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Sissejuhatus

Homo sapiens alaml. sapiensi (niiiidisinimene) peamisteks toiduallikateks on
mitmesugused taimeorganid. Toiduks olulisi taimi riindavad pidevalt mitmesugused
taimepatogeenid, mis muudavad meie peamise toiduallika s60gi- ja miiligikdlbmatuks.
Uks levinumaid taimepatogeene on Pectobacterium carotovorum alaml. carotovorum
(Pcc), mis pohjustab kaubanduslikult olulistel taimedel taimehaigust nimega
margmddanik. Margméddanik hévitab aastas tonnide viisi puu-, juur- ja koogivilju.
Selleks, et selle tiilika patogeeniga voidelda, tuleb vilja tootada meetodeid, mis suudaksid
kaitsta taimi Pcc-i riinnakute eest. Uheks vdimaluseks on konstrueerida transgeenseid
taimi, mis toodavad molekule, mis suruvad maha Pcc-i infektsiooni taimes. Kuid enne,
kui saab hakata transgeenseid taimi konstrueerima, on vaja vilja selgitada Pcc-i
virulentsuse regulatsioonimehhanismid. Virulentsuse regulatsioonist aru saamine annab
voimaluse kasutada patogeenis leiduvaid regulaatoreid virulentsuse mahasurumiseks
peremeestaimes.

Kéesoleva t00 tilesandeks oligi leida Pcc-i virulentsust mojutavaid regulaatoreid.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Pectobacterium carotovorum alaml. carotovorum

Pectobacterium carotovorum alaml. carotovorum (Pcc), endise nimega Erwinia
carotovora alaml. carotovora, on laialt levinud taimepatogeen. Pcc-il on viga lai
peremeestaimede ring. PcC pohjustab taimehaigust, mida nimetatakse margmédanikuks.
Iga aasta nakatab Pcc tonne puu-, juur- ja koogivilju muutes need miiligi- ja
so0gikdlbmatuks (Pérombelon, 2002). Mairgmidanikku pohjustavad ka teised
fiitopatogeensed bakterid ja ka osad seened, nagu nditeks bakteritest Erwinia
chrysanthemi ja Pseudomonas fluorescens ning seentest Rhizopuse perekonda kuuluvad
liigid (Agrios, 1997). Méargmédanikku pdhjustavate bakterite poolt tekitatud kahju on
raske tépselt hinnata, kuid erinevate allikate pdhjal arvatakse, et midrgmadanik pdhjustab
suuremat majanduslikku kahju kui tikski teine bakteriaalne haigus.

Pcc on voimeline nakatama kdiki taime osi. Patogeen ise ei ole aga vOimeline
taime tungima, vaid kasutab taime nakatamiseks kohti, kus taime epidermis on
kahjustatud. Taimerakkude vahelises ruumis patogeen paljuneb kiiresti ning hakkab
tootma oma peamisi virulentsusfaktoreid, ekstratsellulaarseid ensiiiime, mis on
voimelised lagundama taimerakkude kesklamelli pektiini sisaldavaid komponente ning
pohjustab sellega taimekudede pehmenemise ehk matseratsiooni. Pektiini laguproduktide
kontsentratsiooni kasv apoplastis pdhjustab taimerakkudes veekaotust. Tekkinud limane
mass, mis koosneb pohiliselt hukkunud taimerakkudest ja bakteritest, valgub kahjustatud
taimest vélja ning sattudes pinnasesse vOi tervetele taimedele, vOib pdohjustada
mirgmédaniku kiiret levikut (Agrios, 1997).

Pcc-i peamisteks virulentsusfaktoriteks on ekstratsellulaarsed ensiiiimid, mis
lagundades taimeraku kesta komponente, vOoimaldavad bakterite levikut taimes ning
varustavad haigustekitajat toitainetega kogu infektsiooniprotsessi viltel (Pérombelon ja
Kelman, 1980; Pérombelon, 2002). Nendeks olulisteks ensiitimideks on pektinoliiiitilised
ensliiimid:  pektiini lagundavad pektaatliiaasid (Pel), pektiinliaas (Pnl) ja
poliigalakturonaas (Peh), tselluloosi lagundamise eest vastutavad tsellulaasid (Cel) ning

ekstratsellulaarne proteaas, mis vdib lagundada nii taimeraku valgulisi komponente kui



ka taime kaitsevalke (Pirhonen jt., 1991; Heikinheimo jt., 1995; Mie jt., 1995; Marits jt.,
1999; Mattinen jt., 2004).

Virulentsusfaktorite produktsioon on erinevates fiitopatogeensetes bakterites viga
tépselt reguleeritud. Ekstratsellulaarsete ensiitimide produktsiooni tdpne reguleerimine on
Pcc-s vajalik selleks, et {iihelt poolt véltida taime kaitsereaktsioonide kéaivitumist
infektsiooni varases staadiumis, teiselt poolt aga varustada patogeeni tdiendavate
siisinikuallikatega  rakkude paljunedes. Pcc-i  ekstratsellulaarsete  ensiitimide
produktsiooni on kontrollitud mitmete nn. globaalsete regulaatorite poolt, mis
moodustavad omavahel interakteeruva keeruka regulatoorse siisteemi.

Uks olulisemaid globaalseid ekstratsellulaarsete ensiiiimide geenide ekspressiooni
mojutavaid siisteeme on hulga tunnetusel (ik. ,,quorum sensing”) pohinev
regulatsioonisiisteem. Hulga tunnetust kirjeldati esmakordselt Vibrio fisheris, kus see
kontrollib bioluminessentsi nihtuses osalevate valkude siinteesi (Eberhard jt., 1981;
Whitehead jt., 2001, iilevaateartikkel). Pcc-s moodustavad hulga tunnetusel pohineva
sisteemi  kolm geeni, milledest expl (autoinduktori silintetaas) maiérab
HSL(homoseriinlaktoon)-tiilipi autoinduktori siinteesi ja €xpR1 ning expR2 geenide poolt
kodeeritud valgud osalevad autoinduktori dratundmises (Pirhonen jt., 1993; Andersson
jt., 2000; Sjoblom jt., 2006). Kui HSL-i kontsentratsioon rakus/keskkonnas saavutab
teatud kindla viirtuse, toimub selle seondumine valkudega ExpR1 ja ExpR2. ExpR1-
HSL ja ExpR2-HSL kompleksid seonduvad nende poolt kontrollitava(te) geeni(de)
promootorpiirkonnaga. Pcc-s ei mdjuta hulgatunnetus ekstratsellulaarsete ensiiiimide
produktsiooni otse, vaid 1dbi Rsm regulatsioonisiisteemi (Sjoblom jt., 2006).

Rsm regulatsioonisiisteemi pohiliseks komponendiks on mRNA-de stabiilsust
mojutav valk RsmA (Liu jt., 1995; 1997). Lisaks kuulub sellesse siisteemi veel rsmA
transkriptsiooni reguleeriv valk RsmC ja regulatoorne rsmB RNA (Cui jt., 1995, 1999;
Liu jt., 1998). rsmB RNA moodustab komplekse RsmA valguga, vihendades vaba RsmA
hulka rakus (Liu jt., 1997). Lisaks RsmC-le osalevad rsmA transkriptsiooni regulatsioonis
ka wvalgud ExpR1 ja ExpR2. Populatsiooni madala tiheduse juures (kui ei ole
moodustunud ExpR1-HSL ja ExpR2-HSL komplekse) mdjutavad ExpR1 ja ExpR2
positiivselt rsmA ekspressiooni. HSL-tililipi autoinduktori seondumisel blokeeritakse

ExpR1l-e ja ExpR2-e seondumine rSmA promootoriga, mistdttu védheneb rsmA



ekspressioon (Sjoblom jt., 2006). rsmA ekspressiooni vdhenemine pdhjustab suuremat
ekstratsellulaarsete ensiilimide produktsiooni (Chatterjee jt., 1995; Cui jt., 1995). Seega
moodustavad hulga tunnetus ja Rsm regulatsioonisiisteem {ihtse regulatsioonivorgustiku,
mis tagab ekstratsellulaarsete ensiilimide produktsiooni siis, kui bakteripopulatsioon on
saavutanud nakatunud taimekoes teatud arvukuse.

Meie poolt uuritavas Pcc-i tiives SCC3193 on kirjeldatud veel vihemalt kahte
globaalset regulatsioonisiisteemi, mis mojutavad ekstratsellulaarsete ensiiiimide
produktsiooni  sdltuvalt  keskkonnast  tulevatest  signaalidest. ~Uks  selline
kahekomponendiline regulatsioonisiisteem koosneb sensorvalgust ExpS ja vastuse
regulaatorist ExpA (Eriksson jt., 1998). Millised on selle regulatsioonisiisteemi
aktivatsiooniks vajalikud véliskeskkonnast tulevad signaalid, ei ole praeguseks veel
Ioplikult selge. Uhe vdimalusena arvatakse, et sensorvalgu poolt dHratuntavateks
signaalmolekulideks vodivad olla pektiini lagundamisel tekkivad oligogalakturoniidid.
Sensorvalgult kantakse fosfaatriihm iile vastuse regulaatorile ExpA. Aktiveeritud ExpA
mojutab positiivselt rsmB geeni ekspressiooni, mis omakorda suurendab rakus rsmB
RNA hulka ja vidhendab vaba RsmA hulka. Seega moduleerib ka kahekomponendiline
regulatsioonisiisteem ExpS/ExpA ekstratsellulaarsete ensiitimide produktsiooni Rsm
siisteemi vahendusel. Siiani ei ole selge, kas ExpA seondub vahetult rsmB geeni
promootorile voi on tema moju kaudne (Hyytidinen jt., 2001).

Teine  kahekomponendiline regulatsioonisiisteem PmrA/PmrB  mdjutab
ekstratsellulaarsete ensiilimide siinteesi sOltuvalt keskkonna pH-st ja Fe-ioonide
kontsentratsioonist (Hyytidinen jt., 2003).

Lisaks eelpool kirjeldatud regulatsioonisiisteemidele osaleb ekstratsellulaarsete
ensiiimide produktsiooni regulatsioonis ka repressorvalk KdgR. KdgR seondub
taimeraku kesta lagundavate ensiliiimide geenide promootoraladele ning takistab nende
transkriptsiooni. KdgR-i seondumist mirklaudgeenide regulaatorpiirkonnas paikneva
KdgR-boxiga mdjutab pektiini laguproduktide olemasolu keskkonnas. Nimelt vdivad
pektiini lagunemisel tekkinud oligogalakturoniidid seonduda KdgR valguga ja takistada
viimase seondumist DNA-ga (Liu jt., 1999).



1.2 Kahekomponendilised stisteemid

Bakterid peavad pidevalt kohanema neid {imbritseva pidevalt muutuva
keskkonnaga. Selleks kasutavad bakterid keskkonnast tulevate signaalide vastuvotmiseks
ja edasi kandmiseks rakus nn. kahekomponendilisi siisteeme (Stock jt., 2000). Esimesena
kirjeldati kahekomponendilist signaalililekande siisteemi bakterites 1986-ndal aastal
(Ninfa ja Magasanik, 1986). Pracguseks on selge, et kahekomponendilised siisteemid on
bakterites vidga levinud ning tdendoliselt moodustavad omavahel interakteerudes suuri
signaaliiilekande vorgustikke (Eguchi ja Utsumi, 2005).

Enamus tuntud baktereid omavad genoomis kahekomponendilisi siisteeme
kodeerivaid geene. Néiteks Escherichia coli (E. coli) tiive K12 genoom kodeerib iile 30-
ne erineva kahekomponendilise siisteemi. Samas esineb ka selliseid baktereid, milledes
kahekomponendilised siisteemid puuduvad, nditeks Mycoplasma genitalium ja
Methanococcus jannaschii (Mizuno, 1998).

Kahekomponendilised siisteemid on vajalikud mitmete erinevate véliskeskkonnast
tulevate signaalide edastamiseks. Néiteks aitavad kahekomponendilised siisteemid &ra
tunda peremeesorganismi ldhedust siimbiontidel, kohaneda keskkonnas esinevate
toitainete ja elektronakseptorite hulgaga ning keskkonna osmolaarsusega. Samuti on
kahekomponendilised silisteemid olulised bakterite kemotaksises ning stressi poolt

indutseeritud diferentseerumises (sporulatsioon; Parkinson ja Kofoid, 1992).

1.2.1 Kilassikalised kahekomponendilised ststeemid

Kahekomponendilise siisteemi  prototiilibiks on E. coli EnvZ/OmpR
kahekomponendiline siisteem, mis osaleb osmoregulatsiooni, viburi moodustumise ja
virulentsusega seotud protsessides (joonis 1la; Goh jt, 2004). Klassikaline
kahekomponendiline siisteem koosneb kahest wvalgust: sensorvalgust ja vastuse
regulaatorist (Stock jt., 2000). Klassikalise kahekomponendlise siisteemi sensorvalguks
on bakterites sisemembraani seotud histidiinkinaas, mis omab kahte funktsionaalselt
olulist doméiini: sisenddomédédni ja autofosforiilatsiooni/dimerisatsiooni domadéni.

Sisenddoméin on oluline keskkonna tunnetamiseks ning



autofosforiilatsiooni/dimerisatsiooni doméén osaleb signaali edastamises. Klassikalise

kahekomponendilise silisteemi teine komponent, vastuse regulaator, omab samuti kahte

funktsionaalset domédani: vastuvotu domiini ja DNA-d siduvat efektordomééani (Mizuno,

1998). Vastuvotu doméédn kataliilisib signaali vastuvotmist sensorvalgult ja vastuse

regulaatori efektordomddn reguleerib transkriptsiooni sihtmérkgeenide promootoritelt

seondudes spetsiifilistele jarjestustele (Parkinson, 1993; Hoch, 2000).

Signaaliiilekande protsessi klassikalises kahekomponendilises silisteemis voib

jaotada kolmeks etapiks (joonis 1a):

1)

2)

3)

signaali  vastuvotmine keskkonnast. Klassikalise sensorvalgu

sisenddomédn asub periplasmas, kust see on vdimeline keskkonnast
tulevat signaali tunnetama. Vastuseks keskkonnast tulevale signaalile
toimub sensorvalgu autofosforiilatsiooni/dimerisatsiooni doméénis
konserveerunud histidiini jadgi (H) autofosforiileerumine (Stock jt.,
2000);

signaali iilekanne sensorvalgult vastuse regulaatorile. Signaali

iilekandeks  sensorvalgult vastuse regulaatorile  kasutatakse
fosforiilatsiooni reaktsiooni. Fosfaatriihma iilekannet sensorvalgu
autofosforiilatsiooni/dimerisatsiooni doméénilt vastuse regulaatorile
kataliiiisib vastuse regulaatori vastuvotudomiddn. Selles protsessis
fosforiileerub vastuvotudomiini konserveerunud aspartaadi jadk (D;
Stock jt., 2000);

signaali 10udmine sihtméirkgeenideni. Klassikalised

kahekomponendilised silisteemid mdjutavad rakus toimuvaid protsesse
reguleerides sihtmérkgeenide transkriptsiooni. Vastuse regulaatori
fosforiileerumine peale sensorvalgu autofosforiileerumist, pdhjustab
struktuuri muutusi vastuse regulaatoris, mille tulemusel viimane on
vOimeline  suurema  afiinsusega seonduma  sihtmérkgeenide
promootoraladele ning reguleerima transkriptsiooni (Mizuno, 1998).
Vastuse regulaatorid inaktiveeruvad kataliiisides fosfaatriihma
hiidroliiisi  vastuvotudoméénidelt (Stock jt., 2000). Samuti on

voimelised vastuse regulaatoreid inaktiveerima osad sensorvalgud ja

10



tsiitoplasmaatilised fosfataasid (Kato jt., 1989; Bourret jt., 1991;
Perego jt., 1994; Mizuno, 1998; Stock jt., 2000).

Kokkuvotteks voib oOelda, et klassikalistes kahekomponendilistes siisteemides
toimub keskkonnast tulevate signaalide toimel transkriptsiooniregulaatorite aktiivsuse

reguleerimine muutes vastuse regulaatori fosforiileerituse taset.

a) Klassikaline kahekomponendiline siisteem EnvZ/OmpR (E. coli)
- aa»
. )
EnvZ OmpR

b) Bacillus subtilise sporulatsiooni kontrolliv mitmeastmeline signaalililekande siisteem

.

= KinC @ & @
_ S
c 3 .@ e e —
< king -ay <> «O»
<. Spo0OF Spo0OB Spo0A
KinA
@

c) Hubriidset sensorvalku ArcB sisaldav mitmeastmeline signaalililekande siisteem E.colis

@@ P
D) <>
- | : acy

Joonis 1. Kahekomponendiline ja mitmeastmeline signaalitlekanne bakterirakus.

Joonisel on ndidatud sensorvalkude sisenddoméiénid (roheline), mis vastutavad keskkonnast
tuleva signaali dra tundmise eest. Hall vertikaalne triip tdhistab bakteri sisemembraani. Oranz
ristkiilik siimboliseerib histidiinkinaasset domiéni, konserveerunud histidiini jadgiga (H). Pruun
ellips téhistab aspartaati sisaldavat klassikalist vastuvdtu doméini, romb histidiini sisaldavat (H2)
fosfaatrithma iilekande domééni (HPt) ning sinine kuusnurk DNA-d siduvat efektordoméini.
Fosfaatriilhma iilekande suund vastuseks keskkonnast tulevale signaalile on ndidatud nooltega. a)
Klassikaline kahekomponendiline siisteem EnvZ/OmpR; b) Kin/Spo-siisteem Bacillus subtilises;
¢) Arc-siisteem E. colis.
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1.2.2 Kahekomponendilised stisteemid, mis erinevad klassikalistest

Lisaks klassikalistele kahekomponendilistele siisteemidele esineb bakterirakus
kahekomponendilisi siisteeme, mis erinevad prototiitipsest EnvZ/OmpR siisteemist.
Sensorvalk EnvZ omab kahte transmembraanset domiéni, mille vahel paikneb
sisenddomédn (joonis la). Transmembraansed doméddnid on olulised sensorvalgu
lokaliseerumiseks sisemembraanis. Bakterites leidub ka sensorvalke, mis omavad rohkem
kui kahte transmembraanset domaéni, néiteks sensorvalk KinB, mis reguleerib Bacillus
subtilise sporulatsiooni initsiatsiooni, omab kuute sisemembraani ldbivat doméaéni (joonis
1b; LeDeaux jt., 1995). Osadel sensorvalkudel puuduvad transmembraansed domdanid
téielikult, nditeks kemotaksises osalev sensorvalk CheA (Bilwes jt., 1999). CheA poolt
fosfortileeritavaks vastuse regulaatoriks on CheY. CheY erineb klassikalisest vastuse
regulaatorist selle poolest, et sellel valgul puudub DNA-seoseline efektordoméin.
Fosforiileeritud CheY reguleerib kemotaksist seondudes viburi mootorvalguga FIliM,
mille tulemusel muutub viburi podrlemise suund (Rowsell jt., 1995).

Lisaks kahekomponendlilstele siisteemidele, kus puudub moni klassikalises
kahekomponendilises slisteemis olemasolev valgudomdin, leidub ka selliseid
signaaliiilekande siisteeme, kus funktsionaalseid domiine on rohkem kui EnvZ/OmpR
siisteemis. Kui need lisadomédinid osalevad fosfaatrithma iilekandes, toimub siisteemis
rohkem kui iiks fosfaatriihma iilekanne ning neid kahekomponendilisi silisteeme

nimetatakse mitmeastmelisteks fosfaatriihma tilekande siisteemideks (Appleby, 1996).

1.3 Mitmeastmeline fosfaatriihma tlekanne

Lisaks kahekomponendilistele siisteemidele on  bakterites kirjeldatud
mitmeastmelisi fosfaadiiilekande siisteeme, mis on vdimelised reageerima keskkonnast
tulevatele signaalidele (Appleby jt., 1996). Mitmeastmelised fosfaatriithma iilekande
stisteemid sarnanevad kahekomponendiliste siisteemidega, kasutades signaaliiilekandeks
sarnaseid sensorvalke ning vastuse regulaatoreid. Mitmeastmeline fosfaadililekanne
erineb kahekomponendilisest signaaliiilekandest selle poolest, et fosfaatriihma

iilekandmiseks sensorvalgult vastuse regulaatorile toimub rohkem kui kaks
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fosforiileerimise reaktsiooni ning fosfaatrithma iilekandes osaleb histidiini sisaldav

fosfaatriihma iilekandev domééin (HPt; joonis 1bc; Tsuzuki jt., 1995).

1.3.1 Mitmeastmeline fosfaatrihma ulekanne Bacillus subtilise Kin-Spo-

susteemis

Esimesena kirjeldati mitmeastmelist signaalililekannet Bacillus subtilise
sporulatsiooni kontrollis, kus iihe fosfaatriihma iilekandes vastuse regulaatorile osaleb
neli erinevat valku (joonis 1b; Burbulys jt., 1991). Sensorvalkudeks on selles siisteemis
kaks transmembraanset valku KinB ja KinC ning tsiistoplasmaatiline sensorvalk KinA.
Kbdik kolm sensorvalku on voimelised autofosforiileeruma vastuseks keskkonnast tulevale
signaalile (LeDeaux jt., 1995). Sensorvalkudelt seob fosfaatriihma valk SpoOF, mis
sisaldab ainult fosfaatriihma vastuvotvat domééni, mis on sarnane kahekomponendiliste
siisteemide vastuse regulaatorite vastuvotudomiinidele. Mitmeastmelistele fosfaatrithma
iilekande siisteemidele omane histidiini sisaldav fosfaatriihma iilekandedoméén (HPt)
asub Kin/Spo-siisteemis valgus SpoOB. SpoOB konserveerunud histidiinilt kantakse
fosfaatriihm iile klassikalise vastuse regulaatori SpoOA aspartaadi jadgile (D).
Fosfortileeritud SpoOA reguleerib transkriptsiooni sporulatsiooni kontrolli reguleerivate

geenide promootoritelt (Burbulys jt., 1991).

1.3.2 Mitmeastmeline fosfaatriihma tlekanne E. coli Arc-siisteemis

Arc mitmeastmeline fosfaatrithma iilekande siisteem osaleb E. coli anaeroobsetes
tingimustes aktiveeritud geenide ekspressiooni regulatsioonis (Iuchi ja Lin, 1993; Ogino
jt., 1998). Arc-siisteem koosneb kahest fosfaatrithma iilekandvast valgust: ArcB ja ArcA
(joonis 1c). ArcB on sisemembraani seoseline sensorvalk, mis on vdimeline
autofosforiiiileeruma vastuseks hapniku kontsentratsiooni langusele keskkonnas (ITuchi ja
Lin, 1993). ArcB erineb klassikalisest kahekomponendilise siisteemi sensorvalgust, kuna
sisaldab lisaks sisenddoméénile ja autofosforiilatsiooni/dimerisatsiooni domédinile ka
vastuvotudomadini ning histidiini sisaldavat fosfaatriihma iilekande domééni (HPt; joonis

1). Arc-siisteemi vastuse regulaator ArcA on klassikaline vastuse regulaator. Arc-siisteem
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on omapérane, kuna erinevalt Kin/Spo-siisteemist, kus koik fosfaatrithma {iilekande
reaktsioonid toimuvad erinevate valkude vahel, toimuvad kolm esimest
fosforiileerimisreaktsiooni sensorvalgus ArcB (joonis lc; Ogino jt., 1998). Huvitav on
veel, et Arc-silisteemi vastuse regulaator ArcA on vdimeline fosfaatriifma siduma nii
ArcB autofosforiilatsiooni/dimerisatsioonidomddnilt kui ka histidiini sisaldavalt
fosfaatriihma tilekande domaanilt (HPt) sdltuvalt keskkonna aeroobsetest tingimustest

(Tsuzuki jt., 1995).

1.3.3 Recs signaalitlekande siisteem

Rcs signaalililekande siisteemi kirjeldati esmakordselt E. colis, kus see siisteem
reguleerib kapslit moodustavate poliisahhariidide siinteesi (Gottesman jt., 1985). Lisaks
poliisahhariidide siinteesile reguleerib Rcs silisteem mitmete patogeensete liikide
virulentsust, liikuvust, rakkude jagunemist ja paljusid teisi rakkudes toimuvaid protsesse
(Virlogeux jt., 1996; Garcia-Calderon jt., 2005; Tobe jt., 2005). Rcs siisteem on
mitmeastmeline signaaliiilekande siisteem, mis koosneb kolmest fosfaatriihma
ilekandvast valgust ning kahest abivalgust (joonis 2). Res siisteemi komponente on leitud
mitmetes patogeensete liikide genoomidest: patogeensest E. colist, Salmonellast,
Yersiniast, Klebsiellast, Shigellast ning taimepatogeenist Pantoea stewartii ning Proteus

mirabilisest.
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Joonis 2. Rcs signaalitilekande siisteem. Rcs siisteemis osalevad fosfaatriihma tilekandes
kaks sensorvalku RcsC ja ResD ning vastuse regulaator ResB. ResC tunnetab keskkonnast
tulevat signaali kas lipoproteiini RcsF abil vdi ResF-soltumatult. Uheks ResC-d
aktiveerivaks RcsF-soltumatuks signaaliks on DjlA valgu iileekspressioon membraanis.
Lipopliisahhariidide siinteesi mutantides (rfa geenide mutandid) aktiveerub RcsC RcsF-
soltuvalt. Signaali poolt aktiveeritud RcsC autofosforiileerub konserveerunud histidiini
jaagist (H). Edasi kantakse see fosfaatriihm RcsC vastuvotudoméédnile, sellelt ResD
fosfaatrihma  tllekande domaédnile ning I0puks vastuse regulaatori RcsB
vastuvotudomaédnile. Fosforiileeritud ResB voib kdituda nii positiivse kui negatiivse
regulatoorina seondudes sihtmérkgeenide promootoraladele. RcsB seondumist DNA-ga voib
mojutada RcsA valk (ResA-soltuvad promootorid), kuid teatud sihtmérkgeenidele seondub
RcsB ilma ResA-ta (ResA-soltumatud promootorid). ResA valgu taset rakus reguleerivad
HNS valk ja Lon proteaas. Valkude domaiénid on téhistatud nagu joonisel 1. Joonis on
modifitseeritud Majdalani ja Gottesmani iilevaateartiklist (2005).

1.3.3.1 Rcs siisteemi fosfaadililekandes osalevad valgud

Rces siisteemis moodustavad signaaliiilekande raja kaks hiibriidset sensorvalku:

ResC ja ResD, ning vastuse regulaator ResB (Joonis 2; Majdalani ja Gottesman, 2005).

15



Osadel bakteritel kuuluvad Rcs siisteemi veel kaks abistavat valku RcsF ja RcsA

(Majdalani jt., 2005; Majdalani ja Gottesman, 2005).

RcsC (ik. luh. regulator of capsule synthesis C) on sensorvalk, mis on kahe N-
terminaalse transmembraanse doméédni abil seotud tsilitoplasmaatilise membraaniga
(Joonis 2; Stout ja Gottesman, 1990). Transmembraansete doméidnide vahel paikneb
sisenddomédén, mis ulatub periplasmasse ja on oluline signaali vastuvotmiseks. Sensori
kinaasse aktiivsuse eest vastutab konserveerunud  histidiini jddki sisaldav
autofosforiilatsioonidomédn, mis lokaliseerub tsiitoplasmas. Eelpool mainitud doméainid
on omased klassikalisele kahekomponendilise siisteemi sensorvalgule (vt. EnvZ joonisel
la). Lisaks eelpool nimetatud domédnidele kuulub RcsC struktuuri ka aspartaadi jadki
sisaldav vastuvotu domiéin. Selline ehitus on iseloomulik hiibriidsetele sensorvalkudele
(nt. ArcB joonisel 1c), kuid erinevalt teistest teadaolevatest hiibriidsetest sensoritest ei
oma RecsC C-terminaalset histidiini sisaldavat fosfaatrithma tilekandvat domééni (Stout ja
Gottesman, 1990; Majdalani ja Gottesman, 2005). Seega toimub fosfaatriihma tilekanne
sensorvalgult RcsC vastuse regulaatorile RcsB mitte otse, vaid RecsD vahendusel

(Majdalani ja Gottesman, 2005).

RcsD (ik. liih. regulator of capsule synthesis D), endise nimega YojN, on teine hiibriidne
sensorvalk, mis omab nii transmembraanseid kui ka sisenddomééni, kuid millel puudub
funktsionaalne autofosforiilatsioonidoméén (joonis 2). Viimati nimetatud funktsionaalse
domédni puudumise tottu ei osale RcsD viliskeskkonnast tuleva signaali vastuvotmisel.
ResD valgu funktsiooniks on fosfaatriihma iilekanne sensorilt RcsC regulaatorvalgule

RcsB (Takeda jt., 2001).

RcsB (ik. liih. regulator of capsule synthesis B) on Rcs siisteemi vastuse regulaator. RcsB
on klassikaline vastuse regulaator, mille pohilised funktsionaalsed komponendid on
aspartaati sisaldav vastuvotudomiddn ja transkriptsiooni reguleeriv. DNA-seoseline
HTH(ik. lih. helix-turn-helix)-tiitipi efektordomééni (joonis 2; Francez-Charlot jt., 2003).
Fosforiileeritud RcsB voib kéituda nii transkriptsiooni aktivaatori kui ka repressorina

(Tobe jt., 2005).
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1.3.3.2 Rcs stisteemi abivalgud

Osadel bakteritel kuuluvad Rcs siisteemi komponentide hulka veel kaks valku —
RcsF ja ResA. ResF on vajalik teatud tingimustes signaali vastuvotmiseks keskkonnast
(Majdalani jt., 2002). RcsA on vajalik aktiveeritud RcsB stabiilsemaks seondumiseks nn.
RcsAB-box’i sisaldavate promootoritega (Wehland jt., 1999; Wehland ja Bernhard,
2000).

RcsF (ik. lih. regulator of capsule synthesis F) on vilismembraaniga seotud lipoproteiin,
mis on oluline teatud keskkonnast tulevate signaalide edastamiseks RcsC-le (joonis 2;
Majdalani jt., 2005). rcsF-i iileekspressioon aktiveerib nii kolaanhappe siinteesi kui ka
rprA-lacZ fusiooni transkriptsiooni ainult RcsC olemasolul (Majdalani jt., 2002). Kuidas
RcsF signaali ResC-le vahendab pole veel teada. Hagiwara ja teised niitasid, et Rcs
stisteemi E. colis aktiveerivad Zn-ioonide kontsentratsiooni tous ning 0,4% gliikoos ja
madal temperatuur (20°C). Kogu E. coli genoomi hdlmava DNA mikrokiibi analiiiis
nditas, et Rcs siisteemi aktivatsioon nendel tingimustel on RecsF-soltuv. Kuna rcsF
mutandis on muutunud rohkemate geenide ekspressioon kui rcsC mutandis, siis
toendoliselt ei mdjuta RcsF valk geeniekspressiooni mitte ainult 14bi Rcs siisteemi

(Hagiwara jt., 2003).

RcsA (ik. lih. regulator of capsule synthesis A) on Rcs siisteemi komponent, mis
reguleerib ResB seondumist osade Rcs siisteemi sihtmarkgeenidega (joonis 2; Wehland ja
Bernhard, 2000). RcsA omab C-terminaalset HTH-tiilipi DNA-ga seonduvat domééni
ning N-terminaalset domééni, mis on sarnane kahekomponendiliste siisteemide vastuse
regulaatori vastuvotu domééniga, kuid milles puudub konserveerunud aspartaadi jadk
ning mitmed teised vastuvotudomiinile omased aminohappe jidgid (Stout jt., 1991).
RcsA  moodustab RcsB-ga  heterodimeere, mis seonduvad sihtmirkgeenide
promootoraladele ning reguleerivad nende transkriptsiooni efektiivsust. RcsA seondub
RcsB-ga 8 korda suurema afiinsusega, kui RcsB on fosforiileeritud (Francez-Charlot jt.,

2003). Praeguseks kogunenud andmete pdhjal voib viita, et RcsA on Rcs silisteemis
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oluline kui RcsB-DNA kompleksi stabiliseerija (Wehland jt., 1999; Wehland ja
Bernhard, 2000). Soltuvalt sellest, kas ResB seondumiseks DNA-ga on vaja RcsA valku
vOi mitte, jaotatakse Rcs siisteemi poolt reguleeritavad promootorid kaheks: 1) RcsA-
soltuvad promootorid; 2) RcsA-sdltumatud promootorid (Majdalani ja Gottesman, 2005).
RcsA-soltuvate ja RcsA-sOltumatute promootorite esinemine tagab lisa regulatsiooni
vOimaluse vastuseks samale keskkonnast tulevale signaalile. RcsA hulga muutmine rakus
mojutab ainult RcsA-soltuvaid promootoreid jittes RcsA-sdltumatud puutumata. ResA
hulk rakus on reguleeritud nii transkriptsiooni tasemel valgu HNS vahendusel kui ka
valku lagundava ATP-soltuva Lon proteaasi poolt (Torres-Cabassa ja Gottesman; 1987;

Sledjeski ja Gottesman, 1995).

1.3.3.3 Enterobakterite Rcs signaalililekande mudel

Viliskeskkonnast tuleva signaali dratundmine vOib toimuda, kas otse RecsC
sisenddomééni poolt voi kantakse signaal RcsC-le abivalgu ResF vahendusel (joonis 2;
Majdalani jt., 2002; 2005). Konkreetne signaal, mis Rcs siisteemi aktiveerib pole veel
teada, kuid on kirjeldatud erinevaid tingimusi, mille juures Rcs siisteem aktiveerub.
Monedes bakterites on niidatud, et Zn-ioonide ja antimikroobsete peptiidide moju
geeniekspressioonile toimub 1dbi Rcs silisteemi (Hagiwara jt., 2003; Erickson ja
Detweiler, 2006). Samuti aktiveerub Rcs siisteem vastuseks osmootsele Shokile ning
mitmetele membraanis toimuvatele muutustelele (Parker jt., 1992; Sledjeski ja
Gottesman, 1996; Ferrieres ja Clarke, 2003). Lisaks mdjutab Rcs siisteemi aktiivsust ka
monede bakteriraku valkude nagu niiteks DjlA iileekspressioon (joonis 2; Chen jt.,
2001). Rcs siisteemi enda komponentidest aktiveerib siisteemi RcsF  valgu
ileekspressioon (Majdalani jt., 2002).

Kui signaal on joudnud RcsC-ni, toimub sensorvalgu histidiinkinaasse domééni
konserveerunud histidiini  autofosforiileerumine (Stout ja Gottesman, 1990).
Autofosforiilatsiooni/dimerisatsiooni doméénilt kantakse fosfaatriihm edasi RcsC
vastuvotu  domddni konserveerunud aspartaadile. RcsC  moodustab RcsD-ga
heterodimeeri, mis kiitub kui hiibriidne sensorkinaas (Takeda jt., 2001; Majdalani ja

Gottesman, 2005). Aktiveeritud RcsC vastuvotudoméénilt seotakse fosfaatrithm RcsD
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fosfaaditilekande doméiénile. RcsD valgult on vdimeline fosfaatriihma siduma vastuse
regulaatori ResB vastuvotudoméédn. Aktiveeritud ResB moodustab rakus dimeere, mis
seonduvad sihtmérkgeenide promootoritele. Tuvastatud on nii RcsB homodimeere kui ka
heterodimeere RcsA-ga (Carballes jt., 1999; Wehland jt., 1999). Erinevad dimeerid
seonduvad erinevatele promootoritele ning reguleerivad sihtmérkgeenide ekspressiooni
(vt. ,,Rcs siisteemi sihtmérgid”). Kui aktiveeriv signaal keskkonnast kaob, voib toimuda
fosfaatriihma tilekanne ka vastupidises suunas, mille tulemusena RcsB defosforiileerub ja

inaktiveerub (Majdalani jt., 2002; 2005).

1.3.3.4 Rcs siisteemi sihtmargid

Kapsli stintees Ecsherichia colis: cps geenid

E. coli ja teised enterobakterid on vdimelised moodustama kapslit, mis koosneb
peamiselt  eksopoliisahhariidist, mida  nimetatakse  kolaanhappeks.  Kapsli
poliisahhariidide siinteesis osaleb vdga suur hulk geene (Roberts, 1996). Peamised
geenid, mis on vajalikud kapsli siinteesiks, asuvad tihes suures klastris (Stevenson jt.,
1996). Selle klastri 5"-otsas asuvad wza, wzb ja wzc geenid, neile jirgneb wca operon,
mis sisaldab umbes 20 geeni. Kdiki neid geene kokku nimetatakse cps geenideks. Rcs
siisteem kirjeldati esmakordselt kui kapsli poliisahhariidide siinteesi madravate geenide
positiivset regulaatorit E. colis (iilevaateartiklid Rcs siisteemist Cps regulaatorina:
Gottesman ja Stout, 1991; Stout, 1994). cps geenide transkriptsiooni regulatsioonis
osalevad Rcs siisteemi abivalgud RcsA ja ResF (Gervais ja Drapeau, 1992; Ebel ja
Trempy, 1999; Hagiwara jt., 2003).

Eksopolusahhariidid Erwinia amylovoras: ams operon

Erwinia amylovora on taimepatogeen, mis on vodimeline nakatama mitmeid
roosoielisi taimi pdhjustades viljapuu-bakteripdletikku (Agrios, 1997). Nimetatud
patogeeni  peamisteks virulentsusfaktoriteks on mitmesugused sekreteeritavad
poliisahhariidid, milledest tdhtsaimaks loetakse amiilovoraani (Bellemann ja Geider,
1992; Bernhard jt., 1993, 1996). Amiilovoraani siinteesi eest vastutab ams geenide

klaster, mis sisaldab 12 avatud lugemisraami (Bernhard jt., 1993; Bugert ja Geider,
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1995). Rcs siisteem on iiks olulisemaid regulatsiooni siisteeme, mis positiivselt mdjutab
amiilovoraani siinteesi E. amylovoras (Stout ja Gottesman, 1990; Stout, 1996; Kelm jt.,
1997). Kelm ja teised (1997) niitasid, et ams-operoni aktivatsiooniks on vajalik RcsA-
RcsB dimeeri moodustumine, mis seondub ams operoni promootorile piirkonnas -578 nt

kuni -501 nt amsG geeni translatsiooni initsiatsiooni koodonist.

Liikuvus: flnDC operon E. colis ja flgD, flgB geenid Salmonellas

Paljudes bakterites nagu nditeks E. coli, Salmonella liikides ning Proteus
mirabilises mdjutab Rcs siisteem negatiivselt viburite siinteesi (Belas jt., 1998; Toguchi
jt., 2000; Takeda jt., 2001; Clemmer jt., 2007). Viburi siinteesis ja kemotaksises osalevate
valkude silintees on kontrollitud hierarhilise regulatsioonisiisteemi poolt. Selle siisteemi
koige olulisemad komponendid on valgud FIhD ja FIhC, mis mdjutavad paljude viburi
normaalseks funktsioneerimiseks vajalike valkude siinteesi (Chilcott ja Hughes, 2000).
FIhD ja FIhC valku kodeerivad geenid asuvad iihes operonis, mille ekspressioon E. colis
on negatiivselt reguleeritud Rcs siisteemi poolt (Francez-Charlot jt., 2003). See oli
esimene t00, mis nditas, et RcsB voib olla ka otsene negatiivne regulaator sidudes
sihtmirkgeeni promootorit ning surudes maha selle ekspressiooni. Varem on ndidatud
ainult RcsB otsest positiivset efekti sihtmérkgeenide promootoritele.

Salmonella enterica serovar Typhimuriumis mdjutab Rcs siisteem negatiivselt
flgD ja flgB geenide ekspressiooni (Erickson ja Detweiler, 2006). flgD ja flgB geenide
produktid osalevad selle patogeeni viburi siinteesis (Ohnishi jt., 1994; Schoenhals jt.,
1999). flgD ja flgB mRNA-de hulk rakus on rcs-mutantides keskmiselt vastavalt 7,83
(x1,43) ja 6,42 (£1,56) korda suurem vorreldes metsiktiivega (Rcs siisteemi
aktiveerivates tingimustes). Rcs siisteemi moju flgD ja flgB geenidele ei sdltu abivalgust
RcsA (Erickson ja Detweiler, 2006). Kuna tegemist on DNA mikrokiibil saadud
tulemustega, siis ei ndita saadud tulemused, kas RcsB seondub flgD ja flgB geenide
promootoritele voi on Rcs siisteemi mdju kaudne. Arvatavasti on Rcs siisteemi moju
nendele geenidele kaudne ning ilmselt vahendatud FIhDC valkude poolt, mis
reguleerivad enamuse litkuvusega seotud geenide ekspressiooni (Chilcott ja Hughes,
2000). Mitmetes toodes on nididatud Rcs siisteemi modju veel mitmetele litkuvusega

seotud geenidele (fliC: Arricau jt., 1998; flgC, flgG ja flgl: Oshima jt., 2002).
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Rakkude jagunemine: ftsZ

Rcs siisteem mojutab ka raku normaalseks jagunemiseks vajalike valkude
stinteesi. Rcs siisteem aktiveerib transkriptsiooni ftsZ geeni promootorilt (Gervais ja
Drapeau, 1992; Gervais jt., 1992; Carballes jt., 1999). FtsZ on tubuliini sarnane valk, mis
raku jagunemisprotsessis poliimeriseerub ning moodustab jagunemiskohta kokkutdmbuva
ronga (Lutkenhaus ja Addinall, 1997). Varieerides FtsZ wvalgu rakusisest taset
reguleerivad bakterid rakkude jagunemise topoloogiat, sagedust ja ajastust (Ward ja

Lutkenhaus, 1985; Tétart jt., 1992).

Statsionaarse kasvufaasi geenid: rprA RNA

Bakterite joudmisel statsionaarsesse kasvufaasi, toimub rakus paljude
fiisioloogiliste protsesside iimberkorraldamine. Statsionaarse faasi sigmafaktori o°-i
slinteesi méiédrab geen rpoS, mille ekspressiooni mdjutab ka Rcs siisteem. Rcs silisteem ei
mdju o°-i ekspressiooni otse, vaid viikese regulatoorse rprA RNA vahendusel. rprA
RNA seondub o°-i kodeeriva geeni rpoS mRNA liiderjirjestusele ning aktiveerib selle
translatsiooni (Majdalani jt., 2002). Seega mdjutades positiivselt rprA transkriptsiooni,

mdjutab Res siisteem kdikide o°-sdltuvate geenide transkriptsiooni.

Antimikroobsete peptiidide resistentsus Salmonellas: ydel

Patogeeni Salmonella enterica serovar Typhimuriumi ellujddmiseks nakatunud
organismis on olulised mehhanismid, mis kaitsevad bakterit peremeesorganismi poolt
toodetud antimikroobsete peptiidide eest. ydel geen on S. Typhimuriumis oluline
infektsiooni piisima jadmises hiires. Rcs signaaliiilekandesiisteem mojutab positiivselt S.
Typhimuriumi ydel geeni transkriptsiooni, mis on aktiveeritud antimikroobse iithendi
poliimiiksiin B poolt rcs-sdltuvalt. ydel geeni transkriptsiooni aktivatsioon on RcsA-
sOltumatu, kuid vajab statsionaarse kasvufaasi sigmafaktorit, mida kodeerib rpoS

(Erickson ja Detweiler, 2006).

Lisaks eelpool loetletud sihtmérkidele mojutab Rcs silisteem mitmete patogeenide

virulentsust, kuid tipne regulatsiooni mehhanism on tihti teadmata (Tobe jt., 2005;
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Garcia-Calderon jt., 2005). Tanu DNA mikrokiipidel tehtud kogu genoomi uuringutele
on ndidatud viga mitmete geenide kuuluvus Recs reguloni (Ferrieres ja Clarke 2003,
Hagiwara jt., 2003). Enamuse Rcs reguloni kuuluvate geenide funktsiooni on teadmata,
kuid {tilejddnud on enamasti seotud membraani funktsioonidega voi translokatsiooniga

14bi membraani.
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2. MATERJAL JA METOODIKA

2.1 Kasutatud bakteritlived ja plasmiidid.
Koik kasutatud plasmiidid ja bakteritiived on toodud tabelis 1.

Tabel 1. Kasutatud bakteritiived ja plasmiidid.

Tavi voi plasmiid Genotiitip, iseloomustus Allikas, viide

Pcc

SCC3193 metsiktiivi Pirhonen jt., 1988

SCC6605 rcsBpg:: TnS-gusA Andresen jt., 2007; Lisa 1

SCC6011 rcsDpec:: TnS-gusA Andresen jt., 2007; Lisa 1

SCC6024 rcsCpec:: TnS5-gusA Andresen jt., 2007; Lisa 1

SCC6026 rcsFpee: Cm Andresen jt., 2007; Lisa 1

SCC6027 rcsDpee32:: Cm® Andresen jt., 2007; Lisa 1

E. coli

DH50. SUpE4, AdlacU169, (lacZ4aM15), hasdR17, recAl, BRL (San Diego, CA)
endAl, gyrA 96, thi-1, relAl

Plasmiidid

pTZ57R/T Amp®; kloneerimisvektor Fermentas

pMW119 Amp®; kloneerimisvektor Eurogentec

pLACFw-rcsFpg. Kloneerimisvektor pMW 119, mis sisaldab rcsF
geeni Smal restriktsioonisaidis; rcsF omab selles
konstruktis 43 nt translatsiooni initsiatsiooni
koodonist iilesvoolu ning on lacZ geeni
promootori kontrolli all

Kloneerimisvektor pMW 119, mis sisaldab rcsF
geeni Smal restriktsioonisaidis; rcsF omab selles
konstruktis 43 nt translatsiooni initsiatsiooni
koodonist iilesvoolu ning on orienteeritud
vastupidises suunas lacZ geeni promootoriga
Kloneerimisvektor p MW 119, mis sisaldab Smal
restriktsioonisaidis rcsB geeni kodeerivat ala
ning lisaks rcsB promootorala 365 nt
translatsiooni initsiatsiooni koodonist iilesvoolu
Vektori pANTSy derivaat, mis sisaldab FRT-ga

Andresen jt., 2007; Lisa 1

pLACRev-rcsFpg

Andresen jt., 2007; Lisa 1

pMW119::rcsBp,
Andresen jt., 2007; Lisa 1

pKD3 (FLP recognition target) kiilgnevat Cm" geeni Datsenko ja Wanner, 2000
vektorist pSC140
pPRG miniTn5Cm"::gusA Marits jt., 1999




2.2  SO06tmed ja kasvatamine

Pectobacterium carotovorum alaml. carotovorum tiived kasvatati temperatuuril
+30°C LB vdi minimaalso6tmes, Escherichia coli tived temperatuuril +37°C LB
sO6tmes (Miller, 1972). Tards66tmed valmistati lisades LB sootmele agarit
kontsentratsioonis 15 g/l.  Antibiootikume  lisati ~ sdO0tmesse  vastavate
kontsentratsioonidega: ampitsilliini 150 pg/ml, kanamiitsiini 100 ug/ml ja
klooramfenikooli 25 pg/ml. Minimaalsootmed valmistati M9 baasil (Adams, 1959),
millele lisati mikroelemente (2,5 ml/l; Bauchop ja Elsden, 1960) ja siisinikuallikana
gliitserooli 10ppkontsentratsiooniga 0,4%. Vajadusel lisati minimaalsdotmele 0,4%
poliigalakturoonhapet (PGA; Sigma). Vedelsootmes kasvatamisel aereeriti kultuure

loksutil.

Ekstratsellulaarsete ensiilimide midramiseks valmistati jargmised
selektiivsodtmetega indikaatortassid: proteaaside aktiivsuse médramiseks rasvavaba
piimaga (5%) triiptoon soja agar (TSA) nn. piima tass; tsellulaaside midramiseks
karboksiimetiiiiltselluloosiga (CMC; 0,1%) LB tardsddde; poliigalakturonaasi aktiivsuse

médramiseks poliigalakturoonhappega (PGA; 0,7%) LB tardsddde.

2.3  Mutantsete tiivede konstrueerimine ja isoleerimine

Tiived SCC6605 (rcsBpec:: TnS-gusA), SCC6011 (resDpee:: TnS-gusA) ja SCC6024
(resCpec::Tn5-gusA) wvaliti vidlja transposoonmutantide kogumist, mis oli saadud
kasutades eelnevalt kirjeldatud metoodikat (Marits jt., 1999).

Mutantne tiivi SCC6026 (rcsFpec::Cm) konstrueeriti  jargmiselt. Disainiti
praimerid rcsFalg "TTCAATACTCGCTCTTTGA™ ja rcsFD >
GACTCATTGTGCAGAGAC™ rcsF geeni jaoks kasutades Erwinia carotovora alaml.
atroseptica tiive SCRI1043 genoomset jérjestust

(http://www.sanger.ac.uk/Projects/E_carotovora/). Saadud DNA fragment kloneeriti

kloneerimisvektorisse pTZ57R/T. Kloneeritud DNA fragmendi nukleotiidne jérjestus
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médrati. Pcc-i rcsF geeni mutant konstrueeriti kasutades A Red tehnoloogiat (Datsenko ja
Wanner, 2000). Poliimeraasi ahelreaktsioonis kasutati praimereid rcsFP1 >~
ATAGCAACCGGCTACGCCACTAACGGTTTGGCATTCATGTAGGTGTAGGCTG

GAGCTGCTTC™ ja resFP2 5
TAGCTATGTCGCTGACAGGCTGTTCTTTATTTCAGAAGCCACCATATGAATAT
CCTCCTTAG™ ning plasmiidi pKD3. Saadud reaktsiooniprodukt sisaldas cat (Cm")
geeni, mis kiilgnes molemalt poolt 42 nukleotiidiga rcsF geeni jarjestusega.

Mutantne tiivi SCC6027 (rcsDpec52::Cm) konstrueeriti samuti kasutades A Red
tehnoloogiat (Datsenko ja Wanner, 2000). Praimeritena kasutati yojNPl1 >
ACATCCGCTGACGACTATTGCCCAAGGTATACAGAAACGCATCGATACTTGT
GTAGGCTGGAGCTGCTTC™ ja yojNP2 3"
AATTGCGCTAATGTTGGCGTCGCTAGCGGACGGTTCACTGTTCAGACTGCCAT
ATGAATATCCTCCTTA™  oligonukleotiide. Poliimeraasi ahelreakstsiooni produkt

amplifitseeriti plasmiidilt pKD3.

24  ARBPCR

ARB PCR ehk poliimeraasi ahelreaktsioon juhusliku praimeriga viidi 1dbi varem
kirjeldatud meetodi jargi (Caetano-Anolles, 1993).

Kasutati praimereid:

ARBl: > GGCCACGCGTCGACTAGTACNNNNNNNNNNGATAT * (35 nt).
ARB2: > GGCCACGCGTCGACTAGTAC * (20 nt).

OEe: ° GGGACTCCTCAAAGCCGAATTG * (22 nt).

OEi: ~ GCCGCACTTGTGTATAAGAGTCAG * (24 nt).

Esimeses reaktsioonis (ARBI1) kasutati algmaterjalina 5 pl rakuliisaati. PCR-1i
reaktsioonisegu tildmaht 50 pl sisaldab: 5 pl 10 x PCR-i puhvrit [750 mM Tris-HCI, pH
8,8; 200 mM (NH4)2SO4: 0,1% Tween 20]; 4 ul 25 mM MgCly; 1 pul 10 mM dNTP mix-i;
1 pl praimerit ARB1 (20 pmol/ pl); 1 pl praimerit OEe (20 pmol/ pl); 5 pl rakuliisaati,
0,5 pul Taq poliimeraasi (1U/ul; Fermentas). PCR reaktsiooni tingimused: 1) +95°C 5
minutit 2) +95°C 30 sekundit 3) +30°C 30 sekundit 4) +72°C 1 minut 30 sekundit 5) 6
tsiiklit alates punktist 2 6) +95°C 30 sekundit 7) +45°C 30 sekundit 8) +72°C 2 minutit 9)
30 tsiiklit alates punktist 6.
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Kahe PCR-i vahel puhastati ARBI produkt MO BIO UltraClean™ PCR Clean-
Up DNA Purification Kitiga.

Teises reaktsioonis (ARB2) kasutati templeidina 5 pl esimese reaktsiooni (ARB1)
produkti. PCR-i reaktsioonisegu iildmaht 50 pl sisaldab: 5 pl 10 x PCR-1 puhvrit [750
mM Tris-HCI, pH 8,8; 200 mM (NH4)>SO4: 0,1% Tween 20]; 4 ul 25 mM MgCly; 1 ul
10 mM dNTP mix-i; 1 pl praimerit ARB2 (20 pmol/ pl); 1 pl praimerit OE;, (20
pmol/ul); 5 ul ARB produkti; 0,5 pul Taq poliimeraasi (1U/ul; Fermentas). PCR
reaktsiooni tingimused: 1) +95°C 2 minutit 2) +95°C 30 sekundit 3) +45°C 30 sekundit
4) +72°C 2 minut 5) 30 tsiiklit punktist 2 6) +72°C 10 minutit. PCR teostati firma

Eppendorf aparaadiga Mastercycler personal (Saksamaa).

2.5  Kloneerimine

Kloneeritavad PCR-i fragmendid kontrolliti elektroforeesil ja puhastati
agaroosgeelist MO BIO kitiga UltraClean™'15 DNA Purification Kit From Gels and
Solutions. Kloneerimine vektorisse pTZ57R/T viidi 14bi InsT/Aclone™ PCR Product
Cloning Kitiga (Fermentas). rcsF ja rcsB geenide kloneerimiseks vektorisse pMW119
(konstruktid pMW119::rcsBpee, pLACFw-rcsFpe; ja pLACRev-rcsFpe) kasutati Smal

restriktaasi ja T4 DNA ligaasi firmalt ,,Fermentas®.

2.6 Transformatsioon

Retsipienttiivena kasutati E. coli tive DH5a. DH5a rakud kasvatati LB s66tmes
tiheduseni ODgpp=0,2-0,3. Kompetentsed rakud saadi Hanahani (1983) poolt kirjeldatud
CaCl, meetodil. Transformeeritavat DNA-d lisati rakkudele ligikaudu 1 pg. Rakke koos
DNA-ga hoiti jdil 45 minutit ning seejdrel tehti kuumasokk 1 minut +41°C. Rakud
jahutati jaal. Seejdrel kasvatati neid 30-45 minutit 1,5 ml-s LB sdd0tmes temperatuuril
+37°C. Rakud tsentrifuugiti pdhja (lauafuug 6000 podret minutis, 4 minutit, Heraeus
Biofuge Pico, Saksamaa) ning plaaditi LB tardsootmele, mis sisaldas sobivat

antibiootikumi.
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2.7 Plasmiidse DNA eraldamine

Plasmiidne DNA eraldati Perfectprep® Plasmid Mini (,,Eppendorf™) kiti abil.

2.8  Sekveneerimine

Kaksikahelalise DNA nukleotiidse jérjestuse maddramiseks kasutati ensiimaatilist
Sangeri  didesoksiinukleotiididega termineerimise meetodit (Sanger jt., 1977).
Sekveneerimisproovid valmistati vastavalt DYEnamicTM ET terminator cycle
sequencing premix Kkitis ettendhtud protokollile (,,Amersham Pharmacia Biotech, Inc*).

Sekveneerimisel saadud DNA nukleotiidseid jérjestusi vorreldi BLASTX
programmi abil andmebaasis olevate aminohappeliste jarjestustega (Altschul jt., 1997).

Pcc-1 rcsDBC genoomse regiooni aksessiooninumber geenipangas on EF415647.
Pcc-i rcsF-i jarjestuse aksessiooninumber on EF415648. Homoloogiaotsinguteks ja
valkude domiénsete struktuuride kirjeldamiseks kasutati GenBank, EMBL ja SWISS-
PROT andmebaase ning programme blastx ja blastp (University of Wisconsin Genetic
Computer Group; Altschul jt., 1997). Valkude doméddnsed piirid ennustati kasutades
SMART andmebaasi (Simple Modular Architecture Research Tool; http://smart.embl-

heidelberg.de ; Schultz jt., 1998). RcsC ja ResD transmembraansed domédianid ennustati
kasutades programmi TMpred
(http://www.ch.embnet.org/software/ TMPRED _form.html; Hofmann ja Stoffel, 1993).

2.9 Plasmiidide pMW119::rcsBpe. ja pLACFw-rcsFpe. konstrueerimine

Funktsionaalne rcsB geen amplifitseeriti Pcc-i  metsiktiive SCC3193
kromosoomist praimeritega rcsBL °-GATGCGACGCAGGAGGGAGAACAGA™ ja
resCl *"CCGTGTGAGTTTGCACCGCATGA™. Saadud produkt kloneeriti vektorisse
pMWI119 Smal restriktsioonisaiti ning saadi konstrukt pMWI119:: rcsBpe. Selles
konstruktis on terve rcsB geeni kodeeriv ala ning 365 nukleotiidi rcsB geeni
promootorjérjestust. rcsB on orienteeritud vastupidises suunas lacZ geeni transkriptsiooni
suunale.

rcsk-i iileekspressiooni konstrukt saadi jdrgnevalt. Pcc-i rcsF geen amplifitseeriti
metsiktiive kromosoomist kasutades praimereid rcsFalg 5

TTCAATACTCGCTCTTTGA™ ja Fstop > TAGAGGATCTGATTGAAAAC™. Saadud
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produkt kloneeriti Smal-ga restrikteeritud plasmiidi pPMW 119 lacZ geeni promootori alla.
Saadud konstrukt nimetati pLACFw-rcsFp,.. Sama moodi valmistati konstrukt
pLACRev-rcsFpec., kuid selles kostruktis on rcsF orienteeritud vastupidises suunas lacZ
geeni promootoriga. Mdlemas konstruktis omab rcsF 43 nt translatsiooni initsiatsiooni

koodonist tilesvoolu.

2.10 Ensutmi aktiivsuste maaramine

Tardsootmetel ensiitimide esialgseks médramiseks kasutati piima, CMC ja PGA
tasse (vt. ,,S60tmed ja kasvatamine™).

Proteaaside aktiivsused méadrati piima tassil, inkubeerides bakterirakke 1-2 péeva
temperatuuril +30°C. Aktiivsuse detekteeriti tekkinud proteoliiiisi tsoonide 1&4bimdddu
jargi.

Tsellulaasi aktiivsuse mddramiseks inkubeeriti bakterirakke 1 pdev CMC tassil,
seejarel varviti 15 minutit 0,1% Kongo punasega. Pirast varvimist toddeldi tassi 1M
NaCl-ga 15 minutit. Tsellulaasi aktiivsus méddrati kolooniate timber tekkinud vérvivabade
tsoonide 14bimdddu jargi.

Pektinoliiiitiliste ensiitimide aktiivsuse médramiseks kasvatati bakterirakke 1 paev
PGA tassil. Seejérel toodeldi tassi 1M CaCly-ga 15 minutit ja ensiliiimi aktiivsus tuvastati
kolooniate timber tekkinud ldbipaistvate tsoonide 1dbimdddu jargi.

2.10.1 Proovide kogumine

Ule66 kultuuridest tehti lahjendused (ODgpp=0,1) minimaalséotmesse, kas
indutseeritult PGA-ga (Idppkontsentratsioon 0,4%) voi ilma. Proovid korjati 6, 8 ja 10
tunni jarel. Mdodeti kultuuride optilised tihedused lainepikkusel ODggo. VOeti 500 pl
kultuuri, fuugiti rakud pdhja (lauafuug, 13000 podret minutis, 3 minutit, Heraeus Biofuge
pico, Saksamaa). Eraldatud supernatandid kiilmutati temperatuuril -70°C.

2.10.2 Pollgalakturonaasi aktiivsuse maaramine

Poliigalakturonaasi aktiivsus méiérati meetodil, mida on varem kirjeldanud
Pirhonen jt. (1991).

2.10.2.1 Reaktiivid:

Peh-i puhver: 20 ml 4 M NaCl; 20 ml 1 M Na-atsetaati (pH 5,0); 1,6 ml 0,5 M
EDTA; 138,4 ml ddH,O.
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Virvireagent: 25 g ammooniummoliibdaati lahustati 450 ml-s ddH,O-s ning lisati
sellele 21 ml kontsentreeritud vidvelhapet. 3 g Na-arsenaati lahustati 25 ml-s ddH,O-s
ning lisati see eelpool valmistatud lahusele. Lahust inkubeeriti 48 tundi +37°C, kuni see
vérvus kollaseks.

Vasereagent: 250 ml-s ddH,O-s lahustati 24 g naatriumkarbonaati ja 12 g K-Na-
tartraati. Sellele lahusele lisati 40 ml 10% CuSO4x5H,O lahust ning 16 g NaHCOs 18 g
Na,SOy4 lahustati 500 ml-s kuumas vees 30 minuti jooksul. Peale jahtumist lisati see
eelpool valmistatud lahusele ja viidi maht ddH,O-ga 1 liitrini.

2.10.2.2 Méiiramine:

Segati 45 pl Peh-i puhvrit ning 5 pl supernatanti (0-punkti jaoks 5 pl vett). Lisati
50 ul 1%-list PGA lahust proovi kohta. Inkubeeriti 30 minutit temperatuuril +30°C.
Reaktsioon Idpetati 27 pl-i reaktsioonisegu lisamisega 27 pl-le vasereagendile.
Kuumutati proove 15 minutit temperatuuril +97°C. Jahtunud proovidele lisati 27 pl
varvilahust ja 162 ul vett. Fuugiti proove 10 minutit 2500 podret minutis (Jouan RC 422).
Supernatantide optilised tihedused modddeti mikrotiiterplaadil lainepikkusel 500 nm
spektrofotomeetriga Lab system Multiscan® MCC/340. Ensiiiimi aktiivsus avaldati ODs00
muutusena ODggo, ml ja minuti kohta.

2.10.3 Pektaatltaasi aktiivsuse méaramine

Pektaatliiaasi aktiivsus médrati meetodil, mida on varem kirjeldanud Pirhonen jt.
(1991).

Substraadina kasutati 80 pl 1% PGA lahust, mis sisaldas 0,25 mM CacCl, ja 100
mM Tris-HCI (pH 8,5). Substraadile lisati 16 pl supernatanti ja inkubeeriti temperetuuril
+37°C 1 tund. Reaktsiooni peatamiseks lisati reaktsioonile 400 pul 0,5 M HCI ja 800 pl 10
mM tiobarbituraalhapet (TBA; Sigma). Inkubeeriti 1 tund 100°C. Tsentrifuugiti proove 3
minutit 13000 pdoret minutis ning mdddeti supernatandi optiline tihedus lainepikkusel
548 nm. Uhikuna kasutati ODs4s muutust ODggo, ml ja minuti kohta.

2.10.4 Proteaasi aktiivsuse maaramine

Proteaasi aktiivsus méérati asokaseiini meetodil (Ji jt., 1987) ja ensiilimi

aktiivsused avaldati kui OD436. muutus ODggo, ml ja tunni kohta.
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2.11  Virulentsuse maaramine

Mutantsete tiivede virulentsust testiti kartulimugulatel (Solanum tuberosum,
Ants). Vordluseks voeti korvale metsiktiivi SCC3193. Kartulimugulad pindsteriiliti
leotades mugulaid 10%-lises valgendajas (ACE Blue) 10 minutit. Seejérel pesti mugulaid
96% etanooliga 5 minuti jooksul. Kui mugulate pinnad olid kuivanud nakatati neid 10
mM MgSQOy-ga pestud ja lahjendatud bakteritiivede iile6d kultuuriga (ODgoo=1). Igasse
kartulisse vajutati steriilse pipetiotsikuga kaks 1 cm siigavust auku. Uhte pipeteeriti 40 pl
metsiktlive kultuuri ja teise 40 pl testitava mutandi kultuuri. Kartulid asetati steriilsetesse
karpidesse niisutatud ligniinile. Mugulaid inkubeeriti temperatuuril +30°C 48 tundi.

Matsereerunud kude eraldati ja kaaluti.

2.12  Liikuvuse maaramine

Mutantide litkuvust médrati LB sootmel, mis sisaldas 0,3% agarit. Pcc-i
metsiktlive ja erinevate rcs mutantide iiledokultuurid lahjendati LB s66tmes tiheduseni
ODgpo~2. Vordne kogus rakke torgati tardsdotmesse. Tardséotmega Petri tasse
inkubeeriti temperatuuril +30°C. Liikuvust hinnati 48 tunni moéddumisel tekkinud

tsoonide jargi.
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3. TULEMUSED

Kéesoleva magistritoé iilesandeks oli isoleerida uusi geene, mis kontrollivad
teadaolevate virulentsusfaktorite siinteesi fliopatogeenses bakteris Pcc. Selleks viisin 14bi
transposoonmutageneesi transposooniga miniTn5Cm tiives SCC3193. Eksperimendi
tulemusena isoleerisin mutantide kogumi, mis sisaldas ~10000 mutanti.
Transposoonmutageneesi kdigus saadud mutandid kiilvasin edasi piima sisaldavale
selektiivtassidele. Testitud kolooniate hulgast dnnestus isoleerida kolm mutanti, millede
proteaasi produktsioon oli suurenenud vorreldes metsiktiivega SCC3193. Pcc reguleerib
ekstratsellulaarsete ensiiimide produktsiooni enamasti globaalselt, kontrollides koikide
taime raku kesta lagundavate ensliimide produktsiooni korraga (va. PehR/S
kahekomponendlilne siisteem, mis reguleerib ainult Peh-i produktsiooni; Flego jt., 2000).
Sellest tulenevalt on proteaasi produktsiooni reguleerivad geenid tihti ka teiste taimeraku
kesta lagundavate ensiitimide regulaatorid (Pirhonen jt., 1993; Liu jt., 1993; Murata jt.,
1994; Liu jt., 1998; Eriksson jt., 1998; Hyytidinen jt., 2003). Saadud tulemused viitasid
sellele, et kdigis kolmes isoleeritud mutandis oli transposoon liilitunud regulaatorgeeni,
mis kontrollis kdikide virulentsusfaktorite produktsiooni tiives SCC3193. Isoleeritud
kolm mutanti valisin edasiseks uurimiseks ja tdhistasin SCC6605, SCC6011 ja SCC6024
Jargmiseks piitidsin vélja selgitada, milline geen on igas konkreetses mutandis
inaktiveeritud ja kuidas need geenid on seotud virulentsusfaktorite produktsiooniga Pcc-

S.

3.1 Isoleeritud transposoonmutantides on inaktiveeritud geenid rcsC, rcsD ja
rcsB

T66 jargmises etapis piitidsin vélja selgitada transposoon miniTn5Cm insertsiooni
kohad mutantides SCC6605, SCC6011 ja SCC6024. Mutandis SCC6024 oli transposoon
lulitunud geeni, mille aminohappeline jéarjestus on 73% sarnane RcsC valguga E. colis
(EAY49319). RcsC E. colis on 951 ah pikkune hiibriidne histiidinkinaas. Analiiiisides
Pcc-i ResC valgu aminohappelist jarjestust selgus, et sellele valgul on olemas kdik

hibriidsele sensorkinaasile iseloomulikud doméidnid. RcsC valk omab N-terminuses
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kahte transmembraanset domddni (15-37ah ja 314-336ah), mille vahel paikneb
periplasmas lokaliseeruv sisenddoméén (37-314 ah). Lisaks neile doméénidele paiknevad
valgu tsilitoplasmas lokaliseeruvas piirkonnas autofosforiilatsiooni ja dimerisatsiooni
doméin (468-533ah) ning ATP-d siduv doméddn (580-691 ah). ResC sisaldab ka
fosfaatriihma vastuvotvat doméaini positsioonis 825-936 ah.

Mutandis SCC6011 oli transposoon liilitunud geeni, mille aminohappeline
jarjestus on 62% sarnane ResD valgule E. colis (AAC75276). rcsD geen Pcc-s kodeerib
897 ah pikkust valku, mis omab sensorvalgule iseloomulikke transmembraanseid
doméiéne positsioonidesse 9-28 ah ja 298-316 ah. Transmembraansete doméénide vahele
jaab periplasmaatiline sisenddoméén (28-298 ah). Ka RcsD valk sisaldab jérjestust, mis
omab sarnasust autofosforiilatsiooni ja dimerisatsiooni domédniga (443-508 ah), kuid see
el sisalda konserveerunud positsioonis histidiini  jddki, mis on oluline
autofosforiileerumiseks. ATP-d siduv domdidn ennustati RcsD valgu piirkonda 555-668
ah). Lisaks omab RcsD veel ka fosfaati iilekandvat domiini (799-878 ah). Kuna
miniTn5Cm transposoon oli lilitunud rcsD geeni 10puossa, konstrueerisin uue rcsD
negatiivse tiive, kus Cm resistentsusgeen katkestab RcsD aminohappelise jirjestuse peale
52-st aminohapet. Konstrueeritud tiive nimetasin SCC6027 (rcsD52::Cm).

Mutandis SCC6605 oli transposoon liilitunud geeni, mille aminohappeline
jarjestus on 98% sarnane RcsB valgu jérjestusega E. colis (ABE07966). RcsB (212 ah)
struktuuris on olemas koik klassikalise kahekomponendilisel siisteemi vastuse
regulaatorile iseloomulikud domidinid. RcsB sisaldab nii fosfaatriihma vastuvotu
doméédni (4-120 ah) kui ka HTH(helix-turn-helix)-tiitipi DNA-d siduvat domééni (148-
205 ah). ResB on kdige konserveerunum valk Rcs siisteemis. Pcc-i ResB omab iile 90%-
st sarnasust vidga erinevates bakterites leiduvate RcsB valkudega (E. colis, Klebsiella
pneumoniaes, Proteus mirabilises, Serratia proteamaculansis, Erwinia amylovoras,
Edwardsiella ictaluris, Sodalis glossinidiusis ning Salmonella, Shigella ja Yersinia

erinevates liikides).

3.2 Pcc-i genoom kodeerib Rcs susteemi abivalku RcsF
Too jargmises etapis piilidsin vilja selgitada, kas meie poolt uuritav tiivi

SCC3193 omab ka Rcs siisteemi abivalke kodeerivaid geene rcsF ja rcsA, mida on leitud
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paljudel Rcs siisteemi omavatel bakteritel. Analiiiisides Erwinia carotovora alaml.
atroseptica (Eca) tiive SCRI1043 genoomi nukleotiidset jarjestust (see organism on kdige
lahedasem sekveneeritud organism meie tiivele), selgus et nimetatud tiivi omab rcsF
geeni. Selle informatsiooni pdhjal disainisin spetsiifilised PCR-i praimerid, mille abil
onnestus tliivest SCC3193 isoleerida rcsF geen. Pcc-i recsF geen kodeerib valku, mis on
homoloogne vastava valguga Eca-s ja E. colis (vastavalt 94% ja 69% sarnane).

Teine olulisem abivalk, mis kuulub Rcs siisteemi on RcsA (Wehland ja Bernhard,
2000). Eca tiivi SCRI1043, mille genoom on téielikult sekveneeritud, ei oma rcsA geeni.
Seetottu iiritasin leida rcsA geeni Pcc-i genoomist disainides degeneratiivsed praimerid
kasutades erinevate organismide rcSA geeni jirjestusi. Vaatamata erinevate praimerite

kasutamisele, ei dnnestunud mul tiivest SCC3193 rcsA geeni isoleerida.

3.3  Rcs susteemi moju taimeraku kesta lagundavate enstiiimide produktsioonile
indutseerimata tingimustes

Rcs siisteem voib rakus erinevaid protsesse nii aktiveerida kui ka represseerida.
Selleks, et vilja selgitada, milline on erinevate Rcs siisteemi komponentide mdju
viruletsusfaktorite produktsioonile, méérasin proteaasi, poliigalakturonaasi ning
pektaatliiaaside produktsiooni erinevates Rcs siisteemi komponentide mutantides (rcsC-,
rcsD-, rcsB- ja rcsF-negatiivses mutandis). Tulemused on toodud joonisel 3. Tihedusel
ODg00=1,5, kus ekstratsellulaarsete ensiitimide produktsioon on maksimaalne, pdhjustas
rcsB geeni inaktiveerimine koigi kolme analiiiisitud ekstratsellulaarse enstiiimi
produktsiooni olulist kasvu vdorreldes metsiktiivega. rcsB-negatiivne mutant tootis 18
korda rohkem poliigalakturonaasi (Peh), 9 korda rohkem pektaatliiaase (Pel) ja 19 korda
rohkem proteaasi vorreldes metsiktiivega SCC3193. rcsD ja rcsC  geenide
inaktiveerimine mdjutas ekstratsellulaarsete ensiiiimide produktsiooni vdhem kui rcsB
mutatsioon. Nii rcsC kui rcsD negatiivses mutandis oli Peh-i tootmine tdusnud 9 korda
vorreldes metsiktiivega. Prt ja Pel produktsioon oli mdlemas mutandis 4 korda suurem
kui metsiktiives. rcsF geeni inaktiveerimine ei mojutanud ekstratsellulaarsete enstitimide

produktsiooni Pcc-s.
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Joonis 3. Taimeraku kesta lagundavate enstiiimide produktsioon Pcc-i metsiktiives ja rcs
mutantides indutseerimata tingimustes. Graafikutel (a), (b) ja (¢) on toodud metsiktiive ja
erinevate rcs mutantide poliigalakturonaasi, pektaatliiaaside ja proteaasi aktiivsused avaldatuna
optilise tiheduse muutusena rakutiheduse, minuti ja ml kohta (U; vt. ,,Materjal ja metoodika”).
Graafikul (d) on toodud bakterikultuuride optiline tihedus aja ldikes. Erinevate mutantide ja
metsiktiive (WT) tdhistused on toodud joonise alumises osas. Graafikutel ndidatud tulemused on
kolme teineteisest soltumatu katse keskmised. Standardhélvet pole joonise selguse huvides
ndidatud, kuid see on koikidel juhtudel véaiksem kui 10%
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3.4  Rcs susteemi moju taimeraku kesta lagundavate enstiimide produktsioonile
indutseeritud tingimustes

Virulentsusfaktorite produktsioon on oluline siis, kui patogeen satub
peremeestaime. Taimekoes limbritseb bakterit hoopis teistsugune keskkond vdrreldes
sellega, millised olid elutingimused taime pinnal vO6i mullas. Vastuseks uutele
keskkonnatingimustele muutub ka paljude geenide ekspressioon. Selleks, et vilja
selgitada, millist rolli omab Rcs siisteem virulentsusfaktorite siinteesile tingimustes, mis
imiteerivad taimekoes olevaid tingimusi, méiérasin ekstratsellulaarsete ensiilimide
produktsiooni ka poliigalakturoonhappe juuresolekul nii Rcs siisteemi erinevates
mutantides kui ka metsiktiives SCC3193 (PGA; 0,4%). Indutseeritud tingimustes jdi Rcs
siisteemi moju ekstratsellulaarsete ensliimide produktsioonile alles, kuid oluliselt
vihesemal mééral (joonis 4). rcsB mutant tootis tihedusel ODgp=1.5 2 korda rohkem
Peh-i, 1,9 korda rohkem Pel-i ning 3,6 korda enam Prt-i kui metsiktiivi. Samuti nagu
indutseerimata  tingimustes, modjutas rcsD ja rcsC geenide inaktiveerimine
ekstratsellulaarsete ensiitimide produktsiooni vdhem kui rcsB mutatsioon. rcsC mutandis
oli Peh-i ja Pel-i produktsioon suurenenud 1,4 korda vorreldes metsiktiivega ning Prt-i
tootmine oli 2,3 korda suurenenud vorreldes metsiktiivega. rcsD mutandi poolt toodetud
Peh-i ja Pel-i produktsioon oli 1,5 korda suurem kui metsiktiive vastav vairtus. Proteaasi
tootis rcsD-negatiivne tiivi 2,4 korda rohkem kui metsiktiivi. rcsF geeni inaktiveerimine
el mojutanud ekstratsellulaarsete ensiiiimide produktsiooni Pcc-s ka indutseeritud

tingimustes. Samas on sdilinud PGA indutseeriv efekt rcs-negatiivsetes tiivedes.
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Joonis 4. Taimeraku kesta lagundavate enstiimide produktsioon Pcc-i metsiktiives ja rcs
mutantides indutseeritud tingimustes (+0,4% PGA). Graafikutel (a), (b) ja (c) on toodud
metsiktiive ja erinevate rcs mutantide poliigalakturonaasi, pektaatliiaaside ja proteaasi
aktiivsused avaldatuna optilise tiheduse muutusena rakutiheduse, minuti ja ml kohta (U; vt.
,Materjal ja metoodika”). Graafikul (d) on toodud bakterikultuuride optiline tihedus aja 1dikes.
Erinevate mutantide ja metsiktiive (WT) tdhistused on toodud joonise alumises osas.
Graafikutel ndidatud tulemused on kolme teineteisest sOltumatu katse keskmised.
Standardhélvet pole joonise selguse huvides ndidatud, kuid see on kdikidel juhtudel viiksem
kui 10% vaértusest.
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35 rcsF-i Uleekspressioon represseerib ekstratsellulaarsete enstiimide
produktsiooni Rcs susteemi vahendusel

rcsF geeni inaktivatsioon mutandis SCC6026 ei mojutanud ensiilimide
produktsiooni ei indutseeritud ega ka mitteindutseeritud tingimustes (Joonis 3 ja 4).
Selleks, et vélja selgitada, kas rcsF on Rcs siisteemi funktsionaalne komponent tiives
SCC3193 konstrueerisin rcsk-iileekspressiooni plasmiidi (pLACFw-rcsFpcc). Plasmiidi
pLACFw-rcsFpee viimine metsiktiivesse SCC3193 pohjustas proteoliiiitilise aktiivsuse
languse piima sisaldaval testtassil (joonis 5). RcsF iileekspressioon erinevates Rcs
siisteemi mutantides ei avaldanud mdju proteaasi produktsioonile. RcsF iileekspressioon
represseeris ka pektinoliititiliste ensiitimide produktsiooni ainult metsiktiives SCC3193,

kuid ei avaldanud mingit mdju Rcs siisteemi mutantides.

w1 resB” resis2 resC” rest”
PLACRev-resFp,. pLACRev-resty.. pLACRev-restn., pLACRev-resty. pLACRev-rest,

Wr resB resD52 resC rest'”
pLACFw-rest . pLACFw-resty,. pLACFw-reskp,. pLACFw-resFp,. pLACFw-resFe,.

Joonis 5. rcsk-uleekspressiooni mdju proteaasi produktsioonile metsiktives ja
Rcs signaalitilekanderaja mutantides. Ulemises reas on metsiktiivi (WT) ja Rcs
siisteemi mutandid, milledesse on viidud kontrollplasmiid pLACRev-rcsFp.
Alumises reas on metsiktiivi (WT) ja samad mutandid, milledesse on viidud rcsF-
iileekspressiooni konstrukt pLACFw-rcsFp... Proteaasi produktsiooni on hinnatud
piima sisaldaval agarsd6tmel tekkinud halo suuruse jérgi.

3.6 Rcs stisteem mojutab Pcc-i litkuvust

E. colis, Proteus mirabilises ja mitmetes Salmonella tiivedes ja mdjutab Rcs
siisteem nende bakterite liikuvust (Cano jt., 2002; Francez-Charlot jt., 2003; Clemmer jt.,
2007). Testisin kas Rcs siisteem mojutab ka Pcc-i liikkuvust. rcsB-negatiivse tiive (joonis

6b) liitkuvus 0,3%-lises agaris oli suurem vorreldes metsiktiivega (joonis 6a). Metsiktiivi
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muutus litkumatuks kui sellesse viisin rcsB geeni iileekspressiooni konstrukti

(PMW119::rcsBpec; joonis 6¢). Insertsioonid geenides rcsF, rcsD ja rcsD ei mojutanud

oluliselt Pcc-1 liikuvust.

(a) (b) (c)

Joonis 6. RcsB moju liikuvusele. Liikuvust testiti 0,3%-lises LB agaris. (a) metsiktiivi; (b)

rcsB-negatiivne tiivi; (c) rcsB iileekspressioon metsiktiives. Foto on tehtud 48 tundi pérast tassi
inkubeerimist temperatuuril +30°C.

3.7  Rcs susteem mdjutab Pcc-i virulentsust kartulil

Eelnevad wuurimused on nédidanud, et mida rohkem Pcc-i tiivi toodab
ekstratsellulaarseid ensiilime, seda ulatuslikumat taimekoe matseratsiooni see pohjustab
(Pirhonen jt., 1993; Chatterjee jt., 1995; Marits jt., 1999). Selleks, et kirjeldada Rcs
siisteemi rolli Pcc-i virulentsuses, testisin Rcs slisteemi mutantide matseratsioonivoimet.
Selleks nakatasin kartulimugulaid erinevate rcs mutantidega ning metsiktiivega.
Tulemustest selgus, et rcsF, rcsD ja rcsC negatiivsete mutantide virulentsus ei erinenud
oluliselt metsiktiive virulentsusest (joonis 7). rcsB mutandi virulentsus oli aga poole
suurem kui metsiktiivel. rcsB iileekspressiooni plasmiidi (pMW119::rcsBpec) viimine

rcsB negatiivsesse mutanti SCC6605 pdhjustas viimase matseratsioonivoime vihenemise.
1.8

- -
B D

Matsereerunud kude (g)

WT resF- resC” rcsD52° resB™ resBT
pPMW119:rcsB,.,.

Joonis 7. rcs mutantide ja metsiktive virulentsus kartulimugulal. Joonisel on niidatud 10
kartuli nakatamisel saadud keskmine matsereerunud koe hulk grammides.



4. ARUTELU

Paljudel bakteritel on kirjeldatud erinevaid kahekomponendilisi ja mitmeastmelisi
signaalililekandesiisteeme, mis reguleerivad rakusiseseid fiisioloogilisi protsesse vastavalt
viliskeskonnast tulevatele signaalidele. Uheks selliseks siisteemiks on Rcs siisteem, mida
on leitud mitmete erinevate sealhulgas ka patogeensete bakterite genoomidest (nt. E.
colis, Klebsiella pneumoniaes, Proteus mirabilises, Serratia proteamaculansis, Erwinia
amylovoras, Edwardsiella ictaluris, Sodalis glossinidiusis ning Salmonella, Shigella ja
Yersinia erinevates tiivedes). Rcs silisteem reguleerib paljude sealhulgas ka
virulentsusfaktorite siinteesi médravate geenide ekspressiooni (Brill jt., 1988; Tobe jt.,
2005; Garcia-Calderon jt., 2005). Rcs siisteemi lai levik patogeenide hulgas viitab sellele,
et tegemist vOib olla universaalse regulatsioonisiisteemiga, mis mojutab geeni
ekspressiooni sdltuvalt véliskeskkonna tingimustest. Kéesolevas to0s nditasin, et Rcs
stisteem moduleerib ekstratsellulaarsete enstitimide ekspressiooni ja selle kaudu mojutab
ka virulentsust patogeenis Pcc.

Katse tulemused nditasid, et nii rcsB, rcsC kui ka rcsD negatiivses mutandis oli
mitteindutseeritud tingimustes virulentsusfaktorite siintees oluliselt suurenenud vdorreldes
metsiktiivega SCC3193. Kodige rohkem oli ekstratsellulaarsete ensiitimide produktsioon
suurenenud rcsB negatiivses mutandis (Joonis 3). rcsC ja rcsD negatiivses mutandis oli
ekstratsellulaarsete ensiitimide produktsioon samuti suurenenud, kuid vdhem kui rcsB
mutandis. Pregused tulemused viitavad sellele, et tiives SCC3193 voib RcsB
aktiveerimine toimuda ka funktsionaalsete sensorvalkude ResC voi ResD puudumisel. Ka
varem on ndidatud, et RcsB voib reguleerida sihtmirkgeenide ekspressiooni RecsC/ResD-
soltuva fosfaatriihma {ilekanderaja puudumisel (Castanié¢-Cornet jt., 2007). RcsB
aktiivsus rcsC ja rcsD negatiivsetes mutantides voib sdltuda teistest rakusisestest
fosfaatriihma doonoritest. Varem on nédidatud, et RcsB on voimeline aktiveeruma
omandades fosfaatrithma atsetiiiilfosfaadilt (Fredericks jt., 2006). Samuti voib olla RcsB
aktitvsus reguleeritud teiste kahekomponendiliste silisteemide sensorvalkude poolt
(Hagiwara jt., 2003). Vilistada ei saa ka, et RcsB voib olla osaliselt aktiivne
fosforiileerimata olekus, kuna fosforiileerimata RcsB on voimeline siduma mitmeid

sihtmédrkgeenide promootorregioone in vitro (Kelm jt., 1997; Davalos-Garcia jt., 2001;
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Francez-Charlot jt., 2003). In vivo tdendid fosforiileerimata RcsB regulatoorsest rollist
rakus puuduvad.

Minimaals66tmel kasvatatud bakterikultuuride virulentsusfaktorite produktsiooni
profiil ei vasta sellele, milline on virulentsusfaktorite produktsioon peremeestaimes.
Selleks et uurida Rcs siisteemi moju ekstratsellulaarsete ensiitimide produktsioonile
tingimustel, mis on sarnased taime apoplastis olevale keskkonnale, kasvatasime
metsiktiive ja Rcs silisteemi mutante minimaalséotmes, kuhu oli lisatud 0,4% PGA-d.
Varem on ndidatud, et PGA lisamine so6tmesse suurendab ckstratsellulaarsete ensiitimide
produktsiooni  kasutades  erinevaid mehhanisme. Naiteks on  kirjeldatud
ekstratsellulaarsete  ensiliiimide repressori KdgR  vabanemist sihtmédrkgeenide
promootoritelt PGA juuresolekul (Liu jt., 1999). Lisaks on oluline, et Pcc kasutab PGA-d
kui siisinikuallikat ning vorreldes minimaalso6tmega saab Pcc PGA-ga indutseeritud
sO0tmest rohkem energiat, mida enstliiimiproduktsioonile kulutada. PGA-ga indutseeritud
tingimustes oli samuti rcsC, rcsD ja rcsB negatiivsete mutantide ekstratsellulaarsete
ensiilimide produktsioon suurem metsiktiive vastavate ensiitimide produktsioonist, kuid
Rcs siisteemi moju oli oluliselt kahanenud (joonis 4). Res slisteemi represseeriva efekti
vihenemine indutseeritud tingimustes voib olla pdhjustatud ResB véljakonkureerimisest
sihtmirkgeenide promootoritelt PGA-sdltuvate aktivaatorite poolt. PGA-sdltuvateks
ekstratsellulaarsete ensiilimide transkriptsiooni aktivaatoriteks Pcc-s voivad olla nditeks
vastuse regulaatorid ExpA ja PmrA. Molemad valgud on olulised ekstratsellulaarsete
ensiiiimide geenide normaalseks ekspressiooniks Pcc-s (Eriksson jt., 1998; Hyytidinen jt.,
2003). Praeguse mudeli kohaselt v3ib taimest tulev signaal aktiveerida ExpA ja/vdi PmrA
vastuse regulaatori, mille tulemusel need valgud konkureerivad aktiveeritud RcsB
ekstratsellulaarsete ensiilimide geenide promootoritelt vélja. Samuti vOib RcsB
vihenenud moju ekstratsellulaarsete ensiilimide geenidele indutseeritud tingimustes olla
pohjustatud sellest, et indutseeritud tingimustes on fosfaatriihma iilekanne suunas
RcsC—RcesD—ResB vihenenud ning olulisemaks saab ResB defosforiileerimine, mis
inaktiveerib selle vastuse regulaatori. Varasemad Rcs signaaliiilekande siisteemi uurijate
tulemused on viidanud sellele, et RcsC voib reguleerida ResB aktiivsust kataliitisides nii
RcsB fosforiileerimist kui ka defosforiileerimist (Clarke jt., 2002; Majdalani jt., 2002;
2005; Garcia-Calderon jt., 2005; Fredericks jt., 2006). ResC roll kinaasi voi fosfataasina
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voib olla reguleeritud periplasmaatilise PGA poolt vdi ka rakusisestest
regulatsioonimehhanismidest, mis kiivituvad vastuseks PGA-induktsioonile. Néiteks
voib RcsB fosforiileerimine olla maha reguleeritud faktorite poolt, mis aktiveeruvad
vastuseks soodsale elukeskkonnale. Ka varem on nédidatud, et Rcs silisteemi olulisus
viheneb, kui bakter satub stressiindutsserivast keskkonnast bakterisobralikumasse
keskkonda. Niiteks aktiveerub Rcs siisteem E. colis vastuseks niiskuse vdhenemisele
keskkonnas. Rcs siisteemi aktiveerumine tagab kapslisiinteesi geenide suurema
ekspressiooni, mille tulemusel toodetakse keskkonna kuivuse eest kaitsev kapsel (Ophir
ja Gutnick, 1994). Samuti on ndidatud, et E. coli kapslisiintees on indutseeritud siis, kui
bakter kasvab tunduvalt madalamal temperatuuril (20°C) kui optimaalne
kasvutemperatuur (37°C; Hagiwara jt., 2003).

Varem on ndidatud, et Rcs silisteemi abivalk RcsF omab olulist rolli signaali
vahendamisel keskkonnast sensorvalgule ResC (Majdalani jt., 2002). Tiives SCC3193
aga ei mojutanud rcsF geeni inaktiveerimine ekstratsellulaarsete ensiitimide
produktsiooni. Need tulemused viitavad sellele, et antud tingimustes ei ole signaali
vastuvotmiseks ResF valku vaja. Ka varem on kirjeldatud ResF-soltumatut Res siisteemi
aktivatsiooni, nditeks DjlA valgu iileekspressioon on vdimeline aktiveerima Rcs siisteemi
sihtméirkgeenide ekspressiooni E. coli rcsF negatiivses mutandis (Kelley ja
Georgopoulos, 1997). Samuti on ydel geeni Rcs-sdltuv aktivatsioon sdilinud Salmonella
Typhi rcsF negatiivses mutandis (Potrykus ja Wegrzyn, 2004). Selleks, et vélja selgitada,
kas ResF valk kuulub Rcs siisteemi komponentide hulka Pcc-s, viisime funktsionaalset
rcskF geeni sisaldava plasmiidi (pLACFw-rcsFpe) nii erinevatesse Rcs siisteemi
mutantidesse kui ka metsiktiivesse SCC3193. RcsF valgu iileekspressioon mdjutas
ekstratsellulaarsete ensiilimide produktsiooni metsiktiives, kuid ei mojutanud nende
ekspressiooni liheski Res siisteemi mutandis (joonis 5). Saadud tulemuste niditavad, et
tileekspressiooni tingimustes on RcsF Pcc-is kiill voimeline Rcs silisteemi aktiveerima,
kuid rcsF-i inaktiveerimisest ei piisa, et elimineerida Rcs siisteemi negatiivne moju
ekstratsellulaarsete ensiiiimide produktsioonile. Selline RcsF iileekspressiooni moju
ekstratsellulaarsete ensiitimide produktsioonile voib olla kaudne. Varem on ndidatud, et
Rcs siisteem aktiveerub vastuseks mitmetele membraanis toimuvatele muutustele.

Niiteks aktiveerub Rcs siisteem vastuseks vélismembraani fosfolipiidse kaksikkihi
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defektidele, membraanivalkude siinteesi defektidele ning ka mitmete membraanivalkude
tileekspressioonile (Kelley ja Georgopoulos, 1997; Chen jt., 2001; Cano jt., 2002; Shiba
jt., 2004). Arvestades asjaolu, et RcsF lokaliseerub vélismembraanis, voib tema
tileekspressioon pohjustada héireid vdlismembraanis, mis aktiveerivad sensorvalgu ResC
kinaasse aktiivsuse.

Lisaks ekstratsellulaarsete ensiilimide produktsioonile on Pcc-i infektsiooni
levikuks peremeestaimes oluline ka patogeeni liikuvus (Perombelom, 2002; Pirhonen jt.,
1991). E. colis, Proteus mirabilises ja Salmonella erinevates tiivedes on nédidatud Rcs
slisteemi negatiivset moju bakteri litkuvusele 1dbi litkuvusega seotud geenide peamiste
regulaatorite FIhD ja FIhC (Cano jt., 2002; Francez-Charlot jt., 2003; Clemmer jt., 2007).
Pcc-i1 ResB on samuti litkkuvuse negatiivne regulaator, kuid kas ka Pcc-s on Rcs siisteemi
mdju liikuvusele vahendatud flnDC geenide poolt vajab veel tuvastamist (joonis 6). rcsC
ja rcsD funktsionaalsete geenide puudumine ei mdjutanud Pcc-i litkuvust (tulemusi pole
nédidatud). rcsC ja rcsD mutantide liikuvuse sarnasus metsiktiivega voib tuleneda sellest,
et ResCD signaalirada ei osale litkuvuse regulatsioonis Pcc-s.

Selleks et toimuks peremeestaime efektiivne nakatumine ja sellele jdrgnev
patogeeni paljunemine ning levik, on vajalik kdigi virulentsusfaktorite koordineeritud
siintees (Perombelon, 2002). Et testida, millist modju avaldavad muutused
ekstratsellulaarsete ensiitimide produktsioonis virulentsusele, vordlesime Recs siisteemi
mutantide virulentsust metsiktiivega SCC3193. Virulentsustestid kartulimugulatel
nditasid, et kdige suuremat koe matseratsiooni vorreldes tiivega SCC3193 pohjustas rcsB
negatiivne mutant (Joonis 7). rcsC ja rcsD mutantide virulentsus oli vdhem suurenenud
vorreldes rcsB mutandiga (Joonis 7). Erinevate rcs geenide mutantide virulentsus on
kooskdlas nende mutantide ekstratsellulaarsete enstiimide produktsiooniga (joonis 3 ja
4). rcsB mutandi suuremale virulentsusele kartulimugulal voib kaasa aidata ka selle
mutandi suurenenud litkuvus. Saadud tulemuste podhjal voib teha jirelduse, et Rcs
siisteem mojutab Pcc-i virulentsust peamiselt reguleerides ekstratsellulaarsete ensiitimide
produktsiooni.

Praeguseks kogunenud tulemuste pdhjal vOib Rcs siisteem mojutada
ekstratsellulaarsete ensiilimide produktsiooni, kas otse voi kaudselt. Otsese mdju puhul

seondub fosforiileeritud RcsB Prt-i, Peh-i ja Pel-i kodeerivate geenide promootoraladele
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ning represseerib transkriptsiooni nendelt promootoritelt. Kui Rcs siisteemi mdju on
kaudne, siis reguleerib fosforiileeritud RcsB monda teist globaalset regulaatorit,
mojutades kas selle transkriptsiooni voi seondumist ekstratsellulaarsete ensiitimide
slinteesi mddravate geenide promootorpiirkonnaga. Selleks, et vilja selgitada, kas Rcs
siisteemi moju ekstratsellulaarsetele ensiilimidele on otsene voi kaudne, tuleb 1dbi viia
DNA-valk interaktsiooni tuvastamise katsed ning selgitada, kas RcsB on vdimeline
siduma Prt-i, Peh-1 voi Pel-1 kodeerivate geenide promootoreid. Kui selgub, et RcsB moju
nendele geenidele on siiski kaudne, tuleb otsida globaalseid regulaatoreid, mille
inaktiveerimine tiihistab Rcs siisteemi represseeriva moju sihtmirkgeenidele. Seda saab

teha nditeks rcsB-iileekspressiooni tingimustes transposoonmutageneesi abil.

Kéesolevas t60s kirjeldasin Rcs regulatsioonisiisteemi taimepatogeenis Pcc. Rcs
siisteem represseerib selles patogeenis ekstratsellulaarsete ensiiimide (Peh, Pel ja Prt)
produktsiooni, mis on Pcc-i peamisteks virulentsusfaktoriteks. Rcs siisteemi moju on
suurem mitteindutseeritud tingimustes. Seega ilmselt on Rcs siisteem oluline
taimepatogeenis PcCC, siis kui see patogeen kasvab viljaspool peremeesorganismi, kus

ekstratsellulaarsete ensiitimide tileméérane produktsioon oleks ressursside raiskamine.
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Kokkuvote

Kéesoleva magistritod eesmirgiks oli leida uusi regulaatorgeene, mis mdjutavad

taimepatogeeni Pectobacterium carotovorum alaml. carotovorum virulentsust.

Kéesolevas t00s kirjeldati esmakordselt Rcs signaaliiilekandesiisteemi osalust
Pectobacterium carotovorum alaml. carotovorumi virulentsuse regulatsioonis. T66
tulemused néditavad, et Rcs mitmeastmeline signaalililekande siisteem represseerib
Pectobacterium carotovorum alaml. carotovorumi virulentsust surudes maha peamiste
virulentsusfaktorite, ekstratsellulaarsete ensiilimide geenide ekspressiooni. Res slisteemi
represseeriv efekt on suurem, kui sootmesse ei ole lisatud poliigalakturoonhapet.
Poliigalakturoonhappe lisamine s66tmesse imiteerib osaliselt taime apoplastis esinevaid
tingimusi. Samuti represseerib Rcs siisteemi vastuse regulaatorvalk RcsB selle
taimepatogeeni liikuvust. Lisaks nditavad katsete tulemused, et Rcs siisteemi abivalgu
RcsF puudumine ei mojuta Res-sdltuvat ekstratsellulaarsete ensiitimide produktsiooni
ning virulentsust. RcsF on voimeline Rcs siisteemi aktiveerima vaid iileekspressiooni

tingimustes.

T66 tulemustest jareldub, et Rcs siisteem Pectobacterium carotovorum alaml.
carotovorumis on oluline virulentsuse mahasuruja just véljaspool peremeestaime, kus
liigne ekstratsellulaarsete ensiilimide tootmine oleks liigne ressursside raiskamine. rcsk
geeni produkt Pcc-s ei ole hddavajalik Rcs siisteemi aktiveerumiseks, kuid aktiveerib

Rcs-soltuvat ekstratsellulaarsete ensiitimide produktsiooni iileekspressiooni tingimustes.
Rcs siisteemi fosfaadiiilekannet aktiveeriva/represseeriva signaalmolekuli, vastuse

regulaatori RcsB teiste aktivaatorite ning fosforiileeritud RcsB sihtmérkgeenide

tuvastamiseks on vajalikud edasised katsed.

44



Summary

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Pcc) is one of the plant
pathogens causing general tissue maceration, termed soft rot disease. Nearly all flesh
vegetables are subject to bacterial soft rots. Altough soft rot disease is caused by some
other bacteria and fungi, Pcc is the most wide-spread and causes the most destructive soft
rot. The plant cell wall degrading enzymes are the main virulence factors of Pcc, but
because of them plant defences are evoken. Because tissue maceration before the
bacterial population reaches the critical level might induce plant defences and cause
suppression of bacterial invasion, production of plant cell wall degrading enzymes must

be firmly controlled.

The aim of this study was to identify new regulators which affect the production

of the main virulence factors (extracellular enzymes) in Pcc.

As a result the Rcs phosphorelay was identified from Pcc. Rcs phosphorelay
represses the production of extracellular polygalacturonase (Peh), pectate lyases (Pel) and
protease (Prt) in Pcc. The repressing effect of Rcs phosphorelay on extracellular enzyme
production was partially decreased in induced conditions (0.4% PGA). The virulence and
motility of Pcc is also repressed by Rcs phosphorelay. Inactivation of rcsF gene coding
for outer membrane lipoprotein RcsF had no effect on extracellular enzyme production in
both uninduced and induced conditions. Over-expression of rcsF gene reduced
extracellular enzyme production in wild-type strain, but had no effect on rcsC, rcsD and

rcsB negative mutants.
The results of this study show that Rcs phosphorelay represses the virulence of

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum by modulating the production of

extracellular enzymes. RcsF is not necessary for the activation of Rcs phosphorelay both

45



in uninduced and induced conditions, but over-expression of rcsF represses extracellular

enzyme production in RcsCDB-dependent manner.

Futher study is needed to find the signal molecule for Rcs phosphorelay and target

promoters bound by response regulator ResB in Pcc.
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