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INFOLEHT

Klorosalitstlaatide lagundamine erinevates perekonna Pseudomonas liikides

Salitsiilaat on naftaleeni lagundamisel tekkiv vahetihend. Kéesolevas t66s uuritakse perekonna
Pseudomonas kolme tiive, P. pseudoalcaligenes C70, P. fluorescens PC20 ja P. putida NCIB
9816-4, voimet lagundada salitstilaati ja klorosalitsiilaate. Tuvedel on erinev arv lagundamiseks
vajalikke salitstilaadi 1-hudroksilaase ja katehhooli 1,2- ja/vdi 2,3- dioksligenaase. Teostatud
katsete kédigus madrati tlvede kasvuparameetrid, enstiimide aktiivsused ning neid kodeerivate
geenide ekspressioon salitsulaati, 3-, 4- vOi 5-klorosalitstlaati sisaldavas R2A sddtmes
kasvanud rakkudes. Analudsiti kolme tive koosluse vdimet kasvada salitsiilaate sisaldaval
sootmel. TOos sooritatud katsete pdhjal mdjutab klororihma asetus salitsiilaadi molekulis
tlivede vdimet neid aineid lagundada. Koosluses domineerib plasmiidset sal operoni omav

kiirekasvuline P. fluorescens tivi PC20.

Mairksonad:  Salitsiilaadi  1-hidroksiilaas, katehhooli  dioksiigenaasid, redundantsus,
klorosalitsiilaat, Pseudomonas

B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, miikoloogia
Degradation of chlorosalicylates in different species of the Pseudomonas family

Salicylate is an intermediate in the degradation of naphthalene. This study focuses on the
salicylate and chlorosalicylate degradation properties of three strains from the family
Pseudomonas, P. pseudoalcaligenes C70, P. fluorescens PC20 and P. putida NCIB 9816-4.
These strains have a different number of salicylate 1-hydroxylases and catechol 1,2- and/or 2,3-
dioxygenases, enzymes essential for the degradation of salicylate. The growth parameters,
enzyme activities and gene expression of the key enzymes were determined on R2A medium
supplemented with salicylate, 3-, 4- or 5-chlorosalicylate grown strains. In addition, the ability
of the mixed culture of the three strains to grow on medium containing salicylates was analyzed.
Based on the results of this work, the position of the chlorine group in the salicylate molecule
affects the ability of pseudomonads to degrade these substances. The community is dominated

by the fast-growing strain PC20, which sal operon locates in the pNAH20 plasmid.

Keywords: Salicylate 1-hydroxylase, catechol dioxygenases, redundancy, Na-salicylate,
chlorosalicylate, Pseudomonas
B230 Microbiology, bacteriology, virology, mycology
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KASUTATUD LUHENDID

3-KL - 3-klorosalitstlaat

4-KL - 4-klorosalitstlaat

5-KL - 5-klorosalitstlaat

C120 - katehhooli 1,2-dioksuigenaas

C230 - katehhooli 2,3-dioksuigenaas

HMS - hiidrokstimukonosemialdehtiud

KHMS - 5-kloro-2-hudroksumukonosemialdehitid
PAH - polutsikliline aromaatne tihend

SH - salitsiilaadi 1-hiidrokstilaas



SISSEJUHATUS

Aromaatsed thendid, eelkdige stabiilsemad polutsiiklilised aromaatsed sisivesinikud (PAH-
id), on inimtegevuse tagajarjel muutunud laiaulatuslikuks saasteallikaks kogu maailmas. Kuigi
aromaatseid Uhendeid leidub ka looduses, on tihti katastroofiliste tagajargedega just
to6stuslikes jaatmetes voi naftareostustes leiduvate tihendite keskkonda jéudmine. Uhenditel
on kahjulik méju floorale ja faunale, mist6ttu reostused L&&nemeres, Atlandi ookeanis jm

veekogudes vdivad kohalikes 6koslisteemides péordumatut havingut pdhjustada.

Saaste likvideerimine on mehaaniliste meetodite puhul madala efektiivsusega, kulukas ja
aegandudev protsess. Lahenduseks on biotervendus — mikroorganismide lagundamisvéime
kasutamine aromaatsete (hendite degradeerimiseks. Bakterid lagundavad aromaatseid
Uhendeid ja nende vahelhendeid, kasutades neid susiniku- ja energiaallikana. Aromaatsed
uhendid on tihtipeale &&rmiselt stabiilsed, mistdttu on vaja leida spetsiifilised bakteritlived,
millel on olemas nii aromaatsete ihendite lagundamiseks vajalikud enstiimaatilised rajad, kui
ka voime kooslustes séilida. Efektiivseks biotervenduse vahendiks on mikroorganism, mis
adapteerub kiirelt uue keskkonnaga ja lagundab saasteainet tdhusalt ja mdistliku aja piires (Seo
etal., 2009).

Antud t60 eesmaérgiks on analtlsida Pseudomonas pseudoalcaligenes C70, Pseudomonas
fluorescens PC20 ja Pseudomonas putida NCIB 9816-4 Na-salitsulaadi ning klorosalitstilaatide
lagundamisvdimet ksik- ja segakultuurides. Substraadiks valiti Na-salitstilaat, kuna tegemist
on aromaatsete Uhendite lagundamisel tekkiva tsentraalse vahetihendiga. Klorosalitsilaatide
lagundamise hindamise eesmargiks on selgitada klororiihmade mdju klassikalisele aromaatsete
uhendite lagundamisrajale.
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1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Aromaatsete tihendite aeroobne lagundamine bakterites

Aromaatsed ehk benseenituumaga tihendid on tédnu iihtlustunud n-elektronipilvele keemiliselt
ja bioloogiliselt suhteliselt stabiilsed. Neid toodavad oma elutegevuse kéigus nii taimed kui ka
mikroorganismid. Aromaatsed (hendid on néiteks kofeiin, aromaatsed aminohapped,
salitstilaadid, ligniin jne. Keskkonnale tekitavad aga rohkem kahju inimtekkelised aromaatsed
uhendid, mida toostusprotsesside (keemia- ja farmaatsiatdostused, toornafta rikastustehased
jne) voi transpordi kéigus voib loodusesse sattuda vaga suurtes kogustes. (Ladino-Orjuela et
al., 2016) Iseloomuliku stabiilsuse tottu on inimkaitumise tagajarjel keskkonda jéudnud
aromaatsete Uhendite puhul tihti tegemist ainetega, mille likvideerimine on keeruline (Seo et
al., 2009).

Aromaatsed Uhendid jagunevad pdhiliselt kolmeks suuremaks klassiks — politsuklilised (PAH-
id), heterotsuklilised ja asendusriihmadega aromaatsed tihendid. PAH-id koosnhevad rohkem kui
Uhest benseenituumast ning neid satub loodusesse nditeks metsap6lengute ja vulkaanipursete,
kuid ka inimtegevuse tagajarjel. (Seo et al., 2009) PAH-idel on inimestele kartsinogeenne efekt,
lisaks on neil toksiline m&ju nii rakumembraanile, kui ka selle funktsioonidele, sealhulgas
ensudmislsteemidele (Menzie et al. 2002; Abdel-Shafy ja Mansour, 2016). Polutsikliliste
aromaatsete tihendite lahustuvus vees ja keemiline reaktiivsus vaheneb tihendi molekulmassi ja

benseenituumade arvu tbusuga (Seo et al., 2009).

Aromaatseid Uhendeid on vdimalik keskkonnast likvideerida mikroorganismide abil
biotervendusega. Teatud hulk mikroorganisme on vBimelised kasutama aromaatseid ihendeid
susiniku- ja energiaallikana. Aeroobsed mikroorganismid hudroksileerivad esmalt
oksuigenaaside abil stabiilse benseenituuma, mis seejérel I8hutakse dioksugenaaside poolt.
Esimese reaktsiooni tulemusena tekivad mitmed olulised metaboolsed vahetihendid, nende seas
katehhoolid, protokatehhuaadid ja gentisaadid. Olenemata ensumaatiliste radade eriparadest
toetuvad aeroobsete tihendite lagundamistaktikad just nendele tsentraalsetele vahelihenditele.
Edasiste  lagundamisprotsesside  tulemusena  degradeeritakse ained tsitraaditsikli
vahelhenditeks. (Perez-Pantoja et al., 2019) Samas eelistavad bakterid tihti aromaatsetele
thenditele lihtsamaid substraate, nditeks susivesikuid, mille lagundamine on organismile

reeglina energeetiliselt kasulikum (Seo et al., 2009).

Aromaatsete Uhendite lagundamisel tekkivad vaheuhendid vdivad omada tsutotoksilist mdju.

Mufoz jt. (2007) vaidavad, et benseenituuma I6hkumisel tekkiva katehhooli kdrgemad



kontsentratsioonid vdivad inhibeerida nii selle tekkel kui ka lagundamisel osalevate enstitimide
t06d. Redundantsus ehk sama geeni mitme koopia esinemine genoomis vdib katehhooli méju
leevendada. Pseudomonas putida tivi mt-2 suudab vaheiihendite tsutotoksilisust véhendada,
taludes korgemaid bensoaadi ning katehhooli kontsentratsioone tédnu redundantsetele
katehhooli 1,2- dioksiigenaasidele, mis kontrollivad rakusisest katehhooli kontsentratsiooni
(Jiménez et al., 2014).

1.2 Naftaleeni aeroobne lagundamine salitstilaadiks

Poltaromaatsete Uhendite mudelmolekul naftaleen on lihtsaima struktuuriga Ghend antud
klassis. Vordluses teiste polltsukliliste Uhenditega on selle lahustuvus vees kdrgem, mistdttu
on mikroobidel naftaleeni kergem lagundada. Pohiliselt tekib naftaleeni looduslikult
mittetéielikel pdlemisreaktsioonidel — vulkaanipursked, metsapdlengud (Menzie et al., 2002),
kuid ka looduslike lekete esinemisel nafta- ja soekaevandustes (Abdel-Shafy ja Mansour,
2016). Suuremas koguses satub naftaleeni keskkonda nafta kaevandamisel, tootlemisel ja
transpordil, aga ka keemiattdstustest, kus toodetakse koitdrjevahendeid, varve, I6hkeaineid jne.
Sarnaselt teistele PAH-idele, on ka naftaleenil potentsiaalselt inimestele kartsinogeenne efekt.
(Preuss et al., 2003)

nahAa  nahAc nahB nahC nahE
nah
nahAb  nahAd nahlF nahQ nahD
| nahR nahT nahl nahl nahM  nahJX
sal
nahG nahH nahN nahO nahK nahy

Joonis 1. Pseudomonas putida NAH7 plasmiidi nah ja sal operon, transkriptsiooni regulaator
nahR (Sota et al., 2006 pohjal).
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Joonis 2. Pseudomonas putida tive G7 naftaleeni lagundamisrada vastavate geenidega NAH7
plasmiidi nah operonist (Seo et al., 2009, pdhjal).

Naftaleeni enstimaatiline lagundamine bakterites toimub kahes etapis. Esimeste reaktsioonide
tulemusena I8hutakse (ks benseenituumadest ning tekib salitsulaat, mis seejarel lagundatakse
ule katehhooli vOi gentisaadi tsitraaditsiikli vahethenditeks (Serdar ja Gibson, 1989).
Naftaleeni lagundamisrada on pdhjalikult uuritud Pseudomonas putida tiives G7, kus naftaleeni
lagundamisel salitstilaadiks osalevad kataboolsed enstiimid on kodeeritud plasmiidis NAH7
paiknevalt nahABCDEF operonilt (Joonis 1), edasiste reaktsioonide katalliisimiseks
kodeeritakse sal operoni geene (Seo et al., 2009). Mdlema operoni geenide avaldumist
reguleerib salitsilaadist positiivselt sdltuv nahR geen. Lagundamine, sarnaselt teistele
aromaatsetele tihenditele, saab alguse aine hiidrokstleerimisega okstigenaaside abil (Joonis 2).
Naftaleeni multikomponentne dioksligenaas (nahAaAbAcAd) rindab benseenituuma, mille



tagajérjel tekib hudroksuleeritud cis-(1R,2S)-1,2-dihtdronaftaleen. Tekkinud dihtdrodiooli
dehudrogeenimisel cis-dihtdrodiooli  dehiidrogenaasiga (nahB) on saaduseks 1,2-
dihtdroksunaftaleen, mille benseenituuma I6ikamisel dihtudroksiinaftaleeni dioksligenaasiga
(nahC) tekib  2-hudroksiikromeen-2-karboksillaat. Reaktsioon 2-hidroksikromeen-2-
karboksllaadi isomeraasiga (nahD) muudab 2-hiidroksikromeen-  2-karboksulaadi
hidroksibenstulpuruvaadiks, millest 2-hidroksubensttlpiruvaadi aldolaasi (nahE) poolt
labiviidud reaktsiooni tulemusena tekivad salitstiilaldehtuid ning plruvaat. Edasistes
metaboolsetes  reaktsioonides  lagundatakse  salitstulaldehiiid  salitstitlaldehiddi
dehudrogenaasi (nahF) abil salitsiilaadiks (Seo et al., 2009, Travkin ja Solyanikova, 2021).

1.3 Salitstilaadi lagundamine

Salitsiilaat on osaks metabolismist nii taimedel, loomadel kui ka mikroorganismidel.
Taimehormoonina kaitseb salitsiilaat taime 1&bi stisteemse omandatud resistentsuse ning osaleb
teiste seas viljade valmimise ning seemnete idanemise protsessis (Koo et al., 2020). Uhendit
kasutatakse aspiriini, mittesteroidse pdletikuvastase valuvaigisti, stinteesi lahteainena (Price et
al., 2000). Taimi, mis sisaldavad salitstlaati, on meditsiiniliselt kasutatud tuhandeid aastaid.
Hippokrates - Vana-Kreeka arstiteaduse edasiarendaja - leidis, et pajukoore manustamine
stinnitavatele emadele mdjub valu vaigistavalt, sama efekt esines ka papli ja mirdi puhul
(Rainsford, 1984). On leitud, et salitsilaadil on ennetav efekt nii jamesoole- kui ka
sodgitoruvahile, thend on vdimeline indutseerima apoptoosi leukeemia rakkudes. Samuti v6ib
salitsiilaat  indutseerida  bakterites  antibiootikumide  resistentsust  l&bi  muutuste
membraanproteiinide stinteesis. Antibiootikumide kuhjumine rakus on seetfttu madalam.
(Price et al., 2000)

Salitsiilaat on naftaleeni, aga ka teiste aromaatsete Uhendite, néiteks fenantreeni lagundamisel
keskseks vahetihendiks (Singleton et al., 2005). Just salitsiilaadi hiidroksulaaside abil on
voimalik konverteerida salitstilaat katehhooliks voi gentisaadiks. Viimaste lagundamist viivad
labi dioksligenaasid, katalitisides intra- vOi ekstradioolset benseenituuma I6hkumist. Alifaatne
hape, mis reaktsioonide saaduseks on, degradeeritakse edasi bakterile olulisteks metaboliitideks
(Pollmann, 2002).
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Joonis 3. Salitstlaadi lagundamine katehhooli (A) meta ja ortho raja kaudu ning tle gentisaadi
(B) (Habe ja Omori, 2003, modifitseeritud). Lagundamisel ekspresseeritavad geenid on vélja
toodud vastavalt meta rajas Pseudomonas putida G7 ning ortho rajas Pseudomonas reinekei
MT1 néitel (Chakrabarty, 1972; Sota et al., 2006 pdhjal).

Mikroobidel on mitmeid variante salitsilaadi lagundamiseks. Pseudomonaadidel esinevad
degradeerimisrajad (le katehhooli meta ja ortho raja (Joonis 3) (Kilpi et al., 1982). Sel juhul
lagundatakse salitstilaat flaviin-sdltuva monooksiigenaasi, salitsulaadi 1-hidroksulaasi (SH),
abil, mis katalliisib salitsulaadi samaaegset dekarboksuileerimist ja hidrokstleerimist
katehhooliks kasutades molekulaarset hapnikku, NADH ja FAD (Costa et al., 2019).

Pseudomonas putida tlives G7 on nimetatud enstium kodeeritud plasmiidi NAH7 sal operonis



asetseva nahG geeni poolt (Joonis 1). Pseudomonas stutzeri tiivel AN10 on kaks salitsiilaadi
1-hidrokstulaasi kodeerivat geeni - nahG ja nahW, mis on mdlemad reguleeritud nahR poolt
(Bosch et al., 1999). Geen nahG asub kromosoomis paiknevas klassikalises sal operonis, olles
osa naftaleeni lagundamise alumisest rajast. nahW asub kahe 1S5-laadse insertsioonielemendi
vahel, sal operonist 3-kb kaugusel, aidates tivel taluda kdrgemaid salitsiilaadi
kontsentratsioone (Lanfranconi et al., 2009). Bosch jt. (1999) leidsid, et Pseudomonas stutzeri
tive AN10 nahG kuulub omaduste tottu, nende seas paiknemine teiste naftaleeni lagundamises
osalevate geenide suhtes, samasse salitstilaadi hudrokstlaaside gruppi kui Pseudomonas putida
G7 nahG. Samas AN10 geenil nahW puudub erinevalt eelnevalt nimetatud geenidest N-
terminaalse kofaktori seondumiskoht (GxGxxG), mistdttu rihmitub see teistest salitstilaadi 1-
hidrokstulaasidest flilogeneesipuul eraldi. Samuti mérgati kahe hidroksilaasi puhul erinevat
substraadispetsiifikat - NahG ndib omavat sarnast efektiivsust nii salitsilaadi kui
metlulsalitstilaadi lagundamisel, samas kui NahW eelistab substraadina metidlsalitsilaatide

asemel klorosalitsilaate.

Pseudomonas reinekei tivi MT1 lagundab salitsiilaati ja kloro- voi metidlsalitsiilaate sal
klastrilt kodeeritavate salitsiilaadi 1-htdroksilaasi (salA) ja katehhooli 1,2-dioksiligenaasi
(salD) abil (Joonis 3). Geeni salA reguleerivad Pseudomonas putida tiive G7 paikneva nahR
geeniga homoloogsed SalR1 ja SalR2, mis kuuluvad LysR perekonna regulaatorvalkude hulka.
(Camara et al., 2007)

Lisaks katehhooli meta ja ortho rajale on avastatud ka alternatiivne salitstilaadi lagundamisrada
ule gentisaadi (Joonis 3) (Habe ja Omori, 2003). Ralstonia sp. tivi U2 on ks enim uuritud
gentisaadi raja kasutajatest, mis lagundab salitstilaati monohtdroksileerides ainet salitsulaadi
5-hiidrokstilaasiga (Fang ja Zhou, 2013).

Gram-positiivsed bakterid ei ole uldjuhul véimelised naftaleenist salitstilaati moodustama,
naiteks Rhodococcus opacus M213 lagundab naftaleeni ortho-ftalaadiks, mis seejarel

lagundatakse protokatehhuaadi ortho rajas (Travkin ja Solyanikova, 2021).

1.4 Dioksligenaasid

Dioksugenaasid on dihiidrokstiaromaatsete Uhendite, katehhooli, gentisaadi, protokatehhuaadi
jt, Dbenseenituuma 16hkumisel keskseteks ensliumideks. Vastavalt dioksugenaaside
toémehhanismile ja omadustele jagunevad ensuiimid ekstradioolseteks ehk meta-tulpi ja
intradioolseteks ehk ortho-tiitpi dioksligenaasideks (Harayama ja Rekik, 1989; Habe ja Omori,
2003).
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Intradioolsed dioksugenaasid, nditeks katehhooli 1,2-dioksligenaas (C120), protokatehhuaadi
3,4-diokstigenaas (PC340) ja klorokatehhooli 1,2-diokstigenaas (CC120), kasutavad
kofaktorina Fe** ning on struktuurilt helikaalse tdmblukuga ihendatud homodimeerid (Ladino-
Orjuela et al. 2016; Vetting ja Ohlendorf, 2000). Benseenituum Idigatakse nende ensulimide
poolt katki kahe hiidroksulrihma omava sisiniku vahelt ehk hidrokstdlriihmade suhtes ortho
asendis, C120 puhul tekib katehhoolist cis, cis-mukoonhape (Joonis 3), mis konverteeritakse
suktsinaadiks ja atsetliil-CoA-ks (Harayama ja Rekik, 1989; Williams ja Sayers, 1994).

Pseudomonas sp. MT1 lagundab salitstlaate (le katehhooli ning benseenituum I8hutakse
katehhooli 1,2-dioksiigenaaside (catA, salD) abil (Joonis 3). Mukoonhappe tsiikloisomeraas
(catB, salC) kataltsib cis,cis-mukoonhappe laktoniseerimist tsukliliseks mukonolaktooniks.
Uhendi isomerisatsioonil mukonolaktooni isomeraasi (catC) abil tekib p-ketoadipaat-
enoollaktoon, mille hudroliitisil B-ketoadipaatenoollaktooni hiudrolaasiga on saaduseks 3-
oksoadipaat (Camara et al., 2007; Nikodem et al., 2003). Ldppsaadusteks on suktsiniil-CoA
ning atsetliil-CoA. (Mohapatra ja Phale, 2021) Lisaks kasutab MT1 5-klorosalitsulaadi
lagundamisel  Kklorokatehhooli ~ 1,2-diokstigenaasi  (ccaA) ja  kloromukoonhappe
tstikloisomeraasi (ccaB), mis samuti substraadi 3-oksoadipaadiks suunavad (Camara et al.,
2009).

Sarnaselt varem mainitud Pseudomonas putida tivega mt-2, mille redundantsed
dioksiigenaasid aitavad rakkudel taluda kdrgemaid katehhooli kontsentratsioone, négid Li jt.
(2018) sarnast efekti ka mitut intradioolset dioksugenaasi omava Pseudomonas putida tive
ND6 uurimisel (Jiménez et al., 2014). Neli redundantset C120 kodeerivat catA geeni tdstavad
bakteri vastupidavust katehhooli sisaldavas keskkonnas. catA geeniekspressiooni tase ning
katehhooli 1,2-dioksugenaasi enstimiaktiivsus tlves viitavad korgematele ensiumi-
tasemetele. Katehhooli dioksiligenaase kodeerivate geenide redundantsus voib seega bakterile

tagada eelise tsltotoksiliste katehhooli kontsentratsioonidega keskkonnas. (Li et al. 2018)

Ekstradioolsed dioksligenaasid, nditeks katehhooli 2,3-diokstigenaas (C230), kasutavad
kofaktorina Fe?* ning erinevalt intradioolsetest dioksiigenaasidest, 16ikavad benseenituuma
katki susinike vahelt, millest vaid tks omab hidrokstilriihma ehk hidrokstulrihma suhtes
meta asendis (Ladino-Orjuela et al. 2016). C230 toimel tekib katehhoolist kollast véarvi 2-
hidroksimukonosemialdehutd (HMS; neeldumisspektri piigi maksimum 375 nm) (Joonis 3),
mis lagundatakse raja 16puks piruvaadiks ja atsetliil-CoA-ks (Williams ja Sayers, 1994).
Salitsilaadi lagundamine Pseudomonas putida tiives G7 toimub (le katehhooli ning

benseenituuma I6hkumisel C230-ga (nahH) tekib 2-hiidroksiimukonosemialdehtiid (Joonis 3).
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Aine hidroltdsil — 2-hidroksimukonosemialdehtiidi  hidrolaasiga  (nahl)  tekib  2-
hiidroksiimukoonhape, mille isomerisatsiooni tagajérjel 4-oksalokrotanaadi isomeraasiga
(nahJ) moodustub 4-oksalokrotanaat. Viimase dekarboksiileerimisel 4-oksalokrotanaadi
dekarboksiilaasiga (nahK) on produktiks 2-okso-4-pentenoaat. (Habe ja Omori, 2003)
Alternatiivses  rajas  toimub  2-hudroksimukonosemialdehitdi  lagundamine  2-
hidrokstimukonosemialdehtiidi hidrolaasiga (nahN) ning reaktsiooni tulemusena tekib kohe
2-0kso-4-pentenoaat. Jargnevad etapid, kus 2-okso-4-pentenoaadi hiidrataasi (nahL) toimel
saadakse 4-hiidroksii-2-oksopentanaat, mille 4-hiidroksii-2-oksopentanaadi aldolaas (nahM)
lagundab plruvaadiks ja atseetaldehuitidiks, mis viiakse Ule atsetutl-CoA-ks (Joonis 3) (Habe
ja Omori, 2003; Mohapatra ja Phale, 2021).

Ekstradioolsed dioksugenaasid on laiema substraadispetsiifikaga kui intradioolsed
dioksiigenaasid, kuna viimased I6ikavad vaid kahe hudroksutlrihma omava stsiniku vahelist
sidet. Seetdttu on ekstradioolsed dioksuigenaasid lisaks katehhoolile vdimelised lagundama
naiteks ka salitsiilaati, gentisaati ja 2-aminofenooli (Vaillancourt et al., 2006). Oluliseks
ekstradioolseks dioksligenaasiks salitsulaatide lagundamisel on katehhooli 2,3-diokstigenaas
(C230) (Ladino-Orjuela et al. 2016), mis on levinud enstium mitmetes bakterite perekondades,
kaasa arvatud Pseudomonas, Burkholderia, Stenotrophomonas, Gordonia ja Thauera (Zeng et
al., 2020). Salitstlaadi lagundamisel katehhooli 2,3-diokstigenaasi kasutavad tiived omavad
tihti sarnaseid operone pdhjalikult uuritud Pseudomonas putida G7 NAH7 plasmiidi sal
operoniga (nahGTHINLOMKJXY). Uhised jooned viitavad horisontaalsele geeniiilekandele
(Sota et al., 2006).

1.5. Klorokatehhoolide lagundamine

Antropogeense paritoluga kloroaromaatsed thendid on keskkonda sattudes uldiselt pisivad ja
otseselt elusloodusele kahjuliku mdjuga. PBhilisteks saasteallikateks on keemiatdostused, kus
kloroitihenditest sunteesitakse teiste seas varve, fungi- ja pestitsiide ning ravimeid. (Olaniran ja
Igbinosa, 2011) Kloroaromaatsete Uhendite lagundamist on nditeks ndidatud bakterite
perekondades Pseudomonas, Burkholderia, Ralstonia, Empedobacter ja Achromobacter (Rojo
et al., 1987; Pieper et al., 2010; Bobadilla Fazzini et al., 2008).

Kui metillkatehhoolid metaboliseeritakse enamasti katehhooli meta rajas, siis
klorokatehhoolide puhul toimub lagundamine tavapdraselt katehhooli ortho rajas (Pieper et al.,
2010). Lisaks leidub ka spetsiifilise klorokatehhooli ortho rajaga tiivesid, kus klorokatehhooli

1,2-diokstigenaasi toimel tekkinud cis,cis-kloromukoonhapet lagundavad edasi mukoonhappe

12



tsukloisomeraasidega homoloogilised kloromukoonhappe tsiiklo- isomeraasid. Viimased

viivad 1&bi ka dehalogeenimise ja moodustub dieenlaktoon (Sander et al., 1991).

Kuigi nii C230 kui ka C120 on suutelised lagundama vastavalt kloro- ja metttlkatehhoole, on
lagundamine sel juhul tihti osaline ning tekivad jargnevatele enstimidele sobimatud ja
protsessi aeglustavad vaheuhendid (Pieper et al., 2010). Naiteks ei ole mukoonhappe
tstikloisomeraasid vOimelised erinevalt kloromukoonhappe tsukloisomeraasidest 2-kloro-
cis,cis-mukoonhapet dehalogeenima tle 5-kloromukoonlaktooni trans- dieenlaktooniks, vaid
konverteerivad aine 2-kloromukoonlaktooni ja 5-kloromukoonlaktooni seguks. See aga takistab
edasist dehalogeenimis- ning degradeerimisprotsessi (Vollmer et al., 1994). Mukoonhappe
tsukloisomeraaside evolutsiooniline areng kloromukoonhappe tstikloisomeraasideks on olnud
keerukas protsess. On tdstatatud hiipotees, et antud enstimid on aine dehalogeenimise
eesmargil omandanud eraldiseisva kataludtilise vOimekuse substraadi laktoongrupi

Umberpaigutamiseks. (Vollmer et al., 1998)

Jargnevalt toome  naiteid erineva  kloriidrihma  asetusega  klorokatehhoolide
lagundamisradadest. 3-klorokatehhooli lagundamist on ndidatud teiste seas Pseudomonas
putida GJ31, Pseudomonas sp. MG61, Pseudomonas fluorescens SK1 ning Pseudomonas
veronii 16-6A puhul, kus C230 abil 3-klorokatehhooli benseenituuma lahti I8ikamisega
samaaegselt viiakse 1abi ka dekloreerimine (Joonis 4B). Reaktsiooni saaduseks on 2-hlidroksi-
cis,cis-mukoonhape, mida on rakud voimelised taielikult lagundama. (Kaschabek et al., 1998;
Arora ja Bae, 2014). Kaschabek jt. (1998) Kkirjeldavad Pseudomonas putida GJ31
ekspresseeruvat klorokatehhooli 2,3-dioksligenaasi, mis erinevalt teistest katehhooli 2,3-
dioksugenaasidest lagundab 3-klorokatehhooli suurtes kogustes ilma margatavate
tsutotoksiliste efektideta. Siiski on 3-klorokatehhooli lagundamine meta rajas sageli véimatu
kuna 3-klorokatehhool ja selle benseenituuma I6ikamisel tekkiva reaktiivse atsudlkloriidi (5-
klorokarbonl-4-hidrokstipenta-2E,4Z-dieenhape) tsukleerimisel tekkiv produkt
inaktiveerivad C230 ja peatavad raja tegevuse. Lisaks on bakteris kuhjuval 3-klorokatehhoolil
ja selle auto-okstdatsioonil tekkivatel Ghenditel rakule tsutotoksiline efekt. (Kaschabek et al.,
1998)

Sphingomonas sp. BN6 lagundab 3-klorokatehhooli C230-ga, kuid erinevalt Pseudomonas
putida tuvest GJ31 I6ikab benseenituuma katki 1 ja 6 susiniku vahelt ning tekib 3-kloro-2-
hidroksiimukonosemialdehiitd  (Joonis  4C). Aine on kromofoorsete omaduste
(neeldumisspektri piigi maksimum 378 nm) poolest sarnane katehhooli lagundamisel tekkiva
2-hiidrokstimukonosemialdehiiudiga (HMS). Kuigi tiive BN6 C230 lagundab 3- klorokateh-

13



COOH COOH

A y i/]:ion__)_’ )':::(jo . QOOH

Pseudomeonassp. B13 —-+— TCA
2-kloro-cis, cis-
mukoonhape trans-dieenlaktoon malelililatsetaat
B OH C2_30 OH OH
. OH *2,3 sideme o He
P. putida GJ31 > I8hustamine #* ~COOH Z ~COOH COOH
y — Az, - - [TCA
cl % -COCI . -COOH . -COOH

3-klorokatehhool S-klorokarboniiiil-4-  2-hiidroksiimukoonhape  4-oksalokrotonaat

hiidroksiipenta-2E,4Z-

dieenhape
C *Z %
Sphingomonas sp. BN6 ’b"s s G %, l;)?_IOCC o
&y Mo | — 7
’??0 = *
© Cl

3-kloro-2-hiidroksi-
mukonosemialdehiitid

OH
D =~ COOH = =" “COOH
Comamonas testosteroniJH5 ik — ——= TCA
X _CHO S _COOH 2
c:]:bo ¢ ) ) cl
5 kloro-2-hiidroks- 5- kloro 2-hiidoksii- 5-kloro-2-hiidroksiipent-
mukonosemialdehiiid ~mukoonhape 2,4-dieenhape
o
E OH !l__() ( =0 coo
C\
OH
o c120 [
P. reinekei MT1 > cl o —— TCA
salD I saJC
ccaA  00C ccaB “ooc
Cl
4-klorokatehhool 3-kloromukonaat 4-kloromukonolaktoon maleiillatsetaat

i \U\.
P. reinekei MT1 "#5 +
(8]

protoanemoniin

Joonis 4. 3- ja 4-klorokatehhooli lagundamisrajad Pseudomonas sp. B13 (A), Pseudomonas
putida GJ31 (B), Sphingomonas sp. BN6 (C), Comamonas testosteroni JH5 (D) ja
Pseudomonas reinekei MT1 (E ja F) nditel (Heiss et al., 1995; Blasco et al., 1997; Kaschabek
et al., 1998 pdhjal).

hooli on enstitimi aktiivsus vorreldes katehhooliga kiimme korda madalam. (Heiss et al., 1995)

3-klorokatehhooli lagundamisel ortho rajas C120-ga vdi korokatehhooli 1,2-dioksligenaasiga
(CC120) on  saaduseks  2-kloro-cis,cis-mukoonhape,  mille  isomerisatsioonil
kloromukoonhappe tsukloisomeraasiga dehalogeenitakse aine lle 5-kloromukoonlaktooni
trans-dieenlaktooniks. trans-dieenlaktooni hidrolaasi abil tekib sellest maletilatsetaat, mis

siseneb 3-oksoadipaadi lagundamise ratta (Joonis 4A). (Pieper et al., 2010)
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Camara jt. (2007) naitavad oma uurimustdds, et Pseudomonas sp. MT1 lagundab nii 4- kui ka
5-klorosalitstilaati tile 4-klorokatehhooli, mis seejarel C120 (salD) abil 3-kloromukoonhappeks
lagundatakse (Joonis 4E). Jargmises etapis tekib 4-kloromukonolaktoon, mis vGib spontaanselt
minna Ule protoanemoniiniks (Joonis 4F), millel on tsitotoksiline efekt bakterirakkudele
(Nikodem et al., 2003). Kui trans-dieenlaktooni hiidrolaas suudab aga 4-kloromukonolaktooni
viia maleudlatsetaadiks, jatkub lagundamine samamoodi kui klassikalises ortho rajas. Lisaks
esinevad tuvel MT1 5-klorosalitsilaadi lagundamiseks eraldi klorokatehhoooli 1,2-

dioksuigenaas (ccaA) ning kloromukoonhappe tstikloisomeraas (ccaB). (Camara et al. 2009)

4-klorokatehhoolist C230 toimel tekkiv 5-kloro-2-hiidrokstimukonosemialdehiiid (KHMS) on
kirjanduse andmetel enamasti tupikihend, mida rakud lagundada ei suuda (Joonis 4C)
(Mclaughlin et al., 2006). Siiski on kirjeldatud md&ningaid tuvesid, néiteks Comamonas
testosteroni JH5 (Hollender et al., 1997), mis on v@imelised KHMS lagundama. KHMS
ladestumine sdé6tmes muudab lahuse laimikollaseks (neeldumisspektri piigi maksimum 380
nm), seega on varvimuutuse pdhjal lihtne tuvastada C230 olemasolu ja aktiivsust. Mclaughlin
et al., (2006) naitasid, et Pseudomonas putida tlive A kasvatamisel 4-klorofenooli sisaldaval
sootmel koguneb samal ajal substraadi kasutamisega keskkonda KHMS. Vérvilise vaheiihendi
kontsentratsioon saavutas maksimumi kui kogu substraat oli s66tmest kasutatud ning selle
kontsentratsioon hakkas vahenema kui Kloriidioonide kontsentratsioon oli saavutanud

maksimaalse vaartuse.

Lisaks varviliste vaheuhendite tekkele katehhooli meta rajas vdib s66tme varv muutuda ka vaid
katehhooli ortho rada omavate tiivede korral. Sageli toimub just lahuste tumenemine ning seda
pdhjustavad sodtmesse kuhjunud katehhooli autooksudatsiooni tulemusel tekkinud
polimeersed uhendid. Reaktsiooni tulemusel kull katehhooli kontsentratsioon lahuses vaheneb,
kuid tegemist on abiootilise protsessiga. (Mclaughlin et al., 2006; Farrell ja Quilty, 1999)

1.6 Naftaleeni ja salitsiilaadi lagundamine perekonna Pseudomonas liikides

Pseudomonas’e perekond on iiks mitmekesisemaid bakteriperekondi, pseudomonaadide levik
on laialdane ja metabolism varieerub vastavalt keskkonnale (Spiers et al., 2000). Paljudel
sellesse perekonda kuuluvatel tiivedel on leitud Pseudomonas putida G7 naftaleeni
lagundamise Ulemise raja ehk nah operoni geenide homolooge, mis esinevad tavaliselt
klasterdunult (Mohapatra ja Phale, 2021).
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1.6.1 Pseudomonas pseudoalcaligenes C70

Pseudomonas pseudoalcaligenes tiivi C70 eraldati Eeva Heinaru poolt 2008. aastal,
Ladnemerest Narva lahe pindmisest veekihist. Tuvi kasutab stsiniku- ja energiaallikana fenooli,
naftaleeni ja salitsiilaati. P. pseudoalcaligenes tiivel C70 on kaks kromosomaalset katehhooli
meta rada, mis on indutseeritavad vastavalt salitstilaadi ja fenooli poolt. Lisaks on tlvel kaks
salitsiilaadi 1-hldroksulaasi kodeerivat geeni, nahG ja nahW, mis paiknevad naftaleeni
lagundamise raja alumises sal (nahGTHINLOMKJX) operonis (Joonis 5B). Tervel operonil on
mitmeid sarnasusi Pseudomonas stutzeri tiives AN10 Kirjeldatud kromosomaalse operoniga.
Néiteks on mdlema tlive kahe salitsilaadi 1-hiidrokstlaasi aminohappelised jérjestused
identsed. Lisaks paiknevad nii sal operon kui ka nahW insertsioonielementide vahel, mis viitab

horisontaalsele geenitilekandele. (JOesaar et al., 2017)

Tivel C70 on ka kaks redundantset katehhooli 2,3-diokstigenaasi. Esimene neist, NahH, on
kodeeritud sal operonis asuvalt nahH geenilt ja teine, PheB, phe operonis paikneva pheB geeni
poolt. Fenooli lagundamist Kkatallilsivaid ensliime kodeerivatest geenidest kooshev
pheRKLMNOPQBCDEFGHI operon (Joonis 5A) on sarnane Pseudomonas sp. tives CF600
paikneva dmp operoniga ning omab XyIR perekonna regulaatorgeeni pheR. (JOesaar et al.,
2017)

Redundantsus nii salitstlaadi 1-hidrokstlaaside kui ka katehhooli 2,3-diokstligenaaside suhtes
annab tivele lagundamisel eelise, sealjuures nii fenooli, naftaleeni kui ka kahe aine segu
sisaldavas keskkonnas. Kuna naftaleeni ja fenooli segul kasvaval tivel C70 on indutseeritud nii
sal kui ka phe operon, ekspresseeritakse mélema raja C230-d. Kultuur on seega voimeline
lagundama substraatide kdrgemaid kontsentratsioone, mistdttu ei ladestu tsitotoksiline
katehhool keskkonda. (Joesaar et al., 2017)

B ) B ) B et i G R ey

pheR pheKpheLpheM pheN pheO pheP pheQpheB pheC pheD pheE pheF pheG pheHphel

° D <3< <AC> IS0

tnpA3 nahW tnpA2  nahR nahG  nahTnahH nahl  nahN nahL nahO nahM nahKnahJ hxt‘np»'SBma‘f

—

1kb

Joonis 5. Pseudomonas pseudoalcaligenes tive C70 fenooli lagundamise phe (A) ja naftaleeni
lagundamise alumise ehk sal (B) operoni struktuur. (Joesaar et al., 2017)
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1.6.2 Pseudomonas fluorescens PC20

Pseudomonas fluorescens tuvi PC20 eraldati pdlevkivitdostuse piirkonda labiva reostunud
Kohtla joe veest, Ida-Virumaalt 1994. aastal Eeva Heinaru poolt. Tlvi omab kolme mobiilset
plasmiidi. pNAH20 asetsevad vastavalt naftaleeni ning salitsilaadi ja pPHE20 fenooli

lagundamiseks vajalikke enstiime kodeerivad geenid (Joonis 6) (Elken et al., 2020).

PNAH20 on 83 042 aluspaari pikk IncP-9 tudpi plasmiid, millel on nii suuruse kui jarjestuse
poolest margatavaid sarnasusi P. putida tive G7 NAH7 plasmiidiga. Plasmiidil pNAH20
paiknevad geenid nahG ja nahH, mis kodeerivad vastavalt salitsulaadi 1-hldrokstlaasi ja
katehhooli 2,3-dioksuigenaasi. Teine plasmiid, 39 609 aluspaari pikk pPHE20, omab vajalikke
geene fenooli lagundamiseks. Geenid pheA ja pheB kodeerivad vastavalt fenooli
monooksiigenaasi ja katehhooli 1,2-diokstigenaasi. (Heinaru et al., 2009; Elken et al., 2020)
Lisaks plasmiidset péritolu C230-le (nahH) ja C120-le (pheB) omab P. fluorescens PC20 ka
kromosomaalset katehhooli 1,2-diokstigenaasi (catA) catRBCA operonis, mistottu on tivi
C120-de suhtes redundantne (Elken et al., 2020).

pNAH20
83077 bp 60 000" §0 0001
nahABFCQED res2 nahGTHINLOMKJY nahR

pPHE20
39609 bp 10 000" : Sy i 20 .000I

D > DAE ;

tetR ttgGHI ntnD tnpA tnpA  tnpA pheA tnpA

catrR phe8

Joonis 6. Pseudomonas fluorescens tiives PC20 naftaleeni ja fenooli lagundamist katalulsivaid
ensliime kodeerivate geenide paiknemine vastavalt pNAH20 ja pPHE20 plasmiidil (Elken et
al., 2020).

1.6.3 Pseudomonas putida NCIB 9816-4

Pseudomonas putida tuvi NCIB 9816-4 eraldati aiamullast 1964. aastal (Davies ja Evans,
1964). Hilisemal analtiusil selgus, et laborites on tekkinud NCIB 9816 alatiived, mis erinesid
naftaleeni katabolismi ja plasmiidide arvu poolest. Serdari ja Gibsoni (1989) kirjeldatud
Pseudomonas putida tiivi NCIB 9816-4 lagundab nii naftaleeni kui ka salitstilaati ning sisaldab
plasmiidi pDTG1 (83 042 aluspaari pikk), mis sarnaneb Pseudomonas fluorescens PC20
plasmiidi pNAH20-ga. Erinevused pNAH20 ja pDTG1 vahel tulenevad viimase eripdradest:

sal operoni geenide nahT ja nahG vahele on sisenenud insertsioonielement, mis naftaleeni
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lagundamise alumise raja mittefunktsionaalseks muudab (Joonis 7). Seetdttu rakendatakse
tives naftaleeni lagundamisel kromosomaalse ortho raja ensulme. meta raja enstiumid,
sealhulgas ka C230, ekspresseeritakse seevastu pidevalt, kuid véhesel hulgal. (Dennis ja
Zylstra, 2004)
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Joonis 7. Pseudomonas putida tiive nah ja sal operonide paiknemine plasmiidis pDTG1,
insertsioonielement (tdhistatud punase kastiga) nahT ja nahG vahel muudab sal operoni
inaktiivseks (Dennis ja Zylstra, 2004).

1.7 Naftaleeni ja salitstilaadi lagundamine segakultuuris

Looduskatastroofi korral keskkonda sattunud inimtekkelistel thenditel on mdju tervele
umbritsevale elusloodusele. Saasteaine(te) lagundamisel osaleb thel vdi teisel moel iga
bakterikoosluse liige. Kui nende seas leidub vastavaid kataboolseid radu omavaid tiivesid, siis
nende arvukus kasvab ning tlved hakkavad koosluses domineerima. Lagundamise kaigus
kuhjuvaid vahetihendeid véivad edasi lagundada teised mikroobid ning nii on tagatud kiirem ja
efektiivsem saasteainete kontsentratsioonide vé&henemine. Suuremddtmelisemate reostuste
puhul ei saa sageli aga looduslikud kooslused lagundamisega hakkama ning seepdrast
kasutatakse protsessi kiirendamiseks bioaugmentatsiooni, kus kohalikule mikrofloorale
lisatakse bakterikultuuri, mille vdimekus lagundada saasteainet on kdrge. Siiski on sobiva
koosluse komplekteerimine keeruline, sest lagundamisel toimuvad pidevalt muutused koosluse
liigilises koosseisus ning mitmekesisuses. (Pawelczyk, et al., 2008)
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Pelz jt. (1999) uurisid pideva reostuskoormusega piirkonnast véetud sedimendiproovi koosluse
vOimet lagundada 4-klorosalitsulaati l&bivoolukultuuri tingimustes. Kui kooslus oli
stabiliseerunud koosnes see 16S rRNA geeni jarjestuste anallisi pOhjal neljast tuvest:
Pseudomonas sp. MT1 (84%) ja MT4 (1%), Alcaligenes sp. MT3 (8%) ning Empedobacter sp.
MT2 (1%). Selgus, et ainsana suutis lagundada substraati vaid Pseudomonas sp. MT1
(katehhooli ortho rada) ning tekkinud vaheuhendit, 4-kloroktehhooli, kasutas klorokatehhooli
ortho rajas dra hoopiski Alcaligenes sp. tlivi MT3. Lisaks nditasid nad, et tivi MT4 lagundas
MT1 poolt toodetud toksilise protoanemoniini, kuid tivi MT2 ei ole ilmselt seotud 4-
klorosalitsiilaadi lagundamisrajaga. Need katsed naitasid, et koosluse moodustavad tived
mdojutavad Uksteise metabolismi ja pakuvad kasvueeliseid, mistottu vdib aromaatsete Uihendite

lagundamine koosluste abil olla végagi efektiivne lahendus.

Teiseks nditeks segakultuuride kasutamisest klorosalitstlaatide lagundamisel ning selle kéigus
toimuvatest muutustest bakterite genoomis on Rubio jt. (1989) artikkel. Nimelt nditasid nad, et
Pseudomonas sp. tlvede B13 (katehhooli 1,2-dioksligenaas; kasvab 3-klorobensoaadil) ja
WR401 (katehhooli 2,3-dioksligenaas; kasvab metlulsalitsilaatidel) kasvatamisel 3-
klorobensoaadil saadi hiibriidtivi WR4011, kus katehhooli meta rada oli inaktiveeritud ning 3-
klorokatehhooli lagundamine toimus ortho rajas. 4- ja 5-klorosalitstlaatide korral tekib aga 4-
klorokatehhool, mis ei ole C230-le toksiline, ning tive WR4011 rakkudes toimub selle
lagundamine meta rajas. Tlve WR4011 adaptatsioonil 5-klorosalitsiilaadil saadi mutantne tuvi
WR4016, mis lagundas 4- ja 5-klorosalitsulaate ortho rajas ning C230 aktiivsus puudus.
Tivedel oli ka erinev salitstlaadi hiidroksilaaside substraadispetsiifilisus, tiivel WR401 oli
kdrgem efektiivsus metlulsalitsulaatidega ning klorosalitstilaadil selekteeritud tiivel WR4016

klorosalitsiilaatidega indutseerimisel. (Rubio et al. 1986)

Aromaatsete hendite lagundamiseks vajalikke kataboolseid radu omavad tiived vdivad seega
kooslustes lagundamisel kuhjuvate vaheuhendite kasutamisel saavutada kasvueeliseid.
Koosluste koostamine on aga keerukas protsess. Liike tuleb valida ndnda, et tiivedevahelised
interaktsioonid ning lagundamisprotsessis kuhjuvad vahetihendid mdjuksid kooslusele ja

lagundamisradadele positiivselt.
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1. TOO EESMARGID

Pseudomonas pseudoalcaligenes C70, Pseudomonas fluorescens PC20 ja Pseudomonas putida
NCIB 9816-4 on kirjanduse pdhjal vdimelised naftaleeni ja salitstilaati lagundama. Tivel C70
on kaks redundantset salitsiilaadi 1-hidrokstlaasi (SH) ning kaks redundantset katehhooli 2,3-
dioksugenaasi (C230), tuvel PC20 kaks redundantset katehhooli 1,2-dioksiigenaasi (C120)
ning tive NCIB 9816-4 salitstlaadi lagundamise meta raja t60 on héiritud. Erinevused
lagundamisradades kujundavad tivede C70, PC20 ja NCIB 9816-4 salitsilaadi
lagundamisvdimekuse. Antud t66 eesmargiks on anallilisida erinevate enslimaatiliste
omadustega tivede voimekust lagundada salitsulaati ning klororiihmadega salitsulaate Uksik-

ja segakultuurina.
Selleks et tiita too eesmarke:

e madrati uuritavate tiivede kasvuparameetrid erinevatel salitsiilaatide
kontsentratsioonidel;

e vorreldi tiivede kasvu klorosalitsiilaate sisaldavatel so6tmetel;

e madrati SH, C230 ning C120 kodeerivate geenide ekspressioon
salitsiilaati voi klorosalitsiilaate sisaldavatel sootmetel kasvanud rakkudes;

e madrati SH, C230 ning C120 ensutimiaktiivsused salitsulaati voi klorosalitsiilaate
sisaldavatel so0tmetel kasvanud rakkudes;

e anallusiti vahetuhendite (KHMS ja HMS) kogunemist tiksik-ja segakultuurides.
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2.2. MATERJAL JA METOODIKA

2.2.1. Kasutatud s66tmed, bakteritiived

Antud t66s Kkasutati tiivesid, mis parinevad Tartu Ulikooli molekulaar- ja rakubioloogia
instituudis asuvast looduslike ja laboratoorsete mikroobitlivede kollektsioonist (CELMS -
Collection of Environmental and Laboratory Microbial Strains). CELMS-i andmebaas asub
aadressil http://eemb.ut.ee. Andmebaasis on kasutatud tlved maérgistatud kui EEUT C70
(Pseudomonas pseudoalcaligenes C70), EEUT PC20 (Pseudomonas fluorescens PC20) ja
EEUT NCIB 9816-4 (Pseudomonas putida NCIB 9816-4). Tuvesid kasvatati 30 °C juures ning
séilitati sootmeplaatidel 4 °C juures.

2.2.2. Bakteritlivede kasvatused kolbides

Tivesid kasvatati Giledd 25 ml R2A s66tmes (parmiekstrakt, peptoon, CAA, glikoos, tarklis,
Na-piruvaat, KoHPO4, MgSOs), millele oli lisatud 2,5 mM salitsiilaati. Inokulumi jaoks
tsentrifuugiti rakud (8000 rpm, 4 °C) ning eemaldati supernatant. Seejérel suspendeeriti rakud
6 ml fusioloogilises lahuses (0,9 % NaCl) ja mdddeti optiline tihedus 580 nm juures Ultrospec
7500 (Biochrom) spektrofotomeetriga. Sissekulvid 250 ml kolbidesse, kuhu oli kantud 50 ml
R2A so6det koos salitstilaadi, 3-, 4- v6i 5-klorosalitsiilaadiga (3 mM), tehti arvestusega, et
s60tme neelduvus oleks Asgonm ~ 0,1. Bakterikultuure kasvatati loksutil (30 °C; 150 rpm). Iga
tunni jarel mdddeti bakterite kasvu (Asgonm) ning rakuvabade proovide neeldumisspektreid (300
kuni 600 nm) vahelhendite kogunemise jalgimiseks Ultrospec 7500 (Biochrom)
spektrofotomeetriga. Katset viidi l1abi vahemalt kaks korda. Joonistel on toodud esindusjoonised

Uhest kasvatusest.

2.2.3. Bakteritiivede kasvuparameetrite mééaramine

Tilvede kasvuparameetrite madramiseks tehti kasvatused 96 kannuga mikrotiiterplaatidel
(Greiner Bio-One Cellstar, 655185). P6hi ehk baassotmetena kasutati R2A soddet, millele
lisati 3-, 4- vOi 5-klorosalitsilaati (Sigma-Aldrich, puhtuseaste 93-98%) 16pp-
kontsentratsiooniga 1, 2 ja 3 mM. Iga substraadiga tehti kd&ikidel kontsentratsioonidel
paralleelselt 8 kannu 150 pl s66tmega, millest iiks jdeti abiootiliseks kontrolliks. Seitsmesse
kannu tehti sissekilv le66 kultuurist arvestusega, et lahuse neelduvus lainepikkusel 580 nm
oleks 0,03. Kasvukoverate mootmisel kasutati termostateeritud (30 °C) POLARstar Omega
mikrotiiterplaadi lugejat (BMG Labtech), mis registreeris iga 7 minuti jarel proovide

neelduvused 580 nm juures. Katset viidi 1&bi kaks korda. Kasvukiirused arvutati
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poollogaritmilise teljestikuga graafikutelt eksponentsiaalsest kasvufaasist ning on esitatud

joonistel koos standardhélbega.

2.2.4. Tuvede margistamine GFP reportergeeniga

Margistamaks tlivesid GFP (Green Fluorescence Protein) markeriga, kasutati gentamdtsiini
(Gm) resistentsusgeeni sisaldavat plasmiidi pPBK-miniTn7-gfp (Koch et al., 2001; Lambertsen
et al., 2004). Plasmiid viidi Escherichia coli CC118Apir (Herrero et al., 1990) tuvest
Pseudomonas pseudoalcaligenes C70, Pseudomonas fluorescens PC20 ja Pseudomonas putida
NCIB 9816-4 tlvedesse konjugatsiooni meetodil. Protsessis kasutati lisaks konjugatiivset
abiplasmiidi pRK2013 (Figurski ja Helinski, 1979) sisaldavat E. coli HB101 (Boyer ja
Roulland-Dussoix, 1969) ja mini-Tn7 transponeerumiseks vajalikku abiplasmiidi pUXBF13
sisaldava E. coli AKN68 rakke (Bao et al., 1991).

Retsipient tiivesid kasvatati {ile6d (30 °C, 150 rpm) 1,5 ml LB so6tmel. E. coli tuvede
CC118\pir, HB101 ja AKN68 kasvatamisel (iile6o, 37 °C, 150 rpm) lisati 1,5 ml-le LB
sO6tmele vastavalt gentamiitsiini (Gm 10 pg ml™?), kanamiitsiini (Km 50 ug ml™1) voi
ampitsilliini (Amp 150 pg ml™1). Uledd kasvanud kultuuridest (retsipent ja kolm E. coli tiive)
pipeteeriti 100 pl Eppendorfi tuubi, misjarel kanti segust tilkkiilvina 400 ul LB tardsootmele
ning asetati sodtmeplaat kasvama 30 °C juurde. Jargmisel pdeval suspendeeriti biomass 1 ml
fusioloogilises lahuses, rakud tsentrifuugiti (8000 rpm; 3 min) tuubi pOhja, eemaldati
supernatant ning rakud suspendeeriti uuesti 1 ml fusioloogilises lahuses. Transkonjugantide
eraldamiseks kiilvati saadud lahusest 100 pl suspensiooni tiivede PC20 ja C70 korral fenooli
(1,3 mM) ning tive NCIB 9816-4 korral glikoosi (0,2%) minimaalsdétme plaatidele, kuhu oli
lisatud ka Gm (10 pg ml~?). Transkonjugantide kolooniaid vaadeldi jargmisel paeval esmalt
UV valguslaual Syngene™ LED Blue Light Transilluminator (Thermo Fisher Scientific).
Seejarel tehti véljavalitud UV-valguses helendavatest kolooniatest preparaadid ning vaadati
rakke fluorestsentsmikroskoobis (Olympus BX41 ergastuse ja emissiooni lainepikkused olid
vastavalt 480 ja 500 nm), et veenduda veelkord, et pBK-miniTn7-gfp konjugatsioon on

toimunud.

2.2.5. qRT-PCR

C120, C230 ja SH geenide ekspressiooni taseme vordlemiseks kasvatati Pseudomonas
pseudoalcaligenes C70, Pseudomonas fluorescens PC20 ja Pseudomonas putida NCIB 9816-4
rakke 50 ml R2A vdi 50 ml R2A ja 3mM salitsiilaadi, 3-, 4- v6i 5-klorosalitsiilaadi s66tmel.
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Vastavad rakud kasvatati iles 250 ml Erlenmeyeri kolvides. Varajase statsionaarse kasvufaasi
rakkudest eraldati RNA Nucleospin RNA 11 kitiga (Macherey-Nagel) vastavalt tootja etteantud
protokollile. Tlvedest eraldatud RNA-d toodeldi kaks korda DNAas I-ga (Thermo Fisher
Scientific), eesmargiga proovidest eemaldada kogu genoomne DNA. Eraldatud RNA puhtust
kontrolliti agaroosgeelelektroforeesiga ning kontsentratsioon maérati NanoDrop ND-2000c

(Thermo Fisher Scientific) spektrofotomeetriga.

Rotor-Gene Q termotsiikleri (Qiagen) ja SOLIScript 1-step SolisGreen qPCR Kkitiga (Solis
Biodyne) viidi l1abi gRT-PCR. Reaktsioonisegu mahuks oli 10 pl, segu sisaldas 10 ng RNA-d.
Referentsgeeniks valiti geen polA, mis kodeerib DNA poliimeraas I-te. Proove amplifitseeriti
kasutades jargnevat gRT-PCR programmi:

1.50 °C 15 min

2.95°C 10 min

3.95°C 155; 58/ 61 °C (vastavalt kasutatud praimeritele, vt. Lisa 1). Tsiiklit korrati 40 korda.
4. 40 °C 1 min

5. Sulamiskdver 72 — 95 °C, tdus 1 kraadi haaval, 4 s paus enne iga uut etappi.

gRT-PCR andmete analiiiisiks kasutati Rotorgene 2.02 (Qiagen) ja LinRegPCR 2021.2
programme. Joonistel on toodud kolme bioloogilise korduse (igal 3 tehnilist kordust) keskmised

koos standardhélbega.

2.2.6. Geelelektroforees

Eraldatud RNA puhtust kontrolliti agaroosgeelelektroforeesil, milleks valmistati 0,8%
agaroosgeel TAE puhvris (50 mM Tris-atsetaat, LmM EDTA,; pH 8,2). RNA visualiseerimiseks
lisati geelile etiidiumbromiidi (0,1 ug mI™1), 5 ul proovi kanti geelile koos 1 pl foreesivirviga
(0,04% broomfenool lahustatud 50% gliitseroolis). RNA fragmentide pikkuse maaramiseks
kanti geelile ka 3,5 pl DNA molekulmassi markerit GeneRuler 1 kb plus DNA ladder (Thermo
Fisher Scientific). Forees viidi labi 100 V juures 1x TAE puhvris ning geel ilmutati

ultraviolettlampidega varustatud valguslaual.

2.2.7. Enstiimiaktiivsuste maaramine

Enstiimiaktiivsuste  mé&aramiseks kasvatati Pseudomonas pseudoalcaligenes C70,
Pseudomonas fluorescens PC20 ja Pseudomonas putida NCIB 9816-4 tivesid R2A s66tmetel
(30 °C; 100 rpm), kuhu oli lisatud 3 mM salitstilaati, 3-, 4-, vOi 5-klorosalitsiilaati. Proovid voeti

samadest ajapunktidest nagu qRT-PCR (p.2.2.5), seejérel eraldati rakud tsentrifuugimise teel
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(5000 rpm, 20 min). Peale s66tme eemaldamist lisati rakkudele 1 ml 50 mM fosfaatpuhvrit
(KH2PO4/K2HPO4, pH 7,5), fuugiti 6000 rpm juures 10 min, misjarel eemaldati supernatant.
Pesemist viidi 14bi kaks korda. Rakke séilitati 600 pul 100 mM fosfaatpuhvris -20 °C juures.
Rakke sonikeeriti (Ultrasonic Homogenizer 4710 Series, Cole-Parmer Instrument Co) viis
sekundit kolm korda, misjarel rakuvaba ekstrakti (RV) saamiseks proov tsentrifuugiti (13 000
rpm; 4 °C; 25 min). SH, C230 ja C120 ensiitimiaktiivsuste médramiseks kasutati Ultrospec
7500 (Biochrom) spektrofotomeetrit, neeldumist mdddeti vastavalt 340, 375 ja 260 nm juures.
Mdotmise jaoks tehti lahused jargnevate 1oppkontsentratsioonidega: 1) SH: NADH 141 uM,
EDTA 1 mM, fosfaatpuhver 100 mM, salitsiilaat 150 uM, 100-150 pl RV; 2) C230 ja C120:
katehhool 0,3 mM, fosfaatpuhver 100 mM, 100-150 ul RV. CI120 aktiivsust moddeti
kvartskivetis ning eelnevalt inaktiveeriti RV lahuses leiduv C230 H>O»-ga (3 mM). Joonistel
on toodud kahe bioloogilise korduse (igal 3 tehnilist kordust) keskmised koos standardhéalbega.

2.2.8. Koosluste kasvatused

Pseudomonas pseudoalcaligenes C70, Pseudomonas fluorescens PC20 ja Pseudomonas putida
NCIB 9816-4 kasvatati 25 ml R2A koos 2,5 mM salitsiilaadiga 30 °C juures loksutil {iledo.
Inokulumi saamiseks fuugiti rakud 5000 rpm juures 15 min, eemaldati supernatant ja
suspendeeriti rakud 6 ml flsioloogilises lahuses. Rakkude sissekiilv 50 ml-sse R2A ning R2A
ja salitstlaati, 3-, 4- vdi 5-klorosalitsilaati (3 mM) sisaldavasse vedelsdétmesse tehti

arvestusega, et iga tiive puhul oleks Asgonm ~ 0,05.

Kasvatustest (30 °C; 150 rpm) tehti viljakiilvid R2A tardsootmele katse algusest (0 h),
eksponentsiaalsest (4h) ja statsionaarsest kasvufaasist (8 h) wvoOetud proovidest. R2A
tardsodtmetel loendati kolooniad ning kilvati imber KingB (peptoon, glitserool, MgSOas x
7H20, KoHPO4, agar) tardsootmele, et eristada fluorestseeruvaid tiivesid (P. fluorescens PC20
ja P. putida NCIB 9816-4) mittefluorestseeruvast tlvest (P. pseudoalcaligenes C70). KingB
tardsootmelt tehti Gmberkilv fenooli sisaldavale tardsodtmele (2,5 mM), et eristada tugeva
kasvuga tiivesid (P. fluorescens PC20 ja P. pseudoalcaligenes C70) fenoolil mitte kasvavast
tivest (P. putida NCIB 9816-4).

Iga tunni jarel mdddeti bakterite kasvu (Asgonm) Ning rakuvabade proovide neeldumisspektreid
(300 kuni 600 nm) vahelhendite kogunemise jalgimiseks Ultrospec 7500 (Biochrom)
spektrofotomeetriga.
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3. TULEMUSED JA ARUTELU

3.1. Kasvatused salitsiilaadil ja klorosalitsiilaatidel

Hindamaks P. pseudoalcaligenes tiive C70, P. fluorescens tive PC20 ja P. putida tiive NCIB
9816-4 vboimekust kasvada salitsulaati, 3-klorosalitsilaati (3-KL), 4-klorosalitsiilaati (4-KL)
ning 5-klorosalitsilaati (5-KL) sisaldaval R2A s66tmel, viidi 1abi kasvatused kolbides ning

mikrotiiterplaatidel.

3.1.1 Pseudomonas pseudoalcaligenes C70

Pseudomonas pseudoalcaligenes C70 kasvukdverad salitsiilaate (3 mM) sisaldavates R2A
sootmetes on toodud Joonisel 8A koos kolbides toimunud vérvimuutustega. Salitsiilaadil
kasvanud kultuur saavutas statsionaarse kasvufaasi kuue tunniga ning biomassi saagis antud
sootmel oli vorreldes R2A sddtmega kérgem. 4-KL-i sisaldava sd6tmega kohanemine vottis
enim aega, lag-faas 16ppes alles kaheksandal katsetunnil, samas kui R2A-I, salitstilaadil ning 3-
KL olid rakud selleks ajahetkeks joudnud statsionaarsesse kasvufaasi. Ka 5-KL-il kasvas C70
maérgatavalt aeglasemalt, kuid nii 4- kui ka 5-KL-il oli biomassi saagis kdrgem nii R2A-I kui
ka salitsiilaadil kasvanud kultuurist. 3-KL-il oli vGrreldes teiste so6tmetega madalaim biomassi
saagis ning erinevalt teistest salitstilaate sisaldavatest so6tmetest varvus 3-KL puhul s6dde
pruuniks (Joonis 8A).

Mikrotiiterplaadil kasvatamisel oli tive C70 kasvukdveratel enamasti eristatavad kaks
eksponentsiaalset kasvufaasi (Joonis 8B-E). VGib oletada, et rakud tarbivad esmalt d&ra R2A
sootme kergesti omastatavad komponendid ning alles peale biomassi suurenemist ja
katabolismiradade indutseerimist hakkab kultuur salitsiilaate metaboliseerima. Samas on ka
R2A so6tmel ndha kasvu pidurdumist umbes neljandal tunnil (Joonis 8B-E). Nende kasvatuste
puhul on oluline réhutada ka seda, et hapniku kontsentratsioon s66tmetes voib olla oluliselt
madalam kui kolbides kasvatamisel ning tulemused vdivad seet6ttu erineda kolbides tehtud

kasvatuse tulemustest.

Salitsulaadi lisamisel so6tmele tive C70 lag-faasi pikkus ei muutu oluliselt ja saagis on kbrgem
kui ainult R2A s66tmel kasvanud rakkudel, kuid see ei suurene proportsionaalselt salitstlaadi
kontsentratsiooni tdsuga (Joonis 8B-E). See vdib olla pdhjustatud substraadi kdrgematest

kontsentratsioonidest voi sellest tekkivate vahethendite toksilisest mdjust
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Joonis 8. Kolbides (A) ja mikrotiiterplaatidel (B-E) R2A sd66tmel ja R2A sé6tmel, millele on
lisatud salitsulaati (SAL), 3-, 4- vdi 5-klorosalitsiilaati (KL) kasvanud P. pseudoalcaligenes
C70 kasvukdverad. Salitstlaatide kontsentratsioon oli kolbides 3 mM ja mikrotiiterplaatidel 1-
3 mM. Mikrotiiterplaadi kasvatuste andmetest arvutatud kasvukiirused koos standardhélbega
on esitatud paneelil F. Paneeli A paremal kiiljel oleval fotol on ndha 12 h méddumisel kolbides
toimunud s66tmete varvuse muutus.
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rakkudele. Tuve C70 kasvukiirus teises eksponentsiaalses kasvufaasis on salitsiilaati sisaldavas
sootmes vorreldes ainult R2A s66tmel kasvanud rakkudega korgem (Joonis 8F). Samas

kasvukiirused esimeses eksponentsiaalses kasvufaasis vahenevad, kuid mitte markimisvaarselt.

Mikrotiiterplaatidel tiive C70 kasvatamisel klorosalitsiilaate sisaldavatel s66tmetel ei esinenud
erinevalt kasvatustest kolbides saagise suurenemist vorreldes R2A so6tmel kasvanud
rakkudega (Joonis 8B-E). Kuigi 3- ja 5-KL puhul esimeses faasis kasvukiirused oluliselt ei erine
R2A-I saadud tulemustest, siis teises faasis on kasvukiirused oluliselt madalamad, eriti 3-KL
puhul (Joonis 8F). 3- ja 5-KL kontsentratsiooni tdstmine so0tmes pohjustas lag-faasi
pikenemise, kuid sel oli margatavalt vdiksem mdju kui 4-KL kontsentratsiooni tdstmisel (Joonis
8C-E). Nii oli tiive C70 lag-faas 3mM 4-KL lisamisel ligikaudu 15 h (Joonis 8D). Samas, kui
rakud olid 4-KL kohanenud, oli kasv mdlemas eksponentsiaalses kasvufaasis vaga kiire (Joonis
8F).

Katsetest jareldub, et tiivi C70 on efektiivne salitstlaadi lagundaja ning on véimeline substraati
keskkonnas lihikese kohanemisfaasiga kasutusele v&tma sisiniku- ja energiaallikana. Seda
kinnitavad ka kasvukeskkonna neeldumisspektrite médtmised lainepikkuste vahemikus 300-
600 nm, kus katehhooli meta rajale iseloomuliku kollast varvi vahetihendi HMS neeldumine
375 nm juures suureneb kuni 12 tunnini ning hakkab seejarel vahenema (Joonis 9A). Ka 4- ja
5-KL sisaldavad so6tmed vérvusid kollaseks (Joonis 8A), mis viitab 5-kloro-2-
hidroksiimukonosemialdehiiidi (KHMS) tekkele 4-klorokatehhoolist nagu on oma tdddes
naidanud ka Wieser jt. (1994) ja Hollender jt. (1997). Mdlema substraadi kasvatustest voetud
proovides oli neeldumisspektritel piik 380 nm juures, mis 4-KL korral hakkas vahenema alates
48 tunnist, samas kui sama ajapunkti 5-KL sisaldavas proovis neeldumine jatkuvalt tdusis
(Joonis 9C-D).

Madalamad biomassi saagised ning s06tme varvumine pruuniks kui tivi C70 kasvab 3-
klorosalitsiilaati sisaldaval R2A sd6tmel (Joonis 8A) viitab samuti vahethendite kuhjumisele.
Kuna C70 omab vaid katehhooli meta raja ensiiime ning kollast HMS analoogi keskkonda
(benseenituuma ldigatakse lahti 1. ja 6. susiniku vahelt) ei kogune (Joonis 9B) v0ib tegemist
olla hoopiski 3-klorokatehhooli kogunemise ja pollimerisatsiooniga (Farrel ja Quilty, 1999).
Samas on Kaschabek et al., (1998) naidanud, et C230 vdib benseenituuma I6igata ka 2. ja 3.
susiniku vahelt, kuid siis tekib enamuses seni uuritud tlvedes toksiline atstulkloriid, mis
inaktiveerib C230-i.
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Joonis 9. Neeldumisspektrid (300-600 nm) P. pseudoalcaligenes tiive C70 kasvatustest R2A
sootmetelt, millele oli lisatud 3 mM salitsiilaati (A), 3-klorosalitsiilaati (B), 4-klorosalitsulaati
(C) voi 5-klorosalitsilaati (D), voetud rakuvabadest proovidest.

3.1.2 Pseudomonas fluorescens PC20

Pseudomonas fluorescens PC20 kolbi kasvatuste kasvukdverad salitsilaate (3 mM)
sisaldavates R2A sodtmetes on vélja toodud Joonisel 10A ning selle kérval on foto kolbidest,
kus on naha 12 tunni jooksul toimunud s66tme varvuse muutus. Erinevalt tivest C70, kasvab
tlvi PC20 kaigil sodtmetel vdga sarnaselt ning lag-faasi pikkus ei sdltu lisatud salitsiilaadist.
Vorreldes R2A sé6tmega saadi kdrgem biomassi saagis vaid 3 mM salitsulaadi lisamisel, kdige
madalam oli saagis 3-KL sisaldava s66tme korral (Joonis 10A). Kasv eksponentsiaalses
kasvufaasis oli kdikidel so6tmetel sarnane vélja arvatud 4-KL-i sisaldaval s66tmel, kus PC20
kasvukiirus oli vaiksem. Nii 3-KL kui ka 4-KL korral muutus kasvatuse kaigus s6dtmete varv

tumedamaks, vastavalt pruuniks ja tumeroheliseks.
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Joonis 10. Kolbides (A) ja mikrotiiterplaatidel (B-E) R2A so6tmel ja R2A s66tmel, millele on
lisatud salitsiilaati (SAL), 3-, 4- vOi 5-klorosalitsulaati (KL) kasvanud P. fluorescens PC20
kasvukdverad. Salitstlaatide kontsentratsioon oli kolbides 3 mM ja mikrotiiterplaatidel 1-3
mM. Mikrotiiterplaadi kasvatuste andmetest arvutatud kasvukiirused koos standardhalbega on
esitatud paneelil F. Paneeli A paremal kiiljel oleval fotol on ndha 12 h méddumisel kolbides
toimunud sG0tmete varvuse muutus.

R2A+3-KL
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Mikrotiiterplaadil oli tiive PC20 kasv 1-3 mM salitsllaatide lisamisel (Joonis 10B-E) sarnane
kolbides tehtud kasvatustega. Erinevalt tivest C70 on PC20 kasvukdveratel (ks
eksponentsiaalne kasvufaas ning lag-faasi pikkused ja kasvukiirused ei soltu oluliselt lisatud
(kloro)salitstilaadist ega selle kontsentratsioonist (Joonis 10B-E). Tive PC20 kasvukiirused
(Joonis 10F) on ligikaudu kaks korda kdrgemad kui tiivel C70 (Joonis 8F). Ka tiive PC20 korral
olid biomassi saagised kdrgemad R2A-1 kasvanud rakkude omast vaid salitsulaati sisaldavatel
sootmetel (Joonis 10B-E), kuid erinevalt tivest C70 suurenes saagis salitsilaadi

kontsentratsiooni tdstmisel s66tmes (Joonis 10B).

Erinevate salitsulaatide lisamine R2A sootmetele ei mdjuta P. fluorescens tive PC20
kasvukiirust oluliselt (Joonis 10F). Vorreldes tiivega C70 koguneb salitsulaadi lagundamisel
vdhem HMS (piik 375 nm) ning selle hulk lahuses hakkab v&henema juba alates 8. tunnist
(Joonis 11A). 4-KL lagundamisel koguneb KHMS (piik 380 nm) vahem (Joonis 11C) kui tuve
C70 puhul (Joonis 9C). 5-KL lagundamisel koguneb KHMS (Joonis 11D) isegi rohkem Kkui
tivel C70, kuid PC20 kasvukiirust ning lag-faasi pikkust see ei mdjuta. Nende andmete pdhjal
vOib oletada, et tlivi PC20 ei ole tundlik so6tmesse koguneva (kloro)katehhooli ja/voi (K)HMS
suhtes nagu C70. Samas nditab vaheuhendite kuhjumine ja sellega kaasnev so6tme vérvi
muutumine ning biomassi saagise pisimine samal tasemel R2A s6dtmel kasvanud rakkudega,
et salitstlaate lagundatakse siiski vaid osaliselt. Farrel ja Quilty (1999) analliusisid segakultuuri
vOimet lagundada 4-klorofenooli ning tuvastasid, et selle lagundamisel tekkivad 4-
klorokatehhool ja KHMS. Nende andmetel KHMS kill kuhjub keskkonda, kuid hiljem

lagundatakse ning 4-klorofenool lagundatakse efektiivselt katehhooli meta rajas.

Varasemast on teada, et tiives PC20 indutseerib fenool nii C120 kui C230 (korge tase ka
induktorita) ja salitsulaat vaid C230 (Liivak, 2007). K&esolevas t06s tuvastatud vahetihendite
kogunemine kinnitab seda ning vO0ib vdita, et salitsulaate lagundab tiivi PC20 katehhooli meta
rajas. Tuve PC20 korge kasvukiirus salitsiilaate sisaldavatel sootmetel vdrreldes tiivega C70
vOib olla pohjustatud sal operoni plasmiidsest péritolust. Ka Barrow (2022) sai

metlulsalitstlaatidel kasvatades tiivel PC20 kbrged kasvukiiruste véaartused.
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Joonis 11. P. fluorescens tive PC20 neeldumisspekter (300-600 nm) kasvades 3 mM
salitsulaadil (SAL) (A), 3-klorosalitsiilaadil (3-KL) (B), 4-klorosalitsillaadil (4-KL) (C) ja 5-
klorosalitstilaadil (5-KL) (D).

3.1.3 Pseudomonas putida NCIB 9816-4

Salitsiilaatide lisamine R2A sd6tmele mdjutab Pseudomonas putida tlive NCIB 9816-4 kasvu
kolbides (Joonis 12A). Nii nagu tiive PC20 korral ei suurene vorreldes R2A sddtmel kasvanud
rakkudega ka tlive NCIB 9816-4 biomassi saagis klorosalitsiilaatide lisamisel. Ainult 3 mM
salitsulaadi lisamisel saadi kdrgem biomassi saagis, mis nditab, et bakter suudab kasutada
Uhendit susiniku- ja energiaallikana. Erinevates so6tmetes on NCBI 9816-4 lag-faasi pikkus
erinev, kdige pikem kohanemisfaas on 4-KL korral ning sel substraadil on tlvel ka k&ige
vaiksem kasvukiirus esimeses eksponentsiaalses kasvufaasis (Joonis 12A, F). Kui kasvatustel
kolbides on kahte eksponentsiaalset kasvufaasi voimalik eristada ainult salitstilaati sisaldaval
sootmel, siis mikrotiiterplaatidel kasvatamisel on kdikidel sootmetel neid kaks (Joonis 12B-E).
3- ja 5-KL lisamisel R2A s66tmele esimese eksponentsiaalse kasvufaasi kasvukiirus oluliselt
ei muutu aromaatse Uhendi kontsentratsiooni tdstmisel, kuid teise faasi kasvukiirused

vahenevad (Joonis 12F).
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Joonis 12. Kolbides (A) ja mikrotiiterplaatidel (B-E) R2A so6tmel ja R2A s66tmel, millele on
lisatud salitsiilaati (SAL), 3-, 4- vBi 5-klorosalitsulaati (KL) kasvanud P. putida NCIB 9816-4
kasvukdverad. Salitsulaatide kontsentratsioon oli kolbides 3 mM ja mikrotiiterplaatidel 1-3
mM. Mikrotiiterplaadi kasvatuste andmetest arvutatud kasvukiirused koos standardhélbega on
esitatud paneelil F. Paneeli A paremal kuljel oleval fotol on naha 12 h méédumisel kolbides
toimunud s66tmete varvuse muutus.

32



5-KL kontsentratsiooni tdstmisel kulub NCIB 9816-4 rakkudel kauem aega kohanemiseks kui
samadel tingimustel 3-KL sisaldaval sd6tmel (Joonis 12 C, E). Nii salitsulaadi kui ka 4-KL
puhul pikeneb lag-faas oluliselt substraadi kontsentratsiooni tdstmisel, kuid salitstilaadi puhul
on mdju vaiksem (Joonis 12 B, D). 4-KL koérgemal kontsentratsioonil (3 mM) véhenevad
kasvukiirused mdlemas eksponentsiaalses kasvufaasis oluliselt (umbes kolm korda) vorreldes
R2A sootmel kasvanud rakkudega (Joonis 12F). Vorreldes teiste t66s uuritud tlivedega on
salitsiilaate sisaldavatel sootmetel kasvanud tiive NCIB 9816-4 kasvukiirused madalamad.

Sarnaselt tiivedega C70 ja PC20 toimub ka NCIB 9816-4 kasvatamisel kolbides salitsilaati
sisaldavatel so6tmetel véarvi muutumine (Joonis 12A) - kollaseks (salitsiilaat), rohekaskollaseks
(5-KL), pruuniks (3-KL) v&i tumepruuniks (4-KL). Nagu ka teiste uuritud tiivede korral
koguneb salitstilaadi lagundamisel s66tmesse HMS (piik 375 nm), mille maksimaalne sisaldus
mdddeti 10 tunnil vdetud proovis (Joonis 13A). 3-KL-il kasvades ei teki so6tmesse KHMS-i
(puudub piik 380 nm juures), kuid samal ajal suureneb neelduvus 300 nm juures, mis vdib
viidata katehhooli ja selle polimeeride kogunemisele (Joonis 13B). 4-KL-i lagundamisel tduseb
neeldumine 380 nm juures kuni 10. tunnini ning vaheneb seejarel ajavahemikus 12-24 tundi,
kuid 48. tunni proovis on neeldumine uuesti suurenenud. Erinevalt teistest tlivedest suureneb
4-KL sisaldaval s6otmel tive NCIB 9816-4 korral alates 24. tunni proovist neelduvus ka
lainepikkustel 300-380 nm (Joonis 13C). Kuna ka sodtme varv on selle tiive puhul tumedam
(ajapunktid 24 ja 48 h) vOib oletada, et lisaks KHMS-le kuhjub kasvukeskkonda ka 4-
klorokatehhooli (piik 310 nm). Sarnaselt tivele PC20 koguneb 5-KL-i lagundamisel KHMS
keskkonda rohkem kui 4-KL korral, kuid katse valtel ei véhene tive NCIB 9816-4

kasvukeskkonnas klorokatehhooli lainepikkusel 310 nm oleva piigi neelduvus (Joonis 13D).

Salitstilaatide lagundamisel koguneb tive NCIB 9816-4 kasvukeskkonda vahelhendeid, mis
salitstilaadi ja 4-KL puhul mdjutavad ka tlive kasvuparameetreid. Vaheiihendite kuhjumine ja
R2A-1 kasvanud rakkudega vdrreldes vdrdse vdi madalama biomassi saagise vaartused
viitavad, et NCIB 9816-4 ei kasuta klorosalitsilaate stsiniku- ja energiaallikana. Liivak (2007)
on néidanud, et salitstilaat indutseerib tlives NCIB 9816-4 olulisel madral C120 aktiivsuse ning
C230 aktiivsus on viga madal. K&esoleva t60 katsed néitasid, et salitsiilaadi, 4-KL ja 5-KL
lagundamisel kuhjuvad keskkonda katehhooli meta raja vahelhendid. Samas jai
klorosalitstlaatide puhul piigi 300-310 nm intensiivsus samaks (5-KL) vdi tdusis (3-KL ja 4-

KL), mis vdib olla seotud samal ajal toimiva katehhooli ortho raja vahetihendite kogunemisega.
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Joonis 13. P. putida tive NCIB 9816-4 neeldumisspekter (300-600 nm) kasvades 3 mM
salitsulaadil (SAL) (A), 3-klorosalitsiilaadil (3-KL) (B), 4-klorosalitsillaadil (4-KL) (C) ja 5-
klorosalitsiilaadil (5-KL) (D).

Kolbides ja mikrotiiterplaatidel tehtud kasvatuste pohjal vaib kokkuvétlikult 6elda, et testitud
substraatidest kasutavad koik tiived susiniku- ja energiaallikana ainult salitstlaati. Salitstlaadi
1-hidroksulaasi toimel tekkinud katehhool lagundatakse C230-ga, sest kasvukeskkonda
koguneb kollast varvi vaheihend HMS, mille hulk katse 18pus kdikide tiivede puhul vaheneb.
3-KL lagundamisel tekkiv 3-klorokatehhool on C230 omavatele tuvedele toksiline ning see
kuhjub s66tmesse ning sodde tumeneb. 4-KL ja 5-KL lagundamisel koguneb koikide tiivede
puhul s66tmesse KHMS, mille hulk vaheneb tivede C70 ja PC20 kasvatustes. Ka tlivede
tundlikkus salitslilaatide ning lagundamisel tekkivate vahelihendite suhtes on erinev - PC20
kasv on alati kiire, samal ajal kui C70 ja NCIB 9816-4 kasvu puhul on osadel substraatidel lag-
faasid vaga pikad ning kasvukiirused madalad. Varasemalt on néidatud, et neljandas
positsioonis olev asendusrihm mdjutab C230 aktiivsust (Hupert-Kocurek et al., 2014).
Seepdérast madrati jargmistes katsetes enstutimide SH, C230 ja C120 aktiivsused salitstilaate
sisaldavatel s66tmetel kasvanud C70, PC20 ja NCIB 9816-4 rakkudes.

34



3.2. Enstitimiaktiivsused

Salitslilaatide lagundamisel viib esimest reaktsiooni labi salitsiilaadi 1-hudrokstlaas (SH), mille
toimel tekib salitsiilaadist katehhool (Costa et al., 2019). SH aktiivsus s6ltub asendusrihmade
olemasolust ning asetusest salitsilaadi molekulis, aga ka SH struktuurist (Bosch et al., 1999).
Katehhooli lagundavad dioksugenaasid, C230 ja C120, ning ka nende aktiivsus soltub
asendusrihmast (nt kloro-, mettal-, etitlrihmadest) ja selle paiknemisest benseenituumas, sest
substraadi ja ensutmi aktiivtsentri interaktsioon voib olla takistatud (Hupert-Kocurek et al.,
2014). Kasvatuskatsetest oli ndha, et kolm tlve kasvavad salitsiilaate sisaldavatel s66tmetel
erinevalt. TOO jargmises etapis méaarati salitsilaatide lagundamisel osalevate votmeenstiimide
(SH, C230, C120) aktiivsused spektrofotomeetriliselt varajase statsionaarse kasvufaasi

proovidest eraldatud rakuvabades ekstraktides.

Pseudomonas pseudoalcaligenes tiivel C70 on sal operonis kaks SH-d kodeerivat geeni, nahwW
ja nahG (JGesaar et al., 2017), mida SH aktiivsuste madramisel teineteisest eristada ei ole
vBimalik. Summaarne SH aktiivsus on tiives C70 kbige kdrgem salitsiilaati sisaldaval R2A
sootmel kasvanud rakkudes, klorosalitsiilaatide lisamisel on aktiivsused kolm kuni neli korda
madalamad (Joonis 14). Pseudomonas stuzeri tlivel AN10 on sarnane sal operon kui tivel C70
ning Bosch jt. (1999) né&itasid oma uurimustods samuti, et summaarne SH aktiivsus on

klorosalitsiilaatidega indutseerides kaks kuni kiimme korda madalam kui salitsulaadi korral.

Pseudomonas fluorescens PC20 ja Pseudomonas putida NCIB 9816-4 plasmiidsetes sal
operonides on vaid (ks geen, nahG, millelt kodeeritakse SH (Elken et al., 2020; Dennis ja
Zylstra, 2004). R2A so6tmes, millele ei ole lisatud salitstilaate on tuve PC20 rakkudes SH
konstitutiivselt indutseeritud, salitstlaadi, 4-KL vdi 5-KL lisamisel aktiivsus suureneb kaks
korda (Joonis 14). 3-KL juuresolekul kasvanud PC20 rakkudes oli SH aktiivsus samal tasemel
kui induktorita kasvanud rakkudes. Kuna SH aktiivsus on korge nii salitsiilaadil kui ka 4-KL

ja 5-KL kasvanud rakkudes selgitab see tiive PC20 kiiret kasvu neil substraatidel (Joonis 10A).

Kdige madalamad SH aktiivsused saadi tive NCIB 9816-4 rakkudes, salitsiilaadi ja 4-KL
lisamisel s66tmele tbusis aktiivsus vastavalt viis ja kolm korda (Joonis 14). 3- ja 5-KL-I
kasvanud rakkudes oli SH aktiivsus sarnane R2A s66tmel kasvanud rakkudega. Madal aktiivsus

viitab, et neid substraate SH aktiivselt ei lagunda.
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Joonis 14. Pseudomonas pseudoalcaligenes C70, Pseudomonas fluorescens PC20 ja
Pseudomonas putida NCIB 9816-4 salitstilaadi 1-hldroksulaasi aktiivsused R2A s66tmel
(R2A) ja R2A so6tmel, millele on lisatud 3 mM salitstlaati (SAL), 3-klorosalitstilaati (3-KL),
4-klorosalitsulaati (4-KL) ja 5-klorosalitsiilaati (5-KL) kasvanud rakkudes.

To6s uuritud kolmel tivel on erinev arv katehhooli 1,2- ja/vdi 2,3-diokstigenaase. Tivel C70
on kaks C230-d, iiks paikneb sal operonis (nahH) ning teine phe operonis (pheB¢%3), kuid
varasemates to6des on néidatud, et ainult nahH on salitsulaadiga indutseeritav (JOesaar et al.,
2017). Seet6ttu ei anna kahe C230 omamine ainult salitstlaati sisaldaval so6tmel kasvavale
tlvele C70 eelist katehhooli lagundamisel. C230 aktiivsuste mddtmisel saadi kbige kérgemad
véértused salitsulaati sisaldaval s66tmel kasvanud C70 rakkudes, klorouhendite lisamisel
sootmele olid aktiivsused kolm kuni kuus korda madalamad (Joonis 15A). 3-KL sisaldavas
s6otmes oli C70 rakkudes C230 aktiivsus kdige madalam.

Tivel PC20 on kokku kolm katehhooli diokstigenaasi: pPNAH20 sal operonis paiknev C230
(nahH), pPHE20 pheBA operonis paiknev C120 (pheB¢!?°) ning kromosomaalne catRBCA
operonis paiknev C120 (catA) (Heinaru et al., 2009; Elken et al., 2020). Salitsiilaatidega
indutseerimisel oli kdige kdrgem C230 aktiivsus salitsiilaadil, 4- ja 5-KL olid aktiivsused kuus
korda madalamad (Joonis 15A). Kdige madalam C230 aktiivsus saadi PC20 rakkudega, mis
eraldati 3-KL sisaldavalt R2A s66tmelt. C120 summaarne aktiivsus oli indutseerimata PC20
rakkudes madal ning ei suurenenud oluliselt salitsiilaatide lisamisel (Joonis 15B). C120
madalad aktiivsused on kooskdlas Liivak (2007) ja Heinaru jt. (2009) avaldatud andmetega,
kus naidati, et C120 (pheB¢!2°) indutseerib fenool.
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Joonis 15. (C70) Pseudomonas pseudoalcaligenes C70 , (PC20) Pseudomonas fluorescens
PC20 ja (NCIB) Pseudomonas putida NCIB 9816-4 C230 (A) ja C120 (B)
enstiimiaktiivsused kasvades R2A so6tmel (R2A), millele on lisatud 3 mM salitstilaati (SAL),
3-klorosalitsulaati (3-KL), 4-klorosalitsiilaati (4-KL) ja 5-klorosalitsiilaati (5-KL).

Tivel NCIB 9816-4 on kromosomaalne C120 (catA) ja pDTGL1 sal operonis C230 (nahH),
kuid operoni inserteerunud IS elemendi tottu arvatakse, et katehhooli lagundamise eest vastutab
C120 (Dennis ja Zylstra, 2004). Ké&esolevas to0s teostatud katsed naitasid, et C230 on
konstitutiivselt indutseeritud ning salitsiilaadi, 4- ja 5-KL juuresolekul rakkudes aktiivsus
oluliselt ei muutunud (Joonis 15A). Sarnaselt tiivedele C70 ja PC20 oli kdige madalam C230
aktiivsus 3-KL-ga indutseerimisel. Kuid erinevalt tiivest PC20 indutseeris salitstilaat NCIB
9816-4 rakkudes C120 ning basaalsest kdrgemad vaartused saadi ka 3- ja 4-KL sisaldaval
sootmel kasvanud rakkudes (Joonis 15B). Salitsiilaadil kasvanud rakkudes méaratud katehhooli

dioksligenaasi aktiivsused langevad kokku Liivak (2007) ja Heinaru jt. (2009) saadud
andmetega.
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Kolme tlive SH aktiivsuste maaramise tulemused naitasid, et tiivede C70 ja NCIB 9816-4 korral
sOltus aktiivsus oluliselt klororiihma olemasolust ja asendist, mistottu vdib jareldada, et tivede
SH interaktsioon substraadiga on klororihmadega salitsulaatide puhul héiritud nagu on
néidanud ka Bosch jt. (1999) tivega AN10. Tiive PC20 koérge SH aktiivsus nii salitsilaadil kui
ka 4- ja 5-klorosalitsiilaadil naitab aga, et klororlhmad antud positsioonides ei sega
ensumaatilist reaktsiooni. Tlvedel C70 ja PC20 on C230 aktiivsus kdige korgem salitstlaati
sisaldaval so6tmel kasvanud rakkudes, mis viitab efektiivsele katehhooli lagundamisele meta
rajas ja vahetihendite (katehhooli ja HMS) inhibeeriva mdju puudumisele. Lisaks vahenes ka
HMS kontsentratsioon s66tmes. Kdigi kolme tiive korral on C230 aktiivsus kdige madalam 3-
KL korral, mis on kooskdlas kirjanduse andmetega ning on seotud ilmselt 3-klorokatehhooli
toksilise mdjuga, sest helgi juhul jargmise vaheuhendi, (K)HMS, kogunemist ei tuvastatud
(Kaschabek et al., 1998; Farrell ja Quilty, 1999; Bartels et al., 1984). 4- ja 5-KL korral varvusid
kdikide tuvede korral s6dtmed kasvatuste alguses (laimi)kollaseks, mis viitab KHMS
kogunemisele, kuid PC20 ja NCIB 9816-4 toimus 4-KL korral varvi tumenemine. Tulemustest
vOib jareldada, et teatud KHMS-i kontsentratsioonist alates toimub C230 inhibeerimine ning
sootmesse hakkab kuhjuma klorokatehhool. Asendusriihmadega katehhoolidega saadud
madalamaid C230 aktiivsusi on pdhjendatud substraadi takistatud seondumisega ensuimi
aktiivtsentrisse (Hupert-Kocurek et al., 2014), aga ka (kloro)katehhoolide oksudatsioonil ja

polumerisatsioonil tekkivate (ihendite toksilisusest (Park et al., 2004; J0esaar et al., 2017).

Kuigi nii P. fluorescens PC20 kui ka P. putida NCIB 9816-4 omavad C120, toimub selle abil
katehhooli lagundamine vaid salitsllaati sisaldaval so6tmel kasvanud NCIB 9816-4 rakkudes.
Seega ei toimu klorosalitsilaatide lagundamine katehhooli ortho rada omavates tiivedes C120
abil, kuigi enamus kirjandusallikaid seda véaidab (Pieper et al., 2010). Uheks p&hjuseks vdib
olla, et uuritud tivede puhul toimub ortho raja enstitime kodeerivate geenide indutseerimine

teiste Uhendite, néiteks tiives PC20 fenooli poolt.

3.3. gRT-PCR

Salitsiilaati  vOi  klorosalitsiilaati  sisaldavatel — so0tmetel kasvanud  Pseudomonas
pseudoalcaligenes C70, Pseudomonas fluorescens PC20 ja Pseudomonas putida NCIB 9816-4
rakuekstraktidest madrati votmeenslimide aktiivsused spektrofotomeetriliselt. Kuid sel
meetodil ei ole voimalik eristada redundantsetelt geenidelt kodeeritud enstitimide aktiivsusi.
Seepérast kasutati jargnevates katsetes gRT-PCR meetodit ensulime kodeerivate geenide

suhtelise mMRNA hulga maaramiseks varajasest statsionaarsest kasvufaasist eraldatud rakkudes.
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P. pseudoalcaligenes tiivel C70 on kaks salitsulaadi 1-hidroksulaasi kodeerivat geeni - nahG,
mis asub klassikalises naftaleeni lagundamise alumises raja geeniklastris nahGTHINLOMKJX,
ja nahW, mis paikneb insertsioonielementide vahel klastri vahetus l&heduses (JOesaar et al.,
2017). Mdlema geeni mRNA hulk tBuseb salitsulaadi lisamisel s66tmele, kuid nahG
ekspressioon on kdrgem kui geenil nahW (Jdesaar et al., 2017). Kéesolevas t60s saadi kdikidel
substraatidel, valja arvatud 4-KL, kdrgemad nahG ja nahW suhtelised mMRNA hulgad kui R2A
sootmel kasvanud tuve C70 rakkudes (Joonis 16A). Samas oli geeni nahG ekspressioon kdrgem
kui geenil nahW. Sarnase tulemuse sai oma t06s ka Barrow (2022) kui kasvatas tive C70
metlulsalitstlaate sisaldavatel R2A s66tmetel. Geenide nahG ja nahW mRNA hulk suurenes
salitsulaadi, 3-KL ja 5-KL lisamisel R2A s66tmele vastavalt 4, 9 ja 12 ning 3, 2 ja 9 korda.
Kuid miks on 3-KL ja 5-KL korral nahG ja nahW ekspressioon kérgem kui salitstilaadil (Joonis
16A) aga SH aktiivsused (Joonis 14) on hoopiski madalamad? IImselt need salitstlaadid
indutseerivad mRNA suinteesi, kuid substraadi seondumine vastavale valgule on takistatud voi
tekib reaktsiooni kadigus vahelihend, mis inhibeerib enstimi t6dd. P. stuzeri AN10, mille
salitsulaadi 1-hidroksulaasid on >99 % identsed C70 jarjestustega, summaarne SH aktiivsus
oli klorosalitsulaatidega oluliselt madalam kui metudlsalitsiilaatidega indutseerides ning
kdrgemad vaartused saadi 4-kloro- ja 4-metulsalitstlaatidega (Bosch et al., 1999). nahG ja
nahW mRNA aarmiselt madal hulk 4-klorosalitstlaadil kasvanud C70 rakkudes (Joonis 16A)
vOib olla seotud pika lag-faasiga antud substraadil (Joonis 8A), ka SH aktiivsus on madalam
kui teiste salitsiilaatidega (Joonis 14). Metudlsalitsiilaatidega R2A s66tmetes nahG
ekspressioon ei s6ltunud oluliselt asendusrihma asendist, kuid need olid kdrgemad Kkui

salitsulaadil kasvanud rakkudel (Barrow, 2022).

Kuna C70 rakke ei kasvatatud salitsiilaadi ja fenooli segul, ekspresseeritakse salitsulaate
sisaldavatel so6tmetel ainult nahH geen ja pheB?*° mRNA hulk on vaga madal ning ei s6ltu
salitsulaatide olemasolust (Joonis 16B), nii nagu on varem naidanud ka JGesaar jt. (2017) ja
Barrow (2022). 3-KL ja 5-KL lisamisel suurenes nahH mRNA ekspressioon vastavalt 3 ja 4
korda ning 4-KL korral oli ekspressioon samasugune kui R2A s6dtmel kasvanud rakkudel.
Madalad ekspressioonid 4-KL sd6tmes kasvanud rakkudes vdivad olla pdhjustatud substraadi
enda toksilisest mojust tuvele. Mehike (2016) nditas oma to0s, et tiivede AN10 ja C70 NahH
jarjestuste identsus on 99,7% ning erinevus on ainult hes aminohappes - tiivel C70 on
positsioonis 218 histidiini asemel turosiin. Kirjanduse andmetel mdjutab selles positsioonis
paiknev tlrosiin C230 Kkataltiutilisi omadusi, nii on perekonna Pseudomonas turosiiniga

tlvedel saadud kdrgem afiinsus katehhooli suhtes kui histidiiniga tiivedel (Junca et al., 2004,
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Joonis 16. P. pseudoalcaligenes C70 salitstilaadi 1-htdroksilaase (A), NahG ja NahW, ning
katehhooli 2,3-dioksiigenaase (B), NahH ja PheB®?%°, kodeerivate geenide suhtelised mRNA
hulgad. RNA eraldati logaritmilisest kasvufaasist I16pust voetud rakkudest, mida kasvatati R2A
sootmel vBi R2A sd6tmel, millele oli lisatud salitstlaati (SAL), 3-, 4- vdi 5-klorolsalitsulaati
(KL) I6ppkontsentratsiooniga 3 mM.

Suenaga et al., 2009). See voib olla ka pdhjuseks, miks C70 kasvatustel sodtmed ei tumenenud
(katehhoolid lagundati kiiresti).

Pseudomonas fluorescens tiivel PC20 on (iks SH kodeeriv geen, mis asub pNAH20 plasmiidi
sal operonis (Elken et al., 2020). VVdga madalast nahG geeni mMRNA hulgast R2A s66tmel
kasvanud PC20 rakkudes jareldub, et SH ekspressioon on indutseeritud substraadi poolt (Joonis
17A). Klorosalitsiilaadid indutseerivad nahG ekspressiooni vorreldes salitstilaadiga rohkem.
Samas on 3-KL-il kasvanud rakkudes SH aktiivsus salitsulaadiga vorreldes madalam (Joonis
14), mistdttu voib jareldada, et substraadil ei ole geeni nahG ekspressioonile inhibeerivat moju,
vaid on hdiritud enstiimi ja 3-KL-i interaktsioon. Ttivel PC20 on tiks C230 kodeeriv geen,
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nahH, mis asub pNAH20 plasmiidi sal operonis (Elken et al., 2020). Klororihmadega
salitstilaatidel kasvades esineb rakkudel vordluses salitstlaadiga kdrgem nahH mRNA hulk
(Joonis 17A), kuid madalam C230 enstmaatiline aktiivsus (Joonis 15A). 3-KL-il kasvanud
rakkude puhul on see erinevus kdige suurem ning vdib oletada, et C230 on inhibeeritud, sest
kasvukeskkonda ei kogunenud kollast KHMS (Joonis 11A) ning s6dde varvus pruuniks
kuhjuva katehhooli polimeriseerumise tottu (Joonis 10A). Salitstilaatidest tekkivat
(kloro)katehhooli ei lagundata tiilves PC20 ka redundantsete C120-dega, sest nii pheB<2° kui

ka catA ekspressioon on madal (Joonis 17B) nagu ka summaarne C120 aktiivsus (Joonis 15B).
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Joonis 17. P. fluorescens PC20 salitsulaadi 1-htdroksilaasi (A), NahG, ning katehhooli 2,3-
diokstigenaasi, NahH, ja katehhooli 1,2-dioksiigenaasi, PheB®?°, (B) kodeerivate geenide
suhtelised mMRNA hulgad. RNA eraldati logaritmilisest kasvufaasi 16pust vdetud rakkudest,
mida kasvatati R2A s66tmel voi R2A s66tmel, millele oli lisatud salitsiilaati (SAL), 3-, 4- vOi
5-klorolsalitstlaati (KL) 16ppkontsentratsiooniga 3 mM.
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Kirjandusest on teada, et tiives PC20 indutseeritakse PheB¢*2° ainult fenooli poolt (Elken et al.,
2020), kuid salitstlaatidel kasvanud rakkudes mdodetud kromosomaalse catA ekspressioon
ilmselt oluliselt lagundamisprotsessi ei mdjuta. Seda oletust kinnitab ka 4-KL ja 5-KL
sisaldavate s6otmete varvumine Kkollaseks, mis on p&hjustatud C230 toimel 4-

klorokatehhoolist tekkiva KHMS kogunemisest séotmesse (Joonis 10A).

Pseudomonas putida NCIB 9816-4 sal operon paikneb plasmiidil pDTG1. Erinevalt tlvest
PC20 asetseb C230 kodeeriva nahH ldheduses insertsioonielement ning varasemates t6odes on
naidatud, et kuigi madal C230 aktiivsus on konstitutiivselt tuvastatav lagundatakse
salitsulaadist tekkiv katehhool kromosomaalse C120-ga (Dennis ja Zylstra, 2004). Kéesolevas
t06s oli P. putida NCIB 9816-4 R2A sodtmel kasvanud rakkudes SH kodeeriva nahG mRNA
hulk kuni 15 korda madalam, kui salitstlaati (3-, 4- ja 5-KL korral vastavalt 7, 10 ja 8 korda)
sisaldavas s06tmes (Joonis 18). Seega on SH ekspressioon indutseeritud salitstilaatide poolt.
C230 kodeeriva nahH mRNA hulga madramised kinnitasid Kirjanduse andmeid, ka R2A
sootmel kasvanud rakkudes on nahH ekspresseeritud ning salitstlaatide lisamisel suureneb
ekspressioon kaks (salitsllaat) kuni viis (3-KL) korda (Joonis 18). Kui kromosomaalset C120
kodeeriva catA ekspressioon oli salitsulaadil kasvanud NCIB 9816-4 rakkudes 27 korda
kdrgem, siis klorosalitsiilaate sisaldavatel sootmetel oli ekspressioon sarnane R2A-1 kasvanud
rakkudega (Joonis 18). Park et al. (2004) on ndidanud, et P. putida NCIB 9816-4 kasvul
salitstilaadil esineb katehhooli ladestumine tsttotoksilisel tasemel, mis viitab C230 ja C120
madalale aktiivsusele. Ké&esolevas t00s tehtud Kkatsete tulemused viitavad, et ka
klorokatehhoolide lagundamine ei toimu efektiivselt: 3-KL sisaldav sdé6de varvub pruuniks
ning C230 ja C120 aktiivsused on madalad, 4-KL ja 5-KL korral tekib vaatamata C230
suhteliselt madalale aktiivsusele sgotmesse KHMS (Joonis 12, Joonis 15).

Kuigi kogunevate vaheuhendite hulk katse 16puks ei vahene s66tmes (Joonis 13B-D), ei mdjuta
see vaga oluliselt NCIB 9816-4 kasvukiirust ega lag-faasi pikkust (Joonis 12A). Biomassi
saagise tbusu puudumine Klorosalitsiilaatide lisamisel nditab, et rakud ei suuda substraate
stsiniku-ja energiaallikana kasutada. Vorreldes tiivede C70 ja PC20 on NCIB 9816-4 nahG
ekspressioon kdige kdrgem ning vdib oletada, et seetbttu tuleb tlvi paremini toime
tsutotoksilise  (kloro)salitsiilaadi  lagundamisega.  Kuid  kuna  klorokatehhoolide
lagundamisprotsess oli katsete pdhjal aeglane ja/vdi ebaefektiivne, mojuvad ka salitsulaatide
lagundamisel tekkivad vaheiihendid NCIB 9816-4-le toksiliselt.
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Joonis 18. P. putida NCIB 9816-4 salitsiilaadi 1-htidroksilaasi, NahG, ning katehhooli 2,3-
dioksugenaasi, NahH ja katehhooli 1,2-dioksligenaasi, catA, kodeerivate geenide suhtelised
MRNA hulgad. RNA eraldati logaritmilisest kasvufaasist 16pust vOetud rakkudest, mida
kasvatati R2A so6tmel vdi R2A sdé6tmel, millele oli lisatud salitstlaati (SAL), 3-, 4- vdi 5-
klorolsalitsiilaati (KL) I6ppkontsentratsiooniga 3 mM.

Kolmest tiivest olid kérgeimad SH kodeeriva geeni mRNA hulgad salitsiilaadil kasvanud P.
putida tivel NCIB 9816-4. P. pseudoalcaligenes tiive C70 kahe SH kodeeriva geeni mRNA
hulk oli kdrgeim 3- ja 5-klorosalitsiilaadil, kuid madalaim 4-klorosalitsiilaadil kasvanud
rakkudes. Klorosalitstlaate sisaldaval so6tmel kasvanud P. fluorescens tiive PC20 rakkudes
olid kdrged SH ja C230, kuid madalad C120 kodeerivate geenide ekspressioonid.

3.4. Segakultuuri kasv (kloro)salitstlaatidel

Saasteainete lagundamine segakultuuris voib pakkuda kasvueeliseid vastavaid kataboolseid
radu omavatele mikroobidele, mille tulemusel on lagundamisprotsess kiirem ja efektiivsem
(Pelz, et al., 1999; Pawelczyk, et al., 2008). Seeparast otsustati ka antud t60s uurida, kuidas
toimub salitstlaatide lagundamine ttivede C70, PC20 ja NCIB 9816-4 koosluses. Kasvatused
kolme tlve seguga tehti kolbides R2A s66tmel ning R2A s66tmel, millele oli lisatud 3mM
salitsiilaati, 3-klorosalitsiilaati, 4-klorosalitsiilaati v6i 5-klorosalitsulaati (Joonis 19).
Segakultuuri kasvukdveratel oli thte moodi luhike lag-faas, kasvukiirus oli kdige suurem R2A
sootmel, kuid ka salitstilaate sisaldavatel s6otmetel ei olnud see oluliselt madalam. Vorreldes

R2A s66tmega oli biomassi saagis kdrgem, kui so6tmesse oli lisatud salitsulaati voi 4-KL
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(Joonis 19A). Kdrvutades segakultuuri kasvukéveraid Uksikkultuuride omadega (Joonised 8A,

10A ja 12A) vdiks esmapilgul jareldada, et koosluses domineeris P. fluorescens PC20.

Kooslusest uksiktuvede detekteerimiseks otsustati alguses viia tivedesse sisse GFP-mérgised.
Kuid katsed reportergeeniga kandva tiive NCIB 9816-4 néitasid, et muutunud oli tiive vdime
kasvada kdrgematel salitstilaadi kontsentratsioonidel. Seepérast otsustati tlivede eristamiseks
kasutada erinevaid s66tmeid. R2A tardso6tmetele kiulvatud proovidest kasvanud kolooniad
kulvati kdigepealt KingB sootmele, mille abil oli véimalik eristada fluorestseeruvaid tuvesid
PC20 ja NCIB 9816-4 mittefluorestseeruvast tlvest C70. Seejarel kulvati kolooniad fenooli
sisaldavale minimaals6dtmele, et eristada fenoolil kasvavaid tiivesid C70 ja PC20 fenoolil mitte
kasvavast tlivest NCIB 9816-4. Saadud arvukuste pdhjal arvutati tlivede suhtelised osakaalud
0, 4 ja 8 tunnil vdetud proovides (Joonis 20). Kuna katset jouti teha vaid kaks korda ning

tulemused hélbisid tGsna palju, on standardhalbed suured.

A —8—R2A —@—Sal —8—3KL 4-KL —8—5KL

Joonis 19. P. pseudoalcaligenes C70, P. fluorescens PC20 ja P. putida NCIB 9816-4
segakultuuri kasvukdverad (A) R2A sdotmel ja R2A s6dtmel, millele on lisatud salitstilaati
(SAL), 3-, 4- v0i 5-klorosalitsiilaati (KL). Fotod kolbidest 6 (B) ja 12 tunnil (C) peale katse
algust.
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Kuigi katse alguses vOeti segusse iga tiive ettekasvatust arvestusega, et selle osakaal segus oleks
Y5 siis 0 tunni proovist tehtud viljakiilvide pohjal oli tiive NCIB 9861-4 osakaal kdige madalam
ning tuvesid C70 ja PC20 oli enam vahem vordselt (Joonis 20). Kdikide kasvatuste 4 ja 8 tunni
valjakulvides domineerib (50-98%) tivi PC20. C70 osakaal pusib erinevatel s66tmetel 4 h
proovis kas samal tasemel (R2A, salitsulaat, 3-KL) vdi véheneb (4-KL, 5-KL), kuid véheneb
oluliselt kdikides 8 h proovides (v.a. R2A s6dtmel). Tive NCIB 9816-4 osakaal erinevatel
sootmetel jadb samuti samale tasemele voi vaheneb, ainult 4 h salitstlaadi ja 3-KL proovides
oli osakaal vorreldes 0 h prooviga kdrgem (Joonis 20). Kindlasti tuleks segakultuuride kasvatusi

korrata ning Uhtlustada sissekulvis kolme tlive osakaalud.
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Joonis 20. P. pseudolcaligenes C70, P, fluorescens PC20 ning P. putida NCIB 9816-4 osakaal
(%) kasvades R2A-I ja R2A-I, millele lisati 3 mM salitsulaati, 3-, 4-, ja 5-klorosalitsilaati.
Valjakilvid sootmetest sooritati katse alguses (0 h) R2A sd6tmest ning 4 tunni ja 8 tunni
moddudes kdikidest sodtmetest.

P. pseudoalcaligenes C70, P. fluorescens PC20 ning P. putida NCIB 9816-4 segakultuuride
kasvukeskkondades toimus katse jooksul drastiline sé6tmete varvimuutus (Joonis 19B, C).
Fotolt, mis tehti 6 tunnil on naha, et salitsiilaati, 4- ja 5-klorosalitsiilaati sisaldavad s66tmed
olid muutunud erkkollaseks (Joonis 19B), kuid 12 tunnil oli 4-klorosalitsulaati sisaldav s66de
muutunud tumepruuniks (Joonis 19C). Varvimuutus neil so6tmetel viitab vahemalt osalisele
katehhooli meta raja aktiivsusele ning seda kinnitavad ka neeldumisspektritel tuvastatud meta
rajale iseloomulike vaheuhendite piigid lainepikkustel 375 ja 380 nm (Joonis 21). 3-

klorosalitsiilaati sisaldava s66tme varvus oli 6 tunnil helepruun ning vérv tumenes aja
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maoddudes (Joonis 19 B, C), mis viitab katehhooli meta vdi ortho raja madalale vGi puuduvale
aktiivsusele ning akumuleeruva 3-klorokatehhooli poliimeriseerumisele (piik 310 nm; Joonis
21).
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Joonis 21. Neeldumisspektrid (300 kuni 600 nm) P. pseudoalcaligenes C70, P. fluorescens
PC20 ja P. putida NCIB 9816-4 segakultuuri kasvatustest R2A vedelsddtmetel, millele oli
lisatud salitstilaati (A), 3-klorosalitsilaati (B), 4-klorosalitstlaati (C) v8i 5-klorosalitstlaati (D).

Sarnaselt Uksiktiivede kasvatustega toimus koosluses kdige efektiivseim kasv salitsilaadil -
biomassi saagis tousis vorreldes R2A sddtmega, katehhooli meta raja vahelhendit kogunes
vdhem ning poorduvalt (Joonis 19, 21A). Kuid klorosalitsulaatidel kasvanud segakultuuris
kogunesid samuti vahetihendid ning biomass suurenemist ei toimunud. 3-KL sisaldavas
s6otmes olid 4 h proovis koik tlived olemas ning NCIB 9816-4 osakaal isegi tdusnud (Joonis
20B), kuid siiski ei suutnud tuved 3-klorokatehhooli lagundada ja polimeriseerumisel tekkinud
Uhendid vérvisid s66tme tumedaks (Joonis 19A). Seega ei suuda uuritud tiived sdltumata sellest,
kas neil on katehhooli lagundamiseks C120 v6i C230 3-KL lagundada. 3-klorokatehhooli
kuhjumist on néidatud ka perekonna Actinomycetes tlivede kooslustes 2- ja 3-klorofenooli

lagundamisel (Farell ja Quilty, 1999).
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Koosluses domineeris P. fluorescens PC20, mille kdrge kasvukiirus ning enstiimide madalam
tundlikkus klororihmadega substraatide suhtes andsid tlvele teiste tuvede ees kasvueelise.
Kuigi Uksiktivena P. pseudoalcaligenes C70 kasvul 4- ja 5-KL sisaldaval so6tmel kogunes
KHMS pdorduvalt oli bakteri kasv ja votmeensuime kodeerivate geenide ekspressioon (Joonis
8 ja 16) siiski nii palju hairitud, et ka koosluses ei suuda tiivi kiire kasvuga PC20 konkureerida
(Joonis 20). Mdlemal s66tmel toimub sarnane varvimuutus kui PC20 tksikkultuuris. Kuigi P.
putida NCIB 9816-4 osakaalud on koigil so6tmetel vorreldes teistega madalaimad, siis 5-KL
on see koige madalam. See on kooskdlas tive madalate enstumiaktiivsuse ning
geeniekspressiooniga 5-klorosalitsiilaadil kasvades (Joonis 14, 15 18). P. fluorescens PC20

kiirel kasvul tekkivad vaheuhendid ei paku mérgatavat eelist teistele tiivedele.

Kaesolevas t00s teostatud katsed nditavad, et Uksiksubstraatidel kasvavatele tiivedele ei anna
redundantsed salitsilaadi 1-hidroksulaasid ja/vdi katehhooli diokslgenaasid salitsiilaatide
lagundamisel eelist. Tuvede C70 ja PC20 puhul tasuks edaspidi uurida nende vdimekust
lagundada (kloro)salitsiilaadi ja fenooli segu, sest sel juhul on indutseeritud mdlemad
katehhooli rajad. Joesaar jt. (2017) naitasid, et salitsiilaadi ja fenooli segus kasvades kogunes
tive C70 kasvukeskkonda vahem katehhooli ning mdlemad C230 kodeerivad geenid olid
ekspresseeritud. Varem ei ole salitsiilaadi ja fenooli segus tiive PC20 kasvu uuritud, kuid teada
on, et fenool indutseerib plasmiidse C120 (Heinaru et al., 2009), mis v6ib samuti méjutada
kasvu segasubstraatidel. Segakultuuride uurimisel tuleks optimeerida uksiktiivede osakaalud

sissekilvis ning analtiisida seejarel vahetihendite kogunemist ning enstiimiaktiivsuseid.
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KOKKUVOTE

Bioremediatsiooni kasutamine on paljulubav lahenemine reostuste likvideerimiseks, kuid
tehnoloogia padev kasutamine nduab protsessis kasutatavate mikroorganismide omaduste ning
lagundamispotentsiaali pdhjalikku tundmist. Antud t66s vorreldi P. pseudoalcaligenes C70, P.
fluorescens PC20 ja P. putida NCIB 9816-4 voimekust lagundada salitsiilaati, 3-, 4— ja 5-

klorosalitsiilaati.
To6 tulemused ja jareldused vBib kokku vétta jargnevalt:

1. Kasutatud salitsiilaadi ja klorosalitsiilaadi kontsentratsioonidel ning tingimustes esines
P. fluorescens tiivel PC20 kbrgeim kasvukiirus, jargnes P. pseudoalcaligenes C70 ning
madalaima kasvukiirusega oli P. putida tiivi NCIB 9816-4;

2. susiniku- ja energiaallikana kasutasid tiived ainult salitsilaati;

3. klorosalitsuilaatide  lagundamisel  kuhjuvad vahelhendid, mis inhibeerivad
vOtmeensuime;

4. salitstlaatide lagundamisel oli tiives NCIB 9816-4 vaatamata sal operoni sisenenud
insertsioonielemendile olemas C230 aktiivsus, kuid siiski ei suuda tivi
klorosalitsiilaate taielikult lagundada;

5. salitstlaatide lagundamisel ei anna redundantsed SH ja C230 tuvele C70 kasvueelist;

6. segakultuuris domineerib tlvi PC20, tiive kasvukiirus ja lag-faasi pikkus ei soltu

klororiithma olemasolust ega asetusest salitstilaadi molekulis.

Kokkuvdttes vdib vdita, et uuritud tived ei ole vdimelised klorosalitstilaate efektiivselt

lagundamisradades 16puni lagundama ei tiksik- ega segakultuurina.
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Degradation of chlorosalicylates in different species of the Pseudomonas family

Anni Peegel

Restimee/Summary

Aromatic compounds, particularly the more stable polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHS),
have become a large-scale source of pollution worldwide. The compounds have a harmful effect
on flora and fauna, which is why pollution in the Baltic Sea, Atlantic Ocean, or other water

bodies can cause irreversible destruction in local ecosystems.

Elimination of pollution using mechanical methods is an expensive and time-consuming
process, usually yielding mediocre results. The solution is bioremediation - using
microorganisms to degrade aromatic compounds into metabolites. Aromatic compounds are
often highly stable, so it is necessary to find specific bacterial strains that have both the
enzymatic pathways necessary to break down aromatic compounds and the ability to survive in

bacterial communities and do it within a reasonable time.

The aim of this work was to analyze the ability of Pseudomonas pseudoalcaligenes C70,
Pseudomonas fluorescens PC20 and Pseudomonas putida NCIB 9816-4 to degrade
chlorosalicylates in comparison of Na-salicylate in single and mixed cultures via classical
naphthalene degradation pathway. Na-salicylate was chosen as it is a central intermediate

formed during the decomposition of PAHSs.
The results and conclusions of the study are summarized as follows:

1. Under tested conditions and concentrations of salicylate and chlorosalicylates P.
fluorescens strain PC20 exhibited the highest levels of growth rates, followed by P.
pseudoalcaligenes C70 and with the lowest growth rates belonging to P. putida NCIB
9816-4;

2. all the strains used only salicylate as a carbon and energy source;

3. during the degradation of chlorosalicylates, intermediates, which inhibit the key
enzymes, accumulated in the media;

4. P. putida NCIB 9816-4 exhibited catechol meta pathway activity when grown on
salicylates (even though an insertion element is present in the sal operon), although the

strain was still unable to degrade chlorosalicylates;
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5. the redundant salicylate 1-hydroxylases and catechol 2,3-dioxygenases do not give P.
pseudoalcaligenes C70 a growth advantage during the degradation process of
chlorosalicylates;

6. P. fluorescens PC20 was the dominating strain in mixed culture cultivations; in single
culture the growth rate and the lag-phase length of PC20 were not influenced by chlorine

group or the subsequent placement of the group in the salicylate molecule.

In conclusion, the strains used in this study cannot efficiently use chlorosalicylates as a carbon

and energy source, either in a single or mixed culture.
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LISAD

Lisa 1. Toos

kasutatud praimerid (nukleotiidne jarjestus,

amplifitseeritava geeni ja vastava ensiitimi nimetus)

seondumistemperatuur,

NCIB 9816-4

Ensutim/Geen/Tlvi | Praimeri nimi Nukleotiidne jarjestus (5’ = 3’) Seondumis- Viide
temperatuur
C230/nahl / C70 C70aF TGGAGCGGGATCTGACGGCA 58 °C Mehike, 2016
jaNCIB 9816-4 C70aR CGGGATTGACCTCATTCACA
C230 /pheB/C70 C70bF TCACCGAGGACCTGCTCAAC 58 °C
C70bR CCGGGTTGACCTCGGCCAAG
SH/nahG /C70 nahGF7 CTGCAACTGCGCGAAGCCTT 61 °C Smirnova,
nahGR3u GCTTCCCGTACCCAGGGAG 2019
SH/nahG /PC20 nahGF3 GGGCTTGAGGACGCCTATTTC 61°C
jaNCIB 9816-4 nahGR2 GTTGCACACGACAGGCA TGAG
SH /nahwW/C70 nahWF CGATGACACTGGCGAACAGC 61 °C
nahWR CGTACGGTGGAACGCATCC
C120/catA/ PC20 catAF_1 CGTACTTCGACTCGACCCAG 61 °C Barrow, R.
catAR_1 GCAAAGTCGTCCCACAGGTA R., 2022
C120/ catA/ catAdF TCGGAATTCAACCTGCGTCG 58 °C
NCIB 9816-4 catA4R GGTGGTCAGGTGACGATGG
C120/ pheB / pheB20_F CACCCGGCCTAGGTTTTGAT 61 °C
PC20 pheB20_R CACCCGGCCTAGGTTTTGAT
C230 /nahH/ nahHRT694f ATCAGCATGACCGACACCTC 61 °C Pozdnyakova-
PC20 nahHRT822r ATAGTTGTAGTTCCCGCCGC Filatova et
al., 2020
DNA Pol I* / polA | polAXhoylev GGGGCAGAACGCCAAGTACG 61/58 °C | Sidorenko et
/ C70, PC20 ja polAXhoall TCTGCGCCAGGCTGTCCAT al., 2011

*DNA pol | - DNA poliimeraas |
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