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INFOLEHT

ppGpp Pseudomonas putida faagivastases kaitses

Bakterid peavad elu jooksul toime tulema vaga erinevate stressitingimustega, teiste seas
bakteriofaagide (faagide) rinnakutega. Paljude stressitingimuste tleelamiseks on bakteritel
vajalik poomisvastus, mille vallandab alarmoonmolekul ppGpp. Lisaks teistele
stressiolukordadele on ppGpp vahendatud poomisvastuse olulisust taheldatud ka bakteri kaitses
faagirinnakute vastu, kuid selle tdpsed mehhanismid pole veel selged. Samuti pole seda
Pseudomonas putida puhul varasemalt uuritud, kuna varasemalt on isoleeritud vaid ksikuid
seda bakerit nakatavaid faage. Kaesoleva to6 eesmark oli faagide ppGpp-s6ltuvust uurides valja
selgitada ppGpp ja Uhtlasi ka poomisvastuse mdju P. putida faagitaluvusele. Tulemused
naitavad, et ppGpp-I on faagiresistentsuses oluline roll, suurendades P. putida faagitaluvust 74%
uuritud faagide korral ning osade faagide puhul kuni ligi 100 korda vdrreldes ppGpp
deletsioontlivega. Veel néitavad tulemused, et ppGpp-sdltuvuse tugevus on varieeruv ning
erineb uuritud faagidel tugevalt. Samuti ilmnes poomisvastuse kaitse erinev tugevus tahkel ja
vedelas sootmes.

Marksdnad: Pseudomonas putida, faagiresistentsus, ppGpp, poomisvastus

CERCS kood: B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, miikoloogia

ppGpp in Pseudomonas putida’s phage defense

Bacteria must manage living in various stressful conditions during their lifetime, bacteriophage
(phage) infection among them. The stringent response, induced by the alarmone molecule
ppGpp, is needed to survive many of those harmful conditions. In addition to being crucial in
other stressful situations, ppGpp-induced stringent response has also been observed to protect
bacteria against bacteriophage infection, though the exact mechanisms of the process have yet
to be uncovered. This phenomenon has not yet been explored in Pseudomonas putida due to
lack of phages known to infect it. The aim of this study was to ascertain the effect ppGpp, and
thus stringent response, have on the phage resistance of P. putida, by studying the ppGpp-
dependency of phages. The results show that ppGpp has an important role in phage resistance,
increasing P. putida’s phage tolerance against 74% of tested phages and for some, as much as
100-fold compared to the ppGpp deletion strain. Additionally, the results show a strong
variability in the ppGpp-dependency of the studied phages. Also, the protective effect of the
bacterial stringent response differed depending on whether bacteria were grown on solid
medium or in liquid culture.

Keywords: Pseudomonas putida, phage resistance, ppGpp, stringent response
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Kasutatud lihendid

ATP - adenosiintrifosfaat

Cip — tsiprofloksatsiin (ciprofloxacin)

EF-Tu — elongatsioonifaktor Tu

GDP - guanosiindifosfaat

GTP — guanosiintrifosfaat

IF2 — initsiatsioonifaktor kaks

LB — rikas so6de (Lysogeny Broth)

MOI — nakatamiskordaja (Multiplicity of Infection)
OD - optiline tihedus (Optical Density)

ppGpp — guanosiintetrafosfaat

pppGpp — guanosiinpentafosfaat

RSH —RelA ja SpoT homoloogid

SAH — vaike alarmooni hiidrolaas (Small Alarmone Hydrolase)

SAS — véike alarmooni siintetaas (Small Alarmone Synthetase)



SISSEJUHATUS

Bakterid, nagu ka kdik teised organismid, puutuvad oma elukeskkonnas paratamatult kokku
erinevate stressiallikatega. Uheks selliseks stressoriks on baktereid nakatavad viirused ehk
(bakterio)faagid, mida voib leida hulgaliselt kdikjal, kus bakterid elutsevad. Need obligaatsed
parasiidid on enda paljundamiseks v@imelised dra kasutama bakteri rakulisi mehhanisme.
Selline paljundamine kulmineerub sageli bakteri llusiga. Surma valtimiseks ja ka nakatumise
ennetamiseks on bakteritel aga vélja kujunenud mitmeid kaitsemehhanisme. Uheks oletatavaks

viirusevastaseks kaitsemehhanismiks on bakteri poomisvastus.

Poomisvastus on bakterite stressivastus, mis vallandub eelk6ige aminohapete nélja korral. Selle
vallandumist indutseerib alarmoonide ppGpp ehk guanosiintetrafosfaadi ja pppGpp ehk
guanosiinpentafosfaadi akumuleerumine rakus. Poomisvastus kujundab (mber bakteri
metaboolseid radu ning mdjutab geeniekspressiooni mustrit, et halbades keskkonnatingimustes
ressursside kasutust optimeerida ja seeldbi suurendada bakteri elumust. Kuna ka faagid on
bakterile stressorid, vBib oletada, et (p)ppGpp vahendatud poomisvastusel kui stressivastusel
on roll ka faagivastases kaitses. Samuti on faaginakkuse jargselt taheldatud (p)ppGpp

kontsentratsiooni kasvu.

Varasemad uurimused on néidanud, et (p)ppGpp-I on roll Escherichia coli faagiresistentsuse
tagamisel. Samuti on leitud, et poomisvastus soodustab faagidel lisogeense tsukli eelistamist
ladtilisele, suurendades bakteri elumust. Seost (p)ppGpp ja faagivastase kaitse vahel on
korduvalt valja toodud, kuid seni pole labi viidud laiap8hjalist uurimust selle seose ulatuse
kirjeldamiseks. Ei ole teada, kas poomisvastus kaitseb vaheste faagide vastu vGi on tegemist

uldisema kaitseefektiga.

Samuti pole uuritud poomisvastuse mdju Pseudomonas putida faagiresistentsusele. Selle
toostuslikult olulise keskkonnabakteriga pole tldse varasemalt faagiuuringuid labi viidud.
SeetGttu on kdesoleva t6o eesmaérgiks selgitada valja, kas P. putida poomisvastus osaleb ppGpp

vahendusel selle bakteri faagivastases kaitses ning kui tldine on poomisvastuse tagatud kaitse.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Faagid ja bakteri kaitseststeemid

1.1.1. Bakteriofaagid

Bakteriofaage (faage) ehk baktereid nakatavaid viiruseid vdib arvukalt leida igast
Okosusteemist. Neil on ookeanides néiteks oluline roll nii sisinikuringes kui ka fotosiinteesis,
vabastades bakterite lttsimisega susinikku tagasi ringlusesse ning suurendades tstianobakterite
fotoslinteesiks vajalike valkude hulka (Sanmukh et al., 2015; Lindell et al., 2005). Faagide
baktereid kahjustava iseloomu tdttu on nad ka vdimalik abivahend antibiootikumiresistentsete
patogeensete bakterite vastu voitlemisel (Hatfull et al., 2022), mistdttu on bakteri ja faagi

vaheliste interaktsioonide uurimine ka meditsiiniliselt oluline.

Uks faag vdib olla spetsiifiline — nakatada vaid tihte bakteriliiki (Vi isegi vaid mdnda kindlat
bakteritlive) vdi olla Uldisem — omada laiemat peremeesringi (Flores et al., 2011). Selline
nakatumisspetsiifika erinevus tuleneb nakatamiseks vajalikust retseptorspetsiifikast (Rakhuba
et al., 2010). Samuti klassifitseeritakse faage ka morfoloogia ja genoomijarjestuse alusel.
Faagid vdivad olla erineva kujuga, nditeks olla ikosaeedrilised vdi filamentsed, samuti v3ib neil
erineda genoomi aluseks olev nukleiinhape. See v6ib olla nii Uheahelaline kui ka kaheahelaline
DNA vdi RNA, samuti vGib faagi genoom olla lineaarne voi tsirkulariseerunud (Hatfull ja
Hendrix, 2012).

Nagu koik viirused, hakkab faag nakatamise jargselt peremeesbakteri rakuliste mehhanismide
abil paljunema. Bakteris paljunemiseks on faagidel vajalik peremeesraku metaboolne aktiivsus,
sest faagide genoomilt infektsiooniks vajalike geenide transkribeerimiseks ning valkudeks
transleerimiseks on olulised nii bakteri transkriptsiooni kui ka translatsiooni eest vastutavad
mehhanismid (Yang et al., 2014; Li, 2019). Paljunemise metoodika alusel jaotatakse faagid
ladtilise voi lisogeense paljunemistsikliga faagideks. Ladtilise tsiikli tagajarg on bakteriraku
lids ning faagipartiklite bakterist vabanemine. Lisogeenses tsuklis integreerub faagi genoom
peremeesrakku ning replitseerub koos peremehe genoomiga. Sellist peremehe genoomi

integreerunud faagi kutsutakse profaagiks (Sharma et al., 2016).

1.1.2. Bakterite faagivastased kaitsestisteemid
Bakteritel on faagide vastu kujunenud mitmeid kaitsemehhanisme, alates faagide rakku
sisenemise inhibeerimisest kuni nende rakus paljunemise parssimiseni. Nakatumise valtimiseks
vOivad bakterid nditeks muuta oma pinnaomadusi, inhibeerides faagide antiretseptorite

seondumist rakupinna retseptoritega (Hampton et al., 2020). Bakteritel on levinud ka erinevad
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restriktsiooni-modifikatsiooni stisteemid, mis pdhinevad bakteri enda DNA eristamisel vodrast,
et nakatumise jargselt vdoras faagi DNA tuvastada ja hé&vitada (Loenen et al., 2014).
Faagivastast adaptiivset immuunsust tagab bakteril CRISPR-Cas siisteem, mis talletab faagide
genoomide osi lihikeste kordusjérjestustena bakteri genoomis, et korduval nakkusel vddrad
genoomijérjestused ara tunda ja I6hkuda (Hampton et al., 2020). Lisaks v@ib bakter faagi leviku
parssimiseks kasutada toksiin-antitoksiin ststeeme, mille eesmark on toksiini abil héirida
nakatanud raku metabolismi (normaalses rakus on toksiin inhibeeritud antitoksiini poolt), et
takistada faagi paljunemist bakteri rakuliste mehhanismide abil (LeRoux ja Laub, 2022).
Kaitsestisteemides osalevaid valke vOivad kodeerida ka bakteri genoomi integreerunud
profaagid (Owen et al., 2021). Faagitaluvust vdivad profaagid suurendada ka teiste
mehhanismide kaudu (Bondy-Denomy et al., 2016).

1.2.Poomisvastus ja (p)ppGpp
Bakteritel on vélja kujunenud mitmed kaitsemehhanismid, et stressitingimustes ellu jaada ja
paljuneda. Uks neist Kaitsesiisteemidest on  poomisvastus, mida reguleerib
guanosiintetrafosfaadi (ppGpp) ja guanosiinpentafosfaadi (pppGpp) kontsentratsioon rakus
(sageli nimetatakse thiselt (p)ppGpp-ks). Nende alarmoonide kontsentratsiooni kasv vallandab
poomisvastuse ja mojutab bakteri geeniekspressiooni ja metaboolseid radu, et bakter suudaks
stressitingimustes, naiteks nalja korral, ellu jadadda (Wu et al., 2020).

1.2.1. (p)ppGpp kontsentratsiooni regulatsioon
Kuna (p)ppGpp on oluline bakteri stressitalumisel, siis mdjutab tema kontsentratsiooni eelkdige
bakteri elukeskkond. Vastavalt keskkonnast tulevatele signaalidele reguleerivad (p)ppGpp
kontsentratsiooni RSH (RelA/SpoT homoloog) superperekonna valgud ehk (Escherichia coli)
RelA ja SpoT valkude homoloogid (Atkinson et al., 2011). Nii RelA kui ka SpoT on vdimelised
(p)ppGpp-d slinteesima, kuid erinevad nende siinteesiintensiivsus ja aktivatsiooni péhjustavad
stressorid. (p)ppGpp-d slinteesivad need ensutmid vastavalt GDP-st (guanosiindifosfaat) ja
ATP-st (adenosiintrifosfaat) voi GTP-st (guanosiintrifosfaat) ja ATP-st, millega kaasneb
rakulise GTP kontsentratsiooni langus (Lopez et al., 1981; Gallant et al., 1971). Lisaks osalevad
(p)ppGpp kontsentratsiooni regulatsioonis ka vaikesed alarmooni slintetaasid (SAS) ja
hidrolaasid (SAH). Need enstiiimid on rohkem spetsialiseerunud, omades kas vaid siinteesi
(SAS) voi hudrolutsi (SAH) domeeni (Atkinson et al., 2011).

Ribosoomi-seoseline valk RelA on peamine (p)ppGpp slinteesi eest vastutav ensulim, mida
aminohapete nalja korral aktiveerivad ribosoomi A-saiti seonduvad laadimata tRNA-d

(Haseltine ja Block, 1973). Selle enstiuimi allosteeriliseks aktivaatoriks on positiivse tagasiside
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alusel (p)ppGpp ise, mis seondub ensttimi katalGdtilise alathiku kilge, stabiliseerimaks valgu
slinteesiasendit (Roghanian et al., 2021). Siiski, on ndidatud, et ainult (p)ppGpp-st ei piisa RelA
maksimaalse kataltiutilise aktiivsuse saavutamiseks, vaid oluline on ka seondumine
ribosoomile (Shyp et al., 2012). Ehkki RelA-I on olemas ka (p)ppGpp hudrolidsi domeen, on
see inaktiivne (Atkinson et al., 2011). RelA on SpoT-st efektiivsem (p)ppGpp sunteesija ja
aktiveerub eelkdige aminohapete nélja korral (Hauryliuk et al., 2015). Samuti indutseerib Rel A
poolset (p)ppGpp siinteesi kuumasokk (Gallant et al., 1977).

Enamasti bifunktsionaalne SpoT valk on vdimeline nii ppGpp-d sinteesima kui ka
hidroltusima ehk sel valgul on nii siinteesi kui ka hidroltisi domeenid aktiivsed. RelA-ga
vOrreldes on SpoT sunteesiaktiivsus madal (Atkinson et al., 2011), kuid oluline néiteks
rasvhapete (Seyfzadeh et al., 1993) v@i susinikuallika puudumisel (Sarubbi et al., 1989).
Erinevalt RelAst on SpoT-I tugev (p)ppGpp-hudroluisi véimekus, mis tootab vastu RelA
(p)ppGpp sunteesile, et tasakaalustada alarmooni kontsentratsiooni rakus v6i vahendada
(p)ppGpp kogust stressieelse seisundi taastamiseks. Osadel bakteritel (néiteks Acinetobacter
baumannii) on SpoT siinteesiaktiivsuse hoopis kaotanud ja muutunud monofunktsionaalseks
hidrollusienstiimiks (Tamman et al., 2023). (p)ppGpp hudrolids on bakterile &armiselt vajalik,
sest on ndidatud, et SpoT puudumine viib sellise (p)ppGpp kontsentratsiooni tdusuni, mis on
bakterile letaalne (Xiao et al., 1991).

Erinevate néljaolukordade modelleerimisel on leitud, et (p)ppGpp akumuleerumist voib tagada
intensiivsem suintees ja vahenenud lagundamine voi olukord, kus nii stintees kui ka hidroltits
on alla reguleeritud. Néiteks glikoosi puudujaéagi korral, mil vahenevad nii sunteesi- kui ka
lagundamiskiirused on (p)ppGpp hudroluds alla surutud rohkem Kkui stintees, mis tagab seelébi

(p)ppGpp kontsentratsiooni kasvu. (Murray, 1996)

1.2.2. (p)ppGpp akumuleerumise mdju bakteri rakulistele

mehhanismidele
Kuna (p)ppGpp Ulesanne on reguleerida bakteri vastuseid stressile, on tema mdju ulatus suur.
(p)ppGpp kontsentratsiooni tdusu korral programmeeritakse raku geeniekspressioon mber.
Seeldbi voi otseselt inhibeerib (p)ppGpp ka replikatsiooni (Wang et al., 2007) ja translatsiooni
(Svitil etal., 1993). On leitud, et alarmoonide akumuleerumine muu hulgas inhibeerib puriinide
(Kriel etal., 2012; Vogeleer ja Létisse, 2022) ja ATP (Wang et al., 2019) suinteesi, optimeerides
seeldbi néljas oleva bakteri vaheste ressursside kasutust. Pseudomonas protegens-i puhul on
(p)ppGpp  puudumisel Glesreguleeritud nii  DNA replikatsiooni, transkriptsiooni ja

translatsiooni kui ka aminohapete metabolismiga seotud geenide ekspressioon ning vahenenud
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on sekundaarsete metaboliitide (naiteks antibiootikumid) geeniklastrite ekspressioon (Wu et al.,
2020). Lisaks inhibeerib (p)ppGpp ka bakteri kasvu (Potrykus et al., 2011) ning rRNA-de
stinteesi (Schreiber et al., 1991).

DNA replikatsiooni reguleerib (p)ppGpp nditeks praimerite stinteesi inhibitsiooni kaudu,
seondudes otse DNA praimaasi DnaG aktiivtsentrisse (Wang et al., 2007). Lisaks vahendab
(p)ppGpp ka DNA replikatsiooni initsiatsiooni, saavutades selle transkriptsiooni vahendamise
kaudu. Transkriptsiooni inhibeerimine vahendab oriC jarjestuse juures DNA negatiivset
superspiralisatsiooni. mille tulemusena on DNA replikatsiooni initsiatsiooniks vajaliku DnaA
seondumine oriC saiti takistatud (Kraemer, 2019).

Translatsiooni inhibeerib (p)ppGpp lisaks mainitud rRNAde sunteesi vahenemisega ka
translatsiooni initsiatsioonikompleksi moodustumise takistamisega, seondudes
ribosomaalsetele GTP-aasidele, takistades seeldbi 70S ribosoomi moodustumist ning
aeglustades bakteri kasvu (Corrigan et al., 2016). Translatsiooni initsiatsioonil inhibeerib
(p)ppGpp ka enstumi IF2 (initsiatsioonifaktor 2), takistades selle allosteerilist aktivatsiooni
(Diez et al., 2020). Samuti voib (p)ppGpp inhibeerida enstitimi EF-Tu (elongatsioonifaktor Tu)
aktiivsust, mis viib translatsiooni aeglustumiseni, sest EF-Tu vastutab translatsiooni
elongatsioonifaasis aminoatsuleeritud tRNA transpordi eest ribosoomile (Hamel ja Cashel,
1974).

1.2.3. (p)ppGpp mAoju antibiootikumitaluvusele ja virulentsusele
Kuigi poomisvastus vallandub klassikaliselt aminohapete néalja v&i mdne muu
keskkonnastressori mdjul, on néidatud (p)ppGpp olulisust ka antibiootikumide p&hjustatud
stressi  korral.  On leitud, et (p)ppGpp suurendab Pseudomonas aeruginosa
antibiootikumitaluvust  biofilmis, nditeks tostab (p)ppGpp bakteri ofloksatsiinitaluvust ligi
1000 korda (Khakimova et al., 2013; Nguyen et al., 2014). Seetdttu panustab poomisvastus ka
patogeensete bakterite antibiootikumiravile allumatuse levikusse, sest patogeensed bakterid
kasutavad samuti poomisvastust dra, et infektsiooni ajal esinevates stressitingimustes ellu jaada
(Dalebroux et al., 2010). Naiteks on leitud, et kdrge rakulise (p)ppGpp kontsentratsiooniga
aeglasemalt kasvavad Salmonella Typhimurium-i rakud on fluorokinoloonide suhtes véhem
tundlikud kui kiirelt paljunevad rakud (Claudi et al., 2014). Lisaks antibiootikumitaluvuse
suurendamisele soodustab (p)ppGpp vahendatud poomisvastus ka virulentsust, kuna soodustab
biofilmi maatriksi teket (Gupta et al., 2016). Samuti reguleerib (p)ppGpp virulentsusgeenide
ekspressiooni erinevates patogeenides, tdstes nditeks kvoorumitundlikkusega seotud

virulentsusfaktorite geenide ekspressiooni (Dalebroux et al., 2010).
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1.3. (p)ppGpp roll faagiresistentsuses
Lisaks eelkirjeldatud stressidele, tekitavad bakteritele stressi ka bakteriofaagide rinnakud. VVéib
arvata, et kuna poomisvastus on stressivastus ning bakteriofaag on stressor, siis bakteril vdiks
(p)ppGpp reguleeritud slisteem panustada ka faagiresistentsusesse ning poomisvastus vaiks olla
bakteri tldine faagivastane kaitsemehhanism. Samuti on ka faaginakkuse tagajérjel tdheldatud

(p)ppGpp kontsentratsiooni kasvu rakus (Tabib-Salazar et al., 2018).

ppGpp parssivat moju faaginakkusele on naidatud E. coli faagide puhul, kus RSH enstimide
deletsioontiive (ppGpp® tiive) bakterimurul olid suuremad litsilaigud kui metsiktiive
bakterimuruga tassidel ning lisaks soodustas ppGpp kogunemine lisogeense tsiikli eelistamist
ladtilisele ja vahendas faagi DNA replikatsiooni efektiivsust (Nowicki et al., 2013). Naiteks on
(p)ppGpp akumuleerumisel negatiivset mdju faagi nakatamisefektiivsusele tdheldatud E. coli
faag T7 suhtes (Tabib-Salazar et al., 2018). Uhes varasemas uurimuses leiti samuti, et
funktsionaalse RelA valguga bakteril on faag lambda replikatsioon inhibeeritud, kuid relA

deletsioonmutandil faagi genoomi replikatsioon toimub (Szalewska-Patasz ja Wegrzyn, 1995).

Samuti on leitud, et (p)ppGpp rakuline kontsentratsioon mojutab faag lambda liisogeensusega
seotud promootorite aktivaatori Cll hulka. Nimelt vahendab kdrgem (p)ppGpp hulk HfIB/FtsH
proteaasi hulka rakus. Kuna see proteaas vastutab valgu CII lagundamise eest, soodustab
(p)ppGpp suurem kontsentratsioon faag lambda llisogeensete promootorite aktivatsiooni ja
seega lisogeensuse eelistamist ludtilisele tstklile. (Slominska et al., 1999)

Poomisvastuse (Uldisele faaginakkuse vastasele kaitsvale efektile vdib viidata selle
inhibeerimine mone faagi poolt. Faagid vOivad kodeerida valke, mis péarsivad (p)ppGpp
akumulatsiooni ja seeldbi ka poomisvastuse vallandumist. Uhe tsiianofaagi valk MazG
hidroltusib GTP-d, mistdttu ei ole sellest enam vdimalik (p)ppGpp-d slnteesida ning

(p)ppGpp rakuline kontsentratsiooni pusib madal (Rihtman et al., 2019).

Siiski on kirjeldatud ka (p)ppGpp faaginakkust soodustavat mdju. Faag Mu replikatsiooni
tbhustab (p)ppGpp olemasolu rakus. Alarmoon toetab faagil replikatsiooni inhibitsioonist
mdooda padsemist PriA-PriC raja kaudu, mille kaudu on translatsioon siiski endiselt inhibeeritud.
(North et al., 2007)

Faagiresistentsuse ja (p)ppGpp-vahendatud poomisvastuse seose kohta on palju viiteid, kuid
laiapdhjalist uurimust poomisvastuse seosest faagikaitsega ei ole seni l&bi viidud. Seega ei ole
teada, kas poomisvastuse tagatud faagivastane kaitse on tldine vdi esineb vaid monel bakteril

vOi vaheste faagide nakkuse korral.
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1.4. Pseudomonas putida faagivastane kaitse

Pseudomonas putida on gramnegatiivne pulgakujuline gammaproteobakter, mida vdib
keskkonnas leida mullast ja veest. P. putida on metaboolselt vdga mitmekilgne, mistdttu
kasutatakse teda bioremediatsioonil ning ka toostuslikult kemikaalide ja biokutuste tootmisel
(Nikel et al., 2014). Samuti on ta oma hea kohanemisvGime tottu suurepdrane mudelorganism

mikroobide fiisioloogia uurimiseks (LOpez-Sanchez et al., 2020).

P. putida genoomis on 4 profaagi, millel on taheldatud kaitsvat efekti faaginakkuse vastu
(Piirmets, 2022). Pohjalikult pole profaagi kaitset uuritud, kuna seni pole palju P. putida-t
nakatavaid faage isoleeritud. Samuti ei ole palju teada selle bakteri teiste faagikaitsestisteemide
kohta. (p)ppGpp kontsentratsiooni kasvu mdju P. putida metabolismile on véhesel maaral
varasemalt uuritud ning leiti, et (p)ppGpp mdjutab bakteri tsentraalset stisiniku-metabolismi ja
inhibeerib puriinide slnteesi (Vogeleer ja Létisse, 2022). Poomisvastuse mojust P. putida
faagitaluvusele aga seni palju teada ei ole. Seetdttu on oluline uurida P. putida kui toéostuslikult

olulise bakteri faagikaitse ja poomisvastuse seoseid.
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2. EKSPERIMENTAALOSA
2.1.TO0 eesmargid

P. putida faaginakkust pole seni palju uuritud, sest varasemalt ei olnud isoleeritud seda bakterit
nakatavaid faage. Poomisvastuse rolli teiste bakterite faaginakkusel on aga mdnel juhul
naidatud (Nowicki et al., 2013; Tabib-Salazar et al., 2018; Slominska et al., 1999). Minu
toogrupp on viimastel aastatel alustanud P. putida PawW85 nakatavate faagide raamatukogu
loomist, alates keskkonnaproovidest faagide eraldamisest kuni faagide genoomide
sekveneerimise, liigitamise ja kirjeldamiseni. Minu t66 eesmark oli selgitada vélja, kas P.
putida poomisvastus osaleb ppGpp vahendusel selle bakteri faagivastases kaitses ning kui

uldine on poomisvastuse tagatud kaitse. Selle eesmargi saavutamiseks oli vaja:

1) sbeluda P. putida faagiraamatukogu ppGpp-séltuvate faagide leidmiseks

2) selgitada tapsemalt kasvukdveraid analtiisides, kas poomisvastus on P. putida-le
oluline valitud faagide vastases kaitses

3) testida erinevate poomisvastust reguleerivate valkude osalust poomisvastuse

pakutavas kaitses
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2.2. Materjal ja metoodika
2.2.1. Kasutatud s66tmed ja bakteritiived

Sootmena kasutati LB (Lysogeny Broth) soddet (1% triptoon, 0,5% parmiekstrakt, 0,5% NacCl).
Lisaks vedelale LB s66tmele, kasutati LB agarit (lisakoostisosa 1,5% agar) ning LB pehmet
agarit (lisakoostisosa 0,3% agar). Pehmesse LB agarsootmesse lisati veel CaCl;
(Ibppkontsentratsioon 10 mM). Soltuvalt katsest lisati vajadusel (v.a. G2 ja G4 faagide korral)
LB agarisse tsiprofloksatsiini (cip) I6ppkontsentratsiooniga 0,03 pg/ml. Cip tekitab DNA
kahjustusi, mis aktiveerib SOS vastuse ja on oluline faagide ludtilise tsukli aktivatsiooniks.
CacCl; lisati, sest moned kollektsiooni kuuluvad faagid vajavad seda efektiivseks nakatamiseks.
Lahjendusi tehti SM puhvris (50 mM Tris.HCI (pH 7,5), 100 mM NaCl, 8 mM MgSQg4, 0,01%

zelatiin).

T60s kasutatud P. putida tuved on valja toodud Tabelis 1. A4 tuved ehk tived, millest on
eemaldatud neli P. putida genoomset profaagi, on vajalikud G3 perekonna faagidega katsete
labiviimisel, sest selle perekonna faagid on profaagide kaitse suhtes eriti tundlikud ning ei suuda
nakatada profaage sisaldavat bakterittive.

Tabel 1. T60s kasutatud P. putida tived.

Tavi Kirjeldus Viide allikale

Paw85 Metsiktivi Bayley et al.,
1977

ARelA Tuvel puudub ensulimi RelA siinteesimise v8ime; Hedvig Tamman

ppGpp slintees osaliselt tagatud valgu SpoT poolt

ARelASpoT Tuvel puudub ensiimide RelA ja SpoT Hedvig Tamman
stinteesimise vdime; bakter ei stinteesi ppGpp-d

A3ppGpp Tivel puudub ensiiimide RelA, SpoT ning Hedvig Tamman
ennustatava SAH valgu PP_2450 silinteesimise
vOime; bakter ei stinteesi ppGpp-d

A2450 Tivel puudub ennustatava SAH valgu PP_2450 Hedvig Tamman
stinteesimise vdime

Ado Tuvel puuduvad kdik 4 profaagi Piirmets, 2022

AdpARelA Tuvel puuduvad kdik 4 profaagi ning ensutimi RelA  Hedvig Tamman

stinteesimise voime; ppGpp stintees osaliselt tagatud
valgu SpoT poolt

A4@ARelASpoT Tivel puuduvad kbik 4 profaagi ning ensiiimide Hedvig Tamman
RelA ja SpoT siinteesimise voime; bakter ei stinteesi
ppGpp-d

A49A3ppGpp Tuvel puuduvad kdik 4 profaagi ning ensulimide Hedvig Tamman
RelA, SpoT ja ennustatava SAH valgu PP_2450
sunteesimise voime; bakter ei stinteesi ppGpp-d

A4@A2450 Tivel puuduvad kdik 4 profaagi ning ennustatava Hedvig Tamman
SAH valgu PP_2450 siinteesimise vGime
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2.2.2. Kasutatud faagid

Soelumiseks kasutud faagiraamatukogus on 70 P. putida faagi (Tabel 2), mis on genoomide
sekveneerimistulemuste alusel jaotatud perekondadesse ja liikidesse. Perekonnasisese
geneetilise identsuse alampiir on 70% ning liigi méaratlemisel on piir 95%. Faagiraamatukogus

on uheksa erinevat faagiperekonda (G1-G9).

G1 perekonnas on 5 faagi. G2 ja G4 perekondades on vastavalt 18 ja 2 faagi. G3 perekonna
kdik 11 faagi on tundlikud profaagi kaitse suhtes ning nakatavad vaid P. putida tuvesid, mille
genoomist on puudu kdigi nelja profaagi jarjestused (A4 tiived). G5 on kollektsiooni suurim
faagiperekond, siia kuulub 26 faagi 70st. G6 ja G7 faagiperekonnas on mdlemas 2 faagi. G8
perekonnas on vaid 1 faag ning perekonnas G9 on 3 faagi. Koik t66s kasutatud faagid on toodud
Tabelis 2. Kuna faagikollektsiooni alles koostatakse, ei ole faagid veel nimetatud ametlike
nimedega vaid vastavalt kohale, kust faag isoleeriti, kui tihest keskkonnaproovist eraldati mitu
faagi on faagi nime taga jarjekorranumber.

Tabel 2. T66s kasutatud faagid. Rasvases kirjas faagide tulemused on toodud t66 pdhiosas.

Faag Perekond- | Lisa LB Testitav | Eraldaja(d)

Liik s0otmele taust
Amme 3 G1-A + Cip + CaCl R. Horak
Kopa 4 G1-B + Cip + CaCl R. Horak
NGO 2 G1-C ¥ Cip + CaCl, M R Horak
Kassivere 1 G1-D + Cip + CaCl E H. Tamman
Rd6mu 2 G1-E + Cip + CaCl R. Horak
Eino 1 G2-A + CaCly T H. Tamman
F1 G2-A + CaCly S A. Ainelo
Haage G2-A + CaCly | S. Rosendahl
Hammaste oja5 | G2-A + CaCly S. Rosendahl
IPA 1 G2-A + CaCl, K R. Horak
Issaku G2-A + CaCly T A. Lipu/R. Horak
Keeri G2-A + CaCly " R. Horak
Kriimani G2-A + CaCl; U  [R. Horak
Kdpa 1 G2-A + CaCl: \V/ R. Horak
Ké&nksi G2-A + CaCly R. Horak
Maksa 1 G2-A ¥ CaCly | R. Horak
Nouni G2-A + CaCly R. Horak
RG6OmMu 1 G2-A + CaCl; R. Horak
Torvandi G2-A + CaCly S. Rosendahl
Torve G2-A + CaCl; H. Tamman
Vasula oja 1 G2-A + CaCl; S. Rosendahl
Keila jogi G2-B + CaCl: S. Blei / S. Rosendahl
Vasula jarv G2-C + CaCl, R. Horak / S. Rosendahl
Aura G3-A + Cip + CaCl A4(|) S. Blei
Ili oja 2 G3-A + Cip + CaCl, S. Blei
Kakumetsa 1 G3-A + Cip + CaCl, R. Horak
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Faag Perekond- | Lisa LB | Testitav | Eraldaja(d)
Liik s0otmele taust
S-ka4 G3-A + Cip + CaCl, H. Tamman
Amme 1 G3-B + Cip + CaCl R. Horak
Kopa 5 G3-B + Cip + CaCl, A4Q R Horak
Pori 4 G3-B + Cip + CaCl R. Horak / S. Rosendahl
Lauda oja 3 G3-C + Cip + CaCl S. Rosendahl
Peetri tiik G3-D + Cip + CaCl H. Tamman
Aardla 2 G3 + Cip + CaCl H. Tamman
Laeva 1 G3 + Cip + CaCl R. Horak
Emajdgi G4-A + CaCly H. Tamman
Luke 1 G4-B + CaCl R. Horak
Erra muld M1 G5-A + Cip + CaCl K. Piirmets
Erra muld S1 G5-A + Cip + CaCl K. Piirmets
Vénda F1 G5-A + Cip + CaCl, K. Piirmets
Ihaste G5-B + Cip + CaCl M H. Tamman
i oja 1 G5-B + Cip + CaCly E S. Blei
Kaagvere 1 G5-B + Cip + CaCl T R. Horak
Kitsekila 3 G5-B + Cip + CaCl, H. Tamman
Konnatiik G5-B + Cip + CaCl S S. Rosendahl
Laguja oja 2 G5-B + Cip + CaCl | R. Horak
Laguja oja 5 G5-B + Cip + CaCl, R. Horak
Luutsna jogi 1 G5-B + Cip + CaCl K R. Rikberg
Luutsna jogi 3 G5-B + Cip + CaCl, T R. Rikberg
Luutsna jogi 6 G5-B + Cip + CaCl - R. Rikberg
Mora j5gi 3 G5B + Cip + CaCl, U [A Lipu
Modra jogi 5 G5-B + Cip + CaCl V A. Lipu
Pori 2 G5-B + Cip + CaCl R. Horak / S. Rosendahl
Paidla G5B + Cip + CaCl, | R Horak
S-ka 3 G5-B + Cip + CaCl H. Tamman
Savi-Peeda 1 G5-B + Cip + CaCl» S. Rosendahl
Urmase lomp 1 G5-B + Cip + CaCl R. Horak
Viia tiik 1 G5-B + Cip + CaCl R. Horak
Villemi G5-B + Cip + CaCl» H. Tamman
Hammaste oja 2 | G5-C + Cip + CaCl S. Rosendahl
Bot aed G5-D + Cip + CaCl, R. Horak
Kompost 1 G5-D + Cip + CaCl H. Tamman
Kakumetsa 2 G5 + Cip + CaCl R. Horak
Luke 3 G6-A + Cip + CaCl R. Horak
IPA 2 G6-B + Cip + CaCl R. Horak
Kallioja G7-A + Cip + CaCl» R. Horak / H. Tamman
Kompost 2 G7-B + Cip + CaCl H. Tamman
Kurepalu 1 G8-A + Cip + CaCl, R. Horak
Kurepalu 2 G9-A + Cip + CaCl R. Horak
Pori 3 G9-A + Cip + CaCl, R. Horak / S. Rosendahl
Mudajogi G9-B + Cip + CaCl, R. Horak
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2.2.3. Poomisvastuse puudumise moju uurimine bakterite faagitaluvusele
tahkel so6tmel

Katse tahkel s66tmel pbhineb erinevate bakteritlivede bakterimuruga topeltagariga tassidele
ludsilaikude tegemisel, tilgutades neile kindla tiitriga faagilahuseid. Moodustunud ltdsilaikude
arvu vordlemisel on véimalik teha hinnangulisi jareldusi tlivede faagiresistentsuse kohta. Katse

sooritati kolmes korduses.

Metsiktlive ja metsiktive taustas tehtud poomisvastuse deletsioontuvesid kasutati G1-G2, G4-
G9 perekonnaga faagide puhul ning profaag-miinustiive (A4¢) ja sellest konstrueeritud
vastavaid deletsioontiivesid G3 perekonna faagidega katseid l&bi viies. Suuri ltdsilaike tegevate
faagide puhul (perekondade G2 ja G4 faagid) oli alumiseks tahkeks agars6otmeks LB sddde,
ulejadnud perekondade faagide puhul sisaldasid LB tassid cip 0,03 pg/ml (vaata ka Tabel 2).
Pehme LB agarikiht sisaldas lisaks testitud tlive bakteritele ka 10 mM CaClo.

Protokoll:

1) Bakteritlivesid kasvatati Ule66 (20 h) aereerides 5 ml LB vedels6é6tmes temperatuuril
20 °C.

2) Bakterimuru valamiseks segati kokku iga bakteritiive jaoks the Petri tassi kohta: 50 pl
ule6d kasvanud bakterikultuuri, 50 pl 1M CaCl, (I6ppkontsentratsioon 10 mM) ning
LB 0,3% agarit kuni 5 ml-ni.

3) Igale Petri tassi tahkele so6tmele (20 ml LB agar 1,5%) valati 5 ml bakterimuru segu.

4) Faagilahused lahjendati kuni faagitiitrini 10’/ml SM-puhvris.

5) 107/ml faagitiitriga faagilahustest tehti kiimnekordsete lahjenduste rida 10 kuni 10
SM puhvris mikrotiiterplaadile.

6) Tahenenud tassidele kiilvati igast faagilahjendusest (10! kuni 10°) 1,5 pl tilk.

7) Kui faagitilgad olid kuivanud, inkubeeriti tasse ile6d (20 h) temperatuuril 20 °C.

2.2.4. Poomisvastuse puudumise mdju uurimine bakterite faagitaluvusele
vedelstotmes

Katsed vedelsodtmes pdhinevad bakterilahuse optilise tiheduse mdotmisel, mille alusel on
voimalik hinnata bakterite arvukust. Optilise tiheduse modtmiseks kasvatati baktereid 96
kannuga mikrotiiterplaadil plaadilugeja-inkubaatoris (TECAN Infinite 200 PRO), mis
perioodiliselt modtis iga kannu optilist tihedust lainepikkusel 580 nm. Faagide
nakatamisefektiivsuse vordlemiseks mdddeti optilist tihedust seitsme erineva nakatumiskordaja
(MOI - multiplicity of infection) korral: MOI véartused 107 kuni 10. MOI véartus véljendab

nakatumisvdimeliste virionide ja bakterite arvu suhet.
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Vedelsootmes viidi katse 1&bi kahes korduses valitud faagidega (8) erinevatest perekondadest.

Varieeruvuse tagamiseks arvestati valiku tegemisel faagide ppGpp-soltuvust tahkel s66tmel

ning perekondlikku kuuluvust. Kasutati nelja bakteritlive: metsiktivi ja A3ppGpp ning Ado ja

A4eA3ppGpp. Lihtsuse huvides ei kasutatud ARelASpoT tiive, sest selle tiive vastuvotlikkus

faaginakkusele oli tahkel s66tmel A3ppGpp tiivele sarnane. Mdlema tiive rakkudes puudub

ppGpp, sest puuduvad kdik ppGpp-d siinteesivad valgud, A3ppGpp tlvel on lisaks puudu ka
uks ennustatud SAH valk (eemaldatud geen PP_2450).
Protokoll:

1)
2)

3)

4)

5)

6)

1)
2)

3)

4)
5)

6)

a) Suuri ltdsilaike tekitavad faagid (G2 ja G4):

Bakterittvesid kasvatati tiled6 (20 h) aereerides 5 ml LB vedelso6tmes temperatuuril 20 °C.
Ule66 kasvanud bakterikultuuri optiline tihedus (ODsgo) mdddeti spektrofotomeetriga ning
lahjendati vérskesse sodtmesse nii, et arvutuslikult oleks ODsgo = 0,1. Sellest pipeteeriti 100
ul - bakterikultuuri - mikrotiiterplaadi igasse kannu. Aurustumise véltimiseks suleti
mikrotiiterplaadi kaas parafilmiga.

Baktereid kasvatati 3 h (kuni ODsg ~ 0,12) loksutamata temperatuuril 20 °C TECAN
Infinite 200 PRO masinas, et jalgida optilist tihedust.

Faagidest tehti lahjendused erinevate MOI-de (107 kuni 10) jaoks SM puhvrisse, arvestades,
et 100 pl mikrotiiterplaadi kannu bakterikultuuris (ODsso 0,12) on ligikaudu 10° rakku.
Peale 3 h kasvatamist mikrotiiterplaadil vOeti mikrotiiterplaat inkubaatorist valja ning
bakterikultuuridele lisati 10 pl sobivat faagilahjendust. Kontrollile (MOI = 0) lisati 10 pl
SM puhvrit.

Seejarel kasvatati baktereid TECAN Infinite 200 PRO masinas loksutamata tled6 (18 h) ja
ODsgo registreeriti iga 10 minuti tagant.

b) Vaikeseid ja keskmisi luusilaike tekitavad faagid (kbik faagiperekonnad v.a. G2 ja G4):
Bakterittvesid kasvatati tiled6 (20 h) aereerides 5 ml LB vedelsodtmes temperatuuril 20 °C.
300 pl tledo bakterikultuuri kulvati varskesse 5 ml LB s66tmesse ning kasvatati aereerides
temperatuuril 20 °C umbes 3,5 h kuni ODsgo ~ 1 (rakke 108/ml).

Mikrotiiterplaadile pipeteeriti kannu kohta 80 pl séddet — LB, millele oli lisatud 0,03 pg/ml
cip ja 10 mM CacCl: (Idppkontsentratsioonid).

Kui bakter oli saavutanud OD ~ 1, lisati igasse kannu 10 pl bakterikultuuri.
Bakterikultuurile lisati sobivat faagilahjendust 10 pl. Kontrollile (MOI = 0) lisati 10 pl SM
puhvrit.

TECAN Infinite 200 PRO masinas kasvatati baktereid loksutamata (ile6d (18 h) ja ODsgo

registreeriti iga 10 minuti tagant.
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2.3. Tulemused

Ké&esoleva t66 on pdhiosas vélja toodud valitud tulemused. Kdik tulemused on esitatud

Lisades 1 ja 2.

2.3.1. Poomisvastuse puudumise mdju bakterite faagitaluvusele tahkel s66tmel

Erinevate ppGpp metabolismi enstiimide osaluse uurimiseks faaginakkuse vastases kaitses
viidi tahkel so6tmel 1abi nakatamiskatsed erinevate P. putida tiivedega: metsiktlvi, ARelA,
ARelASpoT, A3ppGpp ja A2450 (voi Ado paralleelid). Nende deletsioontiivede faaginakkuse
vastuvotlikkuse vOi faagi nakatamisefektiivsuse ppGpp-soltuvuse méaaramiseks vordlesin

erinevate tivede bakterimurudega tassidele tekkivate llusilaikude hulka.

ARelA ja A2450 tiivede bakterimuruga tassidel oli faagi nakatamisefektiivsus sarnane
metsiktive tassiga. Erandina oli mones katses mérgatav nork ppGpp efekt tihes voi teises
suunas, kuid selline tulemus ei kordunud voi oli see erinevus vaiksem kui (A4¢)A3ppGpp ja
(A4p)ARelASpoT tiivede korral (Joonis 1). Seega kasutasin faagiraamatukogu sdelumisel
selguse huvides deletsioontiivesid, millel rakusisene ppGpp téielikult puudus [(A4¢)A3ppGpp
ja (A4p)ARelASpoT].

10° faagi tiiter/ml
llli oja 1 G5 10 LB
———{
ARelA = (0)
ARelASpoT (100)
A3ppGpp (100)
A2450 (0)

Joonis 1. ppGpp téielikul puudumisel on nahtav efekt faaginakkusele. G5 perekonna
bakteriofaag Illi oja 1 llusilaigud uuritud P. putida metsiktive ja ppGpp-metabolismi
enstiumide suhtes defektsete tlivede bakterimurudel. Koérval on sulgudesse lisatud faagi
nakatamisefektiivsuse erinevus vastaval tlvel metsiktiivega vorreldes. Joonise kohal on
margitud faagi tiiter, millest bakterimurule tilk kulvati. Esitatud on the iseloomuliku katse
tulemus kahest korduskatsest. Pilt on tehtud pérast 20 h kasvu temperatuuril 20 °C
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Joonistel esitatud ppGpp-sbltuvuse tugevus on kolme eraldiseisva katse tulemuste keskmine.
SeetOttu ei ole tulemuseks alati konkreetne 10-kordne véartus, mis tuleneb faagiliisaadi
lahjendusmaérast, vaid tulemused jaotuvad vastavalt: -10-0 (metsiktivi nakatub paremini kui
deletsioontiivi, vahem kui 10 korda), 0-10, 10, 10-100, 100 korda (ppGpp kaitseb baktereid
vastavalt alla 10 kuni ligi 100-kordselt).

2.3.1.1. ppGpp péarsib G1 ja G9 perekonna faagide nakatamisefektiivsust

G1 perekonna faagide puhul tdstab bakteris ppGpp puudumine faagi nakatamisefektiivsust
(Tabel 3). Viiest testitud G1 faagist kaks (G1C Nd&o 2 ja G1E R60mu 2) nakatavad P. putida
deletsioontlvesid ligikaudu 10 korda efektiivsemalt ehk keskmiselt tekib deletsioontiivede
bakterimuruga tassile lidsilaike 10 korda lahjema tiitriga nakatamisel vorreldes metsiktiive
bakteritassiga. Faagide GIA Amme 3 ja G1B Kdpa 4 puhul on samuti ndha ppGpp faaginakkust
péarssiv efekt, kuid nakatamisefektiivsuse erinevus metsiktiive ja deletsioontiive bakterimuruga
tasside vahel on vdhem kui 10-kordne. See valjendub mdlema tive puhul suuremate
litsilaikudena deletsioontiive tassidel (Joonis 2). Uks G1 perekonna faag Kassivere 1 (G1D)
nakatab deletsioontiivesid keskmiselt rohkem kui 10 korda paremini ehk deletsioontiive tassil
vOib ludsilaike néha ka kuni 100 korda lahjema faagitiitri korral kui metsiktive bakterimuruga
tassil (Joonis 2).

10°  faagi tiiter/ml 10°
10* 10*
G1A Amme 3 (0-10)
G1B Kapa 4 (0-10)
G1C N&o 2 (10)
G1E R33mu 2 (0-10)
G1D Kassivere 1 (10-100)

metsiktiivi ARelASpoT

Joonis 2. G1 perekonna faagid nakatavad ppGpp deletsioonttive kuni 100 korda lahjema
faagitiitri korral. G1 faagiperekonna faagide liiiisilaigud metsiktiive ja ARelASpoT
bakterimurudel. Esitatud on faagide Amme 3, Kdpa 4, NGo 2, Kassivere 1 ja R60mu 2 erinevate
lahjenduste llusilaigud (10-kordsed lahjendused). Faagitiiter, millest tilkkulv tehti, on margitud
joonise kohal ning deletsioontiive nakatamisefektiivsus metsiktiivega vorreldes on pildi kérval
sulgudes. Esitatud on kolmest korduskatsest ihe katse tulemused. Pilt on tehtud pérast 20 h
kasvu temperatuuril 20 °C.
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Ka G9 perekonna faagide puhul soosib ppGpp puudumine faaginakkust, kuid G9 liikide
vaheline ppGpp soltuvuse erinevus on suur. G9A liigi nakatamisefektiivsus sdltub tugevalt
ppGpp olemasolust: poomisvastuse deletsioonmutandid nakatuvad 100 korda lahjema
faagitiitri korral (Joonis 3). G9B liigi faag Mudajdgi aga s6ltub nakatamisel ppGpp-st vahe.
Faag Mudajogi puhul véaljendub ppGpp puudumise mdju selgelt suuremate ldsilaikudena

deletsioontlve bakterimuruga tassidel metsiktuve tassidega vorreldes (Joonis 3).

10°  faagi tiiter/ml 10°

G9A Kurepalu 2 @ Ihei N0 E‘ ‘l_. ‘ ";- (100)

metsiktiivi ARelASpoT

Joonis 3. G9 perekonna faagide ppGpp deletsioontivesid metsiktivest efektiivsemalt. G9
perekonna faagide liitisilaigud metsiktiive ja ARelASpoT bakterimurudel. Esitatud on faagide
Kurepalu 2, Mudaj6gi ja Pori 3 erinevate lahjenduste lidsilaigud (10-kordsed lahjendused).
Faagitiiter, millest tilkkllv tehti, on margitud joonise kohal ning deletsioontiive
nakatamisefektiivsus metsiktivega vorreldes on pildi kdrval sulgudes. Esitatud on kolmest
korduskatsest Uihe iseloomustava katse tulemused. Pilt on tehtud pérast 20 h kasvu temperatuuril
20 °C.

2.3.1.2. Suuri lutsilaike moodustavad faagid perekondadest G2 ja G4
sOltuvad ppGpp-st vahe

G2 perekonna faagidele avaldab ppGpp kontsentratsioon véahe mdju. 18 faagist 16 (89%)
nakatamise efektiivsus on deletsioontiive bakterimuruga tassidel vaid kuni 10 korda suurem
ehk erinevate faagitiitrite arv, milles lulsilaike on néha, on deletsioontiive ja metsiktilve vahel
sarnane (Lisa 1, Tabel 1). Poomisvastuse puudumise véike positiivne efekt nende faagide
nakatamisefektiivsusele véljendub suuremate llusilaikudena deletsioontiive bakterimurul kui
metsiktiive tassil. Sellised faagid on nditeks G2A Hammaste oja 5, G2B Keila jogi ja G2C
Vasula jarv (Joonis 4). Erand on G2A faag Keeri, mille nakatamisefektiivsus on ppGpp
puudumisel vastupidi halvem, kuid see efekt on siiski vadike ning ei kordu igas katses.
Keskmiselt nakatab Keeri deletsioontiivesid metsiktuvest siiski kuni 10 korda halvemini

(Joonis 4). Kdikide G2 perekonna faagide ludsikatsete tulemused on toodud Lisa 1 Joonisel 2.
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10°  faagi tiiter/ml 10°

101 \w

G2A Hammaste oja 5 (0-10)
G2B Keila j5gi (0-10)
G2C Vasula jarv (0-10)
G2A Keeri (-10-0)

metsiktiivi A3ppGpp

Joonis 4. ppGpp puudumisel on G2 perekonna faagide nakatamisefektiivsusele vaike
moju. Valitud G2 faagiperekonna faagide liitisilaigud metsiktiive ja A3ppGpp bakterimurudel.
Esitatud on faagide Hammaste oja 5, Keila jogi, Vasula jarv ja Keeri erinevate lahjenduste
ldusilaigud (10-kordsed lahjendused). Faagitiiter, millest tilkkilv tehti, on margitud joonise
kohal ning deletsioontiive nakatamisefektiivsus metsiktiivega vorreldes on pildi kdrval
sulgudes. Esitatud on kolmest korduskatsest tihe v6i kahe (Keeri) iseloomustava katse tulemus.
Pilt on tehtud parast 20 h kasvu temperatuuril 20 °C.

G4 perekonna faagide nakatamisefektiivsusele on ppGpp puudumisel vidike mdju. Uhel
perekonda G4 kuuluval faagil kahest (G4A Emajdgi) ilmnes, et ppGpp soodustab faaginakkust,
kuid see efekt oli pigem véike. See tahendab, et mdnel katsel ilmnesid ludsilaigud faag
Emajb6giga metsiktiive rakkude nakatamisel 10 korda lahjema faagitiitri korral kui
deletsioontlve bakterirakkude nakatamisel, kuid see ei kordunud igas katses (Joonis 5). G4B
faag Luke 1 nakatamisefektiivsusel puudub seos ppGpp rakusisese kontsentratsiooniga (Joonis
5).

10°  faagi tiiter/ml 10°
10* 10*

metsiktiivi ARelASpoT

Joonis 5. ppGpp avaldab G4 faagide nakatamisefektiivusele vahe mdju. G4 perekonna
faagide liisilaigud metsiktiive ja ARelASpoT bakterimurudel. Esitatud on faagide Emajdgi ja
Luke 1 erinevate lahjenduste lutsilaigud (10-kordsed lahjendused). Faagitiiter, millest tilkktlv
tehti, on margitud joonise kohal ning deletsioontlive nakatamisefektiivsus metsiktivega
vorreldes on pildi kdrval sulgudes. Esitatud on kolmest korduskatsest tihe iseloomustava katse
tulemused. Pilt on tehtud pérast 20 h kasvu temperatuuril 20 °C.
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2.3.1.3. ppGpp ei avalda mdju profaag-tundlike G3 perekonna faagide
nakatamisefektiivsusele

Sarnaselt G4B faag Luke 1 nakkusele, ei avalda ppGpp kontsentratsioon méju ka G3 perekonna
faagidele. Perekonnas on ka erandlik faag Aura (lilkk G3A), mille nakatamisefektiivsusele
mdjub ppGpp positiivselt (Joonis 6). Kdikide G3 perekonna faagide lutsikatsete tulemused on
toodud Lisas 1 (Lisa 1, Joonis 3).

10°  faagi tiiter/ml 10°
10* 10!
G3A Aura (-10-0)
G3B Pori 4 (0)
G3C Lauda oja 3 (0)

D4 D4QARelASpoT

Joonis 6. G3 perekonna faagide nakkusele ppGpp valdavalt mgju ei avalda. Valitud G3
perekonna faagide ltdsilaigud metsiktive ja A4@ARelASpoT bakterimuruga. Esitatud on
faagide Aura, Pori 4 ja Lauda oja 3 erinevate lahjenduste ltusilaigud (10-kordsed lahjendused).
Faagitiiter, millest tilkkllv tehti, on margitud joonise kohal ning deletsioontiive
nakatamisefektiivsus metsiktivega vorreldes on pildi kdrval sulgudes. Esitatud on kolmest
korduskatsest Uhe iseloomustava katse tulemused. Pilt on tehtud pérast 20 h kasvu temperatuuril
20 °C.

2.3.1.4. G5 perekonna faagide nakatamisefektiivsus on enamasti ppGpp
poolt parsitud

Uldiselt G5 perekonna faagidel soosib ppGpp puudumine faaginakkust (Lisa 1, Tabel 1). G5
perekonna Uheksal faagil (35% G5 faagidest) on nakatamisefektiivsus ppGpp puudumisel
(deletsioontlivede tassidel) isegi kimme kuni 100 korda tugevam kui ppGpp olemasolul
(metsiktuve tassil). 12 faagi korral tagab ppGpp ligi 10-kordse kaitse ning nelja faagi
nakatamisefektiivsus sdltub ppGpp kontsentratsioonist vaid vahesel méaral, mis valjendub vaid
deletsioontiivede rakkudega tassidel suuremates lutsilaikudes (Joonis 7). Erand perekonnas G5
(ja G5B liikide hulgas) on faag Mdra jogi 3, mille nakatamisefektiivsus ei soltu ppGpp

kontsentratsioonist ldse (Lisa 1, joonis 4). Kdikide faagide tulemused on toodud Lisas 1.



10°  faagi tiiter/ml 10°

10* 10*
G5A Erra muld S1 _ (100)
G5B Laguja oja 2 — (10)
G5C Hammaste oja 2 _ (0-10)
G5D Bot aed _ (10)

metsiktiivi ARelASpoT

Joonis 7. ppGpp puudumine soosib G5 faagide nakkust. Valitud G5 perekonna faagide
luiisilaigud metsiktiive ja ARelASpoT bakterimurudel. Esitatud on faagide Erra muld S1,
Laguja oja 2, Hammaste oja 2 ja Bot aed erinevate lahjenduste lldsilaigud (10-kordsed
lahjendused). Faagitiiter, millest tilkkulv tehti, on mérgitud joonise kohal. Esitatud on kolmest
korduskatsest Uihe iseloomustava katse tulemused. Pilt on tehtud parast 20 h kasvu temperatuuril
20 °C.

2.3.1.5. Perekonnasisene ppGpp-soltuvuse varieeruvus on G6, G7 ja G8
perekondades vaike

G6 perekonna faagide nakatumisefektiivsusele avaldab ppGpp puudumine mdlema liigi puhul
tugevat positiivset moju. Perekonda kuuluvate bakteriofaagide nakatamisefektiivsus on ppGpp
deletsioontiivedel tle kiimne korra suurem kui metsiktivel. Faag Luke 3 (liik G6A) nakatab
deletsioontiivesid ligikaudu 100 korda efektiivsemalt kui metsiktive. Faag IPA 2 (lilk G6B)
nakatamisel on ppGpp m&ju mdnevorra vaiksem, kuid keskmiselt siiski 10-100 korda. Lisaks
on mdlema faagi tekitatud ltiusilaigud deletsioontiivede bakterimurul suuremad kui metsiktiive

tassil (Joonis 8).

06
10* 10*

[y

10°  faagi tiiter/ml

G6A Luke 3 (100)

G6B IPA 2 (10-100)

metsiktiivi A3ppGpp

Joonis 8. G6 perekonna faagide nakatamisefektiivsusele on ppGpp-l suur mdju. G6
perekonna faagide liilisilaigud metsiktiive ja A3ppGpp bakterimurudel. Esitatud on faagide
Luke 3 ja IPA 2 erinevate lahjenduste llisilaigud (10-kordsed lahjendused). Faagitiiter, millest
tilkkalv tehti, on mérgitud joonise kohal ning nakatamisefektiivsus metsiktiivega vorreldes on
pildi kdrval sulgudes. Esitatud on kolmest korduskatsest iihe iseloomustava katse tulemused.
Pilt on tehtud pérast 20 h kasvu temperatuuril 20 °C.
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G7 ja G8 perekonna faagide nakatamisefektiivsusele avaldab ppGpp kontsentratsioon vaid vahe
mdju. G7A faag Kalliojaga nakatamisel moodustuvad ppGpp puudusel suuremad ludsilaigud,
kuid ltdsilaikude arv tuvede vahel ei erine (Joonis 9). Perekonna teine faag G7B Kompost 2
nakatab deletsioontlvesid 10 korda efektiivsemalt kui metsiktiive. G8 perekonna ainsa faagi
Kurepalu 1 nakkusele on ppGpp puudumine samuti ndrgalt positilvse mdjuga, nakatades

deletsioontiivesid metsiktiivest vdhem kui 10 korda paremini (Joonis 9).

10°  faagi tiiter/ml 10°
10* i
G7A Kallioja o * - ‘ | (0-10)
El
G7B Kompost 2 4 - (10)
=M
G8A Kurepalu 1 D. & [. . s.' 1 e (0-10)
metsiktiivi ARelASpoT

Joonis 9. G7 ja G8 perekonna faagide nakatamisefektiivsusele on ppGpp mdju vaike. G7
ja G8 perekonna faagide liilisilaigud metsiktiive ja ARelASpoT bakterimurudel. Esitatud on
faagide Kallioja, Kompost 2 ja Kurepalu 1 erinevate lahjenduste ludsilaigud (10-kordsed
lahjendused). Faagitiiter, millest tilkkilv tehti, on margitud joonise kohal ning
nakatamisefektiivsus metsiktiivega vorreldes on pildi kdrval sulgudes. Esitatud on kolmest
korduskatsest Uihe iseloomustava katse tulemused. Pilt on tehtud pérast 20 h kasvu temperatuuril
20 °C.

Llusikatsetes tahkel s66tmel on ppGpp moju faagiresistentsusele varieeruv (Joonis 10), kuid
enamiku faagide korral (74% faagidest) ppGpp takistab faaginakkust. Samuti erineb faagide
ppGpp-sdltuvus nii perekondade vahel kui ka perekonnasiseselt. Keskmiselt oli ppGpp-I
vaiksem efekt nditeks G2 ja G3 perekonna faagide nakatamisefektiivsusele, G5 perekonnas
esines aga mitmel faagil tugev soltuvus ppGpp-st (Lisa 1, Tabel 1). Perekonnasiseselt on
ppGpp-sdltuvuse tugevus sarnane perekondades G2, G3, G4, G6 ja G7. ppGpp poolt
faaginakkusele avaldatava efekti maar oli varieeruvam perekondades G1, G5 ja G9. Lisaks
esines varieeruvust ppGpp mdju osas ka liigisiseselt, mida ilmestavad eriti G5B liigi faagide
tulemused (Lisa 1, Tabel 1).
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/ Suur nakkust
parssiv efekt

4 20%
Vaike nakkust Keskmine
parssiv efekt nakkust
30% parssiv efekt
24%

Joonis 10. Uldiselt kaitseb ppGpp faaginakkuse vastu. Uuritud faagide jaotumine ppGpp
mdju alusel. 21 faagi nakkuse puhul (30%) on ppGpp kaitsev mdju bakterile vaike, alla 10-
kordne efekt. 17 faagile (24%) avaldas ppGpp keskmist mdju ehk suurendas bakteri elumust
ligi 10 kordselt. Suurt mdju avaldas ppGpp 14 faagile (20%), mille puhul ppGpp kaitse oli
rohkem kui 10-ne kuni ligi 100-kordne. ppGpp ei avalda aga mdju 15 faagile (22%) ning kolme
faagi (4%) puhul poomisvastus vastupidi soodustab vahesel maéaral faaginakkust (kordaja -10-
0).

2.3.2. Poomisvastuse moju bakterite faagitaluvusele vedels6otmes

Tahkel s66tmel faaginakkuse sdltuvuse vaatlemine v6ib jadda ebamaaraseks, sest ludsilaikude,
eriti nende suuruse arvestamine on hinnanguline. Samuti vdib lahja faagitiitri korral sattuda
faagipartikkel igasse 1,5 pl tilka veidi juhuslikkuse alusel, mis ei pruugi peegeldada tlve
tundlikkust ja voib seega keskmist ppGpp-s6ltuvust vahesel méaral mdjutada. Selleks, et
tdpsemalt mdota faagide nakatamise sdltuvust raku ppGpp tasemest, mdddeti faagiga nakatatud
bakterite kasvukoveraid ka vedelsédtmes, mis vBimaldavad tapsemalt jélgida faaginakkuse
dunaamikat. Selleks valiti valja 8 faagi erinevatest perekondadest nii, et esindatud oleksid
erinevad ppGpp-soltuvuse madrad. Vedelsodtmes kasvatamisel naitab ppGpp s6ltuvuse efekti
P. putida metsiktiive (vOi Ado) ja (A4p)A3ppGpp tuve kasvukdverate vordlemine erinevate
nakatumiskordajate (MOI-de) korral. Kaheksa faagiga nakatamisel saadud kasvukdverad on
peatiikkidesse jaotatud perekondliku kuuluvuse alusel.
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2.3.2.1. ppGpp kaitseb G1 perekonna faagide Kdpa 4 ja Kassivere 1
nakkuse vastu vedelso6tmes suurel maaral

G1 perekonna faagidega viidi vedelkatsed l&bi, et selgitada tahkel s66tmel saadud tugevat
ppGpp kaitseefekti. Faagid Kdpa 4 (G1B) ja Kassivere 1 (G1D) nakatavad mdlemad
vedelsootmes metsiktiive vdhem kui A3ppGpp tliive. Mdlema faagi nakkus oli ppGpp
puudumisel 10 kuni 100 korda suurem (Joonisel 11 on esitatud bakterite kasvukdverad
Kassivere 1 faagiga nakatamisel, kasvukdverad Kdpa 4 faagiga nakatamisel on toodud Lisas 2
Joonisel 1). Kassivere 1 faagi juuresolekul madala MOI viaartusega (10°?) kasvasid nii A3ppGpp
tiive kui ka metsiktiive rakud. Kiimme korda kangema MOI korral A3ppGpp tiivi enam kasvada

ei suutnud. Veel 10 korda kangema MOI korral ei kasvanud kumbki tivi.

Kasv ilma faagita Kassivere 1 MOl 102
1.2 1.2
1 1
£038 - s £ 0.8
2 05 / 2 05
8 0.4 = 8 0.4
0.2 - 0.2
| —— [
0 120 240 360 480 600 720 0 120 240 360 480 600 720
Aeg (min) Aeg (min)
Kassivere 1 MOl 10 Kassivere 1 MOI 1
1.2 1.2
1 1
E 0B Eos
2 0.6 2 0.6
[¥el L
504 204
0.2 - 02 &
. g ¥
4] 120 240 360 480 600 720 4] 120 240 360 480 500 720
Aeg (min) Aeg (min)

. metsiktiivi Q A3ppGpp

Joonis 11. Metsiktivi talub faag Kassivere 1 nakkust 10 korda paremini Kkui
poomisvastuse suhtes defektne tlvi. Metsiktiive (sinine) ja A3ppGpp (oranz) tiive
kasvukdverad G1D faag Kassivere 1-ga nakatamise jargselt erinevate MOI-de korral (hes
vedelsodtme katses. Veapiirid tahistavad standardhélvet kolme paralleeli keskmisest. X-teljel
on aeg minutites, Y-teljel vastaval ajahetkel méddetud OD lainepikkusel 580 nm. Toodud on
kahest kolme tehnilise paralleeliga katsest tihe iseloomustava katse tulemused.
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2.3.2.2. G2 perekonna faagid nakatavad vedels66tmes poomisvastuse
mutanti efektiivsemalt kui metsiktiive

G2 perekonna faagid valiti vedels6otme katsesse, et selgitada nérga ppGpp kaitse tagamaid.
G2A liigi faagi Hammaste oja 5 vedelsootme katse nditas, et ppGpp tagab bakterile 10- kuni
100-kordse kaitse (Joonis 12). Nii A3ppGpp tiive kui ka metsiktiive rakud kasvasid Hammaste
oja 5 viga madala nakatamiskordajaga nakatamisel (MOI 107), kuid kiimme korda kangema
MOI korral A3ppGpp tiivi enam ei kasvanud. Ka nakatamiskordajaga MOI 107 nakatamisel
kasvasid vaid metsiktiive rakud (ei ole joonisel ndidatud). Metsiktuvi ei suutnud kasvada alles
MOI 1072 nakatamisel. Ka G2A faag Keeri vedelsootme katse tulemused niitavad ppGpp 10

kuni 100-kordset parssivat moju faaginakkusele (Lisa 2, Joonis 2).

Kasv ilma faagita Hammaste oja 5 MOI 10

80 nm
(=]
oo

8 0.6
Q04
0.2
0
0 120 240 360 420 600 720 0 120 240 360 480 600 720
Aeg (min) Aeg (min)
Hammaste oja 5 MOI 104 Hammaste oja 5 MOI 10

0D 580 nm
o o oo
[ R S ]

0 120 240 360 420 600 720 0 120 240 360 480 600 720

Aeg (min) Aeg (min)

. metsiktiivi O A3ppGpp

Joonis 12. Hammaste oja 5 nakatab poomisvastuseta rakke 100 korda paremini kui
metsiktive. Metsiktiive (sinine) ja A3ppGpp (oranz) tiive kasvukdverad G2A faag Hammaste
oja 5-ga nakatamise jargselt erinevate MOI-de korral teises vedelsd6tme katses. Veapiirid
tdhistavad standardhélvet kolme paralleeli keskmisest. X-teljel on aeg minutites, Y-teljel
vastaval ajahetkel mdddetud OD lainepikkusel 580 nm. Toodud on kahest kolme tehnilise
paralleeliga katsest tihe iseloomustava katse tulemused.

2.3.2.3. G3 perekonna bakteriofaag Aura vajab efektiivsemaks
nakatamiseks poomisvastuse olemasolu

G3A faagi Aura valisin vedelsottme katsesse, kuna see on Uks véhestest faagidest

faagiraamatukogus, mille nakatamisefektiivsust ppGpp puudumine hoopis véhendab. Aura
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faagiga nakatamisel mdddetud kasvukoverad tbestasid, et ppGpp puudumine tdepoolest
vahendas faaginakkuse efektiivsust (nakatumisefektiivsus ppGpp puudumisel kuni 10 korda
vdiksem) (Joonis 13). Kuigi efekt on véike, oli see korduvalt samavaérne. Nii Ado kui ka
A4pA3ppGpp tiive rakud kasvasid katses MOI 1073 vaartusel faagiga nakatamisel, kuid kiimme
suurema faagi hulgaga kasvas A4@A3ppGpp tiivi halvemini. Veel 10 korda kangema MOI (10
1y korral oli mdlema tiive kasv tugevalt hairitud. Kérge nakatumiskordajaga nakatamisel (MOI
1) ei kasvanud enam kumbki tivi tldse (ei ole ndidatud).

Kasv ilma faagita Aura MOI 102

0D 580 nm

600

Aura MOI 10 Aura MOI 101

0D 580 nr

Aeg (min Aeg (min)

® 249 @ n49n3ppGpp

Joonis 13. Faag Aura nakatab A4¢ tiive vihesel maaral paremini kui A4pA3ppGpp tiive.
A4 (sinine) ja A4eA3ppGpp (oranz) tiivede kasvukoverad G3A faag Aura-ga nakatamise
jargselt erinevate MOI-de korral esimeses vedels66tme katses. Veapiirid tahistavad
standardhélvet kolme paralleeli keskmisest. X-teljel on aeg minutites, Y-teljel vastaval
ajahetkel mdodetud OD lainepikkusel 580 nm. Toodud on kahest kolme tehnilise paralleeliga
katsest (ihe iseloomustava katse tulemused.

2.3.2.4. ppGpp kaitseb G5 perekonna bakteriofaagide Erra muld S1

ja Laguja oja 2 vastu vedelsootmes vaid vahesel maaral

G5 perekonna faagide tugeva ppGpp-s6ltuvuse uurimiseks kaasasin vedels66tme katsesse ka

faagid Erra muld S1 ja Laguja oja 2, vastavalt liikidest G5A ja G5B. Erra muld S1

kasvukoverate mdotmisel ilmnes, et nii A3ppGpp tiive kui ka metsiktiive rakud kasvasid MOI

10 korral virdvaarselt, kuigi aeglasemalt kui faaginakkuseta katses (Joonis 14). Kiimme korda

kangema faagitiitriga nakatamisel (MOI 1) ei suutnud A3ppGpp tiivi 12 tunni jooksul kasvama

hakata, samas kui metsiktiivi suutis mingil madral kasvada. Veel 10 korda kangema
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nakatamiskordaja puhul, kui 1 bakteriraku kohta oli arvutuslikult 10 faagipartiklit, ei kasvanud
kumbki ttvi. Seega on ppGpp moju faagi nakatamisefektiivusele vaike, parssides faaginakkust
vaid vdga véhesel méaral (nakatamisefektiivsus 0-10 korda tugevam ppGpp puudumisel, Joonis
14). Veel enam, G5B faag Laguja oja 2 kummaski vedelstédtme katses ei mdjutanud ppGpp
faaginakkust ja erinevate nakatumiskordajate korral olid deletsioontive ja metsiktive

kasvukoverad alati sarnased (Lisa 2, Joonis 3).
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Joonis 14. Faag Erra muld S1 nakatamisefektiivsusele on ppGpp mdju vaike. Metsiktiive
(sinine) ja A3ppGpp (oranz) tiive kasvukdverad G5A Erra muld S1-ga nakatamise jargselt
erinevate MOI-de korral teises vedelsdotme katses. Veapiirid tahistavad standardhalvet kolme
paralleeli keskmisest. X-teljel on aeg minutites, Y-teljel vastaval ajahetkel moddetud OD
lainepikkusel 580 nm. Toodud on kahest kolme tehnilise paralleeliga katsest (ihe iseloomustava
katse tulemused.

2.3.2.5. ppGpp mdjutab G9 perekonna bakteriofaag Kurepalu 2
nakatamisefektiivsust vedels6otmes vahesel mééral

G9 perekonna faag Kurepalu 2 valiti vedels6dtme katsesse tugeva ppGpp-soltuvuse tottu
tardsootmes, ent vedels66tmes nakatades mdjutab ppGpp selle faagi nakatamisefektiivsust vahe.

Iseloomustava tulemuse graafikud on toodud Lisa 2 Joonisel 4.
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2.4. Faagiraamatukogu ppGpp-s6ltuvus on varieeruv
Ldplike jarelduste tegemiseks faagiraamatukogu ppGpp-s6ltuvuse kohta vardlesin agarsdétmel
bakterimuruga tassidel labiviidud lluUsikatseid vedelséotmes mdddetud kasvukdverate
tulemustega. Enamasti sai tahkel s66tmel saadud ppGpp mdju faaginakkusele vedels6otme

katsetega kinnitust, kuigi mdju tugevus oli mdnel juhul erinev.

Kahel faagil kaheksast avaldas ppGpp faaginakkusele sarnast méju nii vedelas kui tahkel
sootmel (Tabel 3). Katsed vedelsddtmes kinnitasid vastavalt ppGpp keskmist kaitseefekti G1D
faagi Kassivere 1 suhtes ning ndrka faaginakkust soodustavat efekti G3A faagi Aura suhtes.
Kuuel faagil kaheksast erines ppGpp poolt faaginakkusele avaldatav mdju tugevus vedelas ja
tahkel s66tmes. Kusjuures, faagi Keeri puhul selgus, et kuigi tahkel sé6tmel ndis ppGpp
nakkusefektiivsust ~ suurendavat, siis  vedels60tmes  vdhendas ppGpp  Keeri
nakatamisefektiivsust ronkem kui 10 korda.

Tabel 3. T66 pdhiosas véljatoodud faagide nakatamisefektiivsuse maar tahkel ja vedelas
sootmes.

Faag Liik | ppGpp kaitse tugevus ppGpp kaitse tugevus
tahkel so6tmel vedelsfotmes

Kopa 4 G1B | 0-10 10-100

Kassivere 1 G1D |10-100 10-100

Amme 3 Gl1A |0-10

Noo 2 G1C |10

R&6mMu 2 GlE |10

Hammaste oja 5 G2A | 0-10 10-100

Keeri G2A | -10-0 10-100

Keila jogi G2B | 0-10

Vasula jarv G2C | 0-10

Aura G3A |[-10-0 -10-0

Pori 4 G3B |0

Lauda oja 3 G3C |0

Erra muld S1 G5A | 100 0-10

Laguja oja 2 GbB |10 0

Hammaste oja 2 G5C | 0-10

Bot aed G5D |10

Luke 3 G6A | 100

IPA 2 G6B | 10-100

Kallioja G7A | 0-10

Kompost 2 G7B |10

Kurepalu 1 G8A | 0-10

Kurepalu 2 G9A | 100 0-10

Pori 3 G9A | 100

Mudaj6gi G9B | 0-10
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3. Arutelu
3.1.ppGpp puudumine vahendab bakteri faagitaluvust

Erinevate ppGpp metabolismiensutmide deletsioontliivede vordluses erinesid faaginakkusele
vastuvotlikkuse  poolest metsiktivest enim  deletsioontived (A4¢@)ARelASpoT ja
(A49)A3ppGpp. See oli ka eeldatav, sest erinevalt ARelA voi A2450 tiivedest, ei suuda need
tived Uldse ppGpp-d siinteesida, sest mdlema genoomist on puudu mdlemad ppGpp siinteesiks
vBimelised enstiimid RelA ja SpoT. Kuna nende kahe tlive puhul vdis efekti ndha 74% testitud
faagidega, vOib jareldada, et ppGpp kaitseb enamuse faagide vastu (Lisa 1, Tabel 1). Sellest
omakorda on vOimalik jareldada, et poomisvastus kaitseb faaginakkuse korral ka P. putida-t,
nagu on varem Kirjeldatud katsetes E. coli-ga (Nowicki et al., 2013). Jareldusi kinnitavad
tulemused, mis naitavad ppGpp sunteesiks vBimeliste deletsioontivede (A4¢p)ARelA ja
(A49)A2450 faaginakkusele vastuvotlikkuse sarnasust metsiktiivega, erinedes samal ajal teiste,
ppGpp stinteesiks voimetute deletsioontiivede tulemustest (Lisa 1, Joonis 1). Mdlemad tuved
on vBimelised stinteesima enstiimi SpoT ning A2450 tiivi lisaks ka valku RelA, mistdttu on
ppGpp slntees neil tivedel tagatud. Seetdttu ei erine nende tlvede nakatumine
markimisvéarselt metsiktivest. Minu tulemustest saab jareldada, et ensium SpoT
kompenseerib ARelA tiive puhul efektiivselt ppGpp sunteesi puudujadgi faaginakkuse

olukorras.

Teada on, et enstiimid RelA ja SpoT reageerivad erinevate stressiallikate korral erinevalt, mis
mdjutab ka enstitimide ppGpp stinteesi voimet (kdesoleva to0 kirjanduse tilevaade, Atkinson et
al., 2011), kuid seni pole pohjalikult vorreldud RelA ja SpoT ppGpp sunteesi efektiivsust
faaginakkuse korral. Kahjuks ei ole SpoT geeni deleteerimine vdimalik (Xiao et al., 1991),
muidu oleks huvitav teha veel katseid ASpoT tiivega ning vorrelda, kas see tlivi erineb kuidagi
teistest faaginakkusele vastuvotlikkuse suhtes. Selleks, et rakkudes tbsta ppGpp taset
metsiktivest kdrgemale, saaks katset labi viia seriin-hiidroksamaadiga. Nimelt on katsetes
naidatud, et seriin-hiidroksamaadi lisamine s60tmesse indutseerib RelA aktivatsiooni, mille

tagajarjel ppGpp tase rakkudes tduseb (Vogeleer & Létisse, 2022).

PP_2450 on vaid ennustatud SAH valk (Atkinson et al., 2011) ja tegelikku ppGpp
lagundamisefektiivsust ei ole sel valgul tGestatud. Seega ei ole kindel, et PP_2450 geeni
eemaldamine (ldse rakusisest ppGpp taset mdjutab. Kuna A2450 tiive vastuvotlikkus
faaginakkusele on katsetes sarnane nii ARelA kui ka metsiktiivega (Lisa 1, Joonis 1), v6ib
jareldada, et ennustataval SAH valgul PP_2450 puudub mérkimisvaarne roll faagide vastases

kaitses, isegi kui tal on ppGpp lagundamise voimekus. Seda kinnitab veel ARelAASpoT ja
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A3ppGpp tiivede sarnasus nakkusele vastuvotlikkuses, sest tiivesid eristab vaid A3ppGpp
genoomist puuduv PP_2450 valk.

3.2. Erinevused poomisvastuse mdjus faagitaluvusele tahkel ja vedelas

sootmes
Katsed vedelsdotmes kinnitasid tahkel so6tmel saadud ppGpp mdju suunda seitsme faagi puhul
kaheksast (Tabel 3), kinnitades Uhtlasi ka ppGpp-s6ltuvate faagide esinemist, mis oli ka
vedelsootme katse eesmark. Siiski erines see ihe faagi puhul: G2A Keeri oli tahkel s66tmel
labi viidud llusikatsetes ppGpp-st vahesel madral positiivselt, vedelsodtme katsetes tugevalt
negatiivselt soltuv (Lisa 2, Joonis 2). Lisaks, teiste faagide puhul oli mdju suund kall sama,
kuid kuuel faagil erines ppGpp-soltuvuse tugevus tahkel ja vedelas s66tmes. Neist kolmel faagil
mdjutas ppGpp faaginakkust vedelsédtmes tugevamalt ja kolmel ndrgemalt kui tahkel s66tmel

keskmiselt.

Tulemuste erinevus vaib tuleneda mitmest asjaolust. Esiteks, bakteri interaktsioonid faagidega
tahkel substraadil kasvades erinevad olukorrast, kus bakter kasvab vedelikus vabalt. Tahkel
so6tmel on bakter paremini kaitstud biofilmi maatriksi t6ttu, mille heterogeensus piirab faagide
difundeerumist bakteriteni (Flemming ja Wingender, 2010). Ka bakteri pinnaomadused tahkel
ja vedelas s60tmes erinevad kohati Uksteisest (Costerton et al., 1995). Sellised erinevused
vBivad mdjutada ppGpp taset metsiktlve rakkudes. Kui mdne faagi puhul on ppGpp-séltuvus
sarnane nii vedelas kui tahkel s6tmel, vdib oletada, et nakatamine ei sdltu nende faagide puhul

raku omadustest, mis muutuvad.

Et oleks vdimalik vorrelda, kas tahkel sodtmel esinevad perekonna- voi liigisisesed erinevused
on sarnased ka vedelsdotmes, tuleks vedelsdotmes ka teiste faagidega katseid labi viia.
Vedelsootmes testitud faagide puhul on perekonnasisene erinevus véike voi puudub (Tabel 3),
kuid vaikese valimi tdttu ei saa vaita, et see on reegel, mitte juhus. Siiski nditas katse tahkel
s06tmel enamasti ppGpp moju &ra, kuigi efekti tugevus oli mdnikord erinev. Seega sobib

kiiremaks faagiraamatukogu sdelumiseks katset 1abi viia ka tahkel sé6tmel.

3.3. Faagikollektsiooni faagide ppGpp-soltuvus on varieeruv

3.3.1. ppGpp faaginakkuse vastane kaitsev efekt on varieeruv

Alarmoon ppGpp deletsioontuvesid (A4p)ARelAASpoT ja (A49)A3ppGpp nakatasid tahkel
so6tmel metsiktivest paremini 74% soelutud faagidest (Lisa 1, Tabel 1). Kuna deletsioontiived

erinevad metsiktiivest vaid ppGpp siinteesi voimekuse poolest (ARelAASpoT ja A3ppGpp ei
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ole vdimelised ppGpp-d slinteesima), siis jarelikult kaitses just ppGpp metsiktiive faaginakkuse
eest. Kuna ppGpp-l oli katsetes kaitsev efekt 74% juhtudest, voib jareldada, et ppGpp-l on
oluline roll faagivastases kaitses.

ppGpp kaitsev mdju nende faagide nakkuse suhtes oli aga varieeruv. 70-st faagist mojus ppGpp
nakkusele parssivalt 21 faagile véhesel, 17 faagile keskmisel ja 14 faagile suurel mééaral (Lisa
1, Tabel 1). Seega pole ppGpp faagivastase kaitse tagamisel alati vdrdse efektiivsusega, kuid
peaaegu poolte sbelutud faagide korral on ndha ppGpp 10-100-kordset kaitsvat efekti:
metsiktivi suutis katsetes elada 10-100 korda suurema faagitiitri korral kui deletsioontiived

(ARelAASpoT ja A3ppGpp). Seega tagab ppGpp iildiselt faagide vastu kaitse.

Nelja faagi puhul 70-st oli efekt aga vastupidine: mdnel deletsioontiive bakterimuruga tassil
esines vahem ludsilaike voi need olid vaiksemad kui metsiktiive omadel. Selle pdhjuseks voiks
olla, et need faagid kasutavad ppGpp-d vdi poomisvastust enda kasuks ara, suurendades selle
abil oma virulentsust vGi vajavad efektiivsemaks nakatamiseks ppGpp (vdi seda slinteesivate
valkude) olemasolu. ppGpp faaginakkust soodustav mdju oli nende faagide puhul siiski véike
(vahem kui kimnekordne efekt) ning sellist efekti voib pidada erandlikuks. K&ik neli faagi
kuuluvad perekondadesse, kus ppGpp mdju faaginakkusele on pigem véike. Siiski leidsid
agarsootmel saadud tulemused neist the faagi (G3A Aura) puhul kinnitust ka vedelsé6tmes
(Tabel 3). Sarnaselt neile tulemustele, on varasemalt nédidatud okslidatiivse stressi vastuse
vajalikkus faaginakkuseks Campylobacter jejuni nakatamisel T4-tliiipi faagiga (Sacher et al.,
2018). Seega on ka varem ndidatud, et bakteri stressivastused vdivad olla efektiivseks
faaginakkuseks vajalikud ja sarnaselt C. jejuni nakatamiskatsetes nahtule (Sacher et al., 2018),

vOib ka poomisvastus olla mdne faagi puhul nakkuseks vajalik.

15 faagi korral (22%) ei tbestanud katsed tahkel sootmel keskmiselt ei ppGpp kaitsvat ega
faaginakkust soodustavat mdju. See annab veidi tugevust juurde selle t66 tulemustele — kuna
kdik faagid ei sBltu ppGpp-st, kinnitavad nende faagidega saadud tulemused, et ppGpp
deletsioontiivede elumus on suurema ppGpp-sdltuvusega faagide puhul halvem faaginakkuse,
mitte aga muu kaudse asjaolu tottu. Kui koikide faagide puhul oleks ppGpp-l faaginakkust
parssiv efekt, oleks suure tdendosusega tegemist just ppGpp puudumisest tingitud kaudse
efektiga deletsioontiivede elumusele, mida on varasemalt ndidatud (Dalebroux et al., 2010).
MGju puudumine vOib siiski mdne faagi puhul olla ndiline ning tingitud Kkatsete
detektsioonipiirist. Katsetes on vahepealse tulemuse aluseks ltisilaigu suurus, mis on pigem
hinnanguline vaartus. Tdpsemate tulemuste saamiseks tuleks lisaks labi viia katsed vaiksema

kordsusega lahjendusmééraga (naiteks kahekordsete lahjenduste rida). Nii oleks v6imalik
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tuvastada ka vaga véikest efekti ning samuti tdpsemalt kaardistada faagide jaotumist ppGpp

tundlikkuse alusel.

3.3.2. ppGpp-s6ltuvus varieerub erinevatel perekondadel erineval maaral
Testitud faagiperekondadest olid Ghtseimad perekonnad G2 ja G3 (perekondades vastavalt 18
ja 11 faagi), mille nakatamisefektiivsusele oli ppGpp mdju keskmiselt vaike voi puudus (Lisa
1, Tabel 1). Kuna G2 perekonnas olid enamus faagid samast liigist, siis on vahene erinevus
eeldatav, sest liigisiseselt erinevad faagide genoomijdrjestused vaid 5% osas. Arvuliselt
vaiksema faagide esindatusega perekondade kohta, kus varieeruvus oli véike (G4, G6, G7, G8),
ei ole vaikese valimi tdttu voimalik perekonnalleseid jareldusi teha (Lisa 1, Tabel 1).
Faagiraamatukogu tdiendamisel saaks tdpsemaid jareldusi teha ka nende faagiperekondade
kohta.

ppGpp mdju suhtes varieeruvamaks vdib pidada perekondi G1, G5 ja G9. Kuigi G1 ja G9 on
faagiraamatukogus véiksema esindatusega (perekondades vastavalt 5 ja 3 faagi), esineb neis
véljatoomist vadrivat varieeruvust. G1 perekonnasisene suurem varieeruvus on seletatav liikide
arvukusega selles perekonnas. Kdik G1 faagid kuuluvad erinevatesse liikidesse (genoomide
identsus 70-95%), seega on nende genoomid suurel maéaral erinevad. TGepoolest, vaid G1A ja
G1B liikidel on ppGpp tundlikkuse méér sama (Joonis 2). G9 perekonnas on liikide G9A ja
G9B vahel ppGpp parssiv mdju ligi 100-kordselt erinev (Joonis 3). Selliseid erinevusi voiks dra
kasutada, et leida pohjus, miks (ihe faagi nakkus on ppGpp poolt takistatud. Kuna nende liikide
genoomid on suurel maaral identsed (vahemalt 70%), siis vOiks genoomide vordlusel leida ka

suurt varieeruvust péhjustava teguri.

Kdige tdhusam oleks selliselt vorrelda tihe liigi esindajaid, kes ppGpp tundlikkuse osas suurel
maaral erinevad. Kuna identsuse méaar liigisiseselt on kdrgem, on suurem ka tdendosus leida
ppGpp tundlikkuse suhtes varieeruvust pdhjustavat genoomi osa. Lisaks vBib ppGpp mdju faagi
nakatamisefektiivsusele ka liigisiseselt suurel mééral erineda. Sdelutud G5 perekonna faagidest
kuuluvad enamus (18 faagi 26-st) liiki G5B, kus liigisisene varieeruvus oli maksimaalselt 100
korda: Kitsekilla 3 faagi vastu kaitses ppGpp 100-kordselt ja Mora jogi 3 nakatumine ei
sOltunud ppGpp-st (Lisa 1, Tabel 1). Nende kahe faagi genoomide vordlemisel on suur
tbendosus leida varieeruvuse pdhjus. Nii saaks arvatavasti paremini mdista, milliste
mehhanismide kaudu panustab poomisvastus faagivastasesse kaitsesse. See vOib omakorda

aidata seletada, miks osad faagid on ppGpp suhtes tundlikumad kui teised.
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Kokkuvote

Ké&esoleva to0 praktilise osa eesmérk oli vélja selgitada, kas P. putida poomisvastus osaleb
ppGpp vahendusel selle bakteri faagivastases kaitses ning kui tildine on poomisvastuse tagatud

kaitse.

Poomisvastuse faagitaluvust suurendavat méju vois naha 74% testitud faagide puhul ning
ppGpp parssiv moju faaginakkusele varieerus uuritud faagidel kohati nii perekonna- kui ka
liigisiseselt. Esines ka ksikuid faage, mille nakatamisefektiivsusele oli ppGpp-I vastupidi
positiivne moju. Kasvukdverate analiilis vedelsdotme katsetes valdavalt kinnitas tahkel s66tmel

nahtud ppGpp kaitsvat mdju, kuigi selle tugevus vdis erineda.

ppGpp regulatsiooniensiiimide deletsioontlivede ja P. putida metsiktiive PaW85 elumuse
vordlemisel faaginakkuse jargselt selgus, et ARelASpoT ja A3ppGpp tivesid llusis faag
metsiktivest efektiivsemalt. ARelA ja A2450 kui véhemalt osalise ppGpp sinteesi
vOimekusega tiivede elumus oli metsiktiivega sarnane. Need tulemused kinnitavad (p)ppGpp
vajalikkust faagitaluvuse tdstmiseks. Samuti néitavad tulemused, et ennustatav SAH valk
PP_2450 ei ole oluline poomisvastuse faagivastases kaitses ning peamiselt ppGpp-d
hidroliusiv ensiim SpoT on RelA puudumise korral v6imeline tagama ppGpp

kontsentratsiooni kasvu poomisvastuse vallandumiseks.

Kéesoleva tdoga on kirjeldatud poomisvastuse kaitsev efekt Pseudomonas putida faagide vastu
nii tahkel kui ka vedelas s66tmes. Tulemuste pdhjal voib jareldada, et poomisvastus Gldiselt,
kuid varieeruva tugevusega kaitseb faaginakkuse eest..
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ppGpp in Pseudomonas putida’s phage defense
Elise Méagi
Summary

The stringent response is a bacterial response to stress, especially in the case of amino acid
deficiency, and it is triggered by an accumulation of the alarmone (p)ppGpp. Previous studies
have also suggested that the stringent response has a defensive role against bacteriophage
infection (Nowicki et al., 2013; Tabib-Salazar et al., 2018; Slominska et al., 1999), though the
exact mechanisms are yet to be understood. The aim of this study was to ascertain whether P.
putida’s cellular ppGpp concentration, and thus stringent response, is involved in the bacteria’s
phage resistance and to determine how general is the defence provided.

In order to study this, experiments were carried out on a solid growth medium to screen the
phage library of Pseudomonas putida in search of ppGpp-dependent phages. The stringent
response increased phage resistance against 74% of the tested phages and the infection
inhibiting effect of ppGpp varied in both the phage families and species. There were a few
phages whose infection ppGpp contrarily benefited. Analysis of bacterial growth curves in
liquid medium largely corroborated the defensive effect of ppGpp seen on solid growth medium,
although its intensity may have varied.

Comparing bacterial growth between ppGpp regulatory enzyme deficient strains and P. putida
wild type PaW 85 post infection revealed that phages lysed the ARelASpoT and A3ppGpp strain
cells more efficiently. Wild type P. putida’s susceptibility to infection was similar to that of
ARelA ja A2450 strains, which are both able to synthesize ppGpp. These results confirm the
need for (p)ppGpp to increase phage resistance. The results also show that the hypothesized
SAH PP_2450 is not important in inducing phage tolerance by the stringent response, and that
SpoT, a mainly ppGpp-hydrolysis enzyme, can ensure the accumulation of ppGpp and induce

the stringent response even in the absence of RelA.

This study has described the defensive effect stringent response has against Pseudomonas
putida’s bacteriophages in both solid and liquid growth mediums. From these results it can be
deduced that stringent response has a general inhibitory effect with variable strength against

bacteriophage infection.
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Téanusdnad

Soovin siinkohal tdnada oma juhendajat Hedvigi suurepdrase juhendamise eest. Samuti

tahaksin nduannete eest tdnada Ritat ja Andrest.
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Lisa 1. Tulemused tahkel s66tmel

Tabel 1. Kdikide t66s kasutatud faagide ppGpp keskmised faagivastase kaitse maarad
tahkel s66tmel.

Faag Liik ppGpp Kaitse tugevus
Amme 3 G1A 0-10
Kdpa 4 G1B 0-10
Ndo 2 Gl1C 10
Kassivere 1 G1D 10-100
RdOmu 2 GlE 10
Eino 1 G2A 0

F1 G2A 10
Haage G2A 0-10
Hammaste oja 5 G2A 0-10
IPA 1 G2A 0-10
Issaku G2A 0
Keeri G2A -10-0
Kriimani G2A 0-10
Kdpa 1 G2A 0-10
Kanksi G2A 10
Maksa 1 G2A 0-10
Nouni G2A 0-10
Rddmu 1 G2A 0
Torvandi G2A 0-10
Torve G2A 0-10
Vasula oja 1 G2A 0-10
Keila jogi G2B 0-10
Vasula jarv G2C 0-10
Aura G3A -10-0
Ili oja 2 G3A 0
Kakumetsa 1 G3A 0

S-ka 4 G3A 0
Amme 1 G3B 0
Kopa 5 G3B 0

Pori 4 G3B 0
Lauda oja 3 G3C 0
Peetri tiik G3D 0
Aardla 2 G3 0
Laeva 1 G3 0
Emajogi G4A -10-0
Luke 1 G4B 0

Erra muld M1 G5A 10-100
Erra muld S1 G5A 100
Vénda F1 G5A 10-100
Ihaste G5B 10
Ilioja 1 G5B 10-100
Kaagvere 1 G5B 10
Kitsekiila 3 G5B 100
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Konnatiik G5B 10-100
Laguja oja 2 G5B 10
Laguja oja 5 G5B 10-100
Luutsna jogi 1 G5B 10
Luutsna jogi 3 G5B 10
Luutsna jogi 6 G5B 10
Méora jogi 3 G5B 0

Modra jogi 5 G5B 10
Pori 2 G5B 10
Paidla G5B 0-10
S-ka 3 G5B 0-10
Savi-Peeda 1 G5B 10
Urmase lomp 1 G5B 10
Viia tiik 1 G5B 10-100
Villemi G5B 10
Hammaste oja 2 G5C 0-10
Bot aed G5D 10
Kompost 1 G5D 10-100
Kakumetsa 2 G5 0-10
Luke 3 G6A 100
IPA 2 G6B 10-100
Kallioja G7A 0
Kompost 2 G7B 10
Kurepalu 1 G8A 0-10
Kurepalu 2 G9A 100
Pori 3 G9A 100
Mudajdgi G9B 0-10
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Faagid:
38 - Vanda F1
39 - Kitsekdila 3
40 - Pori 2
41-S-ka3

42 - Péidla

43 -llioja1
22450 44- Savi-Peeda 1

Joonis 1. Valitud faagide lGdsilaigud viie testitud bakterittive tassil. Toodud on faagide
Véanda F1, kitsekula 3, Pori 2, S-Ka 3, Paidla, Illi oja 1 ja Savi-Peeda 1 lutsilaigud metsiktiive
ning ARelA, ARelASpoT, A3ppGpp ja A2450 tuvede bakterimuruga tassidel.
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106 faagi tiiter/ml 106 106

\101\101 101

G2AF1

G2A Haage

G2A Kopa l
G2AIPA 1

G2A Vasulaoja 1l
G2A Torve

G2A Nouni

G2A Hammaste oja 5
G2A Torvandi
G2AR66mu 1

G2A Keeri
G2A Issaku
G2B Keila jogi
G2B Vasula jarv
G2A Kriimani
G2A Méksa 1
G4A Emajogi
G4A Emajogi
G4B Luke 1
G2A Kénksi
G2A Eino1

metsiktivi ARelASpoT A3ppGpp

Joonis 2. G2 ja G4 perekonna faagide luUsilaigud metsiktive ja ppGpp deletsioontiivede
bakterimurudel. Faagitiiter, millest tilkkulv tehti on margitud joonise kohal. Esitatud on
kolmest labiviidud Kkatsest tihe katse tulemused. Pilt on tehtud péarast 20 h kasvu temperatuuril
20 °C.
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10° faagi tiiter/ml 10° 10°
10° 10* 10*

G3A Aura

G3 Aardla 2
G3B Képa 5
G3B Pori 4
G3BAmme 1

G3 Laeval

G3AS-ka 4

G3A lllioja 2

G3C Lauda oja 3
G3A Kakumetsa 1
G3D Peetri tiik

A4@ARelASpoT A4@A3ppGpp

Joonis 3. G3 perekonna faagide lutsilaigud metsiktive ja ppGpp deletsioontivede
bakterimurudel. Faagitiiter, millest tilkilv tehti on margitud joonise kohal. Esitatud on
kolmest l&biviidud Kkatsest tihe katse tulemused. Pilt on tehtud pérast 20 h kasvu temperatuuril
20 °C.
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10° faagi tiiter/ml 10° 10°

101 101 \101

G5A Vanda F1
G5B Kitsekiila 3
G5B Pori 2

G5B S-ka 3

G5B Paidla

G5B lllioja 1

G5B Savi-Peeda 1

G5A Erra muld M1
G5A Erra muld S1

G5B lhaste

GS5D Bot aed
G5D Kompost 1

G5B Laguja oja 2
G5B Laguja oja 5
G5B Luutsna jogi 1
G5B Luutsna jogi 3
G5B Luutsna jogi 6
G5C Hammaste oja 2
G5B Mora jogi 3

G5B Mora jogi 5
G5B Villemi

G5B Konnatiik

G5B Viia tiik 1

G5B Urmase lomp 1
G5B Kaagvere 1

G5 Kakumetsa 2

metsiktiivi ARelASpoT A3ppGpp

Joonis 4. G5 perekonna faagide lutsilaigud metsiktiive ja ppGpp deletsioontivede
bakterimurudel. Faagitiiter, millest tilkkulv tehti on margitud joonise kohal. Esitatud on
kolmest labiviidud Kkatsest 2. katse tulemused. Pilt on tehtud pérast 20 h kasvu temperatuuril
20 °C.
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Lisa 2. Tulemused vedelstdtmes

Kasv ilma faagita
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Joonis 1. Faag Kdpa 4 nakatab AdpA3ppGpp tive kuni 100 korda paremini kui Ad¢ tive.
A4 (sinine) ja A4pA3ppGpp (oranz) tiivede kasvukdverad Kdpa 4-ga nakatamise jargselt
erinevate MOI-de korral. Veapiirid téhistavad standardhélvet kolme paralleeli keskmisest. X-
teljel on aeg (min), Y-teljel vastaval ajahetkel md6detud OD lainepikkusel 580 nm. Toodud on
kahest kolme tehnilise paralleeliga tehtud katsest tihe katse tulemused.
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Kasv ilma faagita Keeri MOI 10
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1.2 1
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E o E08
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Joonis 2. Faag Keeri nakatab A3ppGpp tuve efektiivsemalt kui metsiktiive. Metsiktiive
(sinine) ja A3ppGpp tlve (oranz) kasvukoverad Keeri-ga nakatamise jargselt erinevate MOI-
de korral. Veapiirid téhistavad standardhélvet kolme paralleeli keskmisest. X-teljel on aeg
(min), Y-teljel vastaval ajahetkel méddetud OD lainepikkusel 580 nm. Toodud on kahest kolme
tehnilise paralleeliga tehtud katsest tihe katse tulemused.

Kasv ilma faagita Laguja oja 2 MOI 10!
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Joonis 3. Faag Laguja oja 2 nakatab A4¢ tive sama efektiivselt kui AdpA3ppGpp tlve.
A4 (sinine) ja A4pA3ppGpp (oranz) tiivede kasvukdverad Laguja oja 2-ga nakatamise jargselt
erinevate MOI-de korral. Veapiirid téhistavad standardhélvet kolme paralleeli keskmisest. X-
teljel on aeg (min), Y-teljel vastaval ajahetkel md6detud OD lainepikkusel 580 nm. Toodud on

kahest kolme tehnilise paralleeliga tehtud katsest tihe katse tulemused.
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Kasv ilma faagita Kurepalu 2 MOI 10
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Joonis 4. Faag Kurepalu 2 nakatab metsiktive sarnaselt A3ppGpp tuvele. Metsiktiive
(sinine) ja A3ppGpp tlive (oranz) kasvukoverad Kurepalu 2-ga nakatamise jargselt erinevate
MOI-de korral. Veapiirid tahistavad standardhalvet kolme paralleeli keskmisest. X-teljel on aeg
(min), Y-teljel vastaval ajahetkel méddetud OD lainepikkusel 580 nm. Toodud on kahest kolme
tehnilise paralleeliga tehtud katsest tihe katse tulemused.
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