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Fenoolsed iihendid kui fiitopatogeeni Pectobacterium wasabiae voogamist

kontrollivad signaalmolekulid

Taimepatogeenide levimise piiramiseks on oluline moista nende litkumist taimes. Selleks
kasutatakse meie uurimisgrupis mudelorganismina méargméadanikku pdhjustavat
Pectobacterium wasabiae SCC3193 tiive. Selles bakalaurusetods analiiiisitakse nii
metanooliga kartulimugulatest ekstraheeritud fenoolsete iihendite kui ka iiksikute
fenoolsete iihendite, nagu salitsiiilhape ja klorogeenhape, mdju mudelorganismi

voogamisele in vitro.

Mairksonad: Pectobacterium wasabiae, fiitopatogeen, mairgmadanik, salitsiiiilhape,

voogamine
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To better limit the spread of plant pathogens, it is important to understand their motility
and moving in a plant. For this, our research group uses a modelorganism Pectobacterium
wasabiae SCC3193, that causes soft rot. In this study we examine effects of phenolic
compounds such as salicylic and chlorogenic acid on swarming of this modelorganism.
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KASUTATUD LUHENDID

AHL — N-atsiitil-homoseriinlaktoon (ingl.k N-acyl-homoserine lactone)
Amp — ampitsiliin

Cel — tsellulaas

CGA — klorogeenhape (ingl.k chlorogenic acid)

Cm — klooramfenikool

Csr — siisiniku séilitamise regulaator (ingl.k carbon storage regulator)

DAMP — kahjustusega seotud molekulaarne muster (ingl.k damagae-associated molecular

pattern)

ExpA/S (GacA/S) — globaalne regulaator

FerE — ferredoksiini sarnane valk

FIhDC — viburi geenide ekspressiooni kontrolliv regulaatorvalk
fliA — viburigeenide sigmafaktor

fliC — viburifilamenti moodustava valgu geen

FliL — viburi mootori valk

HBB - viburi konks ja basaalkeha (ingl.k hook-basal-body)

HR — hiipertundlik kaitsevastus (ing.k hypersensitive response)
HSL — homoseriin laktoon (ingl.k homoserine lactone)

KDG - 2-keto-3-deoksiigliikonaat

KdgR — pektiini lagundamise ensiitime kontrolliv regulaatorvalk
LB — Lurian-Bertani s66de

LPS — lipopoliisahhariidid

LuxI/R — hulgatunnetuse signaalmolekulide siisteem

MUG - 4-metiitilumbelliferiiiil-B-D-gliikkuroniid

Nip — nekroosi esilekutsuv valk (ingl.k necrosis inducing protein)
OD - optiline tihedus (ingl. k optical density)

Pa — Pectobacterium atrosepticum



PAMP — patogeeniga seotud molekulaarsed mustrid (ingl.k pathogen-associated molecular

patterns

PCWDE - taime rakuseina lagundavad ensiiimid (ing.k. plant cell wall degrading

enzymes)

Peh — endopoliigalakturonaas

Pel — pektaatliiaas

PGA — poliigalakturoonhape

Pme — pektiinmetiiiilesteraas

Pnl — pektiinliiaas

Prt — proteaas

PTI — mustri vallandatud immuunsus (ingl.k pattern-triggered immunity).
Pw — Pectobacterium wasabiae

QS — hulgatunnetus (ingl.k quorum sensing)

Rcs — fosforiileerimise siisteem

RFU — suhteline fluorestsentsi tihik (ingl. k. relative fluorescence unit)

Rsm — sekundaarsete metaboliitide regulaator (ingl. k regulator of secondary metabolites)
SA — salitsiitilhape (ingl.k salicylic acid)

SD — Shine-Dalgarno

SOB — Super Optimal Broth

T6SS — tiilip VI sektretsioonisiisteem (ingl.k type 6 secretion system)



SISSEJUHATUS

Kartulil on oluline koht inimese toidulaual. Kartulit kahjustavate patogeenide hulgas
omavad olulist rolli mirgmidanikku pohjustavad fiitopatogeensed bakterid.
Mirgmadanikku tekitavatel bakteritel on lai peremeeste ring. Lisaks kartulile on need
patogeenid vdimelised nakatama nditeks maisi, tomatit, kaalikat, porgandit ja mangot.
Sellesse patogeenide rithma kuulub Pectobacterium wasabiae (Pw), mis on laialt levinud
ka meie kliimavodtmes. Igal aastal tekitab see taimepatogeen suurt majanduslikku kahju,

muutes tonnide viisi juur- ja puuvilju miigi- ning s66gikdlbmatuks.

Mairgmadanikku pdhjustavate flitopatogeensete bakterite oluliseks virulentsusfaktoriteks
on taime rakuseina lagundavad ensiilimid, mis pdhjustavad taimekoe matseratsiooni, mis
viib nakatunud taime hukkumiseni. Nende ensiiimide hulka kuuluvad pektinaasid ja
tsellulaasid, mis lagundavad taime rakuseinas olevat pektiini ja tselluloosi. Lisaks
kuuluvad sellesse ensiiimide kompleksi ka proteaasid, mille funktsiooniks on taimsete

valkude lagundamine, et suruda maha taime kaitsemehhanismid.

Lisaks taime rakuseina lagundavatele ensiiimidele, soodustab patogeenide levikut
nakatunud taimedes ka liikuvus. Liikumine viburite abil vdoimaldab patogeenil kiiresti
levida primaarsest nakatumiskohast iile kogu taime. Kui siiani arvati, et patogeeni
litkumine taimes toimub tianu ujumisele, mil iga patogeeni rakk liigub individuaalselt, siis
praeguseks on selgunud, et sarnaselt inim- ja loomapatogeenidele kasutavad ka

taimepatogeenid nn kollektiivset litkumist ehk voogamist.

Kéesoleva t60 kirjanduse osas antakse iilevaade nii Pw olulistest virulentsusfaktoritest kui
ka regulatsiooni mehhanismidest, mis tagavad nende koordineeritud ekspressiooni.
Pohiliselt keskendutakse liikuvuse rollile Pw virulentsuses. To6 eksperimentaalses osas

Kirjeldan, millised taimest tulevad signaalid mojutavad patogeeni voogamist.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE
1.1. Mirgmidanikku pohjustavad bakterid

Mirgméadanik on taimehaigus, mida pohjustavad fiitopatogeensed bakterid. Peremeestaime
tungimiseks kasutavad taimepatogeensed bakterid nematoodide, putukate abi voi
mehaanilisel kdsitlemisel tekitatud vigastusi (Pérombelon et al., 1995) ning putukvektoreid
(Nykyri et al., 2014), lisaks vdivad patogeenid tungida peremeestaime ka Shuldhede kaudu
(Pérombelon et al., 1995). Pirast taime nakatamist indutseeritakse patogeenis taime
rakuseina lagundavate ckstratsellulaarsete ensiiimide (PCWDE, ingl.k. plant cell wall
degrading enzymes) siintees, et lagundada taime rakuseina komponente, mille tulemusena
vabanevad toitained, mida paljunev patogeeni populatsioon kasutab oma elutegevuseks
(Toth et al., 2003). Margméadanik voib pohjustada markimisvadrseid saagikuse kadusid
kasvuhooajal ja samamoodi ka hoiustamise ajal. (Davidsson et al., 2013). Margméadanikku
tekitavate bakterite olulisemateks virulentsusfaktoriteks on rakuseina lagundavad
ensiitimid, lisaks soodustavad patogeeni levikut nakatunud taimekoes ka viburid, mis
voimaldavad patogeenil liikuda primaarsest nakatumiskohast iile kogu taime. Paljud
flitopatogeensed bakterid produtseerivad ka siderofoore, mis vdimaldavad bakteritel

omastada keskkonnast elutegevuseks vajalikku rauda (Pérombelon 2002).

Pohilisteks margméadaniku tekitajateks on Dickeya ning Pectobacterium (varasem nimetus
Erwinia) perekondadesse kuuluvad fiitopatogeensed bakterid, kellest suurimat
majanduslikku kahju tekitavad P. atrosepticum, P. betavasculorum, P. wasabiae ning P.

carotovorum subsp. carotovorum, brasiliense, odoriferum (Nykyri et al., 2012).

1917. aastal kirjeldati esimest korda perekonda Erwinia kui koiki Enterobacteriaceae
sugukonda kuuluvaid taimehaigusi pohjustavaid patogeene, kuid pdrast 16S rDNA
jérjestuste analiilisi otsustati perekond iimber nimetada (Hauben et al., 1998; Toth et al.,
2003). Pektobaktereid leidub nii mullas, pohjavees kui ka taimede pinnal (Pérombelon et
al., 1995). Neile on iseloomulik lai peremeestaimede ring, kuhu kuuluvad niiteks kartul,
porgand, pirn, dun, mais, tomat, kapsas, puuvill, mango jne. (Alfano et al., 1996; Barnard
et al., 2007; Ma et al.,, 2007). Tanu voimele toota teistest taimekoesse sattunud
mikroorganismidest oluliselt suuremates kogustes taime rakuseina lagundavaid ensiilime,
suudavad pektobakterid kiiresti tungida siligavale taimekoesse, seal paljuneda ning
pohjustada haigusi. Selle perekonna patogeenid on véimelised nakatama nii elustaimi kui
kasvama mullas oleval surnud taimekoes. Seega vdivad patogeenid séilida mullas ka peale

saagi koristamist (Pérombelon, 2002).



1.2. Pectobacterium wasabie

Pektobakterid on oportunistlikud patogeenid, tekitades taimedel haigusi siis, kui nende
vastupanuvdime on ndrgenenud (Pérombelon, 2002). Pectobacterium wasabiae (Pw) on
gramnegatiivne mittesporuleeruv peritrihaalsete viburitega nekrotroofne bakter, mis
isoleeriti esimest korda Jaapani madardikast (Wasabia japonica) 1980-ndate 16pus (Goto
et al., 1987). Hiljem on seda bakterit isoleeritud veel véiga paljudest taimedest, sealhulgas
ka majandusliku tdhtsusega juurviljadest. Tegemist on laialevikulise fakultatiivse
aneroobiga, mis levib edukalt parasvootmelises kliimavootmes (Toth et al., 2003).
Patogeeni on leitud nii USA-s, Kanadas, Uus-Meremaal, Siiiirias, Iraanis, Louna-Aafrikas,
Malaisias kui ka mitmel pool Euroopas margméadanikuga nakatunud kartulitest (Pitman et
al., 2010; Golkhanden et al., 2013; Waleron et al., 2013). Patogeeni levikut soodustab nii
lai peremeestering kui ka vdoime sédilida véljaspool taime, nditeks mullas voi ka lithiajaliselt

transpordiks kasutataval taaral (Pérombelon, 2002).

Nagu eespool mainitud, pohjustab Pw nagu teisedki pektobakterid nakatunud taimedel
(mugulate) margméadanikku ja varrepdletikku (ingl. k blackleg). Haiguse teket ja patogeeni
levikut nakatunud taimes soodustavad kdrge ohuniiskus, toitainete kéttesaadavus ning
madal hapnikusisaldus. Anaeroobne keskkond péarsib peremeestaime hapnikust sdltuva
kaitsemehhanismi t66d ning taime rakuseina lignifikatsiooni. Lisaks suureneb nendes
tingimustes rakumembraani permeaablus, mille tagajirjel hakkab raku sisu lekkima, ja
taime apoplasti vabanevad taimerakus olevad komponendid, mida patogeen saab kasutada
kui elutegevuseks vajalikke toitaineid. Tanu sellele suudab bakter tungida siigavamale
taimekoesse, seal paljuneda ning 10puks kidivitada rakuseina lagundavate ensiitimide
stintees juba kdrgemal, nn indutseeritud tasemel (Pérombelon, 2002). Tulemuseks on
limane, must ja miarg madane kahjustus, mis levib iile kogu taime (nakatunud kartulitaimel

hdlmab see nii mugulat kui ka vart ja lehti) (Czajkowski et al., 2011).

Pw optimaalseks kasvutemperatuuriks on 28 °C. Hiljuti isoleeriti loodusest ka Pw tiived,
mis sarnaselt P.carotovorum’ile suudavad kasvada ka 37 °C juures (Nykyri et al., 2012).
Lisaks on Pw moned omadused tdendoliselt omandatud horisontaalse geeniiilekande
kaudu. Nii on monede Pw tiivede genoomist leitud eukariiootset péritolu ferredoksiini
sarnast FerE valku ning metiiiiltransferaasi kodeerivaid geene (Nykyri et al., 2012). Pw
genoomis leiduvad ka spetsiifilised saared, kus asuvad geenid tiip VI
sekretsioonimehhanismi (T6SS) kodeerimiseks (Davidsson et al., 2013). Kuna Pw
geneetilised eridrasused (eukariiootsed geenid) ning voime kasvada 37 °C juures on
avastatud alles hiljuti, on tdenéoline, et Pw isolaate on eeltoodud pohjustel varasemalt
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maéédratud hoopis P.carotovorum’iks. Seetdttu on keeruline oOelda, kas Pw on uus
esilekerkiv patogeen vOi on selle bakteri sagedasem leidmine Kkartulis seotud DNA
jarjestusepohiste meetodite tdiustumisega. See lubab spekuleerida, et Pw on ka varem
osalenud margmadaniku ja on tema roll selles on suurem kui seni arvatud. (Nykyri et al.,
2012; Waleron et al., 2013)

Uks olulisim Pw tiivi on 1988. aastal Soomes kartulist isoleeritud tiivi SCC3193 (Pirhonen
et al., 1988), mida on kasutatud mudeltiivena, et selgitada erinevate taimerakuseina
lagundavate ensiiiimide rolli infektsiooni protsessis (Koskinen et al., 2012). Lisaks on
selles tiives ka pdhjalikult uuritud regulatoorset vorgustikku, mis tagab virulentsusfaktorite

koordineeritud ekspressiooni nakatunud taimes (Nykyri et al., 2012; Kdiv et al., 2013).
1.3. Pectobacterium wasabie virulentsusfaktorid

Pektobakterid pole vdimelised mullas véljaspool peremeestaime eluvdimelisena kaua
sdiluma. Ellujddamine soltub mulla temperatuurist (eriti tundlik on patogeen suurte
temperatuuride kdikumiste suhtes), niiskusest ja pH tasemest. Kui mullas leidub bakterile
lagundamiseks sobivaid taimejdanuseid, voib Pectobacterium pidada vastu kauem kui pool
aastat. Patogeen sdilub latentses olekus ka kartulimugulates ja voib edukalt levida
nakatunud seemnekartuli vahendusel. Nakatunud peremeestaimest vabaneb bakter
pohjavette, kust saab levida ja nakatada uusi peremeestaimi. Patogeen koloniseerib tervete
taimede juuri, tungib vaskulaarsesse siisteemi ja nakatatab uusi mugulaid. (Czajkowski et
al., 2011)

Pédrast patogeeni tungimist taime apoplasti (intratsellulaarsesse ruumi), voib ta hakata
aktiivselt paljunema, kasutades seal olevaid toitaineid, vdi piisida seal uinuvas olekus
markamatult kuid (Pérombelon, 2002). See aeg on piisavalt pikk, et patogeen saaks iile
elada perioodi kahe taimekasvuhooaja vahel (Pérombelon, 1992). Toitainete 1dppemise
korral apoplastis tuleb aga ellujaamiseks ja paljunemiseks hakata lagundama taimekudet
PCWDE abil (Pérombelon, 2002; Davidsson et al., 2013). Latentsest nakkusest tileminek
aktiivsesse infektsiooni toimub bakterile sobivatel keskkonnatingimustel: temperatuur
peab olema patogeeni kasvuks optimaalne, hapniku kontsentratsioon madal (hiipoksia)
ning vesi peab olema kittesaadav (Pérombelon et al., 1995; Toth et al., 2003). Kui on
saavutatud piisavalt suur bakterirakkude tihedus, kéivitatakse virulentsusfaktorite
produktsioon (Pirhonen et al., 1993; Davidsson et al., 2013). Pektobakterite populatsioonis
reguleerib virulentsusfaktorite produktsiooni hulgatunnetus (QS, ingl.k quorum sensing)
(Liu et al., 2008). Lisaks PCWDE siinteesile, kontrollib QS bakterites veel

ekstratsellulaarsete poliisahhariidide produktsiooni, antibiootikumide, siderofooride,
10



pigmentide ning Hrp valgu stinteesi, Ti plasmiidi iilekannet, biofilmi moodustamist ja ka

liikuvust (viburite siinteesi) (Bodman et al., 2003).

QS-i kidivitatud PCWDE tootmine vabastab taimerakuseina fragmente, mis vdivad
aktiveerida peremeesorganismi kaitsevastuseid. Selleks, et bakter vdiks riskida peremehe
poolse  tuvastamisega, peab olema virulentsusfaktorite  tootmiseks tema
populatsioonitihedus piisavalt suur, et vajaduse korral alla suruda peremehe kaitsevastused
(Liu et al., 2008). PCDWE tootmine voib olla ka vastuseks toitainete Kkriitilisele
viahenemisele kasvukeskkonnas, mis on tingitud bakteripopulatsiooni kasvust. Sel juhul
vallandub PCWDE geenide transkriptsioon bakteripopulatsiooni suurenedes ning taimekoe
lagundamisel vabaneb keskkonda kasvuks ja elutegevuseks vajalikke toitaineid. (P6llumaa
et al., 2012)

1.3.1. PCWDE

Taime rakuseina liheks olulisemaks komponendiks on pektiin, mis on galakturoonhappe
jadkidest koosnev poliimeer. Sdltuvalt taimest on teatud osa galakturoonhappe jadkidest
metiileeritud, mis muudab ta vastupidavaks pektiini lagundavate ensiiiimide toimele.
Lisaks pektiinile kuulub taime rakuseina koostisesse ka tselluloos. Tselluloos on poliimeer,
milles gliikoosi molekulid on omavahel seotud 1,4-gliikkosiidsidemetega. (Collmer et al.,
1986) Margmadanik tekib taimekoe matseratsiooni tagajérjel, mida pdhjustavad patogeeni
poolt massiliselt produtseeritavad taime rakuseina lagundavad ensiitimid. Pw-| kuuluvad
PCWDE hulka pektinaasid, tsellulaasid (Cel) ja proteaasid (Prt). (Toth et al., 2003) Nagu
juba eespool mainitud, on need ensiiimid vajalikud nii taime vastupanuvdime

norgestamiseks kui ka taimerakust vajalike toitainete kattesaamiseks.

Pektiini lagundamises osaleb ensiiimide kompleks (nn. pektinoliiiitilised ensiitimid), mis
lagundavad pektiini poliimeeri vdiksemateks fragmentideks. Vastavad ensiitimid toimivad
kas pektiinile, mis on poliigalakturoonhappe (PGA) metiileeritud ahel, milles sdltuvalt
taimest voib 80%  jddkidest olla metileeritud, ning pektaadile, mis on

poliigalakturoonhappe mittemetiileeritud ahel (Barras et al., 1994; Agrios, 1997).

Pektinoliititiliste ensiliimide hulka kuuluvad pektiinmetiiiilesteraas (Pme), pektaatliiaas
(Pel), pektiinliaas (Pnl) ja poliigalakturonaas (Peh) (Collmer et al.,, 1986).
Ensiiimkompleksi toimel lagundatakse pektiin oligogalakturoniidideks, mida bakterid on
voimelised transportima rakku ja kasutama nii siisiniku- kui ka enerigiaallikana (Nasser et
al., 1994). Kuid samas voivad teatud ahelapikkusega oligogalakturoniidid indutseerida ka

taimedes kaitsevalkude siinteesi (Davidsson et al., 2013). Pw tiivi SCC3193 siinteesib nelja
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erinevat pektaatliiaasi: PelA, PelB, PelC ja PelD (Heikinheimo et al., 1995) ning iihte
poliigalakturonaasi PehA (Flego et al., 2000). Taime edukaks riindamiseks vajab patogeen
kogu pektinoliiiitiliste ensiiimide kompleksi, samas on aga néidatud, et tihe vdi mone
tiksiku ensiitimi puudumine ei mdjuta oluliselt tiive SCC3193 virulentsust (Heikinheimo et
al., 1995).

Olgugi, et tsellulaase ei peeta esmatdhtsateks virulentsuse seisukohalt, on nad siiski
vajalikud peremeestaime edukaks nakatamiseks (Toth et al., 2003). Tives SCC3139
genoomis on leitud kaks tsellulaasi geeni, CelV: ja CelS, millest ainult CelV;
ekspresseerub, kui patogeen on tunginud taimekoesse (Saarilahti et al., 1990; Mie et al.,
1995).

Bakterite poolt siinteesitavad proteaasid lagundavad valkusid aminohapeteks. Rakusisesed
proteaasid lagundavad rakus olevaid vigaseid valke vodi valke, mida bakterid antud
eluetapis ei vaja. Ekstratsellulaarsed valgud toimivad aga virulentsusfaktoritena, aidates
kaasa peremeesraku riindamisele. Fiitopatogeensesetes bakterites ei ole ekstratsellulaarsete
proteaaside funktsioon virulentsusprotsessis tdpselt selge, sest sageli ei erine Prt” mutantide
vdime nakatada peremeestaimi algsest (Prt*) tiivest (Tang et al., 1987). Tiives SCC3193
on iseloomustatud iihte ekstratsellulaarset proteaasi PrtW. Ilmselt méngib ka PrtW
minoorset rolli tiive SCC3193 virulentsuses, sest vastava geeni inaktivatsioon ei vahenda

patogeeni virulentsust (Marits et al., 1999).
1.3.2. Nip valk

Nekrotroofsed bakterid, nagu seda on Pw ja Pa (Pectobacterium atrosepticum), kasutavad
agressiivsemat nakatamise taktikat kui biotroofsed bakterid. Lisaks PCWDE kompleksile
siinteesivad moned eespool nimetatud bakteritiived taimekoe nekroosi pohjustavat valku —
Nip (ingl.k necrosis inducing protein) (Mattinen et al., 2004; Pemberton et al., 2005). Nip
valgu roll virulentsuses pole siiani 15plikult selge. Nii nditasid Pemberton jt, et Pa tiive
SCRI1043 Nip negatiivse mutandi voime nakatada tubakataimi oli vdhenenud vdrreldes
algse tiivega (Pemberton et al., 2005). Lisaks nditasid Mattinen jt, et nip mutandil on
viahenenud voime tekitada margmadanikku kartuli mugulas, kuigi mutandi pektinaaside ja
tsellulaaside produktsioon olid vorreldavad tiivega SCC3193 (Mattinen et al., 2004).
Bakteri poolt siinteesitud Nip valgu toimemehhanismist peremeestaimes teatakse siiani
suhteliselt vdahe. Tiives SCC3193 siinteesitud Nip valk transporditakse rakust vélja 1dbi
T2SS siisteemi (Laasik et al., 2014). Peremeestaimes integreerub Nip valk taimeraku
membraaniga, pohjustades sellega rakkude hukkumise (Ottmann et al., 2009). Nip valgu

ekspresseerumiseks on vajalik FInDC (Laasik et al., 2014).
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1.3.3. Fiisioloogilised protsessid taimes

Selleks, et bakter suudaks taime nakatada ja selles ka hiljem edukalt ellu jadada ning
paljuneda, tuleb maha suruda taime immuunvastus. Kuigi taimedel puudub somaatiline
kaasasiindinud immuunvastus, on nad siiski voimelised end kaitsma. Taimed tunnevad
sissetungija dra patogeeniga secotud molekulaarsete mustrite jargi (PAMP, ingl.k pathogen-
associated molecular patterns), mis kujutavad konserveerunud struktuure nagu niiteks
bakteriaalne flagelliin, ning selle tagajérjel tekib taimes mustri vallandatud immuunsus
(PTI, ingl.k pattern-triggered immunity). Taimed tunnetavad ohtu ka tdnu kahjustustega
seotud molekulaarsete mustrite (DAMP, ingl.k damage-associated molecular patterns)
dratundmisele, mis indutseerivad peremehes PAMP indutseeritud kaitsevastustele
sarnaseid mehhanisme. DAMP-ideks vdivad olla taime rakuseina fragmendid, mis on
vabanenud kas putuka narimise voi nektrotroofi poolt sekreteeritud PCWDE-de tagajérjel.
(Davidsson et al., 2013)

Taimede kaitsemehhanismide hulka kuuluvad ka keemilised struktuurid, mis kéituvad
kaitsebarjadrina sissetungivate bakterite vastu. Paljudes taimedes esineb fenoolseid
tthendeid, millel on antimikroobne toime, kuid lisaks selle kditub osa neist ka
signaalmolekulidena, mis indutseerivad taimes kaitsevastuse. Osad neist fenoolsetest
iihenditest on taimes pidavalt olemas, teised moodustatakse taimes aktiivse
kaitsemehhanismi osana, kui patogeen riindab taime. (Singhai et al., 2011) Taimedes
leiduvad fenoolsed {ihendid on peamiselt kasulikud taimele endale, kuid moningad neist
tihenditest tulevad ka kasuks taime nakatunud patogeenidele. Agrobacterium tumefaciens’i
puhul on teada, et moned taimses leiduvad iihendid indutseerivad selle bakteri
virulentsuseks vajalike geenide ekspressiooni (Bolton et al., 1986). Kartuli tiheks
iseloomulikuks ja pdhiliseks fenoolseks tihendiks on klorogeenhape (CGA, ingl.k
chlorogenic acid), mida leidub keskmiselt 16-18 ug grammi kartulikoore kohta ning millel
on tugevalt antimikroobne toime (Singhai et al., 2011). Klorogeenhapet hakatakse tootma
ka siis, kui kartulimugulas tekib vigastustest pohjustatud stress. Klorogeenhape
konverteeritakse ligniiniks ja suberiiniks haavaparanemise kdigus (Torres-Conteras et al.,
2014). Veel iiheks oluliseks fenoolseks {ihendiks on salitsiiilhape (SA, ingl.k salicylic
acid), mis on taime fiitohormoonina kaasasiindinud immuunvastuse vahendajaks.
Salitsiitilhape reguleerib taimes nii normaalseid fiisioloogilisi protsesse kui ka
kaitsevalkude produktsiooni (Lagonenko et al., 2013). On nididatud, et salitsiiiilhape
mojutab patogeeni elutegevust ja inhibeerib virulentsusfaktorite siinteesi. Salitsiililhape

inhibeerib QS geenide ekspressiooni (Joshi et al., 2016) biofilmi moodustumist, liikuvust
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ning langetab AHL taset (Lagonenko et al., 2013). Joonisel 1 on kujutatud salitsiiiilhappe

inhibeerivat moju liikuvusele (ujumine) selle korgel (50 mM) kontsentratsioonil.

0 mM S0 mM

32+1 mm 2342 mm

Joonis 1. Salitsiiiilhappe méju Pectobacterium carotovorum liikuvusele. Ule6é LB
sOotmes kasvatatud Pectobacterium carotovorum Kkultuurist inokuleeriti 10 pl
rakususpensiooni  pooltahkele  0,3%  agarisisaldusega M9  minimaals66tmele
(stisinikuallikana 0,5% sahharoos), kuhu oli lisatud salitstitilhapet kontsentratsioonis 50
mM ning inkubeeriti 28 °C juures 48 h. Kontrolliks oli P.carotovorum’iga inokuleeritud
M9 sb66de, kuhu ei lisatud salitsiiiilhapet (0 mM). 50 mM kontsentratsioonil inhibeerib
salitsiitilhape bakteri litkuvust (Lagonenko et al., 2013).

Samas on Joshi jt (Joshi et al., 2015) nididanud salitsiiilhappe liikuvust (ujumine)
soodustavat  toimet  (joonis 2) Pectobacterium  carotovorum’ile  madalatel
kontsentratsioonidel (ei inhibeeri bakteri kasvu rohkem kui 50%). Seega oleneb

salitsiiiilhappe toime bakterile kontsentratsioonist.
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Joonis 2. Salitsiiiilhappe méju Pectobacterium’i liikide liikuvusele. Ule6é LB sddtmes
kasvatatud Pectobacterium liikide (P. aroidearum PC1; P. carotovorum PC11 ja WPP14;
P. brasiliensis Pcbh3 ja Pcb1692 ja P. atrosepticum EcaSCRI11043 ja E. coli K12. 200 pl
kultuurile lisati salitsiiiilhapet, ldppkontsentratsiooniga 3 mM ning kasvatati 2 h.
Salitsiitilhappe juuresolekul kasvanud rakukultuur inokuleeriti pipetiotsaga pooltahkele
0,3% agarisisaldusega M9 minimaals66tmele (siisinikuallikana 0,5% sahharoos).
Kontrolliks olid M9 so6tmele inokuleeritud rakukultuurid, millele ei lisatud salitsiitilhapet.
Inokuleeritud tasse inkubeeriti 28 °C juures 24 h. Pérast inkubeerimist mdodeti liikuvust
liitkumistsoonide laiuse jargi. Sellisel kontsentratsioonil (3 mM) indutseeris salitsiiiilhape

bakteri liikuvust (Joshi et al., 2015).
1.4. Virulentsusfaktorite regulatsioon

Pw virulentsusfaktorite regulatsioon toimub 14bi keeruka regulatoorse kompleksi, mis peab
tagama peremeestaime efektiivse nakatamise ja aitama patogeenil maha suruda taime
kaitsevastuse. Lisaks mitmetele keskkonnateguritele, mdjutavad virulentsusfaktorite
tootmist hulgatunnetus ja erinevad kahekomponendilised siisteemid ning transkriptsiooni

ja translatsiooni mojutavad valgud (Joonis 3).
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Joonis 3. Voimalikud siindmused, mis leiavad aset Pectobacterium wasabiae-s taime

ey,

MY

nakatamise ajal. (Koiv et al.,, 2013, modifitseeritud) A. Skemaatiline esitlus Pw
regulatoorsest vorgustikust, kus on ndidatud olulisemad regulaatorid, mis mdjutavad Pw
litkuvust. -| tahistab negatiivset regulatsiooni ning — positiivset regulatsiooni. B.
Spekulatiivne joonis regulatoorsetest siindmustest, mis kéivitavad Pw infektsiooni ja

patogeeni rakkude voogava liikumise.

Hulgatunnetust Kirjeldati esimest korda Vibrio fischeri-1 ja Vibrio harveyi-l (Nealson et al.,
1979). Selles siisteemis on olulised Luxl ja LuxR valk, millest esimene on vastutav
signaalmolekulide siinteesi eest ning teine signaali vastuvotmise ja dratundmise eest. Kdige
levinumaks signaalmolekuliks ehk autoinduktoriks on N-atsiiiil-homoseriin laktoonid
(AHL, ingl.k N-acyl-homoserine lactones) (Bodman et al., 2003). Pw LuxI/R siisteemi
homoloogiks on Expl/ExpR1/ExpR2 siisteem (Pirhonen et al., 1993; Po6llumaa et al.,
2012). ExpR1 ja ExpR2 on regulaatorvalgud, mis AHL puudumisel seonduvad DNA-ga
ning aktiveerivad rsmA transkriptsiooni. EXpR1 ja ExpR2 seonduvad aga AHL esinemisel
sellega ning rsmA transkriptsiooni ei aktiveerita (Chatterjee et al., 2010). Rsm siisteem
koosneb RsmA valgust ja vdikesest mittekodeerivast SRNA-st rsmB-st (Cui et al., 2008).
RsmA on vdimeline moodustama kompleksi PCWDE geenide mRNA-dega (PSllumaa et
al., 2012). Seondudes sihtmiark mRNA SD (Shine-Dalgarno) jarjestusega, muudab RsmA
MRNA ebastabiilseks ning kittesaadavaks RNaasidele (Cui et al., 1995). rsmB reguleerib
geeniekspressiooni, seondudes RsmA valgule, vihendades nii selle aktiivsust kui ka
negatiivset toimet (Cui et al., 2008). RsmA (ingl.k repressor of secondary metabolites) on
CsrA (ingl.k carbon storage regulator) homoloog ning seda leidub nii looma- kui ka

taimepatogeenides. Expl valku tootva geeni inaktiveerimine viib jdllegi RsmA taseme
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tousuni (Ko&iv et al., 2013). Seega reguleerib Expl/ExpR1/ExpR2 PCWDE tootmist ja
litkkuvust kaudselt 1dbi Rsm siisteemi (Sjobdlm et al., 2006; Chatterjee et al., 2010).

Lisaks hulgatunnetusele ja Rsm-siisteemile on nii Pw-s kui ka mitmetes teistes
margmédanikku tekitavates patogeenides kirjeldatud mitmeid kahekomponendilisi
regulatsioonisiisteeme: ExpS/ExpA (Eriksson et al., 1998), PehR/PehS (Flego et al., 2000),
PmrA/PmrB (Hyytidinen et al., 2003) ja Rcs (Andresen et al., 2007). ExpS/ExpA on iiks
peamisi regulatsioonisiisteeme, mis on vajalik virulentsusgeenide aktiveerimiseks ja seega
oluline ka Pw tiive SCC3193 patogeensuseks (Eriksson et al., 1998; Hyytidinen et al.,
2001). EXpS/EXpA regulatsiooni siisteem reguleerib virulentsusfaktorite siinteesi samuti
1abi Rsm-siisteemi, mdjutades positiivselt regulatoorse rsmB-RNA siinteesi (Broberg et al.,
2013).

Virulentsusgeenide  ekspressiooni Pectobacterium-ites  kontrollib  negatiivne
transkriptsioonifaktor KdgR (Nasser et al., 1994; Hugouvieux-Cotte-Pattat et al., 1996).
KdgR mojutab virulentsusgeenide ekpressiooni nii otse, seondudes vastavate geenide
promootorpiirkonnaga ja takistades nende transkriptsiooni (Liu et al., 1999) kui ka
kaudselt 14bi teiste siisteemide (Hyytidinen et al., 2001). Seega moodustavad Pw
virulentsusfaktorite siinteesi kontrolliva regulatoorse vorgustiku hulgatunnetus,

kahekomponendilised regulatsioonisiisteemid ja transkriptsiooni regulaator KdgR (joonis
3).

1.5. Pectobacterium wasabie ja liikuvus

Lisaks patogeenide nn primaarsetele virulentsusfaktoritele (toksiinid, liiitilised ensiitimid
jt), mis otseselt kahjustavad riinnatavaid peremeesorganismi rakke ja fiisioloogilisi
protsesse, on iiheks oluliseks virulentsusfaktoriks ka patogeenide vdime edukalt levida
ning liikuda nakatunud organismis. Liikuvus aitab bakteritel paremini kitte saada
toitaineid, valtida toksiine ja ebasoodsaid keskkondi, levida efektiivsemalt ning
konkureerida teiste mikroorganismidega (Tans-Kersten et al., 2001; Hossain et al., 2005).
Sageli pole litkumisvoimetud bakterid vdimelised nakatama ega koloniseerima
peremeesorganismi (Antunez-Lamas et al., 2009). Liikumine on oluliseks virulentsuse

determinandiks nii looma- kui ka taimepatogeenidel (Matsumuto et al., 2003).
1.5.1. Voogamine

Peamised viburist soltuvad liikumistiiiibid on ujumine ja voogamine. Ujumine on bakteri
individuaalne litkumine helikaalsete viburite abil vedelas keskkonnas (Alberti et al., 1990;

Partridge et al., 2013). Voogamine on aga bakterite kollektiivne liikkumine podrleva viburi
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abil iile viskoosete substraatide ja pooltahkete pindade, mis vdivad olla voogamist
indutseerivaks keskkonnasignaaliks (Copeland et al., 2008; Patrick et al., 2012).
Bakterites, kes reguleerivad geeniekspressiooni vastuseks pinnamuutustele, pole
onnestunud vilja selgitada universaalset pinnatunnetuse mehhanismi. Kuigi sensoorsetes
protsessides on vihjatud viburi mootori (FliL) ja raku timbrise rollile, on iilekanderadade

detailsed mehhanismid veel teadmata (Partridge et al., 2013).

Voogajate hulka kuuluvad mitmed patogeensed ja mittepatogeensed bakterid, sealhulgas
Escherichia coli, Bacillus, Proteus, Pseudomonas, Rhizobium, Salmonella, Serratia ja ka
pektobakterid (Partridge et al., 2013). Voogamiseks peavad rakud diferentseeruma.
Rakkude diferentseerumist vdib indutseerida kokkupuude tahke pinnaga (Rather, 2005).
Suureneb oluliselt viburite arv raku pinnal ning moodustuvad lateraalsed viburid (Alberti
et al., 1990), rakud pikenevad ning moodustavad omavahel multirakseid parvi, et liikuda
kollektiiviselt {ile pinna (Inoue et al., 2007). Osad bakterid, nagu nditeks Aeromonas
stinteesivad voogamiseks tahkel so6tmel spetsiaalseid lateraalseid Laf-vibureid (Belas et
al.,, 1986; Kirov et al.,, 2002). Teised bakterid, nagu ka Pw, mitmekordistavad

olemasolevate nn tavaliste, ujumiseks kasutavate viburite arvu (Harshey et al., 1994).

Voogamine erineb ujumisest mitme omaduse poolest. Selle kollektiivse liikumise
kdivitamiseks on kdigepealt vajalik keskkonna tunnetamine ja rakkude omavaheline
suhtlemine (ingl.k cell-cell interaction). Paljud voogavad bakterid toodavad pindaktiivseid
aineid, mis aitavad neil vdhendada hoordumist ning pindpinevust ja muuta liikumist
kergemaks. Isoleeritud iiksikud voogavad rakud on litkumatud, mis néitab, et voogamiseks
peavad rakud diinaamiliselt koonduma ning tegema kollektiivset koostood. Ujumine
seevastu on individuaalne litkumine. Kui inokuleerida vedelas s66tmes kasvanud rakke
voogamist soodustavale pinnale, ilmneb neil rakkudel voogamise viivitus (ingl.k swarm
lag), mille kédigus valmistavad ennast bakterid fiisioloogiliselt ette voogamiseks

(diferentseerumine) (Patrick et al., 2012).

Voogav litkumine soltub oluliselt viburist, mille abil saab bakter tunnetada teda
timbritsevat keskkonda ning tingimusi, mis soodustavad filamendi kokkupakkimist (Wang
et al., 2005; Copeland et al., 2008). Viburi abil liikuvatel bakteritel on vélja kujunenud
keerukas siisteem viburivalkude sekretsiooniks ning nende kokku panemiseks, mis toimub
rakus proksimaalsetest struktuuridest distaalseteni. Kuigi pektobakterite viburite siinteesi
mehhanismi pole tédielikult iseloomustatud ega kirjeldatud, on ulatuslikke uurimistoid lébi

viidud bakteritel Esherichia coli ning Salmonella. Nendest tulemustest voib juhinduda
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flagellaarse reguloni struktuurstete ning regulatoorsete omaduste ennustamisel ka
pektobakterites (Chatterjee et al., 2010).

E.coli ning Salmonella alamliikide viburi moodustamisel ja funktsionaliseerimisel osaleb
14 operoni ja iile 50 geeni, mille hulka kuuluvad struktuursete subiihikute, regulatoorsete
valkude, mootorjou generaatori ning kemosensoorsete valkude masinavargi geenid. Nende
geenide transkriptsioon on organiseeritud hierarhiliselt: klass 1, klass II, klass IIlI.
(varajane, keskmine, hiline). Varajaste geenide hulka kuulub selle hierarhia tipus oleva
flagellaarsete geenide ekspressiooni kontrolliv peamine regulatoorne operon flhDC, mis
kodeerib varajaste valkude hulka kuuluva tetrameerse DNA-d siduva proteiini FIhD.C>
subithikuid, mida kasutatakse keskmiste ja hiliste geenide transkriptsiooniks. (Karlinsey et
al., 2000; Aldridge et al., 2002; Chatterjee et al., 2010). Keskmised geenid kodeerivad
HBB (ingl.k hook-basal body) siinteesiks vajalikke valke ning samuti sigma-faktori fliA ja
antisigma-faktori flgM regulatoorseid geene. Hiliste geenide hulka kuuluvad geenid, mis
kodeerivad viburi filamendivalke nagu niiteks FliC ja FlgM (Karlinsey et al., 2000;
Chatterjee et al., 2010). FIiC on liikumiseks oluline, sest fliC mutandid on liikumatud ning
vdimetud voogama (Bowden et al., 2013). Uheks voogamise signaali tajuva mehhanismi
oluliseks komponendiks voib olla FIiL — keskmise klassi flagellaarne operon, mis on
voimeline seonduma staatoritega ning nii nende stabiilsust tdstma. FIiL aitab staatorile
seondudes viburi vardal vastu pidada voogamisel tekkivale suuremale tdoukejoule.
Arvatakse, et FliL sensoorne roll v3ib olla seotud mootori kiiruse jilgimisega vdi mone

teise pinnatajumise rajaga (Partridge et al., 2013).
1.5.2. Voogamise regulatsioon

Edukaks taime nakatamiseks on Pw puhul oluline liikuvus, mille tagavad peritrihhaalselt
paiknevad viburid. Vahenenud virulentsust on kirjeldatud nii tédielikult liikumisvometutel
kui ka osaliselt vdhenenud liikumisvoimega Pw mutantidel, kusjuures PCWDE-de

tootmine ei erine metsiktiivest (Pirhonen et al., 1991).

Viburite kui ka PCWDE tootmine on FInDC operoni kontrolli all (Cui et al., 2008). Seega
koordineeritakse Pw virulentsust mitte ainult taime rakuseina lagundavate ensiiiimide
kompleksi siinteesiga, vaid ka viburite siinteesiga. FIhDC kontrollib 4 votmeregulaatori —
FliA, GacA, HexA ja RsmC ekspressiooni. HexA on LrhA homoloog, mis reguleerib
negatiivselt FInDC-d, AHL tootmist ning rsmB RNA-d. GacA reguleerib aga rsmB-d
positiivselt. RsmC kaitub kui anti-FIhDC faktor, mis seondub FIhDC-le ja moodustab
viimasega inaktiivse kompleksi (Chatterjee et al., 2009). FIhDC on negatiivselt

reguleeritud ka RsmA poolt (Cui et al., 2008). Praeguseks on selgunud, et FIhDC moju
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virulentsusgeenide ekspressioonile on kaudne ja toimub 1dbi Rsm-siisteemi, milles ta
aktiveerib rsmB geeni ekpressiooni (Chatterjee et al., 2010). Seega kontrollib FIhDC
taimepatogeenides kahte protsessi — viburite ja virulentsusfaktorite siinteesi, mis mélemad
on patogeenile olulised peremeestaime nakatamisel (Chatterjee et al., 2009; Andresen et
al., 2010; Chatterjee et al., 2010).

Kaua arvati, et Pw levib primaarsest nakatumiskohast edasi individuaalselt, st ujudes.
Hiljuti nditasid Koiv jt, et Pw tiive SCC3193 rakkude inokuleerimisel kartulimugulale voi
pooltahkele agarile, millele oli lisatud kartuliekstrakti, toimub rakkude silmnédhtav
pikenemine ning lateraalsete viburite moodustumine. Rakkude pikenemiseks voib olla
kolm pohjust. Esiteks on voogamine energiakulukas protsess ning energia kokkuhoiu
mottes surutakse alla rakkude jagunemine. Teiseks vGib diferentseerumist soodustada
peremehes toodetud antibiootikumidelaadsed iihendid, mis tekitavad bakterirakus stressi
ning selle tulemuseks on filamentsed rakud. Kolmandaks teguriks voib olla kartulimugula
komponent, mille tagajérjel ei teki stressi, vaid soodustub hoopiski litkumine peremehes
(Koiv et al., 2013; Joonis 3).

Voogamist indutseerivad stiimulid ning mehhanismid on hetkel vdhe mdistetud, kuigi
teatakse, et signaal selleks tuleb keskkonnast. Pw puhul on ndidatud, et erinevalt PCWDE-
st ei indutseeri voogamist PGA, vaid kartulimugulast eraldatud ekstrakt. Antud tulemused

tostatavad kiisimuse, milline kartuliekstrakti komponent paneb bakteri voogama.
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA
2.1. Too eesmirgid

Meie to6grupp uurib taimepatogeeni Pw virulentsusfaktoreid ja nende regulatsiooni. Kui
taime rakuseina lagundavate ensiilimide roll ja regulatsioon infektsiooni protsessis on
siiani tisna pohjalikku késitlemist leidnud, siis litkumise/voogava liikumise regulatsiooni
tiives SCC3193 ei ole siiani uuritud. Sellest ldhtuvalt on minu kéesoleva bakalauruset6o

eesmarkideks:

1. Uurida, kuidas taimedest (kartulimugulatest) ekstraheeritud fenoolsed iihendid

mojutavad tiive SCC3193 voogamist

2. Analuiisida kartulist ekstraheeritud summaarse fenoolsete iihendite preparaadi

komponentide moju voogamisele

3. Uurida, kas taimes olev signaalmolekul salitsiiiilhape ja antimikroobne iithend

klorogeenhape mojutavad voogamist
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2.2. Materjalid ja metoodika

2.2.1. Kasutatud bakteritiived ja plasmiidid

Tabel 1. Kasutatud bakteritiived ja plasmiidid

Bakteritiived

Iseloomustus

Allikas

Pectobacterium wasabiae

SCC3193 Metsiktiivi (Pirhonen et al.,
1988)
SCC3193rsmC rsmC::CmR Meie labor
(avaldamata)
Escherichia coli
DH5a supE4, AlacUI69, (lacZAM15), | (Hanahan, 1983)
hasdR17, recAl, endAl, gyrA 96, thi-1,
relAl
Plasmiidid

pPMW119::gusA

AmpR, kloneerimisvektor, mis sisaldab
HindllI

promootorita gusA geeni

restriktsioonisaidis ilma

(Marits et
2002)

al.,

pMW119flhDC::gusA

flhnDC promootorpiirkond kloneeritud
vektorisse pMW119::gusA

(Andresen et al.,
2010)

pMW119fliC::gusA

Praimeritega Xbal ja Smal
amplifitseeritud  fliC

kloneeritud pMW119::gusA vektorisse

geen  on

Kéesolev t60

Tabel 2. Kasutatud praimerid.

Praimeri nimi

Praimeri jarjestus (5 — 3°)

M13 Fw

GTAAAACGACGGCCAGT

GusMun

ACTGATCGTTAAAACTGCCTGG
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ASma_fliC  (restriktsioonisait | AGACCCGGGTATATCGGCAACCGTAGTA
alla joonitud)

Xba_fliCZ (restriktsioonisait alla | AGATCTAGATTTGAGCTGTCAGAGACAG

joonitud)

2.2.2. S66tmed ja kasvatamine

Pectobacterium wasabiae tiivesid kasvatati temperatuuril 30 °C kas LB vedelso6tmes voi
M9 minimaalsootmes, mis sisaldas susinikuallikana 0,5% sahharoosi. E.coli rakke
kasvatati temperatuuril 30 °C. Tards66tmete valmistamisel lisati LB so6tmele agarit (15
g/l) (Sambrook et al., 2001). Vajadusel lisati so6tmele 10% kartuliekstrakti (sort “Reet”),
mis saadi purustatud kartulimugulate massi tsentrifuugimisel 15000g juures. Fenoolsete
ithendite ekstraheerimiseks kasutati sama kartulisordi mugulaid. Toored kartulimugulad
purustati ja saadud homogeenset massi Kkuivatati toatemperatuuril 24 h. Fenoolsete
tthendite eraldamiseks ekstraheeriti kuivatatud kartulimassi 80% metanooliga (5 ml
metanooli 1 g kartulimassi kohta) 24 h + 4 °C juures. Seejirel metanooliekstrakti
kontsentreeriti 10 korda vaakumkontsentraatoris (Eppendorf Vacufuge Concentrator,
Eppendorf, Saksamaa). Kontsentreeritud fenoolsete iihendite ekstrakti (edaspidi nimetatud
kui metanooliekstrakt) lisati sootmetele vastavalt vajadustele. Vajadusel lisati so6tmetele
ka antibiootikume: ampitsilliin (Amp, 140 pg/ml), klooramfenikool (Cm, 20 pg/ml).

Vedelsootmes kasvatamisel aereeriti bakterikultuure loksutil.
2.2.3. PCR ehk poliimeraasiahelreaktsioon

PCR-i matriitsina kasutati rakuliisaati. Rakkude liiisimiseks lisati 25 ul-le steriilsele veele
tikuotsaga rakke ning kuumutati 96 °C juures 10 minutit PCR-i masinas. Seejérel liisaat
tsentrifuugiti 10000 g juures (Eppendorf Centrifuge 5415R) ning PCR-i reaktsiooni

matriitsina kasutati DNA-d sisaldavat supernatanti.

PCR-i reaktsioonisegu iilldmahuga 20 pl sisaldas: 1x PCR puhvrit (10x PCR puhvri koostis:
(75 mM Tris-HCI (pH 8,8), 20 mM (NH4)2S04, 0,01% Tween 20), 2,5 mM MgClz, 0,2 mM
dNTP mix-i (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 0,05 U/ul Taq DNA poliimeraasi (Prof. J.
Sedman), 0,4 pmol praimereid Fw ja GusMun (Tabel 2), 0,5 upl rakuliisaati ja

reaktsioonisegu viidi 16ppmahuni destilleeritud veega.
PCR-i etapid:
1. DNA esialgne denaturatsioon, poliimeraasi aktiveerimine: 95 °C 3 minutit

2. DNA denaturatsioon: 95 °C 30 sekundit
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3. Praimerite seondumine DNA-le: 53 °C-55 °C 30 sekundit
4. DNA siintees: 72 °C 40 sekundit
Etappe 2-4 korrati 25 korda.

2.2.4. DNA geelelektroforees

DNA fragmentide olemasolu ja pikkuste kontrollimiseks kasutati geelelektroforeesi. PCR
reaktsioonisegule lisati 1/10 iildmahust markervérvi, mis sisaldas 0,04% broomfenoolsinist
50%-lises gliitseroolis. PCR-i proovi ja markervirvi segu kanti 1%-lisele agaroosgeelile
(1% agaroosi 1x TAE puhvris: 50 mM Tris-atsetaat, ImM EDTA, pH 8,2), mis sisaldas
etiidiumbromiidi (0,25 ug/ml). Elektroforees viidi 1dbi 100 voldi juures 1x TAE puhvris
ning DNA fragmendid visualiseeriti UV valguses (312 voi 254 nm).

2.2.5. Kloneerimine

pMW119fliC::gusA konstrukti valmistamiseks amplifitseeriti fliC geen Pw tiive SCC3193
kromosoomilt praimeritega Xbal ja SmaAl. DNA fragmendi amplifitseerimiseks kasutati Pfu
DNA poliimeraasi, mis omab 3’-5’ eksonukleaasset aktiivsust ja tombistab kaheahelalise DNA
tileiilatuvad otsad. PCR tingimused olid samad, mis Taq poliimeraasi kasutamisel, ainult DNA
slinteesi aeg oli Pfu poliimeraasi kasutamisel 2 min. PCR fragmendi kloneerimisel 1digati
plasmiidi pMW119::gusA restriktaasidega ASma_fliC ja Xba_fliCZ ja fragmenti restriktaasiga
Xba_fliCZ. Vektor ja fragment puhastati DNA Clean & Concentrator tm-5 Kit’ga (Zymo
Research, USA) ning ligeeriti kokku T4 DNA ligaasiga vastavalt tootja protokollile (Termo
Fischer Scientific, Leedu). Vektorisse pMW119::gusA Kkloneeritud fliC geeni jérjestuse
kindlaks tegemiseks sekveneeriti PCR-i fragment, mis saadi kasutades praimereid GusMun ja
M13Fw.

2.2.6. Sekveneerimine

Kaheahelalise DNA jérjestuse méadramiseks kasutati Sangeri enslimaatilist meetodit, kus

uute ahelate siintees peatatakse didesoksiiribonukleotiididega (Sanger et al., 1977).

Eraldamaks PCR-i reaktsioonisegust kasutamata jaédnud praimerid ja dNTP-d, lisati 5 pl-
le proovile 1 pl aluselist fosfataasi FastAP (1 U/ul) ja 0,2 pl eksonukleaas 1 (20 U/pul).
Proove t6ddeldi PCR masinas tingimustel: inkubeerimine 15 minutit 37 °C, ensiilimide

inaktiveerimine 15 minutit 80 °C.

Sekveneerimisproovide reaktsioonisegud iildmahus 10 pl, sisaldasid: 1 pl t66deldud PCR-
I produkti, 2 pl 5x lahjendamispuhvrit, 0,7 pl premix, 0,4 pl praimerit GusMun voi M13

Fw, tildmahuni destilleeritud vett. Proove to6deldi PCR-i masinas tingimustel:
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1. DNA denaturatsioon 95 °C 15 sek
2. Praimeri seondumine 55 °C 15 sek
3. DNA siintees 60 °C 1 min
Tsiikleid korrati 30 korda.

Saadud proovid sadestati, lisades neile 2 pl dekstraani (10 mg/ml) ning 30 ul 96% kiilma
filtreeritud etanooli (2,5 mahtu) ning hoiti 15 minutit -20 °C juures. Seejédrel proove
tsentrifuugiti 10 minutit 13000 g juures, eemaldati etanool ning sadet pesti 2 korda 200 pl
70% piiritusega. Sademelt eemaldati tdielikult etanool, lasti Shu kées kuivada ja lahustati

10 pl-s 70%-lises formiaadis ning séilitati -20 °C juures.

Proovid sekveneeriti TUMRI automaatsekvenaatoril (Applied Biosystems). Saadud
tulemuste analiilisiks kasutati programmi ,,BioEdit 7.2.2* ja vdrreldi NCBI GenBank
andmebaasis olevate jérjestustega, kasutades programmi blastn

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).

2.2.7. Transformatsioon. Elektroporatsioon.

E. coli DHS5a rakke kasvatati SOB vedels66tmes temperatuuril 18 °C, tiheduseni
ODs00~0.6 ning seejirel toodeldi rakke TB puhvri (10 mM Hepes, 15 mM CaClz, 250 mM
KCI, 55 mM MnCl.: pH 6.7) ja dimetiiilsulfoksiidiga (Idppkonts. 7%) ning siilitati
temperatuuril -80 °C.

Plasmiid pMW119fliC::gusA viidi transformatsiooniga DHS5a tiivesse, kasutades Inoue jt
meetodit (Inoue et al., 1990). Kompetensetele E. coli DH5a rakkudele lisati 10 pl
ligeerimissegu. DNA ja bakterirakkude segu hoiti 20 minutit jail, seejarel tehti kuumasokk
42 °C juures 1 min ja 20 sekundit ning asetati koheselt viieks minutiks tagasi jddle. Lisati
Iml LB s66det ning kasvatati 37 °C juures 45-60 minutit. Rakud plaaditi LB tardséomele,
kuhu oli lisatud selektsiooniks vajalik Amp, 40 ul IPTG-d (100 mM) ja 40 pl X-Gal-i (40

ng/ul) kolooniate kontrollimiseks sini-valge testiga.

Elektroporatsioonikompetentsete rakkude saamiseks kasvatati Pw erinevate tiivede rakke
5 ml-s LB s66tmes (iile60 statsionaarsesse kasvufaasi), kuhu vajadusel oli lisatud sobiv
antibiootikum. Hommikul tehti iile66 kultuurist lahjendus (1:100) 50 ml-sse LB s66tmesse
ning rakke kasvatati tiheduseni ODsgo=~0,6. Seejarel rakud jahutati jaal ning tsentrifuugiti
(1500 g, 15 min) 4 °C juures. Rakke pesti kaks korda 50 ml 10% gliitserooliga ning iiks
kord 25 ml 10% gliitserooliga. Rakud voeti iiles 40 ul-s 10% gliitseroolis.
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Elektrokompetentidele lisati ~10 ng plasmiidset DNA-d ning rakkude-DNA segu viidi
eelnevalt jddl jahutatud elektroporatsioonikiivetti. DNA elektroporeeriti rakkudesse BI1O-
RAD Pulser-iga (USA) pingel 2,5 kV. Pirast seda lisati rakkudele jadl jahutatud 1 ml LB
s60det ning hoiti enne kasvatamist segu 15 minutit jd4l ning seejéarel kasvatati ~30 minutit
30 °C juures loksutil. Jargnevalt tsentrifuugiti rakud so6tmest vilja ning plaaditi

ampitsilliini sisaldavale tardsootmele.
2.2.8. B-glilkkuronidaasi aktiivuse m66tmine

B-gliikuronidaasi (GusA) aktiivsuse mdadramiseks vedelkultuurist kasvatati tiivesid
statsionaarse kasvufaasini ~10 tundi LB s66tmes ampitsilliini juuresolekul. Seejirel tehti
1:100 lahjendus M9 minimaals66tmesse, mis sisaldas 0,5% sahharoosi ning kultuure

kasvatati iled0.

Hommikul tehti iile6okultuuridest lahjendused ODs8o=0,05 M9 minimaalsd6tmesse, kuhu
oli lisatud siisinikuallikana 0,5% sahharoosi. 150 ul lahjendatud kultuure pipeteeriti
steriilsesse 96 kaevuga mikrotiiterplaadile ning kasvatati aereerides loksutil (Heidolph
Titramax 1000) 30 °C juures. GusA aktiivsust méérati ajapunktides 2, 4, 6 ja 8 tund.

B-gliikuronidaasset aktiivsust mdddeti mustal ldbipaistmatul 96 kaevuga mikrotiiterplaadil
(Greiner bio-one), kus 5 pl rakke permeabiliseeriti 90 pl-s CTAB puhvris (0,05%
heksadetsiiiiltrimetiiilammooniumbromiid, 0,27% p-merkaptoetanool ja 1 mM EDTA 50
mM naatriumfosfaatpuhvrist pH=7) ning loksutati 10 minutit. Seejdrel lisati 5 ul MUG (4-
metiiiilumbelliferiiil-p-D-glitkkuroniid, 0,6 mg/ml) lahust, mis on substraadiks gusA geeni
produktile B-D-gliikuronidaasile. Substraadi lagunemisel tekib fluorestseeruv produkt 4-
metiitilumbelliferoon (MU). Loksutati veelkord 10 minutit ning seejdrel moodett MU
akumuleerumist ergastades 360 nm ja emiteerides fluorestsentsi 465 nm juures
spektrofotomeetril Infinite M200 PRO (Tecan). Arvutati relatiivse fluorestsentsi iithiku
tousu minutis rakutiheduse suhtes (RFU/min ODsgo). K&ik proovid médrati vihemalt

kolmes korduses.
2.2.9. Liikuvuse (voogamise) testimine

Liikuvuse testimiseks kasvatati tiivesid iile66 5 ml-s LB s66tmes, kuhu vajadusel oli lisatud
sobiv antibiootikum: SCC3193 rsmC-le lisati 10 ul Cm (20 pg/ml). Hommikul viidi iile66
kasvanud kultuuride tihedused ODsgo~1.0-ni. Seejarel pipeteeriti 2 pl bakterikultuuri M9
minimaaltassidele (siisinikuallikana 0,5% sahharoosi), mis sisaldasid 0,4% agarit.
Voogamise indutseerimiseks lisati sodtmele kas 10% kartulieksrakti, 3% voi 4%

metanooliekstrakti, 1,25 mM Na-salitstilaati voi 1,25 mM klorogeenhapet.
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2.2.10. Fenoolsete iihendite eraldamine summaarsest ekstraktist

Kartulist ekstraheeritud summaarne fenoolsete iithendite ekstrakt (40 ml) kontsentreeriti
vaakum-evaporaatoriga, aurutades vélja metanool. Saadi 100 mg tahket fraktsiooni.
Saadud tahke fraktsioon lahustati 2 ml-s tolueen:atsetoon (suhtes 1:1) segus ning voolutati
Isolera One (Biotage) kiirkromotograafil 1ibi Biotage SNAP Vetra 10g (HP Sphere ™,
25um) silikaatkolonni 50 ml voolutiga tolueen:atsetoon:vesi (suhtes 20:20:1). Voolutamise
tulemusel saadi 4 erinevat fraktsiooni, mis voeti iiles metanoolis ning voolutati dhukese
kihi kromotograafia meetodil DC-Fertigfolien ALUGRAM® Xtra SIL G/UV2s4 (Machery-
Nagel GmbH & Co. KG) 0,20 mm silikaplaadil. Tulemused visualiseeriti

fosformoliibdeenhappega (95%-ses etanooli lahuses).
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2.3. Tulemused ja arutelu

2.3.1. Kartulist ekstraheeritud fenoolsete iihendite méju Pw SCC3193

liikuvusele

K&iv jt poolt avaldatud andmetest oli teada, et Pw tiivi SCC3193 on vdimeline tahkel
s6otmel edasi litkuma kahel viisil — nii ujudes (rakkude individuaalne liikumine viburite
abil) kui ka voogamise abil (bakterite kollektiivne liikumine) (Koiv et al., 2013).
Labiviidud katsed néitasid, et tiived SCC3193 wt ja rsmC on vdimeline voogama
tards6otmel (agari sisaldus 0,4%) ainult siis, kui sinna on lisatud kartuliekstrakti
(mugulatest pressitud ,,mahl“). Nakatunud kartulimugulast ja taimeekstrakti sisaldavalt
s0otmelt eraldatud bakteritele oli iseloomulik viburite suur arv vorreldes bakteritega, mis
olid kasvanud minimaalsd6tmel, kuhu polnud lisatud kartuliekstrakti. Kui siiani arvati, et
patogeen liigub nakatunud taimekoes ujudes, siis saadud tulemused niitavad selgelt, et

pigem toimub patogeeni liikumine peremeestaimes kollektiivselt voogamise abil.

Nendest olemasolevatest tulemustest ldhtuvalt piistitasin oma t60 eesmirgiks vélja
selgitada, millised taimeekstrakti komponendid indutseerivad tiives SCC3193 rsmC
intensiivse viburite siinteesi, mis omakorda kdivitab patogeeni rakkude voogava liikumise.
SCC3193 rsmC mutant sai valitud seetdttu, et antud mutant ei tooda anti-FIhDC faktorit
RsmC ning seega on selles tiives suurem vaba FIhDC hulk. FIhDC-I on viburigeenide
ekspressioonile positiivne moju (Aldridge et al., 2002), mistdttu saab SCC3193 rsmC
mutandis edukalt uurida kartuliekstrakti toimet viburite siinteesile ja liikuvusele. Kuna
taimed (ka kartulimugulad) sisaldavad erinevaid fenoolseid iihendeid, siis otsustasin
kontrollida, kas fenoolsed tihendid vdivad olla induktoriks(teks), mis kdivitab patogeeni
rakkude voogava liikumise. Selleks ekstraheerisin kartulimugula purustatud massi 80%
metanooliga ja lisasin saadud metanooliga ekstraheeritud fenoolsete {ihendite ekstrakti
(edaspidi ,,metanooliekstrakt*) 0,4% agari sisaldusega tardsootmele. Saadud tulemused on

esitatud joonisel 4 ning joonisel 5 oleval fotol.

28



40

SCC3193 wt SCC3193 rsmC
Lisatud ekstrakti kogus (%)

Joonis 4. Kartulist ekstraheeritud metanooliekstrakti mdoju Pw SCC3193 wt ja
SCC3193 rsmC mutandi voogamisele tahkel s6otmel. Metsiktiive Pw SCC3193 wt ja
SCC3193 rsmC mutanti kasvatati 30 °C juures tahkel M9 minimaalséotmel
(stusinikuallikana 0,5% sahharoosi), mis sisaldas 0,4% agarit. Voogamise indutseerimiseks
lisati kartulist eraldatud metanoolieksrakti 1,5%, 3%, 4% ja 5%. Kontrolltassidele
fenoolsete iihendite ekstrakti ei lisatud. Uuritavate tiivede voogamist tassil moddeti 4 ( Il
) ja 14 ( 1@ ) tunni jérel. Esitatud on 3 modtmise keskmised tulemused. Niidatud on

standardhilve.

Katsetest saadud tulemused nditavad, et testitud Kkatsetingimustes soodustab
metanooliekstrakt SCC3193 wt ja SCC3193 rsmC mutandi voogamist 0,4% agari
sisaldusega tards66tmel Nii SCC3193 wt kui SCC3193 rsmC mutant hakkab voogama, kui
s60tmele on lisatud minimaalselt 3% metanooliekstrakti. Metanooli lisamine 0,4% agari
sisaldusega tardsootmele bakterite voogamist ei indutseerinud (andmeid pole nédidatud).
Metanooliekstrakti kontsentratsiooni suurendamine 5%-ni soodustab nii SCC3193 rsmC
mutandi kui ka wt voogamist. Saadud tulemused niitavad, et kartulimugulast saadud
metanooliekstrakt indutseerib molema tiive voogamist maksimaalselt, kui selle

kontsentratsioon s66tmes on 4% (Joonis 4).
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M9 (0,5% sahharoos)
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Joonis 5. Kartulist ekstraheeritud metanooliekstrakti moju Pw SCC3193 wt ja
SCC3193 rsmC mutandi voogamisele tahkel so6tmel. Metsiktiive Pw SCC3193 wt ja
SCC3193 rsmC mutanti kasvatati 30 °C juures tahkel M9 minimaalsd6tmel
(stisinikuallikana 0,5% sahharoosi), mis sisaldas 0,4% agarit. Voogamise indutseerimiseks
lisati kartulist eraldatud kartuliekstrakti 10% ja metanoolieksrakti 4%. Kontrolltassidel M9
minimaalsd6tmele ei ole lisatud ei kartuli- ega metanooliekstrakti. Tassid fotografeeriti 12

tundi pérast inokuleerimist. Valge joonega on tdhistatud voogava laigu 14bimdot.

Katsest saadud tulemused nditavad, et nii kartulimahl kui ka metanooliekstrakt
indutseerivad voogamist. Voogamist indutseerivaid iihendeid on voimalik kartulimugulast
metanooliga ekstraheerida ning saadud metanooliekstrakt (4%) indutseerib voogamist
madalamatel kontsentratsioonidel kui kartulimahl (10%). SCC3193 rsmC mutandis on

voogamine suurem kui SCC3193 metsiktiives.

Joonisel 4 ja 5 kujutatud katsest voib jareldada, et kartuliekstrakt ja metanooliekstrakt
indutseerivad voogamist. Paljudel bakteritel, nagu nditeks Proteus mirabilis, on
keskkonnast tulevaks signaaliks, mis indutseerib voogava liikumise, bakterite kokkupuude
tahke pinnaga (Rather, 2005). Minu poolt ldbiviidud katse puhul on ndha, et ainult tahkest

pinnast voogamise indutseerimiseks ei piisa, sest ilma metanooliekstrakti lisamata tahkel
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pinnal voogamist ei toimu. On teada, et Pw suudab voogata ilma laf-viburiteta (Harshey et
al., 1994, Partridge et al., 2013). Selle asemel Pw suurendab diferentseerumise kaigus
viburite arvu raku pinnal (Koiv et al., 2013). Antud katsetest voib jdreldada, et
metanooliekstrakt indutseerib lateraalsete viburite siinteesi, tagades efektiivse voogamise.
Oluliselt paremini suudavad voogata SCC3193 rsmC mutandid korgematel
metanooliekstrakti kontsentratsioonidel, mis tuleneb vaba FIhDC suuremast hulgast
mutandi rakkudes, mis omakorda indutseerib viburi moodustamiseks vajalike valkude
siinteesi. Vaatamata sellele, et vaba FIhDC tase on SCC3193 rsmC-s kdrgem kui
metsiktiives, ei vooga SCC3193 rsmC ilma metanooliekstraktita. Sellest voib jareldada, et
ainult viburivalkude korgest ekspressioonitasemest (nagu see on SCC3193 rsmC

mutandis), voogamiseks ei piisa.

2.3.2. Metanooliekstrakti méju Pw SCC3193 geenide fliC ja flhDC

transkriptsioonile

FIhDC on oluline viburigeenide regulaatorvalk, millest sdltub paljude viburigeenide
ekspressioon ning sellest tulenevalt ka liikuvus (Aldridge et al., 2002). Funktsionaalse
viburi moodustumisel méangib olulist rolli flageliini siinteesi médrav geen fliC, mis on
vajalik viburifilamendi moodustamiseks (Karlinsey et al., 2000). Iima viburi filamendita
on bakter litkumatu. Selleks, et wuurida metanooliekstrakti moju fliC geeni
transkriptsioonile, konstrueerisin fliC::gusA transkriptsioonikonstrukti. Lisaks uurisin ka
metanooliekstrakti moju viburigeenide ekspressiooni kontrolliva fIhDC geenide
transkriptsioonile. Selleks kasutasin meie laboris varem konstrueeritud flIhDC::gusA
transkriptsioonikonstrukti  (Andresen et al., 2010). Elektroporeerisin molemad
transkriptsioonikonstruktid fliC::gusA ja flnDC::gusA tiivedesse SCC3193 wt (metsiktiivi)
ja SCC3193 rsmC mutant. Kasvatasin tiivesid 30 °C juures M9 minimaalsddtmes ja
moodtsin B-glikuronidaasi aktiivsused. Saadud tulemused fliC ja flhDC aktiivsustest (B-

glitkuronidaasi tase) on esitatud joonisel 6.
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Joonis 6. Metanooliekstrakti mdju Pw SCC3193 wt ja SCC3193 rsmC mutandi fliC ja
fIhnDC geenide transkriptsioonile. Transkriptsioonikonstruktid fliC::gusA ja flnDC::gusA
elektroporeeriti tiivedesse SCC3193 wt ja SCC3193 rsmC. A — fliC::gusA SCC3193 wt
tives, B — fliC::gusA SCC3193 rsmC tiives, C — flnDC::gusA SCC3193 wt tiives, D —
flIhDC::gusA SCC3193 rsmC tiives. Tiivesid kasvatati 30°C juures M9 minimaals66tmes
(stisinikuallikana 0,5% sahharoosi) vedelkultuuris. B-glikkuronidaasi aktiivsust moddeti 2,
4, 6 ja 8 tunni jarel M9 minimaalso6tmes, kuhu oli lisatud Kkartulist ekstraheeritud
metanooliekstrakti 4% () ning M9 minimaalsé6tmes ilma metanooliekstraktita ( Bl ).
GusA aktiivsus on avaldatud kui RFU mint ODsgo?. Esitatud on 3 mddtmise keskmised

tulemused. Niidatud on standardhilve.

Katsest saadud tulemused niitavad, et metanooliekstrakt indutseerib nii fliC ja flhDC
transkriptsiooni molemas tiives. SCC3193 rsmC mutandis on fliC transkriptsioon
vorrelduna SCC3193 metsiktiivega eelviimasel ajapunktil (4 h) ligikaudu 3 korda suurem.
Metanooliekstrakti lisamine suurendab molemas tiives flnDC transkriptsiooni - SCC3193
wt tiives keskmiselt 2 korda ning SCC3193 rsmC mutandis 1,5 korda eelviimases
ajapunktis (4 h). SCC3193 rsmC mutandis on flhDC transkriptsioon nii indutseeritud kui

indutseerimata tingimustes poole suurem kui SCC3193 wt-s.

SCC3193 rsmC mutandi suurem fliC transkriptsioon vorrelduna metsiktiivega tuleneb vaba
FIhDC valgu suuremast hulgast SCC3193 rsmC tiives, kus ei toodeta RsmC valku. Seetdttu

32



ei toimu SCC3193 rsmC mutandis ulatuslikku valk-valk interaktsiooni RsmC ja FIhDC
vahel ning vaba FIhDC hulk rakkudes on tavalisest suurem. Seetdttu on vdimalik ka suurem
viburigeenide ekspressioon. Lisaks indutseerib metanooliekstrakti lisamine s66tmesse ka

fIhDC geenide transkriptsiooni, mis omakorda suurendab viburigeenide transkriptsiooni.

Kuna metanooliekstrakt ilmutas tugevat voogamist soodustavat toimet SCC3193 rsmC
mutandile ka voogamistassidel, voib olla tdendoline, et metanooliekstrakt mdjutab
viburigeenide ekspressiooni regulaatorit FIhDC, mistdttu on viburigeenide ekspressioon

korgem ning voogamine suurem.

Kokkuvottes nditavad minu tulemused, et kartulimugulatest valmistatud metanooliekstrakt
indutseerib nii fInDC kui ka fliC mdlemas tiives, nii SCC3193 wt kui SCC3193 rsmC
mutandis. Minu tulemustest selgub, et metanooliekstrakti lisamine soodustab voogamist
tanu sellele, et suureneb viburigeenide ekspressioon, mis 1dpptulemusena Kiirendab
viburite siinteesi ja arvu raku kohta. Need tulemused on kooskdlas Koiv jt poolt esitatud
andmetega, kes nditasid, et voogavate rakkude pinnal suureneb viburite arv ja ka suurus
(Koiv et al., 2013). Lisaks ei saa ka vilistada vdoimalust, et metanooliekstrakti lisamine
suurendab ekstratsellulaarsete poliisahhariidide siinteesi, mis transporditakse rakkudest
vilja ja mis vihendavad hodrdumist sdo6tmepinna ja rakkude vahel. Nii nditeks
indutseeritakse Proteus mirabilis pindaktiivsete ainete siintees just rakkude sattumisel
tahkele pinnale (Gygi et al., 1995; Partridge et al., 2013).

2.3.3. Metanooliekstrakti fraktsioonide méju Pw SCC3193-le

Kuna kartulimugulates saadud metanooliekstakt sisaldab suure tdendosusega erinevaid
fenoolseid iithendeid, siis t60 jargnevas etapis piitidsin sellest ekstraktist eraldada tiksikuid
komponente. T66 esimeses etapis aurustasin vaakumaurutil ekstraktist metanooli ja
lahustasin jargi jddnud kuivjddgi 2 ml-s tolueen:atsetoon (1:1) lahuses. Saadud
kontsentraati analiiiisisin Kiirkromotograafia meetodil. Kandsin proovi 25 pm 1abimddduga
silikaatkolonnile ja wvoolutasin kolonni tolueen:atsetoon:vesi (20:20:1) voolutiga.
Kiirkromotograafia tulemusena lahutus ekstrakt 4 erinevaks fraktsiooniks. Fraktsioonidest
eemaldati vooluti ning tahke jadk lahustati metanoolis ning kanti oShukese kihi
kromotograafia plaadile (silikageel), mida voolutati sama voolutiga
(tolueen:atsetoon:vesi). Plaat ilmutati fosformoliibdeenhappega ja vaadeldi UV-s ja
ndhtavas valguses. Fraktsioonide analiilis ohukese kihi kromotograafiaga néitas, et
eraldatud fraktsioonides on mitu komponenti. Joonisel 7 oleval kromotogrammil on néha,
et antud tingimustes lahutus metanooliekstrakt 4 erinevaks mitmekomponendiliseks

fraktsiooniks.
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Joonis 7. Metanooliekstrakti fraktsioonide 6hukese kihi kromatogramm.
Metanooliekstraktist fraktsioonide eraldamiseks kasutati kiirkromotograafia meetodit.
Saadud fraktsioonid nummerdati: (2), (3), (4), (6-9). Vordluseks lisati klorogeenhape

(Klor.), salitsiiiilhape (Sal.) ning lahutamata metanooliekstrakt (Ekst.).

Kasutasin neid metanoolis iiles voetud fraktsioone, et modta nende mdju SCC3193 wt ja
SCC3193 rsmC tiivede kasvule ja liikuvusele. Fraktsioonide mdju uurimiseks SCC3193 wt
ja SCC3193 rsmC viburigeenide ekpressioonile elektroporeerisin fliC::gusA ning
flIhDC::gusA transkriptsioonikonstruktid tiivedesse SCC3193 wt ja SCC3193 rsmC.
Seejérel kasvatasin molemat tiive, mis sisaldasid uuritavaid transkriptsioonikonstrukte,
temperatuuril 30°C M9 minimaalsd6tmes (siisinikuallikana 0,5% sahharoosi), kuhu oli
lisatud 3% fraktsioone 2, 3, 4 ja 6-9 ning modtsin B-glilkuronidaasi aktiivsust. Vordluseks
kasutasin M9 minimaals6odet (siisinikuallikana 0,5% sahharoosi), kuhu polnud lisatud

tihtegi indutseerivat ainet.

Ukski analiiiisitud fraktsioonidest ei mdjutanud kummagi tiive — SCC3193 wt, SCC3193
rsmC liikuvust (iikski lisatud fraktsioon ei inhibeerinud patogeeni kasvu s66tmes). Kahjuks
ei mojutanud eraldatud fraktsioonide lisamine s66tmele fInDC::gusA ega fliC::gusA

aktiivsust (andmeid pole ndidatud).

Minu poolt saadud negatiivsetel tulemustel voib olla mitu pdhjust — eraldatud ja katses
kasutatud fraktsioonid ei ole iseseisvalt piisavalt stabiilsed, ekstrakti lahutamise kdigus on
muutunud komponentide konformatsioon voi antud fraktsioonid ei oma iseseisvalt
piisavalt bioaktiivsust. Lisaks ei saa ka vélistada voimalust, et bioloogilist aktiivsust omab

ainult kindel fraktsioonide (keemiliste tihendite/fenoolsete ithendite) kombinatsioon.
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2.3.4. Klorogeenhappe ja salitsiiiilhappe méju Pw SCC3193 kasvule

Varasemalt on teada, et kartulimugulates kogunevad mitmesugused fenoolsed iihendid,
milledest osa omab kaitsefunktsiooni, samas kui moned kaituvad kui signaalmolekulid,
mis reguleerivad taimes mitmesuguseid fiisioloogilisi protsesse. Samas on fenoolsecte
ithendite hulgas ka selliseid, mille siintees kéivitatakse just patogeeni poolt kahjustatud
taimerakkudes. Sellised iihendid kéaituvad kui signaalmolekulid, mis indutseerivad
kaitsevalkude siinteesi nakatunud taimes (Singhai et al., 2011; Torres-Conteras et al.,
2014; Joshi et al., 2015). Erinevate fenoolsete iithendite mdju patogeenide elutegevusele on
testitud Pectobacterium mitmetel alamliikidel (Joshi et al., 2015). Kuna fenoolsete
ithendite moju fiitopatogeensete bakterite litkuvusele (eriti voogamisele) on vihe uuritud,
huvitas mind, kas sellised, ka kartulimugulates olevad fenoolsed iihendid nagu
salitsiitilhape (signaalmolekul) ja klorogeenhape (antimikroobne ithend), mdjutavad Pw
voogamist. Selleks, et analiiiisida nende ihendite moju Pw liikuvusele, tuleb vilja selgitada
optimaalne kontsentratsioon, mis ei parsi bakterite kasvu ja on ldhedane taimedes
(mugulates) olevale kontsentratsioonile. Joshi jt (Joshi et al., 2015) niitasid, et selliseks
kasvu mitteinhibeerivaks (parsib bakterite kasvu maksimaalselt 50%) kontsentratsiooniks
Pectobacterium carotovorum WPP14 tiives on salitsiiilhappe puhul 3 mM ning

klorogeenhappe puhul 5 mM.
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Joonis 8. Salitsiiiilhappe ja klorogeenhappe méju Pw SCC3193 wt ja rsmC mutandi
kasvule. Pw SCC3193 wt ja SCC3913 rsmC mutanti kasvatati 30°C juures M9
minimaals66tmel (siisinikuallikana 0,5% sahharoosi) vedelkultuuris, mis sisaldas
klorogeenhapet ja salitstiilhapet (Na-salitsiilaat). A — SCC3193 wt klorogeenhappe
juuresolekul, B — SCC3193 rsmC klorogeenhappe juuresolekul, C — SCC3193 wt
salitstiiilhappe juuresolekul D — SCC3193 rsmC salitsiiilhappe juuresolekul. Nende
1oppkontsentratsioon s66tmes oli:: 5 mM ( ), 1,25 mM (== ), voi 0 mM (=—).
Bakterikultuuri optilist tihedust mdddeti O, 2, 4, 6 ja 8 tunni moodudes. Esitatud on 3

mootmise tulemused. Mootmisel esinenud vead oli alla 10%.

Minu tulemustest ndeme, et nii SA kui ka CGA inhibeerivad 5 mM juures bakterite kasvu
rohkem kui 50%, samas molema fenoolse iihendi lisamine s66tmele Idppkontsentratsioonil
1,25 mM ei piarssinud kummagi tiive kasvu M9 minimaalsé6tmes. Minu tulemustest
ndeme, et testitud kasvutingimustes oli tiivede SCC3193 wt ja SCC3193 rsmC kasvatamisel
M9 minimaalsé6tmes (0,5% sisinikuallikana sahharoosi) optimaalseks

kontsentratsiooniks 1,25 mM (joonis 8).

Minu tulemused olid kooskdlas Joshi tulemustega (Joshi et al., 2015) — salitsiiiilhape
parssis kasvu, eriti korgematel kontsentratsioonidel. On teada, et SA toime bakteritele kéib
labi hulgatunnetuse. SA inhibeerib autoinduktorite siinteesi ja seega mdjutab ka koikide
hulgatunnetusega reguleeritavate geenide ekspressiooni. Lisaks virulentsusgeenidele,
mojutab SA ka nende geenide ekspressiooni, mis kontrollivad mitmete fiisioloogiliste

protsesside toimumist bakterites viljaspool peremeestaime (Joshi et al., 2016). SA toime
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geenide ekspressioonile erinevates Pectobacterium alamliikides varieerub (Joshi et al.,
2016) ning sellest tulenevalt voib SA mdju konkreetsete geenide ekspressioonile sdltuda
bakteritiivest (Lagonenko et al., 2013). Klorogeenhappe kasvu inhibeeriv toime tuleneb

ithendi antimikroobsest toimest (Torres-Conteras et al., 2014).

2.3.5. Klorogeenhappe ja salitsiiiilhappe moju Pw SCC3913
viburigeenide transkriptsioonile

Lihtudes sellest, et kartulist ekstraheeritud metanooliekstrakt soodustab voogamist, tahtsin
kindlaks teha, kas salitsiiiilhape voi klorogeenhape panustavad selle efekti saavutamisse.
Selle uurimiseks elektroporeerisin fliC::gusA ning fIhDC::gusA
transkriptsioonikonstruktid tiivedesse SCC3193 wt ja SCC3193 rsmC. Tiivesid kasvatasin
1,25 mM salitsiiiilhappe voi klorogeenhappe juuresolekul M9 minimaalsédtmel ning

mootsin B-glitkkuronidaasi aktiivsused. Tulemused on toodud joonisel 9.
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Joonis 9. Salitsiiiilhappe ja klorogeenhappe moju viburigeenide transkriptsioonile.
Transkriptsioonikonstruktid fliC::gusA voi fIhDC::gusA elektroporeeriti tiivedesse
SCC3193 wt ja SCC3193 rsmC. A — fliC::gusA SCC3193 wt tiives, B — fliC::gusA
SCC3193 rsmC tiives, C — fInDC::gusA SCC3193 wt tiives, D — flnDC::gusA SCC3193
rsmC tiives. Tiivesid kasvatati 30 °C juures M9 minimaals66tmes (stisinikuallikana 0,5%
sahharoosi) vedelkultuuris 1,25 mM salitsiiiilhappe (Na-salitsiilaat) ( Bl ) vai
klorogeenhappe (@ ) juuresolekul. Kontrollile (M ) pole lisatud fenoolseid iihendeid.
B-glikkuronidaasi aktiivsust mdddeti 2, 4, 6 ja 8 tunnil. GUSA aktiivsus on avaldatud kui

RFU min ODsgot. Esitatud on 3 md6tmise tulemused. Niidatud on standardhélve.

Minu katsete tulemused néitavad, et antud kontsentratsioonil klorogeenhape inhibeerib ja
salitstiiilhape indutseerib fliC ja fIhDC transkriptsiooni mdlemas tiives. Vaadeldes
transkriptsiooni aktiivsus 4 tunni moddudes, siis on ndha, et CGA inhibeerib fliC
transkriptsiooni SCC3193 wt tiives 67% ja SCC3193 rsmC tiives 60% vorreldes
kontrolliga. SA indutserib fliC transkriptsiooni SCC3193 wt tiives 23% ja SCC3193 rsmC
tiives 27% vorreldes kontrolliga. CGA inhibeerib ka 4 tunni méodudes flIhDC ekspressiooni
SCC3193 wt tiives 76% ja SCC3193 rsmC tiives 78% vorreldes kontrolliga. SA indutseerib
fIhDC ekspressiooni SCC3193 wt tiives 22% ja SCC3193 rsmC tiives 23% vorreldes

kontrolliga.
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Minu tulemused on kooskdlas Joshi jt tulemustega, kuid vastuolus Lagonenko jt saadud
tulemustega (Lagonenko et al., 2013; Joshi et al., 2015). Lagonenko jt t66s selgus, et
salitstiilhape parsib tugevalt Pectobacterium carotovorum liikuvust. Salitsiiiilhappe puhul
on teada, et see mdjutab mitmeid virulentsusfaktoreid, kaasaarvatud hulgatunnetust, AHL
tootmist ning liikuvust. Salitsiitilhappel ei ole universaalset toimet. Teatakse, et
salitsiitilhape ei ole taime jaoks oluline mitte ainult signaalmolekulina, vaid ka
bakteritsiidse iihendina (Joshi et al., 2015). Olenevalt kontsentratsioonidest ning
organismidest voib salitsiitilhappel olla nii liikuvust inhibeeriv kui ka stimuleeriv toime.
Pectobacterium perckonna puhul on tdheldatud enamasti SA inhibeerivat toimet
litkuvusele (ujumine) korgetel kontsentratsioonidel (25 mM ja 50 mM) (Lagonenko et al.,
2013) ning Pseudomonas aeruginosa puhul on ndidatud SA inhibeerivat toimet fliC geeni
ekspressioonile (Dong et al., 2012). Samas on leitud, et fenoolsed {ihendid, mis tugevalt
inhibeerivad kasvu, nagu salitsiiiilhape, indutseerivad madalamatel kontsentratsioonidel
litkuvust (Joshi et al., 2015). Minu tulemused néitavad, et SA indutseerib fliC ja flhDC
ekspressiooni, mis omakorda soodustab viburite moodustumist ja liikuvust. Saadud
tulemused on vastuolus Lagonenko jt esitatud todga, kes nditasid, et SA lisamine
kasvukeskkonda pérsib Pectobacterium carotovorum liikuvust. Selline vastuolu voib olla
tingitud sellest, et Lagonenko jt kasutasid tunduvalt kdrgemaid SA kontsentratsioone, mis
voivad parssida bakteris toimuvaid fiisioloogilisi protesse. Salitsiiiilhape toimib taimes kui
signaalmolekul, mille kogus suureneb, kui taim nakatub patogeeniga. SA transporditakse
kahjustatud rakkudest edasi ka tervetesse rakkudesse, mille tulemusena kéivitatakse
kaitsevalkude siintees iile kogu taime. Kirjanduses esitatud andmete ja minu poolt saadud
katsetulemuste pdhjal voib piistitada hiipoteesi, et Pw-taim interaktsiooni protsessis
indutseerivad SA madalad kontsentratsioonid patogeenis virulentsusfaktorite, nagu
voogamine, siinteesi. Voogamise Kiire indutseerimine infektsiooni varases -etapis
voimaldab patogeenil taimes kiiresti levida, enne kui taim jouab kiivitada kaitsevastuse ja
patogeeni leviku ning paljunemise maha suruda. Klorogeenhappel on erinevalt
salitstiiilhappest tugevalt inhibeeriv toime fliC ja fIhDC geenide ekspressioonile.
Klorogeenhappe toimemehhansmid virulentsusele pole tdpselt teada, kuid ilmselt peitub
vastus selle tihendi antimikroobses toimes, mis koos patogeeni kasvu inhibeerimisega

mojutab mitmeid teisi fiisioloogilisi protsesse bakterirakus.

Loppkokkuvottes nditavad minu tulemused, et kuigi taimedest (kartulimugulad)
ekstraheeritud fenoolsed lihendid indutseerivad Pw viburigeenide ekspressiooni, vdivad

individuaalsed fenoolsed iihendid taimes omada nii geenide ekspressiooni soodustavat kui
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ka parssivat toimet. Taimeekstrakti mdju voogamisele tuleneb erinevate taimsete

fenoolsete iihendite summaarsest toimest.
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2.3.6. Jareldused

Uuritud tiivel Pw SCC3193 erineb voogamine teistest bakteritest, mis kasutavad tahkel
pinnal edasi litkumiseks sama kollektiivse litkumise vormi. Erinevalt Proteus vulgaris
tiivedest, ei kasuta minu poolt uuritud Pw tiivi voogamiseks laf-vibureid. Lisaks néitasid
minu katsete tulemused, et tahke pind ei indutseri Pw voogavat liikumist. Erinevalt teistest
virulentsusfaktoritest (PCWDE) ei indutseeri PGA lisamine M9 minimaals6dtmele
patogeeni voogamist. Viburigeenide positiivse regulaatori FIhDC iilehulk SCC3193 rsmC
mutandis ei ole piisav, et indutseerida voogavat liikumist. Need tulemused lubavad teha
jarelduse, et vaatamata voogamise olulisele rollile infektsiooniprotsessis, on voogamine

reguleeritud teistest virulentsusfaktoritest erinevalt.

Minu tehtud katsete tulemused kinnitavad, et taimne ekstrakt (kartulimahl) soodustab nii
Pectobacterium wasabiae SCC3193 wt kui ka SCC3193 rsmC voogamist. Kartulist
ekstraheeritud fenoolsed iihendid (metanooliekstrakt) indutseerivad voogamist tahkel
sootmel juba madalatel kontsentratsioonidel (3%). Need tulemused niitavad selgelt, et

voogamine kéivitatakse patogeenis pirast tema tungimist rakku.

Metanooliekstrakt indutseerib fliC ja indutseerib flhDC geenide transkriptsiooni nii
SCC3193 wt kui SCC3193 rsmC mutandis, mis nditab, et metanooliekstraktis leidub
fenoolseid ihendeid, mis indutseerivad viburigeenide ekspressiooni. Kuigi SCC3193 rsmC
mutandis on vaba FIhDC hulk suurem kui metsiktiives, ei ole see piisav, et kdivitada
voogavat liikumist. Seega voivad taimest parinevad signaalmolekulid (fenoolsed iithendid)
tdiendavalt indutseerida viburigeenide ekspressiooni tasemini, mis on vajalik
voogamiseks. Siiani saadud tulemuste pohjal ei saa ka vilistada teisi voimalusi. Néiteks
voivad taimest pdrit fenoolsed iihendid indutseerida ka pindaktiivsete ainete siinteesi

patogeeni rakkudes, mis soodustavad rakkude libisemist tahkel pinnal.

Kartulis leidub fenoolne ithend salitsiitilhape, mille mdju on varasemalt uuritud vaid
ujumisele. On leitud, et salitsiitilhape parsib korgetel kontsentratsioonidel liikuvust ning
madalatel kontsentratsioonidel soodustab seda. Minu katsed niitavad, et salitsiiiilhape
mojutab ka voogamist. Salitsiiiilhape soodustab nii fliC kui ka flnDC transkriptsiooni, mis
voib viidata sellele, et bakter on Oppinud antud fenoolset iihendit dra tundma kui
signaalmolekuli ja vastavalt reageerima, indutseerides viburite siinteesi. Kartulis leiduvas
klorogeenhappel on Pw-le ainult antimikroobne mdju, inhibeerides nii bakteri kasvu kui
ka liikuvust. Need tulemused lubavad teha jarelduse, et patogeeni voogav liikumine
peremeestaimes sOltub erinevate fenoolsete iihendite spektrist ja kontsentratsioonist

primaarses nakatumiskohas.
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KOKKUVOTE

Vaatamata sellele, et voogamine on iiks virulentsusfaktoritest, ei indutseeri seda erinevalt
teistest virulentsusfaktoritest (PCWDE) PGA lisamine kasvukeskkonda. Kéesoleva t66
eesmirgiks oli vilja selgitada kartulis leiduvate fenoolsete {ihendite mdju Pectobacterium
wasabiae SCC3193 voogamisele. Selleks ekstraheerisin kartulist fenoolsed tihendid. T66
esimeses etapis kasutasin summaarset fenoolsete ithendite preparaati (metanooliekstrakt),
mis oli saadud kartulimugulate ekstraheerimisel metanooliga. Saadud metanooliekstrakt
indutseeris Pw SCC3193 wt ja SCC3193 rsmC mutandi voogavat liikumist tahkel s66tmel.
Edasi analiilisisin metanooliekstrakti moju viburigeenide fliC::gusA ja flhDC::gusA
transkriptsioonikonstruktidele. Saadud tulemused niitasid, et metanooliekstrakt
indutseerib mdlema geeni transkriptsiooni. Edasi analiilisisin kahe kartulis enamleiduva
fenoolse iihendi — klorogeenhappe ja salitsiililhappe - mdju nimetatud konstruktide
transkriptsioonile. Uuritud fenoolsete ithendite moju oli antagonistlik: klorogeenhape
inhibeeris ning salitsiiiilhape indutseeris viburigeenide transkriptsiooni. Seega omavad
kartulimugulas olevad fenoolsed ithendid patogeeni voogamisele nii indutseerivat kui ka

pidurdavat toimet.

Minu tulemustest voib jdreldada, et erinevate virulentsusfaktorite siinteesi indutseerivad
erinevad taimeraku komponendid. Seega indutseeritakse kogu virulentsusfaktorite

kompleks tingimustes, mis on vdoimalikult 1dhedased keskkonnale nakatunud taimekoes.

Saadud tulemused on edasiseks aluseks Pectobacterium wasabiae voogamise

mehhanismide uurimisele kartulis olevate fenoolsete tthendite toimel.
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Soovin tdnada koiki inimesi, kes mind 10putd6 kirjutamise juures toetasid. Eelkdige tdnan
oma juhendajat Andres Méed suure abi ning tarkade dpetussdnade eest. Suur tdnusdnad
Uno Mieorule, kes piihendas oma vaba aega, et aidata mul tegeleda kartuliekstraktist
fenoolsete iihendite eraldamisega. Suur aitdh, Tiina Alamée, Viia Koiv ning Lee Pollumaa,

juhendamise, abi ning toetuse eest.

Suured tdnud minu perele ja sOopradele igakiilgse toetuse eest 10putdo kirjutamisel.
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SUMMARY

Pectobacterium wasabie (Pw) is a phytopathogenic bacterium that causes soft rot disease.
Pw has a wide host range, including potato, carrot, mango, maize and cabbage, and because
of that it causes serious economical damage. Pw main virulence factors are plant cell wall
degrading enzymes, which include pectinases, polygalacturonases, proteases, and
cellulases. In addition to these enzymes, motility also contributes to the virulence. Motility
helps the pathogen to quickly spread from the primary infection site to all over the plant.
Until so far, it was thought that pathogens use swimming as a way to move around the
plant, which is considered to be an individual movement. Now, however, it is known that
plant pathogens use collective movement, swarming, similarly to human and animal

pathogens, and that swarming of Pw is affected by plant signals.

The aim of this study is to determine how swarming of Pw is regulated by signals induced
by phenolic compounds of potato. In order to find out, | extracted phenolic compounds
from potato tubers (methanol extract) and constructed fliC::gusA transcription construct.
Methanol exctract induced Pw SCC3193 wt and SCC3193 rsmC swarming on a solid agar.
Next | analyzed the effect of methanol exctract on transcription constructs of flagellar
genes fliC::gusA and flnDC::gusA. Aquired results showed, that methanol exctract induces
expression of both of these genes. After that | analyzed the effect of two most common
phenolic acids found in potato (salicylic and chlorogen acid) on transcription of given gusA
constructs. Effect of salicylic and chlorogenic acid was antagonistic — chlorogenic acid

inhibited and salicylic acid induced transcription of flagellar genes.

Despite swarming is one of virulence factors of Pw, it differs from other virulence factors
such as PCWDE, because swarming is not induced by PGA. My results show that swarming
is rather induced by phenolic acids found in plants (potato tubers), which promote

expression of flagellar genes and flagella synthesis.

Given results are basis for futrher studies to have a better understanding of swarming-
inducing mechanisms and effects of other phenolic compounds found in potato on

swarming.
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