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INFOLEHT

Pseudomonas putida faagide peremees- ja retseptorspetsiifika

Pseudomonaadide perekonna faagid on dldiselt tugevalt peremeesspetsiifilised. Nad
kasutavad retseptoritena lipopolisahhariide, poriine ja pinnastruktuure. Ké&esoleva t60
eesmark oli uurida, kui peremeesspetsiifilised on labori faagiraamatukogus leiduvad P. putida
faagid ja milliseid retseptoreid nad bakteri pinnale kinnitumiseks kasutavad. Seda pdhjusel, et
P. putida faagiresistentsuse kohta pole midagi teada. Eesmargi saavutamiseks nakatati
mitmeid Pseudomonas’e perekonna liike ja tiivesid 66 P. putida faagiga. Katsed néitasid, et P.
putida faagid on tugevalt peremeesspetsiifilised. Retseptorspetsiifika uurimiseks testiti 20 P.
putida mutanti, kellel oli defektne méni potentsiaalselt retseptoriks sobivat membraanivalku
vOi lipopolisahhariidide silinteesil osalevat valku kodeeriv geen. Katsed nditasid, et enamus
labori faagiraamatukogus olevatest faagidest kasutavad retseptoritena lipopolisahhariide,
Mérksonad: Pseudomonas putida, faag, peremeesspetsiifika, retseptorspetsiifika

CERCS kood: B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, mikoloogia

Host and receptor specificity of Pseudomonas putida phages

Phages of the Pseudomonas genus are generally highly host specific. They use
lipopolysaccharides, porins and surface structures as receptors. The aim of this work was to
investigate how host-specific are P. putida phages from our laboratory’s phage library and
which receptors they use for attachment, as there is nothing known about the phage resistance
of P. putida. To achieve this goal, several species and strains of the genus Pseudomonas were
infected with 66 P. putida phages. Data showed that P. putida phages are highly host specific.
To study the receptor specificity, 20 P. putida strains were tested, which had a mutant gene
coding for a membrane or lipopolysaccharide synthesis protein potentially suitable as a phage
receptor. Data showed that many of the phages in our phage library use lipopolysaccharides as
receptors.

Keywords: Pseudomonas putida, phage, host specificity, receptor specificity

CERCS Code: B230 Microbiology, Bacteriology, Virology, Mycology



SISUKORD

INFOLEHT .t e e re e e e nne e 2
KASUTATUD LUHENDID ......ooitiietiteectete ettt en st ss s sae st s s neens 5
SISSEJUHATUS L.ttt h et et e e bt s b et e e s be e e beenae e e beesneas 6
1. KIRJANDUSE ULEVAADE........cccoioieeieeeeeteeeeee ettt ese e en st es st ses s, 7
1.1. Faagide struktuur ja elUtSUKKEl ... 7
1110 SEHUKEUUL oot 7
10,20 EJULSUKKEL ... 9

1.2. Faagide peremeesspetsiifika ja retsSeptorsOItUVUS. ..........ccoeieereiieiieieeie e 10
1.3. Faagi sisenemine ja selle takiStamine...........cccoceieiieic i 11
1.4. Faagide kasutatavad retSEptorid ..........ccovieeieereiiie e 11
1.4.1.  LipopolUsahhariidid...........ccccceiiiiiiieiicse e 11
1,420 POFHNIA .ottt 12
1.4.3. PINNASIIUKEUUITA ..o 13

2. EKSPERIMENTAALNE OSA ...t 14
2.1, TOO EEBSMAITIA. .. .ueeueeeeeiiteite sttt sttt bbb 14
2.2.  Materjal Ja MEtOOUIKA ........ccoiiiiiiiiiiiee e 14
2.2.1. Kasutatud sootmed, bakteritiived ja faagid ...........cocorvriiiiniiici e 14
2.2.2. Faagitolerantsuse testimine agarsOOtMEl ...........ccooviiiiniiiinieiee e 18

2.3, TUIBMUSE. ...ttt bbbttt e bbbt 18
2.3.1. Tuvede valimine faagide peremeesspetsiifika testimiseks...........c.ccoccevvvervennne. 18
2.3.2. Tsiprofloksatsiini kontsentratsiooni valimine peremeesspetsiifika katseteks ....19
2.3.3.  Peremeesspetsiifika MAAramine...........ccccovveieieeiie e 19
2.3.4. Retseptorspetsiifika MEAraminNg..........ccccveviiiiii i 21
2.3.5. LPS-defektsete tiivede efektide tdpsem testimine lahjendusridadega................. 23

2.4, ATULBIU ..o 24
2.4.1. P. putida faagide peremeesspetsiifika..........cccccovveiiiiiiiiiiiiiii e 24
2.4.2. P.putida faagide retseptorspetsiifika ...........ccoceeviiiiiiiiiiiiici e 25



2] AU LY/ @ X 1 =S 28

SUMM ARY ettt e e et e e e e et e e bt e e e e e e e nnae e e nnaeeannres 29
TANUSONAD ..ottt 30
KASUTATUD ALLIKAD ...ttt snve e snae e nnae e nnneeen 31
Lihtlitsents 16putd6 reprodutseerimiseks ja tldsusele kattesaadavaks tegemiseks.................. 37



KASUTATUD LUHENDID

Cipro — tsiprofloksatsiin (ingl. k. ciprofloxacin)

dsDNA/RNA — kaksikahelaline DNA/RNA (ingl. k. doublestranded DNA/RNA)
LB — lisogeenne so6de (ingl. k. lysogeny broth)

LPS — lipopolisahhariid (ingl. k. lipopolysaccharide)

PFU — luasilaike tekitav Ghik (ingl. k. plaque forming units)

RBP — retseptorit siduv valk (ingl. k. receptor binding protein)

WT — algne tavi (ingl. k. wild-type)



SISSEJUHATUS

Bakteriofaagid on baktereid nakatavad viirused. Faagide elutsukli oluliseks etapiks on
looduslikus keskkonnas tuvastada just need bakterid, keda nad nakatada suudavad ja kelle abil
oma genoomi levitada saab (Fortier ja Sekulovic, 2013). Peremeesbakteri pinnale
seondumiseks kasutab faag oma saba tipus olevaid retseptoreid siduvaid valke (RBP) (Hyman,
2017). Need valgud vdimaldavad faagil dra tunda peremehe retseptoreid, mille kilge
kinnituda ja oma elutstklit alustada. Faag kasutab bakteri pinnale seondumiseks kolme
pohilist retseptorit: membraani lipopollsahhariide, poriine ja pinnastruktuure. See, millistele
ja kui erinevatele retseptoritele on faag vdimeline kinnituma, soltub faagi perekonnast ja

mdjutab faagi peremeesspetsiifikat (Nobrega et al., 2018).

Pseudomonas putida on laialt levinud gram-negatiivne bakter (Loeschcke ja Thies, 2015).
Kuna P. putida arvatakse olevat suure biotehnoloogilise potentsiaaliga (Nikel et al., 2014), on
téhtis teada, milline on P. putida faagiresistentsus ja kuidas bakter end faagide eest kaitseb. P.
putida faagiresistentsust pole seni peaaegu uldse uuritud, mistdttu on huvitav teada, millised

on P. putida’t nakatavad faagid ja milline on nende peremeesspetsiifika.

Uurimustdd eesmérk oli analuisida keskkonnast eraldatud P. putida’t nakatavate faagide
peremeesspetsiifikat ja selgitada vélja, milline on P. putida’t nakatavate faagide

retseptorspetsiifika.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Faagide struktuur ja elutsiikkel

Bakteriofaagid ehk faagid on viirused, mis nakatavad baktereid (Fortier ja Sekulovic, 2013).
Faage loetakse kdige arvukamateks bioloogilisteks organismideks. Samuti arvatakse, et
tegemist on kdige vanemate viirustega (Dy et al., 2014). Biosfééris arvatakse olevat umbes
103 faagiosakest ehk neid on 10 korda rohkem kui baktereid (Fortier ja Sekulovic, 2013).
Faagid on lihtsa ehitusega, koosnedes nukleiinhappest — DNA-st vdi RNA-st — ning seda
kaitsvast valgulisest kapsiidist (Moineau ja Tremblay, 2017). Faage vdib jagada fenotibi ja
genoomi suuruse jargi kolmeks: sabaga ja tulpiliselt suure dsDNA genoomiga faagid,
lipiidisisaldavate kapsiidide ja keskmise genoomi suurusega dsDNA vdi dsRNA faagid ning
vaikese genoomiga Uheahelalised DNA vdi RNA faagid (Abedon, 2009). Jargnevalt tuleb
juttu just sabaga faagidest ehk seltsist Caudovirales (Ackermann, 1998).

1.1.1. Struktuur

K®digil sabaga faagidel on kapsiid, mis katab ja kaitseb nende genoomi ning mille kiljes on
erineva ehituse ja pikkusega saba (Nobrega et al., 2018). Saba alusel jagunevad faagid kolme
sugukonda: muoviirused, sifoviirused ja podoviirused (Joonis 1) (Ackermann, 1998).
Muoviirustel on pikk kokkutdmbuv saba, mis vOimaldab kapsiidi toomist bakteri
plasmamembraanile ldhedale (King et al., 2012). Sifoviiruste ja podoviiruste saba on aga jaik
ega tdmbu kokku. Podoviirustel on erinevalt mio- ja sifoviirustest oluliselt lihem saba
(Ackermann, 1998; Nobrega et al., 2018). Struktuuriliseks erinevuseks on veel ka saba tipus
asuva alusplaadi olemasolu ning retseptoreid siduvate valkude asukoht. Nii mio- kui
sifoviirustel on retseptoreid siduvad valgud kinnitunud saba tipus olevale alusplaadile (Joonis
1). Podoviirustel alusplaat puudub ja seega on retseptoreid siduvad valgud Kinnitunud otse
sabale (Nobrega et al., 2018). Nimetatuid sugukondi on omakorda vdimalik jagada kolmeks

kapsiidi pea pikkuse jargi — isomeetrilised, méddukalt pikad ja vdga pikad (Ackermann, 1998).
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Joonis 1. Sabaga faagide struktuur. Joonisel on kujutatud mdioviiruste, sifoviiruste ja
podoviiruste struktuurid. Vélja on toodud pdhilised struktuurielemendid ja nende vahelised
erinevused (Nobrega et al., 2018, kohandatud).

Sobiva peremehe aratundmiseks on faagidel erinevaid mooduseid (Hampton et al., 2020).
Kdige enam on kasutusel saba otsas asuvad retseptoreid siduvad valgud (RBP), mis
paiknevad tipmistel sabakiududel ja piikidel (Hyman, 2017; Nobrega et al., 2018).
Mioviirustel on kahe erineva pikkusega sabakiude (Joonis 1). Pikemad sabakiud kinnituvad
retseptoritele, saates seejarel signaali alusplaadile, mis v@imaldab luhikestel sabakiududel
poordumatult oma retseptoritele kinnituda (Nobrega et al., 2018). Peremehe aratundmiseks
kasutatakse ka faagi saba adhesiine, mis tunnevad &ra nii esmaseid kui ka teiseseid
retseptoreid (Letarov ja Kulikov, 2017).

Faagide struktuurist vdib sdltuda, milliseid peremehi ja retseptoreid nad ara tunnevad. Naiteks
gram-positiivseid baktereid nakatavad sifoviirused kasutavad retseptoritega seondumiseks
erinevaid sabaosi. Kui retseptoriks on membraanivalk, siis seondub faag sellega enamasti
alusplaadil asuva sirge sabakiu voi -piigi abil (Nobrega et al., 2018). Kui retseptoriks on aga
lipopolisahhariid, siis on selle aratundmiseks faagil kilgkiud (Fokine ja Rossmann, 2014).
Gram-negatiivseid baktereid nakatavatel sifoviirustel alusplaati enamasti ei ole. P&hiline
erinevus gram-negatiivseid ja gram-positiivseid baktereid nakatavate faagide vahel on
vastavalt alusplaadi puudumine v&i olemasolu. Struktuurilised erinevused on omakorda
pdhjuseks, miks gram-positiivseid baktereid nakatavad faagid ei ole teadaolevalt suutelised
gram-negatiivseid baktereid nakatama ja vastupidi (Nobrega et al., 2018).

Monedel faagidel toimub RBP valkude kiire muteerumine, mis suurendab nende
konkurentsivbimet. Moned kasutavad aga mitut tulpi RBP valke, et oleks vdimalik
rohkemate bakterite pinnale kinnituda (Hampton et al., 2020) .



1.1.2. Elutstkkel

Faage vOib nende elutsiikli jargi jagada kaheks: virulentsed ja mdddukad. Virulentsetele
faagidele on omane lidtiline tsukkel (Erez et al., 2017), mis tdhendab, et faagi paljunemine
I6ppeb bakteri llusimisega (Fortier ja Sekulovic, 2013). Md&ddukad faagid kasutavad
pohiliselt lisogeenset tstklit, kuid lahevad aeg-ajalt, eriti stressiolukorras, dle ludtilisele
tsuklile (Erez et al., 2017; Olszak et al., 2017). Luisogeenses tsiklis siseneb médduka faagi
DNA peremehe kromosoomi, olles seal profaagina ja replitseerudes koos peremehe
genoomiga (Nawel et al., 2022; Olszak et al., 2017; Tzipilevich et al., 2017). Mddduka faagi
ladtiline elutsiikkel on identne ludtilise faagi elutsikliga (Olszak et al., 2017).

Faagi elutsukkel koosneb viiest faasist (Joonis 2). Esimesena satub faag kokku sobiva
peremehega ja kinnitub retseptori kiilge. Kui faag on podrdumatult rakule kinnitunud, toimub
faagi enstiimide abil rakukestast labi tungimine (Jonge et al., 2019; Olszak et al., 2017).
Kolmandas faasis toimub pohiliselt faagi geenide ekspressioon (transkriptsioon ja
translatsioon) ja genoomi replikatsioon (Olszak et al., 2017). S6ltuvalt sellest, kas tegemist on
virulentse vdi modduka faagiga, alustatakse kas ltdtilise voi lisogeense tsukliga. Lultilise
tsukli korral programmeeritakse rakk tootma nii palju faagpartikleid kui véimalik, kasutades
peremehe ressursse (Campbell, 2003; Jonge et al., 2019). Kui aga faag siseneb liisogeensesse
tsuklisse, siis sisestatakse faagi DNA peremehe genoomi profaagina, kus ta replitseerub seni
peremehe genoomi osana, kuni toimub Umberlilitumine laatilisele tsiklile (Olszak et al.,
2017). Jargnevalt toimub faagipartiklite kokkupakkimine ja luatilise tsukli viimases faasis
lahkuvad faagi jarglased rakust ja alustavad oma elutsuklit jalle algusest peale (Jonge et al.,
2019).
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Joonis 2. Faagi lusogeenne ja ludtiline elutsikkel. Joonisel on kujutatud médduka faagi
kahte voimalikku elutsuklit ja valja on toodu nende etapid (Campbell, 2003, kohandatud).

1.2. Faagide peremeesspetsiifika ja retseptorsdltuvus

Peremeesspetsiifika kujutab endast seda, kui paljusid erinevaid bakteriliike ja -tivesid on Uks
faag v6imeline nakatama. Faagid, mis kinnituvad vaid Uhele kindlale retseptorile, on suurema
tbendosusega vaiksema peremeesspetsiifikaga vOrreldes faagidega, mis on vdimelised
kinnituma erinevatele retseptoritele (Jonge et al., 2019). Pohiliselt kasutavad faagid
retseptoritena bakteri valismembraani lipopolisahhariide (LPS). Laiema peremeeste ringiga
on need faagid, kes kasutavad kinnitumiseks lipopolisahhariidi tuumikosa, kuna tuumik on
uhe perekonna liikidel sarnasem ja muutumatum. O-antigeen on aga pea koigil bakteritel vaga
erinev ja seega faagid, kes kasutavad retseptorina LPS-i O-antigeenset osa, on kitsama
peremeesspetsiifikaga (Nobrega et al., 2018).

Faagi peremeesspetsiifilisust on vdimalik laiendada, kui teha geneetilisi muudatusi tema
retseptoreid siduvates valkudes, et oleks voimalik rohkemaid baktereid nakatada (Myers et al.,
2023).
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1.3. Faagi sisenemine ja selle takistamine

Faagi ja bakteriraku pinna vahel peab toimuma mitmeid interaktioone, et faagil oleks
vOimalik rakule pisivalt kinnituda ja seejarel siseneda. Pinnale Kinnitumise v@ib jagada
kolmeks etapiks. Kdigepealt peab toimuma kokkupuude bakteriga ja p6érduv seondumine
esmase retseptoriga, mis tdhendab, et faag voib iga hetk retseptorist lahti lasta (Bertozzi Silva
et al., 2016; Thanki et al., 2018). Viimases etapis on vajalik, et faagi sabavalgu ja peremehe
retseptori vahel toimuks podrdumatu, nd luku ja vétme (lock-and-key) tilpi seondumine
(Gordillo Altamirano ja Barr, 2021). Siin seondub faag I6plikult, kas sama esmase retseptori
kilge vb6i moOne teise nn teisese retseptori kiillge. PO6rdumatu seondumise tagajérjel toimub
faagi struktuuris muutusi, mis voimaldab faagi DNA rakku sisestada (Bertozzi Silva et al.,
2016; Thanki et al., 2018).

Bakteritel on mitmesuguseid faagivastaseid mehhanisme, mis v@ivad faagi erinevas faasis
hairida ja seega faagide riinnaku moju bakterile vdhendada (Hampton et al., 2020; Labrie et
al., 2010). llma sobiva retseptorita pole faag vdimeline bakteri pinnale seonduma ja seetdttu
saab bakter ennast faagi vastu edukalt kaitsta, muutes v6i blokeerides oma pinnaretseptoreid.
Faagi kinnitumise inhibeerimiseks v@ib bakter néiteks toota rakuvéliseid polimeere, mis on
fldsiliseks takistuseks. Samuti vOib ta toota molekule, mis seonduvad retseptoritele ja
takistavad faagi kinnitumist (Dy et al., 2014). Mida enam bakter faagi vastu vditlemiseks
evolutsioneerub, seda rohkem muteerub ka faag. See tdhendab, et bakteri ja faagi vahel

toimub ellu jadmise nimel pidev vdidurelvastumine (Samson et al., 2013).

1.4. Faagide kasutatavad retseptorid

Bakteriofaagid on vdimelised kinnituma erinevatele retseptoritele bakteri membraanis voi
pinnastruktuuridel (Bertozzi Silva et al., 2016). Pohilisteks retseptoriteks on vélismembraanis
asuvad lipopolisahhariidid ja poriinid. Mdned faagid kasutavad retseptoritena ka vibureid voi
piile (Nobrega et al., 2018). Samas v0ib ks faag kasutada kinnitumiseks ka mitmeid
erinevaid retseptoreid, néiteks esmase retseptorina piile ja teisese retseptorina

lipopolisahhariide (Bertozzi Silva et al., 2016).

1.4.1. Lipopolusahhariidid

Koige enam levinud retseptorid, mida faagid bakteri pinnale seondumiseks kasutavad, on
membraanis asuvad lipopolisahhariidid (Bertozzi Silva et al., 2016). Lipopolisahhariidid

koosnevad kolmest osast (Joonis 3), mille kiilge retseptoreid siduvad valgud vdivad kinnituda.
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Bakteri membraani on sukeldunud LPS’i lipiild A osa. Jargmiseks osaks on
tuumikoligosahhariid, mis jaguneb omakorda sisemiseks ja valimiseks osaks. Vorreldes
sisemise osaga on vélimine osa teisese retseptorina rohkem kasutusel. Kdige kaugemal raku
pinnast asub O-antigeen, mille struktuur varieerub bakteritel véga palju. Tegemist on faagide
poolt kdige enam kasutatava retseptoriga ja O-antigeeni kasutatakse pdhiliselt just esmase
retseptorina (Letarov ja Kulikov, 2017). Néiteks kasutab podoviirus T7 Escherichia coli
rakule kinnitumiseks lipopoliisahhariidi tuumikoligosahhariidi (Gonzalez-Garcia et al., 2015),
muoviirus JG004 Pseudomonas aeruginosa rakule kinnitumiseks aga ainult lipopolisahhariidi
O-antigeeni (Le et al., 2013).

1

— —
O-antigeen

Vélimine tuumik

I

e T

Sisemine tuumik

m' Lipiid A

Joonis 3. Lipopolusahhariidi struktuur. Joonisel on vélja toodud lipopolisahhariidi
skemaatiline struktuur (vasakul) ja bakterist puhastatud LPS analiiis SDS-poltakritlamiid
geelis (paremal). LPS koosneb lipiid A-st, seesmisest ja vélimisest tuumikoligosahhariidist
ning O-antigeenist (Letarov ja Kulikov, 2017, kohandatud).

I

1.4.2. Poriinid

Poriinid on valismembraanis asuvad valgulised kanalid, mille kaudu kdib vee ja muude ainete
vahetus. Neid kasutatakse nii esmaste kui teiseste retseptoritena (Letarov ja Kulikov, 2017).
Poriine vdib jagada kahte gruppi. Peamisi membraaniporiine, nagu OmpA, OmpC ja OmpF,
ekspresseeritakse pidevalt, seega on need poriinid voimelised kogu aeg retseptoritena
funktsioneerima. Teised faagide kasutatavad retseptorid, nagu LamB, Tsx ja TonB, on aga
indutseeritavad ja neid saavad faagid kasutatada retseptoritena vaid kindlas keskkonnas.
Seega ei soltu retseptori valik ainult bakterist, vaid ka keskkonnast, kus retseptor on

indutseeritud (Hantke, 2020). Poriinidest v8ib vélja tuua OmpC, mis kditub nii esmase kui ka
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teisese retseptorina (Nobrega et al., 2018). Muoviirus T4, kelle peremeheks on E. coli tlvi K-
12, voib rakule kinnituda Uhe vGi kahe etapina. Esimesel juhul kinnitub T4 otse OmpC-le,
teisel juhul toimub esmane ehk poorduv kinnitumine lipopolusahhriidile ja teisene ehk

poéordumatu seondumine poriinile OmpC (Yu ja Mizushima, 1982).

1.4.3. Pinnastruktuurid

Piilid ja viburid on samuti véga tavalised faagide retseptorid. Pohiliselt kasutatakse neid
esmaste retseptoritena ehk nendele kinnitumine on pdérduv. Mdnel puhul vbivad nende
membraanipoolsemad osad olla ka teisesteks retseptoriteks (Letarov ja Kulikov, 2017). Piilid
ja viburid on retseptoritena kasutusel kdige enam just keskkondades, kus peremehi on véhem
ning faagil on neid raskem kohata. Tegemist on raku pinnalt valjaulatuvate struktuuridega,
mistottu suureneb v@imalus, et faag nendega kokku puutub. Kaigepealt Kinnitutakse
pinnastruktuuride kilge ja seejérel leitakse teisene retseptor, millega péérdumatult seonduda
(Nobrega et al., 2018). Pinnastruktuure kasutab esmase retseptorina naiteks sifoviirus DMS3,
kes seondub P. aeruginosa raku piilidele (Budzik et al., 2004). Mioviirus SPN3US kinnitub

Salmonella enterica’le aga hoopis viburi kaudu (Lee et al., 2012).
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1. T00 eesmargid

Pseudomonas putida on gram-negatiivne bakter, keda leidub nii mullas kui ka vees. Tegemist
on kasuliku bakteriga, kes kaitseb taime patogeenide eest ja soodustab tema kasvu (Loeschcke
ja Thies, 2015). Tanu oma metaboolsele vdimekusele ja suurele stressitaluvusele on P. putida
vaga suure biotehnoloogilise potentsiaaliga bakter, keda kasutatakse véga paljudes erinevates
biokatallisi ja stinteetilise bioloogia alastes uuringutes (Nikel et al., 2014). P. putida suureks
eeliseks on see, et teda on lihtne geneetiliselt manipuleerida. See on v@imaldanud uurida
pdhjalikult tema metabolismi ja stressitaluvust (Loeschcke ja Thies, 2015). Pseudomonaadide
puhul on suhteliselt hasti uuritud P. aeruginosa faagiresistentsust (Castledine et al., 2022).
Samas pole P. putida faagiresistentsuse ja teda nakatavate faagide kohta peaaegu Uldse

informatsiooni.

Uurimistdd peamised eesmérgid olid:
1) Analutsida keskkonnast eraldatud P. putida’t nakatavate faagide peremeesspetsiifikat

2) Selgitada P. putida’t nakatavate faagide retseptorspetsiifikat

2.2. Materjal ja metoodika
2.2.1. Kasutatud s66tmed, bakteritived ja faagid

T60s kasutatud bakteritiived on esitatud Tabelis 1 ja faagid Tabelis 2. S66tmena kasutati LB
(lysogeny broth) soddet (1% triptoon, 0,5% NaCl, 0,5% péarmiekstrakt). LB tardsddde
sisaldas 1,5% agarit. Bakterimurude valamiseks kasutatud pehmeagar (42 °C) sisaldas LB
s0otmes 0,3% agarit. Baktereid kasvatati temperatuuril 20 °C, kui pole 6eldud teisiti.
Vedelsootmes kasvatamisel aereeriti kultuure loksutil.

Faagiga nakatamisel lisati LB agarsoéotmele peremeesspetsiifika katsetes 0,01 ja
retseptorspetsiifika katsetes 0,03 pg/ml DNA metabolismi stressi pdhjustavat antibiootikumi

tsiprofloksatsiini. Kigis katsetes sisaldas bakterimuruga pehmeagar 10 mM CaCl..

Tabel 1. To6s kasutatud bakterittved

Bakter Iseloomustus Viide allikale

Pseudomonas aeruginosa
PAO1-L Inimese  haavandist eraldatud PAO1 | Stephan Heeb
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derivaat

KAR21 Eraldatud kartulist (Kdiv et al., 2015)
Pseudomonas fluorescens

Pf0-1 Eraldatud saviliivmullast (Compeau et al., 1988)
KAR29 Eraldatud kartulist (Kdiv et al., 2015)
Pseudomonas stutzeri

37 EPH Eraldatud kase risosfaarist Eeva Heinaru

2C23 Eraldatud Narva lahe veest (Vedler et al., 2013)

Pseudomonas syringae

DC3000

Eraldatud tomatist

(Cuppels, 1986)

KAR24

Eraldatud kartulist

(Kdiv et al., 2015)

Pseudomonas putida

Paw8s

Metsiktivi

(Bayley et al., 1977)

KAR36 Eraldatud kartulist (Kdiv et al., 2015)

AfIhF PP_4343 (flhF) deletsioontivi (Ainsaar et al., 2019)

oprB-2::Tn oprB-2 (PP_1445) Tn5Smlacltac Hedvig Tamman
transposoonmutant, colR taustas

oprN::Tn oprN (PP_3427) Tn5Smlacltac Hedvig Tamman
transposoonmutant, colR taustas

AoprH oprH (PP_1185) deletsioontlivi Rita Horak

04994 AflhF PP_4994 (tonB3) ja PP_4343 (flhF) (Ainsaar et al., 2019)
topeltdeletsioontlivi

algD::Sm algD (PP_1288) katkestusmutant (Mumm et al., 2016)

oprQ::Sm oprQ (PP_0268) katkestusmutant (Ainsaar et al., 2014)

AoprE oprE (PP_0234) deletsioontiivi Rita Horak

oprF::Sm oprF (PP_2089) katkestustivi (Putrin$ et al., 2011)

A773 (ompA) 1 ompA lipovalgu geeni (PP_0773) Rita Horak
deletsioontivi (ei uju, viburiteta)

A773 (ompA) 2 ompA lipovalgu geeni (PP_0773) Rita Horak
deletsioontiivi (ujub)

AoprEAoprD oprE (PP_0234) ja oprD (PP_1206) Rita Horak
topeltdeletsioontiivi

AoprC oprC (PP_4838) deletsioontuvi Rita Horak

AoprD oprD (PP_1206) deletsioontlivi Rita Horak

oprB1::Km oprB1 katkestustuvi (Kivistik et al., 2006)

algY::Tn algY (PP_1430) Tn5Smgus Marta Putrin$
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transposoonmutant

bcsA::Sm bcsA (PP_2635) katkestustivi Rita Horak

ompA::Sm ompA (PP_1122) katkestustiivi Rita Hotak

wbpM::Tn wbpM (PP_1805) Tn5Smlactac Hedvig Tamman
transposoonmutant

wbpL::Tn wbpL (PP_1804) Tn5Smlactac Hedvig Tamman
transposoonmutant

A1804 whpL (PP_1804) deletsioontiivi Rita Horak

Katseteks said valitud koik sel hetkel laboris olnud 66 faagi (Tabel 2).

Sekveneerimise

tulemuste vOi faagiperekonna-spetsiifilise PCR-i jargi on nliudseks teada, et need faagid

kuuluvad Uheksasse perekonda (identsus 70%) ja 20’sse liiki (identsus 95%). Paljud faagid

vajasid nakatamiseks kas tsiprofloksatsiini, CaCl. v6i mdlemat (Tabel 2).

Tabel 2. To0s kasutatud bakteriofaagid

Number | Nimi Perekond/ liik | S66tmesse lisati CaCl-
ja tsiprofloksatsiin

1. Amme 3 1/1A CaCl

2. Kdpa 4 1/1B Cipro + CaCl.

3. N6o 1 1/1C Cipro + CaCl.

4. RG6mu 2 1/1E CaCl»

5. AnF1 2/2A -

6. Haage 212A -

7. Hammaste oja 5 212A -

8. IPA1 212A -

9. Issaku 2/2A -

10. Keeri 212A -

11. Kopa 1 2/2A -

12. Luutsna jogi 1 suur 22A -

13. Nouni 2/2A -

14. R60mMu 1 2/2A -

15. Torvandi 2/2A -

16. Torve 2/2A -

17. Vasula oja 1 212A -

18. Kriimani 2/2A -
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19. Maksa 1 2/12A -

20. Keila 2/12B -

21. Vasula jarv 2/2C -

22. Aura 313A CaCl:

23. Suure-Kambja 4 313A CaCl»

24. llioja 2 3/3A CaCl:

25. Amme 2 313A CaCl:

26. Aardla 1 3/13A Cipro + CaCl.
217. Kakumetsa 1 3/13A Cipro + CaCl.
28. Laeva 2 3/3A CaCl:

29. Vasula oja 6 3/3B Cipro + CaCl.
30. Pori 4 3/3B CaCl:

31. Amme 1 3/3B CaCl:

32. Kdpa 5 3/3B Cipro + CaCl.
33. Lauda oja 3 3/3C CaCl.

34. Laeva 1 3 CaCl:.

35. Emajbgi 4/4A -

36. RiV1 4/4A -

37. Luke 2 4/4B -

38. Erra muld M1 5/5A CaCl:

39. Erra muld S1 5/5A CaCl:

40. Véanda F2 5/5A CaCl»

41. Iliojal 5/5B CaCl»

42. Kitsekila 3 5/5B Cipro + CaCl.
43. Konnatiik 5/5B CaCl;

44, Laguja oja 2 5/5B CaCl»

45, Laguja oja 5 5/5B CaCl:

46. Luutsna jogi 1 v 5/5B CaCl»

47. Luutsna jogi 3 5/5B -

48. Luutsna jogi 6 5/5B -

49. Médra jogi 3 5/5B CaCl»

50. Mora jogi 5 5/5B CaCl.

51. Paidla 5/5B Cipro + CaCl.
52. Pori 2 5/5B Cipro + CaCl.
53. Savi-Peeda tee kraav 5/5B CaCl:

54. Villemi 5/5B CaCl»

55. Viia tiik 1 5/5B Cipro + CaCl:
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56. Urmase lomp 5/5B Cipro + CaCl.
57. Kaagvere 1 5/5B Cipro + CaCl.
58. Hammaste oja 2 5/5C CaCl.

59. Suure-Kambja 3 5/5D CaCl:

60. Kakumetsa 2 5 Cipro + CaCl:
61. Luke 3 6/6A Cipro

62. IPA 2 6/6A -

63. Kurepalu 1 8/8A Cipro + CaCl.
64. Kurepalu 2 9/9A Cipro + CaCl.
65. Pori 3 9/9A Cipro + CaCl.
66. Mudajdgi 9/9B Cipro + CaCl.

2.2.2. Faagitolerantsuse testimine agarsoétmel

Faagitolerantsuse testimiseks agarsoé6tmel kasutati Tabelis 1 toodud bakteriliike ja -tlvesid.
Kdiki tuvesid kasvatati ette Ule66 (umbes 24 h) LB vedelsé6tmes 20 °C. Eksponentsiaalse
kasvufaasi rakkude saamiseks tehti tle66 bakterikultuurist ~12,5 kordne lahjendus varskesse
LB vedelsdotmesse ning kasvatati rakke umbes 4 tundi 20 °C juures.

Kdigist tlvedest tehti bakterimuruga tassid, milleks segati kokku umbes 5 ml 0,3% LB
pehmeagarit (42 °C) ning 200 pl eksponentsiaalse kasvufaasi rakke. lga tiive kohta kasutati
uhte tsiprofloksatsiini (0,01 pg/ml) sisaldavat LB agarsodtmega tassi.

Peremees- ja retseptorspetsiifika katseteks kasutati kdrge tiitriga faagifiltraate, mis séltuvalt
faagist olid vahemikus 107-10** PFU/mI. Retseptorspetsiifika tdpsemaks uurimiseks tehti
katseid ka lahjendatud faagilahustega. Selleks tehti uuritavatest faagifiltraatidest 10-kordsete
lahjenduste rida SM puhvrisse (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 100 MM NaCl, 8 MM MgSQs., 0,01%
zelatiin) lahjendustega 10'-10% ning pipeteeriti iga lahjendust 1,5 pl bakterimurule. Tasse

inkubeeriti tledo 20 °C.

2.3. Tulemused
2.3.1. Tuvede valimine faagide peremeesspetsiifika testimiseks

Faagide peremeesspetsiifika madramiseks valiti CELMS kollektsioonist viis enimuuritud
Pseudomonas’e perekonna liiki, milleks olid Pseudomonas putida, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas syringae, Pseudomonas aeruginosa ja Pseudomonas stutzeri. Liikide valik sai
tehtud selle p6hjal, mis keskkonnas need bakterid kasvavad. Kuna Pseudomonas putida
PaW85, mida kasutati faagide eraldamisel peremehena, elab pohiliselt mullas, siis eelistati
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mullast vGi kartulist isoleeritud liike. lgast liigist sai valitud kaks tiive (Tabel 1). Uks, mida on
rohkem uuritud ja mille genoom on sekveneeritud (P. fluorescens Pf 0-1, P. syringae DC3000,
P. putida PaW85 ja P. aeruginosa PAO1-L) ja teine, mis oli 16S RNA geeni jérjestuse alusel
liiki paigutatud. P. stutzeri puhul polnud kummagi kasutatud tlive tadisgenoom teada. Enne
katsete alustamist testiti, et kdik tlived oleksid vdimelised kasvama 20 °C juures, kus faagiga

nakatamise katsed toimusid.

2.3.2. Tsiprofloksatsiini kontsentratsiooni valimine peremeesspetsiifika katseteks

Mdned faagid nakatavad P. putida’t paremini kui sd6tmele on lisatud tsiprofloksatsiini (Tabel
2), seega oli vaja vélja selgitada, kas ja kui palju erinevad bakteritiived seda antibiootikumi
taluvad. Selleks kulvati koik tlved nii LB tassile kui ka LB tassile, millele oli lisatud 0,03
pg/ml tsiprofloksatsiini. Selline tsiprofloksatsiini kontsentratsioon pérssis tugevalt P. syringae
DC3000 ja P. stutzeri 2C23 kasvu, kuigi LB sootmel kasvasid mlemad viga hasti. Ulejaanud
tived talusid 0,03 pg/ml tsiprofloksatsiini paremini. Bakterite testimine madalama
antibiootikumi kontsentratsiooniga LB tassidel nditas, et kdik katseks valja valitud
bakteriliigid ja -tived kasvasid vorreldavalt 0,01 pg/ml tsiprofloksatsiiniga LB sd6tmel.
Seega kasutati peremeesspetsiifika madaramise Kkatsetes just seda tsiprofloksatsiini

kontsentratsiooni.

2.3.3. Peremeesspetsiifika madramine

P. putida faagide peremeesspetsiifika uurimiseks nakatati kimmet pseudomonaadi (P. putida
Paws5 ja P. putida KAR36, P. fluorescens Pf 0-1 ja KAR29, P. syringae DC3000 ja KAR24,
P. aeruginosa PAO1-L ja KAR21 ning P. stutzeri 37EPH ja 2C23) 66 Tabelis 2 esitatud
faagiga. Enamik kasutatud faage ei suutnud nakatada Uhtegi teist bakterit valja arvatud P.
putida tive PaW85, ainult vaiksem osa oli suuteline nakatama ka P. syringae tiive DC3000
(Joonis 4 ja 5). Joonisel 4 on toodud lisaks faagitundlikele P. putida Paw85’le ja P. syringae
DC3000’le veel ka P. syringae KAR24 ja P. putida KAR36 tulemused, mille puhul polnud
iihtegi lttsilaiku naha. Ulejaanud tiived kaitusid samamoodi nagu viimased kaks. Faagid, mis
suutsid nakatada P. syringae tlive DC3000 kuuluvad perekondadesse 2 (liigid 2A, 2B ja 2C)
ja 9 (liikk 9A). Joonisel 5 on esitatud peremeesspetsiifika maaramise koondandmed ja neist
vOib teha jarelduse, et laboris kollektsioneeritud P. putida raamatukogu faagid on tugevalt

peremeesspetsiifilised.
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P. putida Paw85 P. putida KAR36 P. syringae DC3000 P. syringae KAR24

A B CDTE F A B CODTEF A B CDTEF ABCDE F
1
A B C D E F

1 Luke 3 (6A) Aardla 1(3A) Noo 1(1C) V.oja4(2A) Pori4(3B) Laeval(3)
2 KK1(5B) Aardla2(3) NOo2(1C) V.oja6(3B) Amme 1(3B) Laeva 2 (3A)
3KK3(5B) Képal(2A) IPA1(2A) Tdrve (2A) Amme 2 (3A) S-Ka 1 (5D)
4 Haage (2A) Kopa 2 (2A) IPA2(6A) Poril(5B) Amme 3 (1A) S-Ka 3 (5D)
5 V.jarv (2C) Kdpa 4 (1B) IPA4(2A) Pori2(5B) Aura(3A)  S-Ka4(3A)
6 RiV1(4A) Kopa5(3B) V.oja1l(2A) Pori3 (9A) Nouni(2A) Paidla (5B)

~

w

=

wn

o

Joonis 4. Faagide luusilaigud erinevate Pseudomonas’e liikide tlivede bakterimurudel.
Esitatud on 36 faagi ludsilaigud neljal erineval bakterimurul: P. putida tlived Pawa85 ja
KAR36 ning P. syringae tiived DC3000 ja KAR24. Ulejaanud kolme testitud bakteriliigi
mdlemad tlved kéitusid sarnaselt P. syringae KAR24 ja P. putida KAR36 tlivedega, st olid
resistentsed koigi P. putida faagide suhtes. Nimede maatriksis on sulgudes esitatud faagi liik
vOi perekond kui liik pole teada. Varviliselt on &ra margitud faagid, kes suutsid nakatada
bakterit P. syringae DC3000, rohelised kuulusid perekonda 2 ja sinised perekonda 9. Pilt on
tehtud peale ~24h kasvatamist 20 °C juures. Katset korrati 3 korda ja esitatud on Uhe katse
tulemused.
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Peremehed Peremehed
P. fluorescens P. syringae P. putida P. aeruginosa  P. stutzeri P. fluorescens P. syringae P. putida P. aeruginosa  P. stutzeri
Nimi Liik Pf0-1 KAR29 DC3000 KAR24 PaW85 KAR36 PAO1-L KAR21 37EPH 2C23 Nimi Liik Pf0-1 KAR29 DC3000 KAR24 Paw85 KAR36 PAO1-L KAR21 37EPH 2C23

1 Amme 3 34 laeva 1 3
2 Képa 4 35 Emajigi
3 Néo1l JERIV1
4 RG6MuU 2 37 Lukel
5 AnF1 38 Erra M1
6 Haage 3% Erra sl
7 Ham. oja 5 40 Vinda F2
8IPA1 411106 1
9 Issaku 42 KK32
43 Konnatiik

10 Keeri

11 Képa 1

12 Luutsnals
13 Nouni

14 R66mMu 1
15 Torvandi
16 Térve

17 V.ojal

18 Kriimani
19 Méksa 1
20 Keila

21 Vasula jérv
22 Aura

23 5-Ka4

24 lioja 2

25 Amme 2

26 Aardla 1
27 Kakumetsa 1
28 Laeva 2

29 Vasula oja 6
30 Porid4

31 Amme 1

32 Kopa 5

33 Lauda oja 3

44 Laguja oja 2
45 laguja oja 5
46 Luutsna 1w
47 Luutsna 3
48 Luutsna &
4% Méra 3

50 Méra 5

51 Pdidla

52 Pori2

53 Savi-Peeda
54 Villemi

55 Viia tiik

56 Urmase lomp [EL:)
57 Kaagvere

58 Ham. oja 2
595-Ka3

B0 Kakumetsa 2
&1 Luke3d

B2 IPAZ

£2 Kurepalu 1
&4 Kurepalu 2
&5 Pori 3

&6 Mudajégi

Joonis 5. P. putida faagide peremeesspetsiifika maaramise koondtulemused. Esitatud on
kdik faagid ja tlived, millega peremeesspetsiifika katset tehti. Rohelisega on margitud bakteri
liGsumine vastava faagiga, punane nditab, et bakter on faagile resistentne. Seega nakatuvad
uuritud faagidega ainult faagide isoleerimiseks kasutatud P. putida tlvi Paw85 ja moéne
faagiperekonna puhul ka P. syringae DC3000.

2.3.4. Retseptorspetsiifika maaramine

Retseptorspetsiifika méadramiseks sai labori kollektsioonist valitud 21 erinevat P. putida
PaW85 mutanti (Tabel 1), millel oli defektne kas lipopoltsahhariidide slinteesis osalev geen
(wbpL, wbpM), poriini geen (PP_0773, oprF, oprC, oprD, oprE, oprH, oprN, oprB-2, oprQ,
oprB1, ompA) vdi eksopollsahhariidi (alginaat, tselluloos) silinteesi reguleeriv voi kodeeriv
geen (algD, algY, bcsA). Viburidefektset tuve labori kollektsioonis ei olnud, aga
retseptorspetsiifika katsetesse voeti spontaanne ujumisvBimetu ompA deletsioonmutant ja
flnF-defektne tlvi, millel on hairitud viburite slintees ja asetus (Ainsaar et al., 2019).

Retseptorspetsiifika maaramiseks nakatati 21 P. putida Paw85 mutanti (Tabel 1) tabelis 2
toodu 66 faagiga. Kasutatud faagid olid suutelised nakatama kdiki tuvesid vorreldavalt P.
putida algse tlvega PaW85 vilja arvatud wbpL::Tn, wbpM::Tn ja AwbpL mutandid (Joonis 6
ja 7). Neid kolme tiive suutsid nakatada ainult teise (liigid 2A, 2B ja 2C) ja neljanda (liik 4A)
perekonna faagid. Kdigi kolme tlive puhul on tegemist mutantidega, millel on eeldatavasti
hairitud lipopolisahhariidi O-antigeeni stintees (Rocchetta et al., 1999). Joonisel 6 on esitatud
vaid kaheksa tive andmed, sest kdik mutandid, millel oli defektne poriini Vvoi
eksopolisahhariidi siinteesi geen vGi oli viburi sintees hdiritud nakatusid sarnaselt P. putida

algse tuvega.
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WT oprF::Sm 1 A773 (1)
A B C D E F E R B SC D E B LB CD
1 3
2 74
3 .
s
5
S ¥

AwbplL wbpM::Tn A773 (2) AoprE AoprD

A B C D F
111li 1 (5B) Lag.oja5(5B) Ham.oja 5(2A) Torvandi(2A) Viia tiik 1 (5B) Kure 1 (8A)
2 11i 2 (3A) Lu.jogi 1 v (5B) Lauda oja 3 (3C) R6omu 1 (2A) Viia tiik 2 (5B) Kure 2 (9A)
3 Savi-P 1 (5B) Lu.j6gi1ls (2A) Mora jogi 3 (5B) R66mu 2 (1E) Urmase (5B) Kaag1 (5B)
4 Savi-P 2 (5B) Lu.jogi 3(5B) M0dra jogi5(5B) Keeri (2A) Kriimani (2A) Kaag 2 (5B)
5 Lag.oja 2 (5B) Lu.j6gi 6 (5B)  Villemi (5B) Lennu (2A)  Maksa 1 (2A) Kaku 1 (3A)
6 Lag.oja 3 (5B) Ham.oja 2 (5C) Konnatiik (5B) Issaku (2A)  Mudajogi (9B) Kaku 2 (5)

m

Joonis 6. Faagide ludsilaigud erinevate P. putida Paw85 mutantide bakterimurudel.
Esitatud on 36 faagi lutsilaigud kaheksal erineval bakterimurul (WT, wbpL::Tn, oprF::Sm,
AT73 (1), AwbpL, wbpM::Tn, A773 (2) ja AoprEAoprD). Ulejaanud 13 testitud bakteritiive
kaitusid sarnaselt algsele tuvele. Nimede maatriksis on sulgudes esitatud faagi liik vOi
perekond kui liik pole teada. Varviliselt on valja toodud faagid teisest perekonnast, kes
suutsid nakatada koiki tlivesid. Pildid on tehtud peale ~24 h kasvatamist 20 °C juures. Katset
korrati 3 korda ja esitatud on Uhe katse tulemused.

Katseid tehes oli naha, et osad LPS-mutante nakatavad faagid lGusisid wbpL geeni
transposoonmutanti (wbpL::Tn) ja deletsioonmutanti (AwbpL) erineva efektiivsusega (Joonis
6). Joonisel 7 on esitatud 7 tivega ja kdigi faagidega tehtud kokkuvétlikud tulemused. Nende
tvede puhul, mida pole joonisel 7 vélja toodud, toimus nakatumine sarnaselt WT-le.
Retseptorsdltuvuse katsetest voib jareldada, et esimese (1A, 1B, 1C ja 1E), kolmanda (3A, 3B
ja 3C), neljanda (4B), viienda (5A, 5B, 5C ja 5D), kuuenda (6A), kaheksanda (8A) ja
theksanda (9A ja 9B) faagide perekonna liigid kasutavad retseptoritena lipopollsahhariide.
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Tived
Faagi nimi Liik oprF::Sm AoprD algD:Sm bcsA:Sm wbplL:Tn wbpM:Tn AwbplL Faagi nimi
34 Laeval

35 Emajogi
36 RiV1

37 Luke 2

38 Erra M1
39 ErraS1

40 Vénda F2
41 lllioja 1
42 KK3

43 Konnatiik
44 Laguja 2
45 Laguja 5
46 Luutsna 1 viike
47 Luutsna 3
48 Luutsna 6
49 Méra 3

50 Méra 5

51 Péidla

52 Pori2

53 Savi-Peeda
54 Villemi

55 Viia titk

56 Urmase lomp
57 Kaagvere
58 Ham. oja 2
59 S-Ka 3

60 Kakumetsa 2
61 Luke3

62 IPA2

63 Kurepalu 1
64 Kurepalu 2
65 Pori 3

66 Mudajogi

1Amme3
2 Képa 4
3 Noo
4 R6mu 2
5 Haage
6 Ham. oja 5
7 Issaku
8 Keeri
9 R66mu 1
10 Torvandi
11 Torve
12 V.ojal
13 Méksa 1
14 AnF1
151IPA1
16 Kopa 1
17 Luutsna 1 suur
18 Nouni
19 Kriimani
20 Keila
21 Vasula jarv
22 Aura
23 S-Kad
24 1lli oja 2
25 Amme 2
26 Aardla 1
27 Kakumetsa 1
28 Laeva 2
29 Vasula oja 6
30 Pori4
31 Amme 1
32 Képa 5
33 Lauda oja 3

Joonis 7. P. putida faagide retseptorspetsiifika maaramise koondtulemused. Esitatud on
koigi faagide nakatamistulemused seitsme P. putida mutandi kohta. Ulejaanud 14 mutandi
tulemusi pole esitatud, sest nende puhul toimus nakatumine sarnaselt P. putida algsele tlvele
PaW85. Rohelisega on margitud bakteri lulsumine vastava faagiga, punane nditab, et bakter
on faagile resistentne. Rohelisele margitud ,,vahem* tdhendab, et lulsilaiku oli ndha, kuid see
oli silmndhtavalt vdhem labipaistvam kui algse tuve puhul. LPS-mutandid oli resistentsed
kuue faagi perekonna suhtes. Neid suutsid nakatada ainult teise (2A, 2B ja 2C) ja neljanda
(4A) perekonna liigid.

2.3.5. LPS-defektsete tiivede efektide tdpsem testimine lahjendusridadega

Retseptorspetsiifika katsed néitasid, et faagid, mis suutsid LPS-defektseid mutante nakatada
ladsisid wbpL::Tn tive kehvemini kui tuvesid wbpM::Tn ja AwbpL (Joonis 8). Nende
erinevuste tdpsemaks analtiisimiseks tehti lisakatseid uuritavate faagide lahjendusridadega.
Nakatamiseks kasutati teise ja neljanda perekonna faage, mis suutsid LPS-mutante nakatada
(Joonised 6 ja 7). Faagide tiitrite Ohtlustamiseks tehti vajalikud eellahjendused nii, et
bakterimurule sai kanda faagid kontsentratsioonidega 10® kuni 10t PFU/mI. Kui faagi algtiiter
oli 107 PFU/ml, sai tassile nii 10% kui ka 107 koha peale kantud ainult kontsentratsioon 107
PFU/mI. Vordluseks oli kasutusel P. putida algne tivi Paw85 (WT).
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10' 10' 10° whbplL::Tn 10* 10° wbpM::Tn 10' 10° AwbplL 10°

Joonis 8. WbpL geeni transposoonmutandi faagiresistentsus on suurem kui wbpL
deletsioonmutandil. Esitatud on P. putida algse tlive Paw85 (WT) ja AwbpL, wbpM::Tn
ning wbpL::Tn tlivede 8 erineva faagiga nakatatud bakterimurude pildid. Nakatamiseks on

kasutatud faagilahjendusi kontsentratsioonidega 10® kuni 10t PFU/ml. Pildid on tehtud peale
~24 h kasvatamist 20 °C juures. Katset korrati 4 korda ja esitatud on the katse tulemused.

1 Haage (2A)

2 Issaku (2A)

3 Torvandi (2A)
4 AnF1 (2A)

5 IPA1 (2A)

6 Keila (2B) -
7 V.jarv (2C)

8 Emajogi (4A) s

Katsed naitasid, et kdik faagid nakatasid tuvesid wbpM::Tn ja AwbpL peaaegu vordvéaarselt
WT-ga, kuid tlvi wbpL::Tn oli osade faagide suhtes resistentsem. Teise perekonna 2A liiki
kuuluvad faagid kéitusid kahte erinevat moodi. Osad 2A faagid (Haage, Issaku, Tdrvandi)
nakatasid tlive wbpL::Tn 10-100 korda kehvemini kui algset tiive, kuid teised (AnF1, IPAL)
samavaarselt algse tlivega (Joonis 8). Vdga suur oli erinevus liigi 4A faagiga (Emajdgi)
nakatumise korral wbpL::Tn ja teiste tiivede vahel. Tlve wbpL::Tn polnud see faag lahjendusi
tehes Uldse vdimeline nakatama, kuigi teisi tlivesid jélgides oli tegemist Uhe parima
nakatajaga (Joonis 8).

LPS-defektsete tlvede lahjendusridadega tehtud katsetest vdib jareldada, et tlvi wbpL::Tn on
osade teise ja neljanda perekonna faagide suhtes palju resistentsem kui tived wbpM::Tn ja
AwbpL.

2.4. Arutelu
2.4.1. P. putida faagide peremeesspetsiifika

Faagid on tulpiliselt vaga peremeesspetsiifilised, suutes nakatada ainult kindlaid bakteri
perekondi, liike vOi isegi tuvesid (Hyman ja Abedon, 2010). Osade Pseudomonas’e
perekonna liike nakatavate faagidega on varem Kkatseid tehtud, et aru saada Kkui
peremeesspetsiifilised nad on. Naiteks on P. syringae faagid vaga peremeesspetsiifilised ja
mitmed neist suudavad nakatada ainult kindlaid tlvesid, mis on omavahel sarnased, kuid
mitte teisi sama liigi tivesid (Koskella ja Meaden, 2013). Kuna P. putida faagiresistentsust
pole uuritud, ei ole ka andmeid selle kohta, milline on P. putida’t nakatavate faagide
peremeesspetsiifika. Seetdttu saigi ké&esolevas t66s uuritud laboris kollektsioneeritud P.
putida faagiraamatukogu peremeesspetsiifikat. Selgus, et need faagid ei olnud suutelised

nakatama teisi tuvesid peale P. putida PaW85, mist6ttu on nende puhul tegemist tugevalt
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peremeesspetsiifiliste faagidega. Ainsaks erandiks uuritud bakterite hulgas oli P. syringae tivi
DC3000, keda suutsid nakatada labori kollektsiooni faagide teise perekonna liigid 2A, 2B ja
2C ning uheksanda perekonna liik 9A. See viitab, et faagid, mis kuuluvad liikidesse 2A, 2B,
2C ja 9A, kasutavad arvatavasti bakterile kinnitumiseks sarnaseid retseptoreid, mis on olemas
nii P. putida tlivel Paw85 kui ka P. syringae tiivel DC3000, kuid mitte teistel kasutatud
tivedel. Huvitavaks teeb asjaolu veel see, et miskiparast pole liik 9B suuteline P. syringae
DC3000 nakatama. Mistottu on pohjust edaspidi 9A ja 9B faagide genoome tapsemalt uurida
ning otsida vdimalikke pdhjuseid, miks need Uhe perekonna faagid erinevalt kéituvad.

Saadud tulemused on ootuspérased selle poolest, et nagu paljud teised faagid on ka P. putida
faagid vaga peremeesspetsiifilised, kuid huvitava asjaoluna selgus, et mdned faagid olid siiski
suutelised nakatama ka P. syringae tiive DC3000.

2.4.2. P. putida faagide retseptorspetsiifika

Faagid kasutavad bakteri pinnale kinnitumiseks retseptoritena piile, poriine ja
lipopolusahhariide. Lipopolusahhariidides kasutatakse kinnitumiseks kdige enam LPS’i O-
antigeenset osa (Nobrega et al., 2018). P. putida faagide poolt kasutatavate retseptorite
valjaselgitamiseks uuriti kdesolevas t66s kumneid P. putida Paw85 mutante, kellel oli
defektne mdni potentsiaalset retseptorit kodeeriv geen. Kui faag ei olnud vdimeline mutanti
nakatama, tdhendas see seda, et see retseptor, mille t66 oli antud tiives héiritud, oli vajalik
faagi kinnitumiseks. Ainsad tuved, kelle puhul oli paljude faagidega nakatumine hdiritud, olid
defektse lipopolisahhariidi geeniga tiived wbpL.::Tn, wbpM::Tn ja AwbpL. Seega faagid, mis
ei suutnud nakatada neid mutante, kasutavad retseptorina lipopolisahhariidi. See on
kooskdlas eelnevate t6ddega, kus ka teised Pseudomonas’e perekonna bakterite faagid, nagu
naiteks P. syringae faagid (Koskella ja Meaden, 2013), kasutavad kdige enam retseptoritena
lipopolisahhariide.

Kolmel mutandil (wbpL::Tn, wbpM::Tn ja AwbpL), keda paljud faagid nakatada ei suutnud,
oli defektne O-antigeeni slinteesis osalevat valku kodeeriv geen. WbpL vastutab
pseudomonaadides O-antigeeni slinteesi alustamise eest (Kutschera et al., 2019). Lisaks
whbpL’le sBltub pseudomonaadide O-antigeeni stintees ka geenist wbpM (Creuzenet ja Lam,
2001). Kui on rikutud véhemalt Uks neist geenidest, pole bakter suuteline O-antigeeni
stinteesima (Dean ja Goldberg, 2000; Kutschera et al., 2019). See tdhendab, et need faagid,
kes kasutavad retseptorina just O-antigeeni, pole suutelised mutandile kinnituma. Seet6ttu

vOib spekuleerida, et paljud labori faagiraamatukogu faagid (liigid 1A, 1B, 1C, 1E, 3A, 3B,
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3C, 4B, 5A, 5B, 5C, 5D, 6A, 8A, 9A ja 9B) kasutavad retseptorina lipopoltsahhariidi O-
antigeeni.

Teiste faagide (2A, 2B, 2C ja 4A) retseptorite kohta pole midagi teada. Nemad vdivad
kasutada kinnitumiseks nii piile, poriine kui ka lipopoliisahhariide, viimaste puhul siis pigem
LPS tuumikoligosahhariidset osa. Retseptoritena saab vélistada vaid need, mille mutantidega
sai katseid labi viidud.

LPS-mutantide nakatamisefektiivsust madtes ilmnes (ks huvitav asjaolu. Ttved wbpL::Tn ja
AwbpL oleksid vdinud nakatuda sarnaselt, kuna mélemal on geen wbpL defektne. Kuna tlived
AwbpL ja wbpM::Tn Kkiitusid samamoodi, siis on alust arvata, et erinevus tuleneb tive
wbpL::Tn eripérast. Arvestades, et tegemist on transposoonmutandiga, siis poleks dllatav kui
lisaks mutatsioonile geenis wbpL vdis transposoonmutageneesi kaigus olla toimunud
mutatsioone ka mujal genoomis, tehes selle tlive faaginakkusele resistentsemaks.

Teine huvitav leid seoses wbpL::Tn tivega oli asjaolu, et teise perekonna faagid kéitusid
wbpL::Tn tuve nakatades kahte erinevat moodi — osad nakatasid mutanti sarnaselt algsele
tivele ja teised palju kehvemini. Selleks, et aru saada, kas sellel erinevusel v6iks ka mingi
tapsem pdhjus olla, virdles Age Brauer teise perekonna faagide genoome. Uhe sabakiu valgu
analiusimisel (Joonis 9) markas ta selget erinevust, mille jargi vois teise perekonna faagid

kahte gruppi jagada.
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Species/Abbrv

1. Vasulajarv vl FH ﬁpn LHE AV

2. Keila R INFH m ALHVAV

3. AnF1 RINFH IH@IJALHVAV

4. IPA-1 L INFH m@gALuvnv

5. Kopa-1 INFH IHM’ALHVAV

6. Nouni I MFH IHRPALHVAV

7. Keeri X INFH

8. Torve L INFH

9, Torvandi P INFH

10. Issaku " INFH

11. Haage RINFH

12. Luutsna-jogi-1-suur INFH

13. Roomu-1  INFH

14, Hammaste-ofa-5 R INFH

15. V-ofa-1 INFH

Spacies/Abbry 2 s o £

1. Vasulajarv - ! FIRC

2. Keila - = o ! FIRC A
3, AnF1 - -V | FEC A
4, IPA-1 - =V | FEC Al
5. Kopa-1 --N J FIRC A
6. Naum -V I FIRC A
7. Keeri mN 1 I Fill 2 I3
B. Torve MN | | FiR | -
9. Tervandi MN ! FilR!

10, Issaku M | £l

11. Haage M v FN I

12, Luutana-jogi-1-suur M v FN

13, Roomiu=1 M v FN I

14, Hammaste-oja-5 M v Fie

15. V-oja-1 M v FN!

Joonis 9. Teise perekonna faagide sabakiu valgu C-terminaalse osa joondus. Joonisel on
valja toodud viieteistkiimne teise perekonna faagi sabakiu valgu C-terminaalse osa vordlus,
mis néitab, et katsetes kasutatud faagid jagunevad sabakiu valgu jargi kaheks. Esimesse
Klastrisse kuuluvad faagid AnF1 ning IPAL (faagid 1-6) nakatasid tiive wbpL.::Tn samuti nagu
P. putida algset tlve, teise Kklastrisse kuuluvad Haage, Issaku ja Torvandi (faagid 7-15) aga
palju kehvemini (joonis saadud Age Brauer’ilt).

Ullatuslikult korreleerus see kahte gruppi klasterdumine katsetes saadud wbpL::Tn tiive
nakatumismustriga: 2A faagid Haage, Issaku ja Torvandi, mis nakatavad wbpL::Tn tive
halvemini kui algset tlive (Joonis 8) kodeerivad iht tlitipi sabakiu valku, samas kui algset tlive
ja wbpL::Tn tive Uhtemoodi nakatavatel AnFl ja IPA1 (Joonis 8) faagidel on teist tudpi
sabakiud. See lubab spekuleerida, et teise perekonna faagide sabakiu valgus leitud erinevus
vBib pdhjustada wbpL::Tn tlive erinevat nakatumist nende faagidega. llmselt suudavad Uhte

sabakiu varianti omavad faagid wbpL::Tn tiive pinnale paremini kinnituda kui teised.
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KOKKUVOTE

Enamik faage kasutavad peremeestena ainult kindlaid bakteriliike vdi -tivesid, mis viitab
nende tugevale peremeesspetsiifilisusele (Hyman ja Abedon, 2010). Selleks, et faag oleks
suuteline sobivale peremehele kinnituma, peab tema retseptoreid siduv valk &ra tundma dige
retseptori bakteri pinnal. Faagid vdivad &ra tunda mitmeid retseptoreid ja levinumaks neist on
lipopolisahhariidid (Nobrega et al., 2018). Mitmete Pseudomonas’e perekonna liikide
faagidega on tehtud katseid, et valja selgitada nende peremeesspetsiifilisus ja milliseid
retseptoreid need faagid kasutavad (Dean ja Goldberg, 2000; Koskella ja Meaden, 2013;
Kutschera et al., 2019). Teadaolevalt pole sarnaseid katseid tehtud P. putida faagidega. Seda
tddedes oli k&esoleva t66 eesmark analiilisida keskkonnast eraldatud P. putida faagide
peremeesspetsiifikat ja lisaks vélja selgitada, milliseid retseptoreid voéivad P. putida’t
nakatavad faagid kinnitumiseks kasutada. Tehtud katsete tulemusena saab jareldada:

1) P. putida’t nakatavad faagid on tugevalt peremeesspetsiiflised;

2) labori faagiraamatukogu teise ja Uheksanda perekonna faagid kasutavad nakatamiseks
retseptoreid, mis on olemas nii P. putida tlvel PaW85 kui ka P. syringae tuvel
DC3000;

3) esimese, kolmanda, viienda, kuuenda, kaheksanda ja tiheksanda perekonna faagid
kasutavad retseptoriteks lipopoliisahhariide, tdendoliselt LPS’i O-antigeenset osa.

Seega VvOib tddeda, et P. putida faagid on peremeesspetsiifilised ja paljud neist kasutavad

bakteri pinnale kinnitumiseks lipopolisahhariide.
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Host and receptor specificity of Pseudomonas putida phages

Anu Kangsep

SUMMARY

Most bacteriophages use only specific bacterial species or strains as hosts, suggesting their
strong host specificity (Hyman and Abedon, 2010). For a phage to be able to attach to a
suitable host, its receptor-binding protein must recognize the correct receptor on the bacterial
surface. Phages can recognize several receptors, the most common ones being used are
lipopolysaccharides (Nobrega et al., 2018). Experiments have been performed with phages
from several species of the genus Pseudomonas to find out their host specificity and which
receptors these phages use (Dean and Goldberg, 2000; Koskella and Meaden, 2013;
Kutschera et al., 2019). To our knowledge, similar experiments have not been performed with
P. putida phages. Recognizing this, the aim of this work was to analyze the host specificities
of P. putida phages isolated from the environment and to find out which receptors the phages
infecting P. putida can use for attachment. From the data obtained, it can be concluded:
1) the phages infecting P. putida are highly host-specific;
2) phages of the second and ninth genera use receptors for infection, which are present in
both P. putida strain PaW85 and P. syringae strain DC3000;
3) phages of the first, third, fifth, sixth, eighth and ninth genera use lipopolysaccharides,
especially the O-antigene part of LPS, as receptors.
Thus, it can be concluded that P. putida phages are host-specific and many of them use

lipopolysaccharides for attachment.
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