irving et al.,
2020). Nende thisnimetusena kasutatakse lihendit (p)ppGpp (Yan et al., 2009). Alarmooni
ppPGpp/ppGpp slnteesitakse vastavalt GTP-st voi GDP-st, kasutades purofosfaadi doonorina
ATP-d (vaata ka Joonis 1) (Srivatsan ja Wang, 2008; Yan et al., 2009). Lisaks on bakterid
voimelised hidrolitsima pppGpp ka guanosiinpentafosfaatfosfohidrolaasi toimel ppGpp-ks
(Xiao et al., 1991). Antud t60s kasitletakse alarmoone ppGpp ja pppGpp samavaarsena, sest
varasemad in vitro katsed ei ole nédidanud nende vahel markimisvaarseid funktsionaalseid

erinevusi (Potrykus ja Cashel, 2008).
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Joonis 1. (p)ppGpp siintees ATP-st ja GTP/GDP-st.

Selle stressialarmooni sunteesi ja hudrolulsi reaktsioone rakus viivad labi RSH (RelA-

SpoT-homoloog) perekonna valgud (Atkinson et al., 2011). RSH-d on vdimalik jaotada kolme



rihma: pikad RSH-d (RelA, SpoT ja Rel), vaikesed alarmooni silintetaasid (SAS - small
alarmone synthetase) ja hidrolaasid (SAH - small alarmone hydrolase) (Atkinson et al., 2011).

Geenid relA ja spoT on tekkinud nende eelkédija rel geeniduplikatsiooni ja
spetsialiseerumise kaigus. Rel valk viib efektiivselt 1&bi nii (p)ppGpp stnteesi- kui ka
hidroltusireaktsiooni (Atkinson et al., 2011; Mittenhuber, 2001). SpoT valdavalt hudroludsib
(p)ppGpp-d aga omab ka sunteesimise aktiivust (Sy, 1977; Xiao et al., 1991), samas kui RelA
on v@imeline ainult stinteesima (Boutte ja Crosson, 2013). Seejuures on oluline, et RelA
aktiveerub juba Uksikute aminohapete puuduse korral, ning SpoT mitme aminohappe puudusel
(Braeken et al., 2006; Jimmy et al., 2020), rauavaegusel, fosfaadindljas ja lipiidide vaegusel
(Boutte ja Crosson, 2013). Mitmed SpoT aktiveerumist pdhjustavad mehhanismid on
praeguseks veel teadmata (Braeken et al., 2006; Murray ja Bremer, 1996).

Erinevalt pikkadest multidomeensetest RelA ja SpoT valkudest on SAS ja SAH ehituselt
vdiksemad the domeeniga ning Uhe kindla funktsiooniga valgud (Atkinson et al., 2011). SAH
valgud on olemuselt sarnased SpoTga, viies labi (p)ppGpp hidrolidsireaktsiooni, samas kui
SAS valgud on olemuselt sarnasemad RelA-ga, katallilisides stinteesireaktsiooni (Gaca et al.,
2015; Hobbs ja Boraston, 2019). Toéené&oliselt on tegu evolutsiooni kéigus omandatud
lisageenidega, mis vdimaldavad bakterile tdpsemaid stressivastuseid ja seega edukamat
kohanemist (Atkinson et al., 2011).

Alarmoon (p)ppGpp on bakterites geeniekspressiooni globaalne regulaator, mille toimel
lulitatakse transkriptsioon Umber kasvu ja rakujagunemise geenide avaldumiselt naljaga
toimetuleku ning virulentsuse geenide ekspressioonile (Magnusson et al., 2005). Lisaks
transkriptsioonile (Vrentas et al., 2008) reguleerib (p)ppGpp ka translatsiooni (Milon et al.,
2006; Mitkevich et al., 2010), replikatsiooni (Maciag et al., 2010) ja sageli nende kaudu ka
kasvukiirust (Potrykus et al., 2011) ning suunab rakud eksponentsiaalsest kasvufaasist
statsionaarsesse faasi (Lazzarini et al., 1971). Muuhulgas mdjutab poomisvastus ka biokile
moodustumist, antibiootikumitaluvust ning virulentsust (R6mling ja Balsalobre, 2012;
Srivatsan ja Wang, 2008).

Poomisvastus on bakteri reaktsioon mitmete toitainete puudusele ja teistele
keskkonnamdjudele: aminohapete nédlg (Haseltine ja Block, 1973), sisinikuallikate puudus
(Flardh et al., 1994), fosfaadinalg (Spira et al., 1995), rasvhappevaegus (Battesti ja Bouveret,
2006), rauavaegus (Vinella et al., 2005), temperatuurimuutus (English et al., 2011; Gallant et
al., 1977), happestress (Kanjee et al., 2011; Mouery et al., 2006; Nanamiya et al., 2008; Wells

ja Gaynor, 2006) ning aeroobne Sokk (Mouery et al., 2006). Selliste muutuste tulemusel
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aktiveerub alarmooni (p)ppGpp tootmine ja raku elutegevus suunatakse Umber vastavalt
eelkirjeldatule (vaata ka Joonis 2).

(p)ppGpp poolt vahendatud stressivastus, on vdga konserveerunud paljudes bakterites
(Braeken et al., 2006). B- ja y-proteobakterites, sh P. putida, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, sunteesitakse (p)ppGpp-d RelA ja SpoT valkude vahendusel (Germain et al.,
2019). Ulejaanud bakterid kodeerivad vaid Uhte suurt RSH valku, milleks on kahe
ensimaatilise aktiivsusega Rel (Potrykus ja Cashel, 2008). Lisaks on RSH valke leitud ka
taimedest, kus nad on samuti tdhtsad stressivastuse regulatsioonis (Braeken et al., 2006; Givens
et al., 2004; Van Der Biezen et al., 2000).

Olgugi, et alarmooni (p)ppGpp kirjeldati esmakordselt juba 1960-ndatel aastatel (Cashel ja
Gallant, 1969) ja tsna palju on teada selle mikrobioloogilisest olulisusest (Potrykus ja Cashel,
2008) (vaata ka jargnevaid peatiikke), on poomisvastuse molekulaarses regulatsioonis veel
palju aspekte, mis vajavad uurimist (Irving et al., 2020). Alles viimastel aastatel on selginenud
tdpsed RSH enstiimide molekulaarse regulatsiooni mehhanismid (Roghanian et al., 2021;
Tamman et al., 2020, 2022), mis aitavad tdpsemalt mdista, mis mehhanismide kaudu (p)ppGpp
stintees ja/vdi hudroluls aktiveeruvad, selgitades seega poomisvastuse vallandumise tagamaid.
Siiski on poomisvastuse tapne funktsioon paljudes stressitingimustes veel mdistmata (Irving et
al., 2020).

1 Aminohapete x

Aminohapete Vaegus e

C-allika pUUdUS - Tuvastamata :E @ ¢_> KaSVU peatumine,
Rauavaegus  —— mehhanismid —¥ Stressivastus

Fosfaadinalg S

@ Lipiidide vaegus @ /
& &
4 .

Joonis 2. Poomisvastuse alarmooni (p)ppGpp tootmise aktiveerimine. (p)ppGpp sunteesi
indutseerib amiohappeta tRNA sisenemine ribosoomi A-saiti (aminohapete nélg), mis
aktiveerib RelA valgu. Mitme aminohappe nélg, susinikuallikate puudus, rauavaegus ja
fosfaadinalg aktiveerivad seni teadmata mehhanismide kaudu SpoT valgu, mis samuti toodab
(p)ppGpp-d. Lipiidide vaeguse korral aktiveeritakse SpoT (p)ppGpp stnteesiaktiivsus holo-
atstiill-kandjavalgu (Acp) kaudu. Alarmooni (p)ppGpp tootmise tulemuseks on bakterite kasvu
peatumine ning stressivastus. (Boutte ja Crosson, 2013, muudetud)




1.1.1 Poomisvastuseta bakterite kasvukiirus ja kasv minimaalsootmel

Poomisvastus suunab rakud aeglasemale kasvule, eksponentsiaalsest kasvufaasist
statsionaarsesse kasvufaasi (Hauryliuk et al., 2015; Lazzarini et al., 1971). Alarmooni
(p)ppGpp kontsentratsioon E. coli rakus arvatakse olevat peamine kasvukiirust kontrolliv tegur,
sest (p)ppGpp° tiivedes on kasv aeglasem ja kasvukiiruse regulatsioon on hairitud (Potrykus et
al., 2011). Kaudselt on naidanud (p)ppGpp moju bakterifiisioloogia kasvult vastupidavusele
suunamisel ka E. coli geeni hipA uuringud. HipA avastati kui persister-rakkude teket
indutseeriv valk (Moyed ja Bertrand, 1983). Persister-rakud taluvad védga efektiivselt
antibiootikumit6otlust, sest on sisenenud soikeseisundisse, kus nende kasv on minimaalne
(Balaban et al., 2019). HipA inhibeerib Glu-tRNA suntetaasi, mis kataltiusib glutamaatide
lisamist tRNA-le. Seega pdhjustab aktiivne HipA tRNA kuhjumise ribosoomi A-saiti, mis
omakorda aktiveerib RelA ning (p)ppGpp sunteesi (Bokinsky et al., 2013; Germain et al., 2013;
Kaspy et al., 2013). See nditab, et (p)ppGpp vahendatud regulatsioon suunab bakterirakud

soikeseisundisse.

Prototroofid on bakteritiived, mis on vdimelised kasvama minimaalsédtmel, millel
puuduvad lisatud kasvufaktorid, sh aminohapped (Sze et al., 2002). Kasvufaktorid on
orgaanilised ained, mida bakter vajab véikestes kogustes. Auksotroofid vajavad
minimaalso6tmel kasvamiseks keskkonnast voi teistelt bakteritelt aminohappeid, mida nad ise
ei ole vdimelised siinteesima (Figueiredo ja Kimmerli, 2020). On naidatud, et E. coli ja B.
subtilis (p)ppGpp° tiive (deleteeritud relA ja spoT vdi rel) rakud ei suuda minimaalso6tmel
kasvada ilma aminohapeteta ehk tegu on auksotroofsete tlivedega (Kriel et al., 2012; Potrykus
etal., 2011; Xiao et al., 1991). On pakutud, et E. coli (p)ppGpp° tiive auksotroofsust pdhjustab
aminohapete biostinteesi geenide ebapiisav transkriptsioon (Barker et al., 2001). Auksotroofne

teatud aminohapete suhtes on ka Enterococcus faecalis ppGpp° tiivi (Gaca et al., 2013).

1.1.2 Biokile moodustumine

Biokile (ka biofilm) on struktureeritud bakterikooslused polimeerses maatriksis, mis on
kinnitunud biootilisele vdi abiootilisele pinnale, kaitstes baktereid erinevate keskkonnamdjude,
antibiootikumide ja peremeesorganismi immuunsiisteemi eest (Arora et al., 2017; Costerton et
al., 1999; K. R. Gupta et al., 2021).

E. coli puhul on néidatud, et relA-spoT deletsiooni mutant moodustab mikrotiiterplaadi
minimaals66tmes véiksemat biokilet, kuid vedelas LB taisso6tmes biokile moodustumine

suureneb. Sellest jareldati, et poomisvastuse relA ja spoT geenid on olulised toitainevaeguses
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moodustuvas biokiles (Balzer ja McLean, 2002). Vdrreldes metsiktiivega on vahenenud biokile
moodustumist tuvastatud ka jargmistes (p)ppGpp° bakterites: Enterococcus faecalis (Chavez
de Paz et al., 2012), Vibrio cholerae (He et al., 2012), Bordetella pertussis (Sugisaki et al.,
2013). Vastupidist ehk biokile suurenemist on taheldatud (p)ppGpp° bakterites Actinobacillus
pleuropneumoniae (Li et al., 2015) ja Francisella novicida (Dean et al., 2015). Seega ei ole
poomisvastusel Uhest moju biokile moodustumisele, vaid efekt oleneb konkreetsest

bakteriliigist vdi -tlvest.

1.1.3 Antibiootikumi- ja kemikaalitolerantsus

Antibiootikumidega ravitakse bakteriaalseid infektsioone, kuid nende véarkasutamine
on pohjustanud mitmete ravimiresistentsete bakterite teket ja levikut (K. R. Gupta et al., 2021).
Suuresti on selle pdhjuseks bakterite aktiivne poomisvastus. Mitmete bakterite, néiteks E. coli,
poomisvastus on seotud antibiootikumiresistentsuse tekkega, sest relA ja spoT geenid
pdhjustavad biokiles integraasi suurenenud ekspressiooni (Strugeon et al., 2016). Seetdttu on
bakter vastuvdtvam sissetulevatele resistentsuskassettidele (Strugeon et al., 2016).

Lisaks resistentsuse levikule kaasaaitamisele vdib poomisvastus mojutada ka
antibiootikumide taluvust. On néidatud, et relA ja spoT geenide inaktiveerimine E. coli's
vahendab antibiootikumide suhtes tolerantsete bakterite arvu enam kui 65 korda (Nguyen et al.,
2011). Sarnast olukorda on néidatud ka teatud kemikaalide suhtes, nditeks E. coli ArelAAspoT
tlve nitrokinoliini taluvus oli tle 100 korra madalam vorreldes metsiktiivega (Kamarthapu et
al., 2016). Poomisvastuse inaktiveerimine muutis ka P. aeruginosa tundlikumaks mitmetele
antibiootikumidele, suurendades antibiootikumide efektiivsust (Nguyen et al., 2011). Sarnast
tulemust presenteerisid ka P. Stewart kolleegidega (Stewart et al., 2015), kes kasvatasid P.
aeruginosa ilma rpoS, relA ja spoT geenideta mutanti biokiles, kuhu lisati antibiootikumi
tsiprofloksatsiin. Katse tulemusel vahenes mutanttiive elujduliste rakkude arv biokiles ligi kolm
korda rohkem vorreldes metsiktiivega (Stewart et al., 2015). Lisaks on antibiootikumitaluvuse
vahenemist ja rakkude kdrgemat suremust ndidatud toitainevaeguses biokiles kasvaval
P. aeruginosa ArelA4spoT bakteritivel, nditeks gentamitsiini td6tlusel (Hobbs ja Boraston,
2019; Nguyen et al., 2011). Kusjuures autorid joudsid jareldusele, et toitainetega piiratud P.
aeruginosa ja tema biokile antibiootikumitaluvust vahendavad just poomisvastuse néljastressi

reaktsioonid (Nguyen et al., 2011).

Samas on Mycobacterium smegmatis’es kirjeldatud poomisvastuse peamise valgu Rel

puudumisel antibiootikumi tolerantsuse suurenemist. Nimelt selle bakteri Arel tivi oli
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rifampitsiinile vastupidavam (Bhaskar et al., 2018; K. R. Gupta et al., 2015). Autorid pakkusid
muuhulgas pdhjuseks Arel rakuseina lipiidse koostise muutuse, mis takistas rakul
antibiootikumi vastuvotmist (K. R. Gupta et al., 2015). Samas peab kindlasti ka meeles pidama,
et Rel valk ei ole selle bakteri ainus (p)ppGpp tootja ehk tegu ei olnud (p)ppGpp° tivega. Nimelt
kodeerib M. smegmatis ka SAS valku RelZ, mis vdib samuti (p)ppGpp-d sunteesida (K. R.
Gupta et al., 2021; Krishnan et al., 2016; Murdeshwar ja Chatterji, 2012).

1.1.4 Faagivastane kaitse

Bakteriofaagid ehk faagid on viirused, mis nakatavad baktereid. Neid arvatakse
biosfaaris olevat 10%! partiklit, mida on 10 korda rohkem kui baktereid (Fortier ja Sekulovic,
2013). See hoiab baktereid keskkonnas pideva stressi all.

On selgeid viiteid poomisvastuse olulisuse kohta faagi nakatumise korral E. coli néitel,
kus faagiinfektsioon pdhjustab rakus (p)ppGpp taseme tdusu (Nowicki et al., 2013; Tabib-
Salazar et al., 2018). Bakteriofaagi T7 nakatamise korral hakkab E. coli vastuseks faagile
tootma suures hulgas (p)ppGpp-d, mis rakus akumuleerub, takistamaks T7 spetsiifiliste valkude
tootmist, mis inhibeeriksid bakteri RNA polimeraasi koduhoidja geene (Tabib-Salazar et al.,
2018). D. Nowicki kolleegidega (2013) naitasid, et E. coli ppGpp° tiivi (puuduvad nii relA Kui
spoT geenid) toodab faaginakkuse korral rohkem virione vorreldes metsiktiivega ning
faaginakkus tekitas bakterimuruga tassil margatavalt suuremaid faagilaike (Nowicki et al.,
2013). Autorid jareldasid, et poomisvastus mdjutab negatiivselt faagide luutilist arengut ning
faagide DNA replikatsiooni efektiivsust (Nowicki et al., 2013).

Sarnaseid viiteid (Fernandez et al., 2017) faagiinfektsiooni tdttu suurenenud (p)ppGpp
slinteesigeenide ekspressioonist on ndidatud ka Staphylococcus aureus’e kohta. Lisaks
pdhjustab madala bakteriofaagide kontsentratsiooni mdjul indutseeritud poomisvastus sellel
bakteril paksema ja suurema DNA sisaldusega biokile teket vdrreldes kontrollkatsega
(Fernandez et al., 2017). Vaatamata sellele on faagid ka olulised biokilede eemaldajad erinevate
mehhanismide (Chan ja Abedon, 2015; Gutiérrez et al., 2012; Parasion et al., 2014) kaudu,
aidates vdidelda antibiootikumiresistentsete tlvedega (K. Gupta et al., 2013), kuid
faagiinfektsiooni kahetise m6ju téttu on aarmiselt oluline faagitiiter, mida kasutatakse biokilede

tootlemiseks.

Bakteriofaagid liigitatakse vastavalt elutsuklile lultilisteks v8i moéddukateks ehk
lusogeenseteks faagideks (Bondy-Denomy et al.,, 2016). Luadtilise elutsukliga faagid

replitseeruvad ja véljuvad peremeesrakust lttsimise teel, samas kui lusogeensed faagid
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jagunevad koos peremeesrakuga, kas integreerudes nende genoomi (profaagid) v6i plasmiidina
(Young, 2013; Zhang et al., 2022). Samas vdivad moddukad faagid minna Ule ludtilisele
tsuklile, seda nditeks keskkonnast pdhjustatud stressi tottu (Salmond ja Fineran, 2015).
Peremeesraku llusimine tdhendab Uldjuhul bakteriraku surma (Roach ja Donovan, 2015;
Young, 2013), kuid teatud filamentsed faagid véljuvad ka véalismembraani sekretsiooni kaudu,
mis ei ludsi rakku, kuid aeglustab peremeesraku kasvu (Rakonjac et al., 2011). On ndidatud, et
(p)ppGpp tase mdjutab E. coli’t nakatava mddduka faagi A valikut ludtilise ja ltisogeense tsikli
vahel (Benler ja Koonin, 2020; Slominska et al., 1999). Korge voi puuduv (p)ppGpp
kontsentratsioon rakus soodustab E. coli bakteriofaagi ludtilist elutsiiklit, samas kui madal
(p)ppGpp kontsentratsioon soodustab faagi integratsiooni bakteri kromosoomi (Slominska et
al., 1999).

Vaikeseid RSH ensulime ehk SASe ja SAHe on tuvastatud ka bakteriofaagide
genoomidest, kus nad esinevad operonidena, mis meenutavad toksiin-antitoksiin siisteeme
(TAS). TASId on bakterites kodeeritavad enamasti kahest komponendist koosnevad susteemid,
millest Uks on bakterile kahjulik toksiin ja teine toksilisuse neutraliseerija (Jimmy et al., 2020).
SASide ja SAHide osalus sellistes susteemides vihjab, et (p)ppGpp kontsentratsioon voib
kéituda toksiinina, mis on bakterile kahjulik vdi juhib bakterid soikeseisundisse (Ahmad et al.,
2019; Harms et al., 2018). Sellist SAS valkude toksilisuse potentsiaali toetab ka tdhelepanek,
et (p)ppGpp Uleproduktsioonil kui SpoT hudroliils ei tasakaalusta RelA slinteesi, muutub

alarmoon kahjulikuks ja parsib bakteri kasvu (Jimmy et al., 2020; Xiao et al., 1991).

1.2.  Poomisvastus Pseudomonas putida’s

P. putida on gramnegatiivne keskkonnabakter, keda leidub nii mullas kui vees. Mullas on
need bakterid taimede risosfaari bakterikoosluste fundamentaalne osa (Girard et al., 2021;
Molina et al., 2000). Lisaks kodeerivad perekond Pseudomonas esindajad vaga mitmekesiseid
metabolismi radu. Nende omaduste tttu kasutatakse P. putida’t aktiivselt bioremediatsioonil

ja biostimulatsioonil (Girard et al., 2021).

Varasemalt on kirjeldatud, et P. putida KT2440 (p)ppGpp° tilvi on prototroofne ja ei vaja
minimaalséotmel kasvamiseks juurde Uhtegi aminohapet (Bernardo et al., 2009; Sze et al.,
2002). Tivede prototroofsus vahendab survet kompensatoorsete mutatsioonide tekkeks ja

vBimaldab 1abi viia katseid erinevates kasvutingimustes.
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Lisaks ppGpp° tlve prototroofsuse Kirjeldamisele, on védga pdhjalikult uuritud
poomisvastuse mdju P. putida biokilele. Carlos Diaz-Salazar ja tema kolleegide (Diaz-Salazar
et al., 2017) uurimistulemustest saab jareldada, et poomisvastus stimuleerib P. putida biokile
lagunemist ehk biokilest irdumist toitainete puuduse korral, soodustades biokile maatriksi
struktuurvalgu LapA proteoliisi ning takistades selle sunteesi ja sekretsiooni. Arvatakse, et
biokilest irdumine on reguleeritud levimisstrateegiaga, mis vOimaldab uute piirkondade
koloniseerimist enne toitainete puudust (Diaz-Salazar et al., 2017; Petrova ja Sauer, 2016).
Sama tulemust kinnitavad ka H. Liu ja kolleegide (Liu et al., 2017) katsed, kus P. putida
KT2440 tive (p)ppGpp sunteesigeenide deleteerimine suurendab mikrotiiterplaatidel biokile
moodustamist. Deletsioontiivedes esines ka muutusi biokile struktuuri mojutavate
transkriptsiooniregulaatorite ekspressioonis, mis vihjab, et (p)ppGpp vo6ib kaudselt vahendada
biokile maatriksi stinteesi (Liu et al., 2017).

Vaatamata sellele, et on ndidatud, et P. putida poomisvastus mdjutab biokile moodustumist
ja irdumist, puudub selge llevaade poomisvastuse mojust selle bakteri tldisele fiisioloogiale.
Et P. putida on pohiline osa taimejuuri koloniseerivatest bakterikooslustest ja on kasutusel kui
keskkonnabakterite mudelorganism, on oluline mdista poomisvastuse rolli P. putida
flsioloogias ja faagivastases kaitses. Viimane neist on jadnud varasemates uuringutes eriti
tagaplaanile, kuna P. putida 't nakatavaid bakteriofaage oli veel hiljuti isoleeritud vaid tksikuid.

Seega vajab P. putida poomisvastus ja faagitaluvus pdhjalikumaid uuringuid.
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2. EKSPERMENTAALQOSA

2.1. T00 eesmargid

Poomisvastus on bakteritel oluline stressimehhanism, mis aitab muutlike
keskkonnatingimustega toime tulla. Selline kohanemine Umbritseva keskkonnaga mdjutab
selgelt ka bakteri fusioloogiat, kuid nagu sai eelnevas t60 osas kirjeldatud, head tlevaadet
poomisvastuse mojust P. putida fusioloogiale ei ole. Varasemalt on vaid ndidatud, et
poomisvastus mdjutab P. putida biokile moodustumist ning P. putida (p)ppGpp°® tiivi on
prototroofne. Lisaks on isoleeritud &armiselt vahe keskkonnabakterit P. putida nakatavaid
bakteriofaage, mistéttu ei ole seni uuritud ka selle bakteri faagitaluvuse soltuvust
poomisvastusest. Meie uurimisrihm on aga asunud viimastel aastatel looma P. putida’t
nakatavate bakteriofaagide kollektsiooni. Antud t60 viidi labi, et katta seni taitmata IlnKi
poomisvastuse mojust P. putida fusioloogiale ning faagitolerantsusele. Eesmaérgi

saavutamiseks:

e testisin P. putida poomisvastuse ARelA ja ARelAASpoT tiivede kasvu
minimaalso6tmetel;

e vordlesin metsiktiive ja poomisvastuse mutantide rakkude suurust ja
membraanildbilaskvust uksikraku tasandil

e testisin P. putida ARelA ja ARelAASpoT tlivede antibiootikumi- ning
kemikaalitolerantsust;

e testisin P. putida poomisvastuse ARelA ja ARelAASpoT tivede faagikaitset.
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2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Kasutatud s66tmed ja bakterittived

Bakterite kasvatamiseks kasutati kas vedelat LB (ingl lysogeny broth) taiss6odet (1%
triiptoon, 0,5% parmiekstrakt, 0,5% NaCl), LB tardsoodet (1,5% agar), pehmet LB tardsdodet
(0,3% agar) voi minimaals66tmeid (prototroofsuse maaramisel). Minimaals6é6tmed sisaldasid
vesiagarit (1,5% agar), M9 puhvrit (42 mM KH2POs, 24 mM NaxHPOs, 19 mM NH4CI, 9 mM
NaCl), mikroelementide lahust (Ioppkontsentratsioonidega 667 uM MgO, 50 uM CaCOg, 40
uM FeSOa4, 12,5 uM ZnSO4, 12,5 pM MnSOs, 2,5 pM CuSOs4, 2,5 uM, CoSOs4, 1,9 uM H3BO4)
ja susinikuallikana 0,2% suktsinaati (SUC), 0,2% glikonaati (GLN), 0,2% gliikoosi (GLC),
0,2% Na-bensoaati (BENS), 0,2% fruktoosi (FRU) v6i 0,2% glutserooli (GLY).

Kasutatud bakteritiived ja bakteriofaagid on toodud alljargnevas tabelis (Tabel 1). Meie
laboris on bakteriofaagide genoomid sekveneeritud ja madratud vastavatesse
faagiperekondadesse (70% genoomide identsus, numbriline méaaratlus) ja faagiliikidesse (95%
identsus, tdheline méaratlus). Selle alusel kuulub nditeks G1A sekveneerimisgruppi Amme 3
faag (perekond G1, liik A) (Tabel 1).

Baktereid kasvatati temperatuuril 30 °C vOi 20 °C (faagiga nakatamise katsed).
Vedelsodtmes kasvatades aereeriti kultuure loksutil. Faagilahjendused tehti SM puhvris
(100 mM NaCl, 8 mM MgSOgs, 50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 0,01% Zzelatiin), mis stabiliseerib

faagipartikleid ja tagab seelébi parema faagipreparaatide sailimise.

Tabel 1. T66s kasutatud bakteritlived ja bakteriofaagid.

Tavi Iseloomustus Allikas
Pseudomonas putida bakteritived
PaW85 Metsiktivi (Rosendahl et al., 2020)
ARelA (AR) PaW85, millest on eemaldatud geen Hedvig Tamman
relA
ARelAASpoT (ARS) Paws85, millest on eemaldatud geenid Hedvig Tamman
relA ja spoT

Bakteriofaagid
Amme 3 Keskkonnaproovist eraldatud Rita Horak, Age Brauer
bakteriofaag. Sekveneerimisgrupp G1A.

Noo 2 Keskkonnaproovist eraldatud Rita Horak, Age Brauer
bakteriofaag. Sekveneerimisgrupp G1C.

Laguja oja 3 Keskkonnaproovist eraldatud Rita Horak, Age Brauer
bakteriofaag. Sekveneerimisgrupp G5B.
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Tlvi Iseloomustus Allikas

Bakteriofaagid

Suure Kambja 3 Keskkonnaproovist eraldatud Hedvig Tamman, Age
bakteriofaag. Sekveneerimisgrupp G5B. Brauer

Hammaste oja 2 Keskkonnaproovist eraldatud Sirli Rosendahl, Age
bakteriofaag. Sekveneerimisgrupp G5B. Brauer

Luke 3 Keskkonnaproovist eraldatud Rita Horak, Age Brauer

bakteriofaag. Sekveneerimisgrupp G6A.

2.2.2. Bakterite kasv erinevatel tardsootmetel

P. putida Paw85, ARelA ja ARelAASpoT tuvesid kasvatati tledd (~16 h) LB vedelstotmes.
Seejarel tehti kultuurist 50-kordne lahjendus varskesse LB vedelsootmesesse ning rakke
kasvatati ette vastavalt 3 h (ODsgo ~ 1-2), 8 h v0i 24 h. Kolooniaarvukuse vordlemiseks tehti
bakterikultuuridest 10-10%-kordsed lahjendused 1 x M9 puhvris, mis pipeteeriti 5 ul tilkkiivina
LB tardsdotmele. Lisaks mdddeti rakutihedus (OD) lainepikkusel 580 nm. Tasse inkubeeriti 24
h temperatuuril 30 °C. Katset korrati neli korda.

Aukso- ja prototroofsuse méaédramiseks testiti poomisvastuse suhtes defektsete tivede kasvu
minimaalsé6tmetel. Auksotroofid vajavad minimaalsodtmel kasvamiseks lisaks aminohappeid,

samas kui prototroofid ei vaja.

Minimaalsdotmetes kasutati jargmisi stsinikuallikaid (I6ppkontsentratsiooniga 0,2%):
suktsinaat (SUC), glukonaat (GLN), gliikoos (GLC), Na-bensoaat (BENS), fruktoos (FRU) vdi
glutserool (GLY). Kontrollkatseks kasutati LB tardsotdet. Ettekasvatatud bakterikultuurid
lahjendati kiimnekordsete lahjenduste reana (10!-10°-kordsed lahjendused) 1 x M9 puhris,
millest tehti minimaaltassidele 5 ul tilkklvid. Tasse inkubeeriti 24 h v6i 44 h (FRU, GLY)

temperatuuril 30 °C. lga susinikuallikaga korrati katset kaks korda.

2.2.3. Fluorestsentsmikroskoopia

Topeltmutandi rakusuuruse ja rakumembraani l&bilaskvuse vordlemiseks metsiktiivega
vaadeldi rakke fluorestsentsmikroskoobis. Selleks kasvatati PaW85 ja ARelAASpoT tiivesid
iletd (~16h) LB vedelsootmes. Uledd kultuurist tehti 50-kordne lahjendus varskesse

sootmesse ning rakke kasvatati vastavalt 3 h, 8 h vai 24 h.

Seejérel vérviti 5yl vedelsootmes kasvanud rakke LIVE/DEAD Baclight komplekti
fluorestseeruvate varvidega propiidiumjodiid (Pl) ja SYTO9 (Thermo Scientific), lisades

vordses ruumalas (5 ul) PI/SYTQO9 vérvisegu (0,03% varvisegu 1 x M9 puhvris). Need
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fluorestseeruvad varvid seonduvad bakteri DNAga, kusjuures SYTO9 pééseb kdikidesse
rakkudesse ja fluorestseerub roheliselt, kuid Pl padseb ainult l&bilaskva membraaniga
rakkudesse ning fluorestseerub punaselt. Kui SYTO9 ja Pl on korraga rakus, siis need
fluorokroomid konkureerivad omavahel DNAga seondumisel ning propiidiumjodiid varjestab
SYTOO.

Varvitud rakukultuuri pipeteeriti alusklaasil olevale ligikaudu 1 cm? suurusele agarséotme
tikile, millele lisati katteklaas ning rakke vaadeldi 1000-kordse suurendusega
fluorestsentsmikroskoobis dliimmersioonis, kasutatud filter vOimaldas vaadelda nii rohelist kui

punast fluorestsentsi. Katset korrati kaks korda kolme tehnilise paralleeliga.

2.2.4. Rakkude loendamine loenduskambri abil

Metsiktive ja ARelAASpoT tive arvukuse madramiseks ja vordlemiseks erinevatel
ajapunktidel (3 h, 8h, 24 h) kasutati loenduskambri meetodit. Vedels6dtmes aereerides
temperatuuril 30 °C ette kasvatatud rakud fikseeriti keemiliselt 1% formaldehdiidiga ning
seejarel tehti rakkudest lahjendused: 3 h kasvanud rakukultuurist 10-kordne lahjendus, 8 h
kasvanud rakukultuurist 50-kordne lahjendus ja 24 h kasvanud rakukultuurist 100-kordne
lahjendus 1 x M9 puhvris. 10 ul proovi pipeteeriti Gorjajevi loenduskambrisse (ruumalaga
0,00025 mm?) ning rakke mikroskoobiti kuivsiisteemis 400-kordse suurendusega. Katset

korrati viis korda. Algproovis olevate rakkude arv milliliitris arvutati valemiga:

rakku rakkude arv x lahjendusfaktor

ml kambri ruumala

2.2.5. Labivoolutsitomeetria

Bakteritiivede membraanide labilaskvuse ja populatsioonide tdpsemaks uurimiseks kasutati
labivoolutsiitomeetriat. Selleks kasvatati kdiki tlvesid (PawW85, ARelA, ARelAASpoT) loksutil
iletd (~16 h) LB vedelsootmes. Uledd kultuurist tehti 50-kordne lahjendus vérskesse LB
vedelsdotmesesse ning rakke kasvatati ette vastavalt 3 h, 8 h vdi 24 h temperatuuril 30 °C. lgal
ajapunktil tsentrifuugiti 1 mL rakukultuuridest lauatsentrifuugis taispooretel (45 sekundit, 12
100 x g) s66tme eemaldamiseks, vdeti tles 1 mL filtreeritud 1 x M9 puhvris ja mééarati rakusegu
optiline tihedus lainepikkusel 580 nm. Seejarel lahjendati rakukultuuri nii, et optiline tihedus
(ODsgo) oleks 0,03 ning 75 pl’ile rakulahjendusele lisati 3,75 pl 0,03% PI1/SYTQO9 varvisegu
M9 puhvris ja lasti temperatuuril 30° C pimedas 30 minutit varvuda. Labivoolutsiitomeetria

viidi 1dbi masinaga Becton Dickinson FacsAria I. Lisaks fluorestsentsvérvidele eristatakse
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labivoolutsiitomeetrias rakke otsehajuvuse (rakkude suhteline suurus) ja kulghajuvusega
(rakkude suhteline granulaarsus, rakusisaldiste hulk). Surnud rakkude subpopulatsioon on
vdiksema kilghajuvusega ja tihti suurema véljalekkinud tsttoplasmaatilise sisaldisega ning
vahenenud DNA hulgaga (ndrgem fluorestsents). Erinevalt tervetest rakkudest, mis SYTO9
toimel fluorestseeruvad roheliselt, paaseb labilaskva membraaniga rakkudesse ka punaselt
fluorestseeruv propiidiumjodiid (PI). Seega fluorestseeruvad erineva membraanil&bilaskvusega
rakud erineva lainepikkusega valgust. Tulemuste analutsimiseks kasutati Flowing Software

2.5.1 programmi. Katset korrati kaks korda kolme tehnilise paralleeliga.

2.2.6. Antibiootikumi- ja kemikaalitolerantsus agarsootmel

Selleks, et hinnata poomisvastuse olulisust bakterite stressitaluvuses kasvatati bakterirakke
erinevaid antibiootikume ja kemikaale sisaldavatel LB tardsddtmetel. Selleks kasvati baktereid
Uledd (~16 h) LB vedelsddtmes. Uledo rakukultuurist tehti 50-kordne lahjendus varskesse LB
vedels6otmesesse ning kasvatati veel 8 h. Seejarel tehti rakukultuurist 10-kordsete lahjenduste
rida (10-10° lahjendused, 1 x M9 puhvris), mis kiilvati 5 ul tilkadena kemikaale vOi
antibiootikume sisaldavatele LB agarsodtme tassidele. Testitud antibiootikumid ja kemikaalid
ning kasutatud kontsentratsioonid on toodud tabelis (Tabel 2). Kontrolltassile antibiootikume
ega kemikaale ei lisatud. Tasse inkubeeriti 24 h vdi 44 h temperatuuril 30 °C. Katset korrati

sOltuvalt antibiootikumist ja kemikaalist 3-9 korda.

Tabel 2. T66s kasutatud antibiootikumid ja kemikaalid.

Testitud
Ldhend | kontsentratsiooni- M0éju bakterile
vahemikud
Antibiootikumid
Poliimiiksiin B PolyB | 0,3-0,45 pg/mL Lohub bakterite
rakumembraane
Gentamditsiin Gm 1,5-2 pg/mL
- Inhibeerivad translatsiooni
Klooramfenikool Cm 30-120 pg/mL
Bensuilpenitsilliin Bp 300-400 pg/mL | Inhibeerib peptidoglikaani
stinteesi
Tsiprofloksatsiin Cipro | 0,02-0,05 pg/mL F’(~7hJUSt‘""bt [l)<NtA katkete
eke
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Testitud
Ldhend | kontsentratsiooni- M0oju bakterile
vahemikud
Kemikaalid
Etiileendiamiintetradddikhape | EDTA 1-1,5 mM Suurendab valis-
membraanide labilaskvust
Nitrokinoliin NQ 100-300 mM Pf’hJUStathkSi_Jdaﬁivset
stressi

2.2.7. Faagikaitse testimine agarsootmel

Poomisvastuse vOimalikku téhtsust faagivastases kaitses uuriti LB agarsodtmel. Selleks
kasvatati kdiki tiivesid aereerides LB vedelsootmes temperatuuril 20 °C iledd (~16 h). Uleoo
kultuurist tehti 15-kordne lahjendus vérskesse LB vedelsootmesesse. Eksponentsiaalse ja
statsionaarse kasvufaasi rakkude saamiseks kasvatati rakke ette vastavalt ~4 h (ODsgo ~ 1) vOi
48 h temperatuuril 20 °C.

Valati topeltagariga tassid, mille alumine kiht oli LB tardsodde (1,5% agar) ja pealmine
(bakterimuruga kiht) LB pehme-agar (0,3% agar). Bakterimuruga kihi valamiseks segati kokku
~5 mL LB pehme-agarit ning 200 pl eksponentsiaalse kasvufaasi (4 h) vdi 50 pl statsionaarse
kasvufaasi (48 h) rakke. LB tardsotde sisaldas faagide lultilise tsukli indutseerimiseks
tsiprofloksatsiini (0,03 pg/mL) ja pehme-agarile lisati faagide infektsiooniefektiivsuse

suurendamiseks CaCl, (10 mM).

Faagifiltraadid viidi SM puhvris tiitrini 108 PFU/mL (plaque forming unit — faagilaiku
tekitav Uhik) ning lahjendati SM puhvris 10-kordsete lahjenduste reana kuni 10°-kordse
lahjenduseni. Bakterimurule pipeteeriti iga lahjendust 1,5 ul tilkkilvina ja tasse inkubeeriti
uledo (16 h) temperatuuril 20 °C. Katset korrati 3 korda.
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2.3. Tulemused

2.3.1. P. putida ARelAASpoT kolooniate moodustumine on hilises statsionaarses faasis
vahenenud

Enne planeeritud pdhikatsete labiviimist vOrreldi erinevate bakteritiivede kasvu LB
tardsootmel. Katsetulemused néitavad, et koigi kolme vorreldud tive (wt, ARelA,
ARelAASpoT) rakuarvukus on sarnane 3 h (eksponentsiaalne faas) ja 8 h kultuuride puhul
(varajane statsionaarne faas), samas kui 24 h bakterituvede rakuarvukus on Uksteisest
mérgatavalt erinev (Joonis 3). Muuhulgas selgub tulemustest, et 24 h ette kasvatatud
ARelAASpoT tuvi moodustab LB tardsodtmel kiill vahem kolooniaid, kuid rakukultuuri tihedus
(ODsgo) on suurem kui sama ajapunkti teistel tivedel (Joonis 3). See pani aluse uuele
hlpoteesile, et ARelAASpoT rakud on teiste testitud tuvede rakkudest suuremad.

LB
3 h rakud 8 h rakud 24 h rakud
102 10°® ODg4, -
v © & FE

AR ‘ 1,724

ARS i 1,844

Joonis 3. P. putida 3 h ja 8 h ette kasvatatud bakteritiivedel on sarnane kolooniaarvukus.
P. putida Paw85 (wt), ARelA (AR) ja ARelAASpoT (ARS) tlivede rakuarvukus erinevatel
ajapunktidel (3 h, 8 h, 24 h) LB tahkel s66tmel. Rakutihedus (ODsgo) on margitud iga tive
kohta iga pildi korval. Lahjenduskordused, millest tilkkiilvid tehti (10>-10%) on joonisel
naidatud pildi kohal. Tasse inkubeeriti 24 h temperatuuril 30 °C. Katset on korratud neli korda.

2.3.2 P. putida ARelAASpoT statsionaarse kasvufaasi rakud on metsiktiivega vorreldes
suuremad

Topeltmutandi rakusuuruse ja rakumembraani l&bilaskvuse vordlemiseks metsiktiivega
vaadeldi rakke fluorestsentsmikroskoobis (,,Materjal ja metoodika“, peatiikk 2.2.3). Antud
katse eesmargiks oli leida vastus eelkatse kaigus pistitatud hlpoteesile, et topeltmutandi rakud
on suuremad kui metsiktive rakud, sest ARelAASpoT rakukultuur oli alati kdrgema optilise
tinedusega (ODsgo) ning statsionaarse kasvufaasi rakud moodustasid sodtmel vahem
kolooniaid. Rakud on vérvitud SYTO 9 ja Pl varviseguga. Eksponentsiaalse (2,5 h) ja varajase
statsionaarse kasvufaasi (8 h) rakusuuruses margatavaid erinevusi ei esine (Joonis 4). 24 h

ARelAASpoT rakud on aga metsiktiive rakkudest suuremad.
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ARS

Joonis 4. Statsionaarse kasvufaasi topeltmutandi (ARS) rakud on vorreldes metsiktiivega
(wt) suuremad. Metsiktive (wt) ja ARelAASpoT tuve (ARS) eksponentsiaalse (2,5 h), varajase
statsionaarse (8 h) ning statsionaarse (24 h) kasvufaasi rakud on varvitud SYTO 9 ja PI
varviseguga. Rakke kasvatati eelnevalt ette vedelas LB tdisso0tmes temperatuuril 30 °C.
Vaadeldud epifluorestsents mikroskoobiga. Rakke vaadeldi 1000-kordse suurendusega.

2.3.3. P. putida statsionaarse kasvufaasi ARelAASpoT rakuarvukus erineb metsiktivest

Bakterirakkude suuruse erinevus selgitas kull kdrgemat optilist tihedust (ODsgo), kuid
selgitamaks, kas tiivedel on erinev kolooniate moodustamise vdimekus, millest tuleneb néiline
rakuarvukuse langus, voi on ka vedelkultuuris tiivede rakuarvukus erinev, madrati
bakteritlvedel ka rakkude arvukus vedelkultuuris erinevatel ajapunktidel. Selleks kasutati

loenduskambri meetodit (,,Materjal ja metoodika“, peatiikk 2.2.4).

Rakuarvukuse maéaramisest selgub, et wt ja ARelAASpoT bakteritlivede rakuarvukus on
vordvaarne 3 h ajapunktil, samas kui 8 h ja 24 h kasvanud kultuurides on rakkude arvukus
erinev (Joonis 5). Lisaks on jooniselt 6 ndha, et 8 h ja 24 h ettekasvatatud ARelAASpoT rakud
moodustasid markimisvéarselt rohkem ahelaid vorreldes metsiktiivega. Ahelad koosnesid
vahemalt kahest otsapidi Uhendatud rakust, mis on loendamisel arvestatud the rakuna. Kui
arvestada, et (hes ahelas vdis olla mitu koloonia moodustamise vdimega rakku, voib

rakuarvukuse erinevus PaWa85 ja ARelAASpoT vahel néida reaalsest veidi suurem.
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Rakkude arvukus

4,5E+09
4,0E+09
3,5E+09
_ 3,0E+09
% 2,5E+09
< 2,0E+09
© 1,5E+09
1,0E+09
5,0E+08 .
0,0E+00 i
wt ARS wt ARS wt ARS
3h 8h 24 h

m Rakud/ml ® Ahelad/ml

Joonis 5. Statsionaarse kasvufaasi topeltmutantide (ARS)  rakuarvukus erineb
metsikttvest (wt). P.putida Paw85 (wt) ja ARelAASpoT (ARS) tiivede rakuarvukus
milliliitris erinevatel ajapunktidel (3 h, 8 h, 24 h). Ahelad on loendamisel arvestatud (he
rakuna. Tulemused on esitatud 95%-usaldusintervallidega viiest bioloogiliselt sdltumatust
katsest.

Joonis 6. 8 h ja 24 h ette kasvatatud ARS rakud moodustavad rohkem ahelaid vorreldes
metsiktivega. P. putida 8 h ja 24 h ette kasvatatud PaW85 (wt) ja ARelAASpoT (ARS) tiived
loenduskambris, vaadelduna valgusmikroskoobis 400-kordse suurendusega.
Bakterikultuuridest tehti enne loenduskambrit 50-kordne (24 h rakud) v6i 100-kordne (8 h
rakud) lahjendus. Valge noolega on ndidatud ahelad.
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2.3.3. P. putida ARelA ja ARelAASpoT on labilaskvama membraaniga vorreldes

metikstlvega

P. Putida metsiktive (PaWa85) ja poomisvastuse mutantide (ARelA, ARelAASpoT)
membraanide labilaskvuse ning elus ja surnud rakupopulatsioonide tapsemaks Kirjeldamiseks
kasutati PI/SYTO9 varvilahusega varvitud rakke koos l&bivoolutsitomeetriaga (kirjeldatud
»,Materjal ja metoodika“, peatiikk 2.2.5). Labivoolutsutomeetria tulemuste jargi maaratud
rakupopulatsioonid on ndidatud joonisel 7. Labivoolutsiitomeetria katsest ilmneb, et 24 h ette
kasvatatud poomisvastuse topeltmutandil on vdrreldes algse tlivega tunduvalt labilaskvam
membraan ja esineb rohkem surnud rakke (Joonis 7). Eriti markimisvdarsed membraani
labilaskvuse erinevused esinevad 24 h wt ja ARelA/ARelAASpoT tlvede vahel, kus l&bilaskva
membraaniga rakke esines ARelA ja ARelAASpoT mutantide seas vastavalt ca 33% ja 45%
vOrra rohkem kui metsiktiivel (Joonis 8). Lisaks on neil tiivedel suurenenud ka surnud rakkude
osakaal. Tulemustest selgub ka, et varajase statsionaarse (8 h) kasvufaasi topeltmutandil esineb
ulejddnud ajapunkti tlvedest labilaskvam membraan. Sealjuures puuduvad margatavad
populatsioonide osakaalu erinevused eksponentsiaalse kasvufaasi (3 h) mutantide ja metsiktive

vahel (Joonis 8).

"

I
N\ }

488-616 nm) ,,
488-616 nm)

SYTO9 fluoresents (A

SYTO9 fluoresents (A

2214

Pl fluoresents (A = 488-530 nm) Pl fluoresents (A = 488-530 nm)

Joonis 7. Labivoolutsitomeetria defineeritud rakupopulatsioonid. P. putida Paw85 (wt) ja
ARelAASpoT (ARS) 24 h tiivede l&bivoolutsiitomeetria tulemused dot plot graafikul. Rakud on
varvitud PI/SYTQO9 varvilahusega. Joonistel on y-teljele margitud SYTO9 fluorestsents ja x-
teljele PI fluorestsents. 0 tahistab prahti ehk muid korvalisi aineid, R1 tahistab surnud
rakupopulatsiooni, R2 tahistab l&bilaskva membraaniga rakupopulatsiooni ja R3 terve
rakumembraaniga rakupopulatsiooni ehk elus rakke. Katset korrati kaks korda kolme tehnilise
paralleeliga.
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Joonis 8. Poomisvastuse mutantidel on labilaskvam membraan. P. putida Paw85 (wt),
ARelA (AR), ARelAASpoT (ARS) tuvede labivoolutsitomeetria rakupopulatsioonid ja nende
osakaalud erinevatel ajapunktidel (3 h, 8 h, 24 h). Rakud on varvitud PI/SYTQ9 varviseguga ja
toodud on elusrakkude, kahjustatud membraaniga rakkude ning surnud rakkude osakaal
populatsioonis. Katset korrati kaks korda kolme tehnilise paralleeliga.

2.3.4. P. putida ARelA ja ARelAASpoT tiived suudavad kasvada minimaalsodtmel

Tlvede proto- vdi auksotroofsuse hindamiseks testisin nende kasvu minimaalséotmetel
(kirjeldatud ,,Materjal ja metoodika‘, peatikk 2.2.2). Lahtudes eelnevatest tulemustest, valisin
testimiseks varase statsionaarse faasi rakud kahel pdhjusel. Esiteks, sel ajapunktil on tassil
moodustuvate Kkolooniate arv kdige paremini vorreldav (Joonis 3). Teine pOhjus, on
poomisvastuse olulisus bakterifusioloogiale just statsionaarses faasis (vaata kéesolev t66
,Kirjanduse iilevaade”, peatukk 1.1.1; , Tulemused®“, peatiikk 2.3.6). Joonisel 9 esitatud
tulemustest selgub, et ARelA ja ARelAASpoT tived suudavad kasvada minimaalsootmetel ilma
aminohappeid lisamata. Metsiktiive ja ARelA kasv on kd&igil minimaalstédtmetel sarnane.
Vorreldes wt ja ARelA tivega on ARelAASpoT tlvi siiski minimaalsodtmel aeglasema
kasvuga, kuid suktsinaadil kasvades kasvukiiruse vahe peaaegu puudub (Joonis 9, Lisa 1).
Lisaks joonisel 9 toodud glikoosi ja suktsinaadi tulemustele testisin ppGpp-defektsete tivede
kasvu ka glikonaati (GLN), Na-bensoaati (BENS), fruktoosi (FRU) ja glutserooli (GLY)
sisaldavatel tassidel (Lisa 1). Kuna ARelAASpoT tlvi suutis kasvada kaigil testitud
minimaalséotmetel, saab jareldada, et see tivi on prototroofne ja ei vaja kasvuks aminohapete

lisamist s66tmesse.
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Joonis 9. P. putida ARelA ja ARelAASpoT tiived suudavad kasvada minimaalséotmel. 8 h
ette kasvatatud P. putida PaW85 (wt), ARelA (AR) ja ARelAASpoT (ARS) tiivede kasv
erinevatel stsinikuallikatel (I6ppkontsentratsiooniga 0,2%): glikoos (GLC), suktsinaat (SUC).
Lisaks kontrolliti tlvede kasvu ka rikkal so66tmel (LB). Joonise kohal on ndidatud
lahjenduskordused (102-10°), millest tehti agarsootmetele 5 ul tilkkiivid. Tasse inkubeeriti 24 h
temperatuuril 30 °C. Katset on korratud kaks korda.

2.3.5 Poomisvastus aitab kaasa antibiootikumi- ja kemikaalitolerantsusele

Poomisvastuse  stressitaluvuse  hindamiseks kasvatasin  baktereid erinevaid
antibiootikume ja kemikaale sisaldavatel sootmetel (kirjeldatud ,,Materjal ja metoodika“,
peatiikk 2.2.6). Katses kasutasin 8 h ette kasvatatud rakukultuure eelmises peatiikis kirjeldatud
pohjustel. Bakteritiivedest tehti 10-10° lahjendused, mis kiilvati 5 ul tilkadena kemikaale v&i
antibiootikume sisaldavatele LB agarsédtme tassidele. Kontrolltassile (LB) antibiootikume ega
kemikaale ei lisatud. Koikide katses testitud antibiootikumide ja kemikaalide

kontsentratsioonivahemikud on toodud tabelis 2 (,,Materjal ja metoodika‘, Tabel 2).

Tulemustest selgub, et poomisvastus kaitseb vahesel maéral antibiootikumide eest, mis
inhibeerivad peptidogliikaani stnteesi (Bp) (Joonis 10). Peptidoglikaan kuulub peaaegu kdigi
bakterite rakukesta kooseisu, kaitstes rakku osmootsest rdhust pdhjustatud lidsumise eest.
Lisaks kaitseb poomisvastus bakterit osmootset Sokki pohjustava NaCl eest, sest metsiktiivi on
vBimeline NaCl sisaldaval s66tmel moodustama rohkem kolooniaid vdrreldes topeltmutandiga.
Translatsiooni inhibeerivad (Cm, Gm) ja bakterite rakumembraane I6hkuvad (PolyB)
antibiootikumid avaldavad vaga tagasihoidlikku efekti ppGpp-defektsetele tlivedele varreldes
metsiktiivega (Joonis 10). Nork kaitseefekt esines ka tsiprofloksatsiin puhul. Markimisvaarselt
tugevat efekti omab nitrokinoliin ARelAASpoT tlve suhtes, mdjudes ARelAASpoT kasvule 10-
100 korda pérssivamalt vorreldes metsiktivega. Valismembraani labilaskvust suurendava
kemikaali EDTA puhul néitasid tulemused, et ARelA bakteritiivel esineb parem kasvuvGime
vorreldes ARelAASpoT ja metsiktiivega (Joonis 10). Samas omavahelises vordluses talub
metsiktivi EDTAd paremini kui ARelAASpoT. Testitud antibiootikumide ja kemikaalidega

saadud tulemustest jareldub, et kuigi mingil mé&&iral on poomisvastuse mutantide
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antibiootikumi- ja kemikaalitaluvus muutunud, mdjutab poomisvastus seda vaid véahesel

maéaral.
LB NaCl EDTA NQ
400 mM 1,2 mM 300 mM
101 104 101 104 101 10* 101! 104
Wt r\) {._:?‘; £ / S £ et
AR - @
ARS
Cm Cip PolyB Bp
100 pg/mL 0,04 pg/mL 0,3 pg/mL 3,5 pug/mL 400 pg/mL
101 104 101 104 101 104 101! 10% 101 104

Joonis 10. Poomisvastus mdjutab vahesel méaaral antibiootikumitolerantsust. 8 h ette
kasvatatud P. putida PaW85 (wt), ARelA (AR), ARelAASpoT (ARS) kasv LB agarsootmel,
kuhu on lisatud erinevaid antibiootikume ja kemikaale. Paneelide kohal on margitud jargmiste
ainete I6ppkontsentratsioonid s6étmes: EDTA, NaCl, polimiksiin B (PolyB), nitrokinoliin
(NQ), klooramfenikool (Cm), tsiprofloksatsiin (cipro), bensulpenitsilliin (Bp), gentamtsiin
(Gm). LB kontrolltassile antibiootikume ega kemikaale ei lisatud. Pildid on tehtud pérast 24 h
vOi 44 h (EDTA) kasvatamist temperatuuril 30 °C. Katset korrati soltuvalt ainest 3-9 korda.

2.3.6 Poomisvastus suurendab P. putida faagitolerantsust agarsoétmel

Bakterite faagitolerantsuse testimiseks vordlesin P. putida metsiktiive ja ARelAASpoT
topeltmutandi faagidega nakatumist bakterimuruga agarsodtme tassidel (kirjeldatud ,,Materjal
ja metoodika“, peatiikk 2.2.7). Katset viisin labi 4 h ja 48 h vedelstdtmes ette kasvanud
bakteritlivedega, kuna faagid nakatavad eelistatult eksponentsiaalse kasvufaasi rakke, kuid
hilises statsionaarses faasis tuleb esile just poomisvastuse mdju. Lisaks v@imaldas see naha

eksponentsiaalse faasi ja statsionaarse faasi rakkude faagitaluvuse erinevust.

Kolme sdltumatu katse tulemused nditasid, et 4 h ette kasvatatud rakukultuuride puhul
nakatasid faagid Noo 2, Luke 3 ja Amme 3 ARelAASpoT tuve keskmiselt 10 korda paremini
vorreldes metsiktlivega (Joonis 11, Tabel 3). Lisaks moodustas faag Luke 3 ARelAASpoT
bakterimurul selgelt suuremaid faagilaike. Ka faag Laguja oja 3 nakatas mutanttiive 10 korda

paremini (Joonis 11), kuid kdikide katsetulemuste peale kokku kdikusid nakatamisefektiivsuse
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tulemused vahemikus 0-10 (Tabel 3, Lisa 2A). Faagide Suure-Kambja 3 ja Hammaste oja 2

nakatamisefektiivsust poomisvastuse puudumine ei méjutanud (Joonis 11).

wt ARS
101
N2 9 @ @ &
Luke3 @ @ & .
Amme 3 @ & -'
Lagujaoja3 @ @ 4

Suure Kambja 3 . K P
Hammaste oja 2 # ® g

Joonis 11. Bakteriofaagide luusilaigud eksponentsiaalse faasi rakkudest valatud
bakterimurudel. Joonisel on esitatud Ndo 2, Luke 3, Amme 3, Laguja oja 3, Suure Kambja 3
ning Hammaste oja 2 faagide llusilaigud erinevate lahjendustena P. putida PawW85 (wt) ja
ARelAASpoT (ARS) tiivede bakterimurudel, mis valati 4 h temperatuuril 20 °C kasvatatud
bakteritest. Pilt on tehtud pérast ~24 h kasvatamist temperatuuril 20 °C. Katseid korrati 3 korda
bioloogiliselt sdltumatute katsetena, esitatud on the iseloomustava katse tulemused.

Kolme s6ltumatu katse tulemused néitasid, et sligava statsionaarse kasvufaasini (48 h)
kasvatatud rakukultuuride puhul ilmnes (p)ppGpp olulisus kdige enam Luke 3 ja Amme 3
faagidega nakatamisel, mille puhul ARelAASpoT tivi oli vastavalt 10- ja 100-korda tundlikum
kui metsiktiivi (Joonis 12). Kusjuures Luke 3 faagilaigud olid ARelAASpoT bakterimurul taas
suuremad kui metsiktivel. Samas kdigi kolme katsetulemuste peale kokku ei mdjutanud
poomisvastuse puudumine faagi Laguja oja 3 luusilaikude arvu ja suurust (Tabel 3, Lisa 2B).
Lidsilaikude arv ei erinenud ka Ndo 2 faagi puhul, kuid ltusilaigud olid siiski selgelt suuremad
48 h rakkudest valatud bakterimurudel (Joonis 12). Sellest jareldub, et P. putida poomisvastus
ei kaitse bakterit kdigi faagide vastu samavaarselt. Katsest ilmnes ka, et Suure-Kambja 3 ja
Hammaste oja 2 faagid nakatasid hilises statsionaarses faasis poomisvastuse ARelAASpoT
deletsioontiive 10 korda halvemini vorreldes algse tivega (Joonis 12), kuid kdik

katsetulemused varieerusid vahemikus -10 — 0 (Tabel 3, Lisa 2B).
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Joonis 12. Bakteriofaagide luusilaigud hilis-statsionaarse faasi rakkudest valatud
bakterimurudel. Joonisel on esitatud Ndo 2, Luke 3, Amme 3, Laguja oja 3, Suure Kambja 3
ning Hammaste oja 2 faagide liusilaigud erinevate lahjendustena P. putida PaW85 (wt) ja
ARelAASpoT (ARS) tiivede bakterimurudel, mis valati 48 h temperatuuril 20 °C kasvatatud
bakteritest. Pilt on tehtud pérast ~24 h kasvatamist temperatuuril 20°C. Katseid korrati 3 korda
bioloogiliselt sdltumatute katsetena, esitatud on the katse tulemused.

~%

Enamasti kaitseb poomisvastus sama liigi faagide vastu samavaéarselt, pigem erinesid
omavahel faagiperekonnad. Testitud G5B liigi faagid kaitusid k6ik omavahel sarnaselt,
omamata tugevat poomisvastuse puudumisest tulenevat efekti (Tabel 3). See eristab G5B
rihma faage ka kdigist tlejaanud gruppidest, kus poomisvastus kaitseb vahemalt thel juhul

(eksponentsiaalne faas, ja/vdi hilis-statsionaarne faas) bakterit faaginakkuse eest 10 korda.

Tabel 3. Faagidel on erinev ppGpp-tundlikkus ning faagide nakatamisefektiivsus oleneb
raku kasvufaasist. Kaitse tugevus on leitud vorreldes ARelAASpoT nakatumisefektiivsust
metsiktivega.

Tahke s66de 4h Tahke s66de 48h
Bakteriofaag Faagi PPGpp PPGPp
filogeneetiline kaitse kaitse
kuuluvus tugevus? | faagilaigu suurus® | tugevus | faagilaigu suurus
NGo 2 G1C 10 x = 0-10x >
Luke 3 G6A 10 x > 10-100 x >
Amme 3 G1A 10 x = 10-100 x >
Laguja oja 3 G5B 0-10x = 0 =
Suure-Kambja 3 G5B 0-10x < -10-0x =
Hammaste oja 2 G5B 0 < -10—-0x =

& poomisvastuse kaitsva efekti tugevus, vorreldi ARelAASpoT tiive metsiktlve suhtes.

- faagilaigu suurus on toodud ARelAASpoT tuve vordluses metsiktiivega: =, vordne
laigusuurus; >, suuremad laigud ARelAASpoT tiivel; <, vaiksemad laigud ARelAASpoT tuvel.
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2.4. Arutelu

Kaesolevas t00s leiti, et P. putida ARelA ja ARelAASpoT tlved on prototroofid ehk
suudavad kasvada minimaalsodtmel ilma lisatud aminohapeteta (Joonis 3, Lisa 1), mis kinnitab
varasemalt C. Sze (Sze et al., 2002) ning L. Bernardo uurimisriihmade (Bernardo et al., 2009)
saadud tulemusi, kus samuti ndidati, et P.putida laboritive KT2440 (p)ppGpp° tivi on
prototroofne. See eristab P. putida’t paljudest teistest bakteritest, nagu E.coli (samuti v-
proteobakter), B. subtilis ja E. faecalis, mille (p)ppGpp-defektsed tiived on auksotroofid ja ei
suuda minimaals6otmel kasvada (Gaca et al., 2013; Kriel et al., 2012; Potrykus et al., 2011;
Xiao et al.,, 1991). See vOimaldab P. putida mutanttivede kasvu kontrollida erinevates
kasvutingimustes. Kuigi ARelAASpoT tives puuduvad kdik ppGpp-d slinteesivad ensutimid ja
tegemist on ppGpp° tiivega, on siiski oluline markida, et antud t66s kasutati P. putida ppGpp°
tivena ARelAASpoT tlve, millest on deleteeritud relA ja spoT geenid, kuid mitte kdik ppGpp
taset reguleerivad enstiimid. Nimelt on ennustatud, et P. putida genoom kodeerib ka tihte SAH
valku (PP_2450) (Atkinson et al., 2011).

P. putida ARelAASpoT mutanttiive aeglasem kasv minimaalso6tmel vorreldes
metsiktiivega (Joonis 9, Lisa 1) vdib olla seletatav sellega, et antud tuvel on suurenenud
tundlikkus keskkonnastressorite suhtes, kuna (p)ppGpp on seotud stressi reguleerimisega
bakterites. Seega VvOib poomisvastuse puudumine muuta ARelAASpoT tlve
keskkonnastressidele vastuvotlikumaks, p6hjustades aeglustunud kasvu voi vahenenud
ellujaé@mist, arvestades, et ARelAASpoT tiivel esinevad tugevad membraanidefektid (Joonis 8).
Samas oli erinevatel siisinikallikatel ka erinev kasvupeetus, mis viitab, et lGlitumine konkreetse
stisinikuallika kasutuselevGtuks voib olla hdiritud, mistéttu kasvavad mutanttived

minimaalso6tmetel aeglasemalt.

Katsetulemustest jareldus, et P. putida 8 h ja 24 h ettekasvatatud statsionaarse faasi
ARelAASpoT rakud on vorreldes metsiktiivega visuaalselt suuremad (Joonis 4), mis p&hjustab
mdotmisel kdrgemat optilist tihedust (Joonis 3). Lisaks selgus, et selle kasvufaasi ARelAASpoT
rakud moodustasid ka méarkimisvéarselt rohkem ahelaid vorreldes metsiktiivega (Joonis 5,
Joonis 6). Ahelad koosnesid vahemalt kahest otsapidi Uhinenud rakust, mis olid jagunevatest
rakkudest pikemad/filamentsemad. Sarnaseid tulemusi on varasemalt ndidatud E. coli ppGpp°
tive puhul. Nimelt olid mdned isoleutsiininiljas kasvatatud E. coli ppGpp° rakud
eksponentsiaalses faasis veidi pikemad kui metsiktiive rakud ning statsionaarses faasis 4-10
korda pikemad kui metsiktiive rakud ja rakukultuur saavutas tavaparasest suurema tiheduse
(Traxler et al.,, 2008). Samas uuringus nahti ka uUksikuid filamenteerunud rakke juba

eksponentsiaalses kasvufaasis (Traxler et al., 2008), samas kui P. putida ARelAASpoT tuve
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puhul esinesid need alles statsionaarses kasvufaasi alguses (8 h). Lisaks on E. coli ppGpp° tiive
omadust eksponentsiaalses faasis moodustada filamente varem Kkirjeldatud ka nii LB
vedelsootmes kasvatatud rakkudega (Magnusson et al., 2007) kui glikoos CAA (kaseiini
hidrolisaat) so6tmetel kasvatatud ja hiljem vees resuspendeeritud rakkudega (Xiao et al.,
1991). Seega on P.putida ppGpp° tivi fenotuibiliselt sarnane E.coli mutanttivega —
moodustuvad filamendid ja rakud on suuremad vorreldes metsiktiivega. Kuid erinevusena

moodustab P. putida ppGpp® tiivi filamente alles statsionaarses faasis.

Rakuarvukuse katses on ahelad loendamisel arvestatud Uhe rakuna. Vottes arvesse, et
tegelikult vOisid véhemalt kaks rakku olla veel otsapidi thendatud, kuid tegelikult eraldi rakud
pooldumiststkli 18pus, vdib véita, et 8 h ja 24 h ARelAASpoT rakuarvukus on tegelikkuses
mdnevorra kdrgem kui rakuarvukuse loendamisel tundub (Joonis 5). See on tGen&oline, sest 8 h
ette kasvatatud bakteritiivede moodustatud kolooniate arvukus on metsiktlvel ja poomisvastuse
mutandil sarnane. Seda enam, et 3 h metsiktive ja ARelAASpoT raku- ning kolooniaarvukus
on omavahel sarnased. Arvestades, et 24 h ARelAASpoT rakuarvukus on metsiktivest
margatavalt erinev, selgitab see ka madalamat kolooniaarvukust vorreldes metsiktivega.
ppGpp° tiive kiimme korda madalamat plaatimise efektiivsust tiheldatud varem isoleutsiini
néljas E. coli puhul nii eksponentsiaalses kui statsionaarses kasvufaasis (Traxler et al., 2008).
Lisaks on E. coli eksponentsiaalse faasi AspoT rakkude kasvul LB agar66tmel téheldatud
mitmekordset madalamat kolooniaarvukust vGrreldes metsiktiivega (Xiao et al., 1991). Seega
eristub E. coli’st P. putida 8 h kultiveeritud ARelAASpoT tuvi, kuna suudab moodustada

kolooniaid metsiktiivega vordselt.

Labivoolutsiitomeetria tulemustest ilmnes (Joonis 8), et 3 h rakukultuuris esines
vorreldes 8 h rakkudega rohkem nii labilaskva membraaniga rakke kui ka surnud rakke.
Suuremat surnud rakkude osakaalu vdiks seletada asjaoluga, et 3 h kasvanud kultuuris on veel
suurem osakaal esialgsel tle66 kasvanud bakterikultuuril, millest vdib péarineda ka surnud,
vahenenud DNA sisaldusega, bakterirakke. Varajase (8 h) ja hilise (24 h) statsionaarse
kasvufaasi ARelAASpoT tunduvalt suurem membraani labilaskvus viitab tiive suivenevatele

membraanikahjustustele statsionaarses kasvufaasis.

Katsetulemused néitasid P. putida puhul, et poomisvastuse relA ja spoT geenide
inaktiveerimine vahendab bakterite tolerantsust antibiootikumide suhtes (Joonis 10), mis thtib
varasemalt tehtud katsetega E. coli ja P. aeruginosa’ga (Nguyen et al., 2011; Stewart et al.,
2015). Eelnevalt on naidatud biokiles kasvava P. aeruginosa ArelA4spoT bakteritiivede
antibiootikumi tolerantsuse vahenemist ja rakkude kdrgemat suremust rakkude tootlemisel

gentamutsiini ja tsiprofloksatsiiniga (Hobbs ja Boraston, 2019; Nguyen et al., 2011; Stewart et
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al., 2015). Samasuunaliselt, kuid pigem nérgalt, mdjutab poomisvastus ka P. putida
antibiootikumi- ja kemikaalitaluvust, kuid seda LB agarsootmel kasvades (Joonis 10). Kas
sarnaselt P. aeruginosa’le suurendab poomisvastus antibiootikumide taluvust ka biokiles

kasvaval P. putida’l, vajab veel edasisi katseid.

Poomisvastus pakub ndrka Kkaitset antibiootikumide eest, mis inhibeerivad
peptidogliikaani sunteesi (Bp) (Joonis 10). Nimetatud toimefunktsiooniga antibiootikumid
mojuvad efektiivsemalt kahjustunud/l&bilaskva membraaniga rakkudele. Arvestades
labivoolutsiitomeetria tulemusi, et 8 h ette kasvatatud ARelAASpoT membraan on labilaskvam
vorreldes ARelA ja algse tiivega (Joonis 8), on selgitatav ka poomisvastuse kaitse nende
antibiootikumide suhtes. Sama kehtib ka membraanide l&bilaskvust suurendava kemikaali
EDTA puhul, kus labilaskvama membraaniga ARelAASpoT kasv on rohkem inhibeeritud kui
tervel metsiktivel, kuid seda eristab bakteritiive ARelA parem kasvuvdime EDTA so6tmel
vorreldes ARelAASpoT ja metsiktivega. Kuigi EDTA taluvus on ARelA tivel metsiktiivega
vOrdvéarne, kasvab ARelA EDTA’d sisaldaval tassil mdnevorra kiiremini (Joonis 10). Antud
olukorras ei saa olla tdhtis membraani labilaskvus, sest 8 h ARelA ja metsiktlive membraani
labilaskvuses mérgatavaid erinevusi ei esinenud (Joonis 8), pigem on v@imalik, et RelA
puudumisel esineb madalam rakusisene ppGpp kontsentratsioon, mis lubab rakkudel kiiremini

kasvada.

Faaginakkuse katsetes olid Luke 3 faagilaigud 48 h ette kasvatatud ARelAASpoT
bakterimurul markimisvaarselt suuremad kui metsiktivel (Joonis 12), mis viitab faagi
aktiivsemale llGtilisele faasile, sest faagilaigud iseloomustavad, kui palju faagipartikleid Uhest
bakterist vabaneb (Parada et al., 2006). Varem on naidatud, et E. coli ppGpp° tiivi toodab
faaginakkuse korral vorreldes metsiktiivega rohkem virione, mis tekitas bakterimuruga tassil
ka margatavalt suuremaid faagilaike (Nowicki et al., 2013). Uks vdimalik pdhjus on (p)ppGpp
vBime inhibeerida valgustnteesi (Milon et al., 2006; Mitkevich et al., 2010). Metsiktiupi
bakterites toodetakse faagiinfektsiooni vastuseks (p)ppGpp-d, mis inhibeerib valgusinteesi ja
piirab viiruse kasutuses olevaid rakulisi ressursse (nt ribosoomid, ATP, RNA/DNA poliimeraas,
aminohapped) (Tabib-Salazar et al., 2018). Seevastu vdib ARelAASpoT mutandis (p)ppGpp
puudumine tagada aktiivsema valgusinteesi ja rohkem ressursse viiruse jaoks, vBimaldades
aktiivsemat struktuurivalkude tootmist ja seega suuremat faagipartiklite arvu. Lisaks nakatasid
faagid tdendoliselt ARelAASpoT tuve dldjuhul paremini ka p6hjusel, et mutanttiivel on
vorreldes metsiktlivega tunduvalt l&bilaskvam membraan, lihtsustades faagide sisenemist
rakku. Samas voivad bakteri membraanikahjustused muuta raku faagiinfektsioonile ka vahem

vastuvotlikuks. Seda seetdttu, et muutused membraanis vdivad olla bakteri mehhanism faagi
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nakatumisest hoidumiseks, kuna faagid ei pruugi vajaliku retseptorita oma
peremeesorganismile seonduda (Ongenae et al., 2021). Esines ka tulemusi, milles teatud faagid
nakatasid hilise statsionaarse (48 h) kasvufaasi metsiktlve rakke ARelAASpoT tlivest paremini.
Nendeks faagideks olid Suure-Kambja 3 ja Hammaste oja 2 (Tabel 3, Lisa 2B). Antud
tulemused viitavad, et teatud faagid vOivad vajada efektiivseks nakatamiseks alarmooni
(p)ppGpp olemasolu. Vottes teadmiseks, et oksudatiivse stressivastuse valgud on vajalikud
efektiivseimaks faaginakkuseks (Sacher et al., 2018), vdib jareldada, et teatud faagid kasutavad
bakteri stressivastuseid dra efektiivseks nakatamiseks. Samuti voib siinkohal tdhtsust omada ka
bakterite erinev. membraani l&bilaskvus, arvestades, et 4 h rakukultuuride (ODsgo ~ 1)
membraanid on tdendoliselt tunduvalt tervemad vorreldes 48 h kultuuri bakteritega.
Katsetulemustest vOib oletada (Tabel 3, Lisa 2B), et uuritud faagide seas oli neid, kelle
nakatamise efektiivsust membraanidefekt soodustas kui parssis.

Jooniste 11 ja 12 vordluses on ndha, et teatud faagid tdesti nakatavad paremini
eksponentsiaalse kasvufaasi rakke, nagu on ka varem ndidatud (Cerca et al., 2007; Sillankorva
et al., 2004). Eksponentsiaalse kasvufaasi metsiktuve rakke nakatavad paremini faagid No 2,
Luke 3 ja Amme 3, samas kui ARelAASpoT rakke nakatavad paremini faagid Noo 2, Laguja
oja 3, Suure-Kambja 3 ja Hammaste oja 2. Eksponentsiaalse faasi rakkude edukama nakatamise
pdhjus on téendoliselt see, et eksponentsiaalses kasvufaasis jagunevad bakterirakud aktiivselt
ja slnteesivad uusi erinevaid rakulisi komponente, sealhulgas retseptoritena kaituvaid
lipopolusahhariide (Shu ja Mi, 2022) ja vibureid (Sim et al., 2017), mida teatud faagid vajavad
peremeesrakkude kilge kinnitumiseks ja nakatamiseks (Dy et al., 2014). Selle tulemusena on
faagidel rohkem potentsiaalseid seondumiskohti, mis v6ib viia faagide parema nakatumiseni.
Lisaks on kdik bakteri siinteesiprotsessid kiiremad, mis tdendoliselt tagab ka kiirema
infektsioonitsiikli ja seega suurema viiruspartiklite hulga. Seevastu statsionaarses faasis
faagiretseptorite slinteesi Kiirus vaheneb, muutes rakud faagiinfektsioonile vahem
vastuvotlikuks. Arvestades kokkuvdetud faagitulemuste (Tabel 3) nakatamisefektiivsuse
vahemikku, siis G5B liigi faagid nakatavad hilis-statsionaarse kasvufaasi ARelAASpoT rakke
keskmiselt kehvemini kui eksponentsiaalse faasi rakke. Seega on faagide sdltuvus kasvufaasist

erinev.

Arvestades, et poomisvastuse mdju faagikaitses uuriti vaid 6 bakteriofaagi pdhjal (4
sekveneerimisgruppi), siis kindlate jarelduste tegemiseks, kas ja kuidas (p)ppGpp P. putida
faagitaluvust méjutab, tuleks jargmistes uuringutes suurendada faagide valimit. Kéesoleva t6o
tulemuste p6hjal voib vaita, et poomisvastus kaitseb enamjaolt P. putida’t faaginakkuse eest,

kuid kaitse tugevus oleneb faagist.
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KOKKUVOTE

Kéesoleva t60 eesmérgiks oli vélja selgitada poomisvastuse moju P. putida
flisioloogiale ning faagitolerantsusele. Antud eesmargi saavutamiseks testiti P. putida ppGpp-
defektsete tuvede (ARelA ja ARelAASpoT) kasvu minimaalsootmetel, vaadeldi rakke
mikroskoobis, uuriti bakteri membraanide labilaskvust labivoolutsiitomeetriaga ning testiti
antibiootikumi- ja kemikaalitolerantsust ning faagikaitset. Tehtud katsete tulemusena saab

jareldada, et:

1) P. putida ARelA ja ARelAASpoT tuved on prototroofid,;

2) poomisvastuse topeltmutant moodustab statsionaarses kasvufaasis ahelaid, on
labilaskvama membraaniga ning suuremate rakkudega kui metsiktuvi;

3) poomisvastus mdjutab vahesel méaral antibiootikumi- ja kemikaalitolerantsust;

4) poomisvastuse osalus P. putida faagivastases kaitses sltub faagist, kuid tldiselt tagab

(p)ppGpp bakterile faagide vastu ndrga kaitse.

Poomisvastus-defektsed rakud on suuremad, moodustavad ahelaid ning esinevad
tugevad membraanikahjustused. Samuti on poomisvastus-defektsete rakkude antibiootikumi-
ja kemikaalitaluvus veidi vahenenud ning uldiselt nakatavad faagid neid bakteritivesid
paremini. Seega, antud uuringu tulemused viitavad, et poomisvastusel on P. putida
stressitaluvusele pigem tagasihoidlik mdju, kuid poomisvastus on vaga oluline korrektse

bakterimorfoloogia kujunemisel ja elumusel statsionaarses kasvufaasis.
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The effect of stringent response on stress tolerance of Pseudomonas putida

Roger Rikberg

SUMMARY

The stringent response is a common stress mechanism in bacteria governed by the
alarmons pppGpp and ppGpp, jointly known as (p)ppGpp. The cellular (p)ppGpp levels are
regulated by RSH (RelA/SpoT homologues) enzymes, such as RelA and SpoT. SpoT mainly
hydrolyzes (p)ppGpp but also has synthesizing activity, while RelA only synthesizes. During
stress, the cell’s metabolism is reprogrammed to shift from rapid to slow growth.

For Pseudomonas putida, the effect of the stringent response deficiency has been
previously described mainly in terms of prototrophy and biofilm formation, much less so in
phage tolerance and antibiotic and chemical tolerance. In fact, the role of the stringent response
in phage defence has in general remained rather unclear, but even more so for P. putida due to
the scarcity of isolated phages from this strain, resulting in a significant gap in phage studies.
Therefore, a clear overview of the impact of the stringent response on P. putida’s physiology

and its role in phage defence is still lacking.

The aim of this study was to determine the effect of stringent response on P. putida’s
physiology and phage tolerance. To achieve this goal, the growth of P. putida ppGpp-deficient
strains (ARelA and ARelAASpoT) was tested on minimal media, cells were observed under a
microscope, and bacterial membrane permeability was assessed by microscopy and flow
cytometry. Additionally, we conducted tests to evaluate antibiotic and chemical tolerance as

well as phage defence. Based on the results, the following conclusions can be drawn:

1) P. putida ARelA and ARelAASpoT strains are prototrophs;

2) ARelAASpoT strain forms chains in the stationary growth phase, has a more permeable
membrane, and larger cells compared to the wild type;

3) the stringent response has a minor effect on antibiotic and chemical tolerance;

4) the involvement of stringent response in phage defence of P. putida depends on the

phage, but in general, cellular (p)ppGpp provides weak protection against phages.

Although both P. putida and E. coli ppGpp° mutants form filaments and have enlarged cells
in the stationary phase, P. putida ARelAASpoT strain has less severe defects that are revealed

only in the stationary phase. Moreover, the strong membrane permeability increase of ppGpp°
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strain does not seem to result in a drastic loss in antibiotic tolerance, showing how bacteria are

different, and research conducted on one cannot be directly applied to another bacterium.

In conclusion, the results of this study suggest that the stringent response has a rather modest
effect on the stress tolerance of P. putida, but it is important in shaping bacterial morphology

and for survival in stationary phase.
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TANUSONAD

Eelkbige soovin valjendada oma suurt tdnu Hedvigile, kes andis markimisvéarse panuse
kaesoleva to0 valmimisse ning innustas pidevalt oma pohjalikkuse ja tookusega. Té&nan
Hedvigit ja Ritat, kes Opetasid mulle aastate jooksul lugematul hulgal vaartuslikke
laborioskuseid. Suur tdnu ka Dimitrile, kes aitas mdista labivoolutsiitomeetria hingeelu ja oli
alati lahkelt valmis oma teadmisi jagama. Soovin tdnusbnad edasi anda ka Merikesele ja
Signele, kes Opetasid mind mikroskoopia maailmas navigeerima ning ilma Signeta otsiksin

tdendoliselt siiani Giget fookustasandit.
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Lisa 1: Kasv minimaalsdotmetel
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Lisa 1. P. putida ARelA ja ARelAASpoT tiived suudavad kasvada minimaalséotmel. 8 h
ette kasvatatud P. putida PaW85 (wt), ARelA (AR) ja ARelAASpoT (ARS) tiivede kasv
erinevatel stsinikuallikatel (I6ppkontsentratsiooniga 0,2%): glikonaat (GLN), Na-bensoaat
(BENS), fruktoos (FRU), gliitserool (GLY). Ettekasvatatud bakterikultuuridest tehti 10%-10°-
kordsed lahjendused, millest tehti minimaaltassidele 5 pl tilkkiilvid. Tasse inkubeeriti 24 h voi
44 h (FRU, GLY) temperatuuril 30 °C. Katset on korratud kaks korda.

Lisa 2: Bakteriofaagide nakatamisefektiivsus tardsootmel
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Lisa 2. Bakteriofaagide luusilaigud eksponentsiaalse (A) vOi hilis-statsionaarse (B) faasi
rakkudest valatud bakterimurudel. Joonisel on esitatud N6o 2, Luke 3, Amme 3, Laguja oja
3, Suure Kambja 3 ning Hammaste oja 2 faagide lutsilaigud erinevate lahjendustena P. putida
Paws85 (wt), ARelA (AR) ja ARelAASpoT (ARS) tiivede bakterimurudel, mis valati 4 h voi
48 h temperatuuril 20 °C kasvatatud bakteritest. LB agarsootmele oli lisatud tsiprofloksatsiin
(0,03 pg/mL) ja CaCl, (10 mM). Pilt on tehtud pérast ~24 h kasvatamist temperatuuril 20°C.
Katsete omavahelise varieeruvuse iseloomustamiseks on esitatud kdigi 3 katse tulemused.
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