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KASUTATUD LUHENDID

aa — aminohape

AIkB — membraniseoseline alkaani hiidroksiilaas

APS — ammooniumperoksiisulfaat

BMO — butaani monooksiigenaas

bp — nukleiinhape

d — diiselkiitus

DGGE - denatureeriva gradiendiga geelelektroforees
EtBr — etiidiumbromiid

Exol — eksonukleaas |

F — algproov

Hd — heksadekaan

HELCOM - Laanemere merekeskkonna kaitse komisjon ehk Helsingi komisjon
Hp — heptaan

LB — Luria Bertani tardsdode

PMMO — membraaniseoseline metaani monooksiigenaas
PMO — propaani monooksiigenaas

PCR — poliimeraasi ahelreaktsioon

SAP — kreveti aluseline fostafaas

SMMO — tsiitoplasmaatiline metaani monooksiigenaas
TEMED — tetrametiiiiletiitilenediamiin

TN — toornafta



Sissejuhatus

Naftareostuse risk Ladnemerel on aasta aastalt suurenenud tédnu tihenenud mereliiklusele ja
suurenenud naftatranspordile. Keskkonnaohtlike ainete sattumine vesikeskkonda mojutab
kogu selle kooslust - bakterist imetajani. Operatiivne reageerimine reostusel voimaldab
oluliselt vihendada tundlike rannaalade saastumist, seetottu on Ladnemere riigid omavahel

kooskolastanud naftareostusega voitlemise ja reostuse kdrvaldamise meetmed.

Toornafta pohikomponentideks on lineaarsed, hargnenud vai tsiiklilised alkaanid, aromaatsed
tthendid, kdrgmolekulaarsed ithendid — asfalteenid, jne. Nimetatud tithendid on keemiliselt ja
biokeemiliselt stabiilsed, kuid vaatamata sellele on paljud mikroorganismid evolutsiooni
kdigus omandanud vOime aktiveerida ja kasutada siisivesinikke ainukese siisiniku- ja
energiaallikana. Alkaani hiidroksiilaasid on ensiiimid, mis Kkataliiiisivad alkaanide
lagundamise esimest etappi. Vedelate alkaanide (pentaanist heksadekaanini) lagundamisel
osaleva membraaniseoselise alkaani hiidroksiilaasi geene, alkB, kasutatakse markerina

erinevate keskkondade alkaanide lagundamise voime ennustamiseks.

Tartu Ulikooli geneetika dppetoolis on iseloomustatud Lisinemere bakterikoosluse vdimet
lagundada toornafta koostises olevaid alkaane Vilsandi saare 1dhedase (Viggor et al., 2013)
ning Tallinna, Soome, Narva ja Liivi lahe veeproovide AIKB klooniraamatukogude pd&hjal
(Kiiker, 2010; Parnpuu, 2013). Uurimustédde tulemused nditasid, et Lé&dnemere
bakterikoosluse ennustatavad AlkB jarjestused on mitmekesised ning alkaanide lagundamise
potentsiaal hea. Molekulaarsete meetodite kasutamisel saadakse palju olulist infot
mikroobikoosluse struktuuri kohta, kuid biotehnoloogilisest seisukohast on viga oluline
uurida puhaskultuuride feno- ja genotiilipe. Sellest tulenevalt on kéesoleva t606
pOhieesmargiks iseloomustada Ladnemere veest isoleeritud alkaane-lagundavate
bakteritiivede fenotiilibilisi ja geneetilisi tunnuseid ning vorrelda leitud AlkB mitmekesisust

klooniraamatukogude analiiiisil saadud andmetega.

Ténan Signe Viggor’it juhendamise ja koostoo eest ning laborikaaslasi abi ja nduannete eest.



KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Laanemeri

Ladnemeri on suuruselt teine riimveekogu maailmas (Koskinen et al., 2011). Madala soolsuse
(6-8%o0) poOhjuseks on piiratud soolase vee sissevool (aastas keskmiselt 475 km?), sest
Ladnemeri on iihenduses Pohjamerega kitsaste Taani vdinade kaudu. Samaaegselt toimub
pidev riimvee véljavool (ca 940 km? aastas) ja magevee juurdevool maismaalt (ca 660 km?
aastas). Soolase ja riimvee tiheduste erinevusest tekib pohja- (soolane) ja pinnavee
(magedam) kihistumine. Nende kihtide vahel paiknev ohuke veekiht, soolsushiippekiht ehk
halokliin, moodustab barjdéri, mis takistab hapnikurikka pinnavee segunemist soolase
poOhjaveega. Seetottu tekib madalamates kihtides hapnikuvaba tsoon ehk ,,surnud tsoon”
(Ruskule et al., 2009). Nende tingimuste tdttu on Ladnemeri ainulaadne, koikide keskkonna
muutuste ja saasteainete suhtes viga tundlik okosiisteem. Reostus on Ladnemere peamiseks
ohuks, mida voivad pohjustada paljud merega seotud aktiivsed tegevused nagu kalandus,
pollumajandus, to0stus, sadamate arendus, laevandus (Ruskule et al., 2009). Laevadega
transporditakse nii inimesi ja tooteid, kui ka ohtlikke aineid nagu toornafta voi Oli. Igal
ajahetkel on merel umbes 2000 laeva ning ligikaudu 20% nendest on naftatankerid, lastiks
hinnanguliselt umbes 166 miljonit tonni 6li. 2020 aastaks ulatub see arv 180 miljoni tonnini
(HELCOM, 2010). Seepérast on Ladnemere riigid muretsenud dlireostuse torjeks vajaliku
varustuse. HELCOM (Léénemere merekeskkonna kaitse komisjon ehk Helsingi komisjon) on
asutatud 40 aastat tagasi, et kaitsta Ladnemere merekeskkonda koikide reostusallikate eest

(http://helcom.fi/about-us). Suure ulatusega Olireostuste likvideerimine meres on viga

keeruline protsess, samas kui vdikese reostuse lagundamisega saavad hakkama paljud

merevees elavad mikroorganismid.

1.1.1 Ladnemere bakterikooslus

Léaanemeri on unikaalne keskkond, kus elavad koos mere-, mage- ning riimvee bakterite liigid
(Hollfors et al., 1981). Riemann koos kaastdotajatega (2008) analiitisisid Kesk-Laédnemere
bakterikoosluste DNAIt amplifitseeritud 16S rRNA geenifragmendi klooniraamatukogusid.

Proove voeti iihest kohast (Landsort Deep station) iihe kuni kolme nédala jarel aasta jooksul.
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Analiitisid niitasid, et bakterikoosluse mitmekesisus muutub aastaacgade vaheldudes ning
toendoliselt on kdige olulisemad tegurid vee temperatuur, filitoplanktoni biomassi
kontsentratsioon ning toitainete kéttesaadavus. Samas nédidati, et uuritud La&nemere
bakterikooslustes domineerivad hdimkonda Bacteroidetes kuuluvad bakterid ning suur
osakaal on tiiiipilistel magevee bakteritel klassidest Actinobacteria, Verrucomicrobia ja

Betaproteobacteria (Riemann et al., 2008).

Koskinen ja kaastootajad uurisid oma teadustdos (2011) Ladnemere bakterite mitmekesisust ja
bakterikoosluse struktuuri, kasutades proovide 16S rRNA geeni V3 segmendi jérjestuste
sekveneerimiseks 454 pilirosekveneerimist. Proove vdeti avamerelt (Soome laht, 3
proovipunkti kolmest erinevast stigavusest: 1 m, 30 m ja 1 m pohjast) ja rannikuldhedasest
punktist (kahest siigavusest: 1 m ja 10 m) (Koskinen et al., 2011). Tulemused néitasid, et
samast siigavusest voetud avamere bakterikooslused on omavahel sarnasemad (fiiiisikalised ja

hiidrokeemilised tingimused on ldhedased) kui iihe proovipunkti erinevatest siigavustest

100% —;

® Acinetobacter ® Arcobacter ® Bacillariophyta

® Cellvibrio ® Chlorophyta ' Crenothrix

® Cryptomonadaceae = Desulfobacterium G ® Desulfobacula

® Erythrobacter ® Flavimonas Flavobacterium

® Fluviicola = Gplla # Haliangium

® Leucothrix ® Maricaulis ™ Mariniflexile

® Marinomonas - Mcthylohactcrd ® Oceanospirillum

® Oleispira &l # Opitutus ™ Polaribacter

® Polaromonas a Pseudnmmase Rhodobacter

® Rubritalea Shewanella Subdivision 3 (genera incertae sedis)

® Sulfurimonas b ® Verrucomicrobiaceae (genera incertae sedis) WS3
Xiphinematobacteriaceae (genera incertae sedis) Other genera

Joonis 1. Lddnemere rannikuldhedase (KV) ja avamere (LL7, LL12 ja TPDEEP)
proovipunktide kaheksa kodige suurema osakaaluga bakteriperekonna suhtelised arvukused.
Paremaks jilgitavuseks on suurema osakaaluga perekonnad tihistatud joonisel tihtedega a-g
(Koskinen et al., 2011; modifitseeritud joonis).



voetud proovide kooslused. Joe suudmeala ldhistelt voetud rannikuldhedase proovipunkti
kooslused (erinevate jérjestuste arv OTU (Operational taxonomic unit) oli kdige suurem just
selle proovipunkti 10 m siigavuselt vdetud proovis) erinesid oluliselt avamere proovide
kooslustest. Koosluste jarjestuste fiilogeneetiline analiilis nditas, et 53% jérjestustest olid
sarnased klassi Gammaproteobacteria kuuluvate bakterite jarjestustega, jargnesid klassid
Flavobacteria (13%), Betaproteobacteria (7%), Alphaproteobacteria (6%) ja Actinobacteria
(4%) (Joonis 1). Perekonna tasemel identifitseeriti kokku 169 erinevat bakteriperekonda,
millest kdige levinum perekond koikide proovipunktide andmestikus oli Pseudomonas (45%
koikidest jarjestustest). Pseudomonaadide jérjestusi leiti kdikidest uuritud kooslustest, samas
99% perekonna Oleispira jarjestustest (9% koikidest jarjestustest) leiti {ihest proovipunkti
kooslusest. Kooslustes esinesid suuremal hulgal veel merebakterite perekonnad
Flavobacterium (3%), Rhodobacter (3%), Oceanospirillum (3%), Rubritalea (3%),
Sulfurimonas (3%) kui ka mageveele iseloomulik bakteri perekond Fluviicola (3%)
(Koskinen et al., 2011). Kokkuvottes tddeti, et Lddnemere bakterikooslus ei ole nii

mitmekesine, kui seda on ookeanide oma.

E Actinobacteria
[ Proteobacteria
Bl Bacteroidetes
Cyanobacteria
B Firmicutes
[ Verrucomicrobia
I Fusobacteria
Chloroflexi
I Acidobacteria
[ Planctomycetes

Proportion in community (%)

A08 A09 B0O8 B09 Cco8 Cco09 D08 D09

Sample

Joonis 2. Ladnemere bakterikoosluse koostis hdimkondade tasemel 2008. ja 2009. aastal.
Lithendid: A — Tallinna laht; B — Soome laht; C — Narva laht; D — Liivi laht; 08 — 2008. aasta;
09 — 2009. aasta (Tiirik et al., 2013; modifitseeritud joonis).



Tallinna, Narva, Soome ja Liivi lahe 2008. ja 2009. aasta veeproovide bakterikoosluste 16S
rRNA geeni V6 segmendi sekveneerimisel Illumina platvormil saadud jéirjestuste
analiiisimisel leiti, et koosluste struktuurides on kdige suuremad erinevused aastate loikes
(Tiirik et al., 2013). Samal ajal on Ladnemere proovide kooslused erinevad ka proovipunktide
16ikes (Joonis 2). Koosluste fiillogeneetiline analiilis nditas, et ka nende nelja lahe pinnavees
domineerivad bakterid hoimkondadest Actinobacteria, Proteobacteria ja Bacteroidetes nagu
on ndidatud varasemates artiklites (Riemann et al., 2008; Koskinen et al., 2011).

J. C. Venter’i toorihm vottis 2009. aasta suvel toimunud Lé&nemere ekspeditsioonil
veeproove teekonnal Taani vdinadest médda Rootsi rannikut Botnia lahe pdhjatippu, et uurida
vee soolsuse moju mikroobikoosluse koosseisule (Dupont et al., 2014). Uurimust6o
tulemusena selgus, et Lddnemere bakterikooslused erinevates geograafilistes punktides
erinevad tunduvalt rohkem kui ookeani sama kaugete proovipunktide kooslused, ja seda nii

domineerivate hdimkondade/klasside, kui ka osakaalude poolest (Joonis 3).
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kaheteistkiimne koige suurema osakaaluga bakteriperekonna suhtelised arvukused (A) ja
soolsused (B). Proovi votmise siigavus on toodud proovi nime all olevas ringis; omavahel
ithendatud ringid tdhistavad proove samast asukohast. Lithendid: TT — Torne Triask, magevee
proov Pohja-Rootsist, BB — Botnia lahe pohjatipp; BS — Botnia meri; BP — Laidnemere
keskosa, ava-Ladnemeri; BW —Léddnemere idaosa, Kattegat vidin; CalCOFI — koikide
Lédnemere idaosa proovipunktide metagenoomide liidetud riihm (Dupont et al., 2004;
modifitseeritud joonis).



Madala soolsusega proovides moodustasid suurema osakaalu klasside Actinobacteria ja
Betaproteobacteria ning korgema  soolsusega proovides Gammaproteobacteria,

Alphaproteobacteria ning Bacteroidetes jérjestused.

16S rRNA geeni pohised analiilisid niditavad, et Ladnemere bakterikooslus ei ole nii
mitmekesine kui ookeani oma (Koskinen et al., 2011; Dupont et al., 2014), aga samas elavad
siin koos nii mere- kui ka magevee bakterid nagu néditeks gramnegatiivsed bakterid klassidest
Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria ja Bacteroidetes ning
grampositiivsed bakterid klassist Actinobacteria (Riemann et al., 2008; Koskinen et al., 2011,
Tiirik et al., 2013; Viggor et al., 2013; Dupont et al., 2014).

1.2 Alkaanid

Alkaanid on kiillastunud siisivesinikud, mille molekulides iihekordse sidemega seotud
stisinikuaatomid moodustavad kas lineaarseid (n-alkaanid) voi hargnenud (iso-alkaanid)
ahelaid voi tsiikleid (cyclo-alkaanid). Alkaanid on toornafta pohikomponentideks. Nad
moodustavad umbes 30% toornafta koostisest koos cyclo-alkaanide (49%), aromaatsete
ithendite (15%) ja asfalteenidega (6%) (Hyne, 2012). Mitmed organismid nagu taimed,
rohevetikad, loomad ja bakterid toodavad oma elutegevuse kdigus alkaane. Seepérast leidub
alkaane madalas kontsentratsioonis koikides veekogudes. Alkaanide metabolism on viga
eriline protsess. Uhest kiiljest on alkaani molekulid hiidrofoobsed ja seega lahustuvad vees
viaga halvasti. Teiselt poolt on need molekulid keemiliselt vdga inertsed ning enne
lagundamist tuleb nad esmalt aktiveerida (Labinger ja Bercaw, 2002). Mikroorganismid on
voimelised lagundama alkaane nii anaeroobselt kui ka aeroobselt (Rojo, 2010). Anaeroobsetes
tingimustes alkaane lagundatavad bakterid kasutavad elektronaktseptorina nitraati ja sulfaati.

Aeroobsetes tingimustes on elektronaktseptoriks hapnik (Widdel ja Rabus, 2001).

1.2.1 n-alkaanide aeroobne lagundamine

Alkaani hiidroksiilaasid (EC 1.14.15.3, siistemaatiline nimi alkaan, redutseeritud-
rubredoksiin:hapnik 1-oksiidoreduktaas, kuid kasutatakse ka jérgnevaid siinoniiiime: alkaani

1-monooksiigenaas, alkaani 1-hiidroksiilaas, o0omega-hiidroksiilaas, rasvhape oomega-
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hiidroksiilaas, alkaani monooksiigenaas, 1-hiidroksiilaas) on mitmekiilgsed biokataliisaatorid,
mis viivad ldbi erinevaid oksiidatsiooniprotsesse, mille hulgas on ka aeroobne alkaanide

lagundamine (http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ec:1.14.15.3).

Mikroorganismides on kirjeldatud nelja n-alkaanide aeroobse lagundamise rada (Joonis 4 (Ji
et al., 2013)). Terminaalse metiililriihma oksiidatsiooni tulemusena tekib alkaanist primaarne
alkohol, mis omakorda oksiideeritakse aldehiilidiks. Jargnevate reaktsioonide toimel
moodustunud rasvhapped sisenevad fS-oksiidatsiooni ratta, kus moodustub rasvhappeatsetiiiil-
CoA (Watkinson ja Morgan, 1990). Alkaani biterminaalsel oksiidatsioonil oksiideeritakse
astmeliselt molemad alkaani molekuli terminaalsed metiilrihmad ning tekib
dikarboksiiiilhape, mis siseneb samuti S-oksiidatsiooni ratta (Watkinson ja Morgan, 1990).
Subterminaalse oksiidatsiooni puhul tekib esmalt sekundaarne alkohol, mis muudetakse
jargnevas  etapis  ketooniks. Ketoon oksiideeritakse = omakorda  Baeyer-Villiger
monooksiigenaasiga estriks, millest moodustub alkohol ja rasvhape (Ashraf et al., 1994).
Finnerty rajas oksiideeritakse dioksiigenaaside abil moodustunud n-alkiitilhiidroperoksiidid
alkiitilaldehiitidideks, peroksiihapeteks ja rasvhapeteks (Ji et al., 2013). Mdnes organismis
voivad koos eksisteerida nii terminaalne kui ka subterminaalne alkaanide lagundamise rada

(Rojo, 2010).

1.3 Alkaani hiidroksiilaasid

Alkaanide aeroobse lagundamise esimest etappi vahendab alkaani hiidroksiilaas. Lagundatava
alkaani pikkus madrab, millist spetsiifilist alkaani hiidroksiilaasi siisteemis kasutatakse ning

vastavalt sellele eristatakse kolme enstiimide rihma:

1. ensiilimid (metaani monooksiigenaas ning temaga sarnased alkaani hiidroksiilaasid),

mis lagundavad gaasilisi alkaane (metaanist kuni butaanini);

2. ensiilimid (membraaniseoselised alkaani hiidroksiilaasid, tsiitokroom P450 perekonna

ensiitimid), mis lagundavad vedelaid alkaane (pentaanist kuni heksadekaanini);

3. ensiiimid (AlmA, LadA), mis lagundavad tahkeid alkaane (heksadekaanist pikemad
ahelad) (van Beilen ja Funhoff, 2007).
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Mbonedel alkaane lagundavatel mikroorganismidel on leitud mitu kattuva voi siis erineva

substraadi spetsiifikaga alkaani hiidroksiilaasi (van Beilen ja Funhoff, 2007).
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COOH
/\/\/ esteraas
. j -
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monooksizenaas R/\/\ on 0)1\
/-1\/\/ COOH H
HO
alkoholi ézhidrozznaas l
R-1
O\/ \/\/ coon B-oksidatsioon
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R/\/\/

R- COOH
o C/ W
HOO alé=hitdi é=hidrozenaas
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R
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- R/\/\/

" }
FINNERTY RADA di\‘/\/\/an-OOH
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= (CHz),
" H;C/ ? \)J‘r'

Joonis 4.n-alkaanide aeroobse lagundamise rajad (Ji et al., 2013; modifitseeritud joonis).
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1.3.1 Metaani monooksiigenaas ja sellega sarnased alkaani hiidroksiilaasid

Metaani monooksiigenaasi kompleksid on mikroorganismides membraaniseoselised (pMMO)
vOi tslitoplasmaatilised (sMMO). Tsiitoplasmaatiline metaani monooksiigenaas oksiideerib 1
kuni 7 stisinikuaatomi pikkuseid alkaane, alkeene, eetreid, halogeniseeritud metaani, tstiklilisi
ja aromaatseid iihendeid (Green ja Dalton, 1989; Sullivan et al., 1998). Membraaniseoseline
metaani monooksiigenaas vOib oksiideerida erinevaid alkaane, alkeene, eetreid ning
alitstiklilisi, aromaatseid ja heterotsiiklilisi tihendeid (Colby et al., 1977). pMMO
ekspresseeritakse ainult juhul, kui vase ioonid on kéttesaadavad ning arvatatakse, et vask
kuulub pMMO aktiivsaiti (Hakemian ja Rosenzweig, 2007). Samas SMMO ekspresseeritakse
madalatel vase ioonide kontsentratsioonidel ning ensiitimi aktiivsusele omavad inhibeerivat
toimet ka nikli ja tsingi ioonid (Jahng ja Wood, 1996). Metaani monooksiigenaasi sisaldavad
liigid kuuluvad perekondadesse Methylomonas, Methylobacter, Methylomicrobium,
Methylococcus, Methylocaldum, Methylosphaera, Methylosinus ja Methylocystis (Murell et
al., 2000).

Thauera butanivorans tiive ATCC43655 butaani monooksiigenaas (BMO), mis oksiideerib 2
kuni 9 siisinikuaatomi pikkuseid alkaane, koosneb kolmest alaiihikust: dinukleaarsest rauda
sisaldavast monooksiigenaasist (BMOH), NADH-oksiidoreduktaasist (BMOR) ja véikesest
regulatoorsest valgust (BMOB) (Halsey et al., 2006; Dubbels et al., 2007).

Kitsa subatraadispetsiifikaga propaani monooksiigenaase on kirjeldatud perekonna Gordonia
tiivedes, kes on voimelised kasvama ainult propaani juuresolekul. Propaani monooksiigenaasi
(PMO) valgujérjestus on sarnane sSMMO jérjestusega (Kotani et al., 2003). PMO on leitud ka
teistest bakteritest, nditeks Pseudonocardia sp. TY-7 ja Mycobacterium sp. TY-6, mis on

voimelised lagundama alkaane pikkusega 2 kuni 4 siisinikuaatomit (Kotani et al., 2006).

1.3.2 AIKkB perekonna alkaani hiidroksiilaasid

Membraaniseoselise alkaani hiidroksiilaasi (AlkB) siisteemid on looduses laialt levinud — 45
bakteriliigis on kirjeldatud enam kui 250 homoloogi (van Beilen ja Funhoff, 2007). Neid
stisteeme on leitud nii  grampositiivsetes (Prauserella, Mycobacterium) kui ka

gramnegatiivsetes (Pseudomonas, Alcanivorax) mikroorganismides (Smits et al., 2002).
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Pohjalikud biokeemilised ja geneetilised uuringud on tehtud Pseudomonas putida GPol OCT
plasmiidis paikneva alkaani hiidroksiilaasi siisteemiga, mis koosneb kolmest komponendist:
alkaani hiidroksiilaasist (AlkB), rubredoksiinist (AlkG) ja rubredoksiin reduktaasist (AlkT)
(Smits et al., 2002). Lagundamisraja esimene ensiiim on membraaniseoseline alkaani

hiidroksiilaas AlkB, mis oksiideerib 5 kuni 12 siisinikuaatomi pikkuseid alkaane terminaalselt.

Out Out
In 0, H,O In Cyt P450
CH, < Rub CH,OH CH, b <~ CH,OH
( 2 0, : H,O
NAD(P)H + H' NAD(P)*

FdxR
NAD(P)H + H* NAD(P)*

Joonis 5. Membraaniscoselise alkaani hiidroksiilaasi (AlkB) (vasakul) ja tsiitokroom P450
perekonna (paremal) alkaani hiidroksiilaasi paiknemine bakterirakus. AH -  alkaani
hiidroksiilaas, Rub - rubredoksiin, RubR - rubredoksiin reduktaas, Cyt P450 - tsiitokroom
p450, Fdx - ferredoksiin, FAXR - ferredoksiin reduktaas. Halli vérviga on tdhistatud
tsiitoplasmamembraan (Rojo, 2010; modifitseeritud joonis).

Rubredoksiin kannab elektrone NAD(P)H molekulilt rubredoksiin reduktaasile, mis omakorda
kannab elektrone alkaani hiidroksiilaasile (Joonis 5, vasakul) (Smits et al., 2002). AlkB on
integraalne valk, mis koosneb 6 transmembraansest segmendist ja tsiitoplasmapoolsest
kataliiiitilisest saidist (van Beilen et al., 1992; Shanklin et al., 1994). Viimane sisaldab 4
histidiini motiivi ja 2 raua aatomit. Transmembraansed segmendid moodustavad hiidrofoobse
tasku, kuhu siseneb alkaani molekul nii, et tema terminaalne metiitilriihm paikneks histidiini
motiiviga ldhestikku. Uks hapniku aatom seostub alkaani metiiiilriihmaga, teine aga

redutseeritakse veeks (van Beilen et al, 1992).

Pseudomonas putida GPol AIkB siisteem on vdimeline kataliitisima mitmeid erinevaid
reaktsioone, nditeks lineaarsete ja hargnenud ahelaga alifaatsete-, tsiikliliste- ja
alkiitilaromaatsete tiihendite hiidroksiilatsiooni, terminaalsete alkoholide oksiidatsiooni,

hargnenud ahelaga metiiiileetrite demetiilatsiooni ja terminaalsete alkaanide epoksiidatsiooni

14



(van Beilen et al., 2005b). Membraaniseoseline alkaani hiidrokstilaas v3ib oksiideerida ka

gaasilisi alkaane nagu propaan ja n-butaan (Johnson ja Hyman, 2006).

1.3.3 Tsiitokroom P450 perekonna alkaani hiidroksiilaasid

Tsiitokroom P450 ensiitimid on terminaalsed monooksiigenaasid, mida on kirjeldatud koikides
elu domééanides (Ji et al., 2013). Nimetatud ensiitimi kompleks koosneb kolmest subiihikust:
tsiitokroomist, ferredoksiinist ja ferredoksiin reduktaasist, mis kannab elektrone NAD(P)H
molekulilt tsiitokroomile (Joonis 5, paremal) (van Beilen, 2005). Tsiitokroom P450 liidab {ihe
hapniku aatomi alkaani molekulile tavaliselt korge regio- ja stereospetsiifilisusega. Teine
hapniku aatom redutseeritakse vee molekuliks (Farinas et al., 2001). P450 perekonna
ensiitimid voivad lagundada erineva pikkusega alkaane, néditeks enstiim CYP153A6, mis on
périt bakterist Mycobacterium sp. HXN-1500, lagundab 6 kuni 11 siisinikuaatomi pikkuseid
alkaane (Funhoff et al., 2006); ensiiim CYP153C1 bakterist Novosphingobium
aromaticivorans DSM 12444 oksiideerib heptaani, oktaani ja nonaani (Zhou et al., 2011).
Tsiitokroom P450 perekonna alkaani hiidroksiilaasid suudavad funktsioonilt asendada P.

putida GPol kirjeldatud AlkB-ga sarnaseid ensiiiime (van Beilen et al., 2006).

1.3.4 Ensiiiimid pikkade alkaanide lagundamiseks

Pikki alkaane (16 ja enam siisinikuaatomit) on vdimelised lagundama nii grampositiivsed
(Corynebacterium, Nocardia, Mycobacterium, Rhodococcus, Geobacillus) kui ka
gramnegatiivsed (Acinetobacter, Alcanivorax) bakterid (Asharf et al., 1994; Throne-Holst et
al., 2006). LadA, mida Kkirjeldati esimest korda termofiilsel bakteril Geobacillus
thermodenitrificans NG80-2, on kahe komponendiline ekstratsellulaarne termofiilne
flaviinisoltuv oksiigenaas (Li et al., 2008). See valk kuulub bakteriaalse lutsiferaasi valkude
perekonda ja oksiideerib 10 kuni 30 siisinikuaatomi pikkuseid alkaane (Li et al., 2008).
Acinetobacter tiivedel M-1 (Tani et al., 2001) ja DSM17874 (Throne-Holst et al., 2007) ning
bakteritel Alcanivorax borkumensis SK2 (Hara et al., 2004) ja Alcanivorax dieselolei B-5 (Liu
et al.,, 2011) on leitud ensiiim AlmA. See on tsiitoplasmaatiline flaviiniseoseline Baeyer-
Villiger tiilibi monooksiigenaas, mis oksiideerib 20 kuni 36 siisinikuaatomi pikkuseid alkaane

(Throne-Holst et al., 2006).
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1.4 Alkaane lagundavad bakterid

Alkaanide lagundamine on looduses laialt levinud néhtus. Paljud mikroorganismid,
prokariioodid ja eukariioodid, suudavad kasutada alkaane siisiniku- ja energiaallikana
(Wentzel et al., 2007). Enamasti eclistavad bakterid siisinikuallikana suhkruid, rasvhappeid
vOi aminohappeid ning alkaane hakatakse kasutama alles siis kui eelpool nimetatud {ihendid
on otsa saanud voi ei ole kittesaadavad (van Beilen et al., 2003). Suur enamik siisivesinikke
lagundavaid baktereid kuuluvad nelja hdimkonda: Actinobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes
ning Proteobacteria (Prince et al., 2010).

Samas eksisteerivad bakterid, kes kasvavad ainult alkaanide lagundamise arvel -
stisivesinikklastilised bakterid (Golyshin et al., 2003). Sellised bakterid kuuluvad néiteks
klassi Gammaproteobacteria perekondadesse Alcanivorax (Yakimov et al., 1998),
Cycloclasticus (Dyksterhouse et al.,, 1995), Marinobacter (Gauthier et al., 1992),
Neptunomonas (Hedlund et al., 1999), Oleiphilus (Golyshin et al., 2002), Oleispira (Yakimov
et al., 2003) ja Thalassolituus (Yakimov et al., 2004). Tavaliselt on siisivesinikklastiliste
bakterite arvukused keskkonnas vidga madalad (Yakimov et al., 2007), kuid saastunud
keskkonnas v3ib niiteks perekonna Alcanivorax arvukus moodustada 80-90% kogu koosluse
arvukusest (Roling et al., 2002; Yakimov et al., 2005). Ka mikrokosmikatsed Slireostusega
piirkonnast toodud mereveeproovidega néitasid, et toitainete (fosfori-ja lammastikuiihendid)

lisamisel suurenes nende bakterite arvukus méarkimisvéarselt (Head et al., 2006).

Konkurentsikatsed bakteritega Alcanivorax borkumensis ST-T1 ja Acinetobacter venetianus
T4 néitasid, et kui katse alguses on domineerivaks Acinetobacter siis hiljem suureneb oluliselt
Alcanivorax arvukus (Hara et al., 2003). Véime lagundada lisaks n-alkaanidele ka nii
hargnenud ahelaga alkaane kui ka alkiiiiltsiikloheksaane ja alkiiiilbenseene (Dutta ja
Harayama, 2001) on ilmselt pohjuseks, miks Alcanivorax perekonna liigid domineerivad

toornaftaga reostatud merekeskkondades.

Stisivesinike biodegradatsioonil ja naftareostuse kdrvaldamisel meredkosiisteemides olulist
rolli méngivatel Alcanivorax perekonna tiivedel leidub genoomis sageli mitu siisivesinikke
lagundamisega seotud geeni. Niiteks tiitiptiive Alcanivorax borkumensis SK2 genoomis on
alkaanide lagundamiseks kaks AIkB (AlkBl ja AIkB2 lagundavad alkaane pikkusega
vastavalt Cs-Ci2 ja Cg-Cie; van Beilen et al., 2004), kolm tsiitokroom P450 valguperekonna

(vastutavad areenide ja tsiikloalkaanide lagundamise eest; Sabirova et al., 2006; Schneiker et
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al., 2006) ja kaks AImA (lagundavad alkaane pikkusega kuni Cs; Sabirova et al., 2006;
Schneiker et al., 2006) kodeerivat jérjestust.

Redundantseid alkaani hiidroksiilaase on kirjeldatud ka Pseudomonas (Marin et al., 2003),
Acinetobacter (Tani et al., 2001; Throne-Holst et al., 2007), Rhodococcus (Whyte et al.,
2002b; van Beilen et al., 2006), Nocardioides (Hamamura et al., 2001) jt. perekondadesse
kuuluvatel bakteritel. Erinevate alkaani hiidroksiilaaside olemasolu iihes organismis tagab
enamasti laiema substraatide lagundamise vO&ime (A. borkumensis SK2 alkaani
hiidrokstilaasid), kuid erinevatel ensiiiimidel voivad ka lagundatavate substraatide vahemikud
kattuda. Naiteks, Pseudomonas aeruginosa tiivi RR1 omab kahte alkaani hiidroksiilaasi
(okstideerivad alkaane pikkusega Ci10-C2224), kuid nad ekspresseeritakse erinevates
kasvufaasides. Sel juhul on tagatud efektiivne alkaanide lagundamine nii kdrgetel kui ka

madalatel hapniku kontsentratsioonidel (Marin et al., 2003).

Kirjanduse andmetel asetsevad alkaani hiidroksiilaasi geenid enamasti transposoonide vahel
(van Beilen et al., 2001) ja paiknevad kas kromosoomis (Alcanivorax borkumensis SK2;
Schneiker et al., 2006) voi plasmiidis (Pseudomonas putida GPol OCT plasmiid; van Beilen
et al., 1994). Alcanivorax borkumensis tiivede SK2 ja AP1 genoomide analiiiisi tulemusena
leiti, et nimetatud tiivede modlemad alkB geenid périnevad ilmselt perekonda Yersinia
kuuluvast bakterist (Reva et al., 2008). Alkaani hiidroksiilaaside levikut horisontaalse
iilekande teel toestab ka fakt, et Pseudomonas putida erinevate tiivede alkB geenide
jarjestused kui ka geenide organisatsioon on véga sarnased Alcanivorax perekonna vastavate

geeniklastritega (Reva et al., 2008).

Mikroorganismidel on alkaanide lagundamisel kanda oluline roll. Uute tiivede isoleerimine ja
iseloomustamine aitab meil paremini moista miroobikooslustes toimuvaid muutusi ning
biodegradatiivsete radade ja ensiilimide uurimine vdimaldab parandada bioremediatsiooni

strateegiaid nii, et saavutada efektiivne alkaanide lagundamine saastunud piirkondades.
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2.

2.1

EKSPERIMENTAALNE OSA

Too eesmargid

Antud 16put66 eesmarkideks on:

a)

b)

analiitisida 2008. ja 2009. aastal Ladnemere neljast lahest voetud veeproovide ja nende
rikastuskultuuride (substraatidena kasutati: heptaani, heksadekaani, diiselkiitust ning
toornaftat) bakterikoosluste mitmekesisust kasutades denatureeriva gradiendiga

geelelektroforeesi (DGGE) 16S rRNA geenifragmentide lahutamiseks;

iseloomustada Ladnemere veeproovidest eraldatud alkaane-lagundavate bakteritiivede
substraadispetsiifikat, méairata tiivede flilogeneetiline kuuluvus 16S rRNA
geenifragmendi jérjestuste pohjal ning kirjeldada tiivede alkaani hiidroksiilaasi (AIkB)

mitmekesisust;

vorrelda Ladnemerest eraldatud bakteritivede AlkB mitmekesisust varasemates toodes

saadud AIkB klooniraamatukogude mitmekesisusega.

2.2 Materjal ja metoodika

2.21

Veeproovide votmine Ladnemerest, filtreerimine ja DNA eraldamine

Veeproovid voeti neljast Ladnemere piirkonnast (LISA 1) pindmisest kuni 1-meetrisest Kihist

2008. aastal augustist septembrini ja 2009. aastal septembrist novembrini. Proovid transporditi

laborisse steriilsetes 12-liitrilistes kanistrites.

Kooslu

diamee

se DNA eraldamiseks filtreeriti proovid ldbi 0,2 pm poori suurusega 47 mm

triga steriilsete filtrite (Sartotius AG, Saksamaa) iihe- ja kahe liitri kaupa. Filtrid

paigutati steriilsetesse koekultuuritopsidesse ja sdilitati -80°C juures. Koosluse DNA eraldati

filtritelt MO BIO PowerSoil™ DNA Kit’i abil (MO BIO Laboratories, Inc., Carlsbad),

jargides tootjapoolset protokolli (t66 sooritasid Riinu Kiiker ja Kertu Tiirik).
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2.2.2 Rikastuskultuurid (mikrokosmid) ja bakteritiivede isoleerimine

Rikastuskultuuride kasvatused tehti 250 ml Erlenmeyer’i kolbides, millesse lisati 50 ml
merevett ja 1% (mahuprotsent) 10ppkontsentratsiooniga substraati (toornafta (TN), diiselkiitus
(D), heptaan (Hp), heksadekaan (Hd)). Kolbe inkubeeriti ringloksutil (100 rpm) 15°C juures 3

nddalat (t60 teostasid Eeva Heinaru, Merike Joesaar ja Signe Viggor).

Koosluse DNA eraldamiseks vdeti 3 nddala moodumisel kolbidest 15 ml proovi, millest
tsentrifuugimisel (13,000 x g, 3 min) eraldati bakterirakud. Saadud bakterimassist eraldati
koosluse DNA vastavalt punktis 2.2.1 kirjeldatule (t66 teostasid Mihkel Méesaar ja Signe
Viggor).

Stisivesinikke lagundavaid baktereid isoleeriti nii merevee otsekiillvidest kui ka
rikastuskultuuridest (t60 teostas Signe Viggor). Viljakiilvid proovide erinevatest lahjendustest
tehti minimaals66tme plaatidele (sisaldab 1x mineraalainete segu M9 (Adams, 1959), 1x
mikroelementide segu (Bauchop ja Elsden, 1960) ja 1,5% agarit), mille kaanele asetatud
filterpaberi tiikile lisati 200 ul substraati (heptaan, heksadekaan, diiselkiitus, toornafta). Kiilve
inkubeeriti 2 nédalat 15°C juures. Puhaskultuuride saamiseks tehti morfoloogiliselt erinevatest
kolooniatest lahjenduskiilvid R2A agarile voi selektiivsdotmele (sisaldas mikrokosmis
kasutatud siisinikuallikat). Ovede kdrvaldamiseks analiiiisiti puhaskultuuride genoomseid
sormejilgi BOX-PCR metoodikaga (Louws et al., 1994). Puhaskultuure séilitatakse 30%-lises
gliitseroolis (-80°C). Bakteritiivede kasvu testiti erineva ahela pikkusega alkaanidel (oktaanil
(Cs), heksadekaanil (Ci6), oktadekaanil (Cis) ja osade tiivede puhul (17 tiive) ka dokosaanil
(C22)). Alkaanid (Cs; Ci6; Cig) lisati minimaalsdootmega tassi kaanele asetatud filterpaberile

ning dokosaan (C»2) lisati enne tasside valamist minimaals66tmele. Testi tulemused on toodud
tabelis (LISA2).

2.2.3 Geenifragmentide amplifitseerimine

Geenifragmentide amplifitseerimiseks kasutati PCR reaktsioonisegu 16ppmahuga 25 pl. Segu
sisaldas 1x 13ppkontsentratsiooniga PCR puhvrit [75 mM Tris-HCI, pH 8,8; 20 mM
(NH4)2S04; 0,01% Tween 20], 2,5 mM MgClz, 0,2 mM igat nukleotiidi (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP), 0,8 uM praimereid (Tabel 1), 0,5 U Taqg DNA Polymerase ja 1 ul DNA-d (filtritelt voi
mikrokosmidest eraldatud) voi 1pl raku liisaati (puhaskultuuride korral). Liitisimiseks
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kuumutati

rakke 96°C juures

tsentrifuugimisel (13000 x g, 1 min).

10 minutit, jahutati jddl ning raku kestad eraldati

Amplifikatsiooniprogramm koosnes initsiatsioonietapist 95°C juures 5 minutit, millele jargnes

30 tsiiklit. Iga tsiikkel koosnes kolmest etapist: DNA ahelate denatureerimine 95°C juures 1

minut, praimerite seondumine vatava seondumistemperatuuri (Tabel 1) juures 1 minut, DNA

stintees 72°C juures 1 kuni 8 minutit (Tabel 1) ning parast 30 tsiiklit toimus 10ppekstensioon

72°C juures 10 minutit.

Tabel 1. T66s kasutatud praimerid

=< %] —~
= 2 Tl E |2
£ 2 . | E 2
4 wn ~ S
= = - E 5| o 5 -
@ — 5°—>3’ jirjestus % 3| g D Viide
E ] T Bz g
£ E 5 5| 3 S
8 g & 2l |8 =
£ o 512 | & 2
16S PCRI AGAGTTTGATCATGGCTCAG 55 2 ~1500 | Weisburg et al.,
rRNA PCRII TACGGTTACCTTGTTACGACTT (1991)
geen Seql GTATTACCGCGGCTGCTGG 57C 1 ~480 Vedler et al., (2000)
PRA338F ACTCCTACGGGAGGCAGCAG | 53 1 ~180 Lane (1991)
PRUN518R ATTACCGCGGCTGCTGG Muyzer et al., (1993)
alkBgeen | alkBF! TACGGNCACTTYTACVYCGA 50 1 344 Viggor et al., (2013)
alkBR! CCRTARTGYTCGAGRTAGTT
HydroAIkBF? | CCTACGGCCATTTCTTCATTGA | 50 1 344 Kéesolev t66
HydroAIkBR? | GGCTGTAATGCTCGAGATATT Kéesolev t66
Kordus- | BOXALR CTACGGCAAGGCGACGCTGAC | 53— | 1— | variee- | Louws et al., (1994)
jérjestus G 68 8 rub
GC-klamber® | CGCCCGCCGCGCGCGGCGGG Muyzer et al., (1993)
CGGGGCGGGGGCACGGGGGG

nukleotiidide tdhistused: N: A, T, Gvoi C; Y: Cvoi T; R: Avoi G; V: A, C voi G;

praimer on disainitud Hydrocarboniphaga effusa AP103 alkB geeni jarjestuse
(NZAKGDO01000003) jérgi;
GC-klamber on lisatud PRA338F praimeri 5’ otsa.

2.2.4 Geelelektroforees

PCR edukuse kontrollimiseks kasutati 1,5% agaroosgeeli 1x TAE puhvris, millele lisati 0,5 pg

ml* kontsentratsiooniga etiidiumbromiidi (EtBr). Geeli hambasse kanti 5 pl proovi segatuna
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1 pl laadimispuhvriga (6x MassRuler™ Loading Dye Solution; 10 mM Tris-HCI, pH 7,6;
0,03 % broomfenoolsinine; 60% gliitserool; 60 mM EDTA; Fermentas, Leedu). Produkti
suuruse hindamiseks kasutati 1 kb DNA suurusmarkerit (GeneRuler™; Fermentas; Leedu).
Geelelektroforees viidi 1dbi 1x TAE puhvris 100 V juures. Geeli pildistati UV

transilluminaatoris.

2.2.5 alkB Kklooniraamatukogu koostamine

Amplifitseeritud alkB geeni produktid puhastati geelist kasutades QIAquick Gel Extraction
Kit (Qiagen) ja ligeeriti vektorisse pTZ57R/T kasutades InsTAclone™ PCR Cloning Kit

(Fermentas; Leedu) jargides tootjapoolset protokolli.

Transformatsioon viidi 1dbi kasutades kompetentseid E.coli DH5a rakke (Inoue et al., 1990)
ja ligeerimissegu. Segu plaaditi Luria Bertani (LB) tardsdétmele, mis sisaldas 150 pg ml?
ampitsiliini, 48 pg ml? isopropiiiil-B-D-tiogalaktopiiranosiidi ja 80 pg ml* 5-bromo-4-kloro-
3-indoliiiil-p-D-galaktopiiranosiidi. Transformante kasvatati 37°C juures {ile60 ja kloneerimise
onnestumist kontrolliti sini-valge testi abil. Edasises t60s kasutati valgeid kolooniaid.
Viljavalitud kolooniatest tehti kiilvid steriilse tikuga LB-tardsd6tmega tassile, kuhu oli lisatud
ampitsiliini (150pug ml?) ning kasvatati 37° juures iiledo. alkB geeni sisaldava plasmiidi
olemasolu kontrolliti alkBF ja alkBR praimeritega 1ébi viidud PCR analiiiisiga (2.2.3). LB-
ampitsiliini-tards66tmel kasvanud rakke lisati PCR segusse steriilselt pipetiotsikuga. PCR
edukust kontrolliti geelelektroforeesiga (2.2.4).

2.2.6 Denatureeriva gradiendiga geelelektroforees (DGGE)

Geenifragmentide DGGE analiiiis (Muyzer et al., 1993) viidi 1dbi INGENYphorU-2 x 2
elektroforeesisiisteemiga (Ingeny International, Holland), jérgides tootjapoolset protokolli.
16S rRNA geenifragmentide (~220 bp) analiiiisimiseks kasutati 35-60% denatureeriva
gradiendiga (100% denatureeriv gradient sisaldab 7 M uureat ja 40% formamiidi) 10%
poliiakriitilamiidgeeli (akriitilamiid-bisakriitilamiid 37,5:1). Geel oli valmistatud 1XTAE

puhvris. Poliimerisatsiooni kataliisaatoriteks olid ammooniumperokstisulfaat (APS; 0,4 pl
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ml?) ja tetrametiiiiletiiiilenediamiin (TEMED; 0,53 pl ml?). Geelihammaste jaoks kasutati
denaturantideta akriiiilamiidide lahust. Uhte geelihambasse kanti ~500 ng koosluse DNA-It
amplifitseeritud 16S rRNA geenifragmendi produkti (PCR produkt sadestati 25 min -20°C
juures 1/10 mahu 5M NaCl ja 2 mahu 96% etanooliga; tsentrifuugiti 13000 x g, 15 min; sade
pesti 200 ul 70% etanooliga; tsentrifuugiti 13000 x g, 4 min; sade lahustati 25 ul vees; DNA
kontsentratsioon mdddeti spektrofotomeetriga NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies,
USA) ja 6 pl laadimispuhvri (6x MassRuler™ Loading Dye Solution; Fermentas, Leedu)
segu. Elektroforees viidi 1dbi 1x TAE puhvris konstantsel temperatuuril 60°C, 13 tundi, 100 V
pinge juures. Geeli vérviti 20 minutit MilliQ vees, kuhu lisati etiiddiumbromiidi (EtBr; 0,5 pg
I1) ning pérast pesti geeli 20 minutit MilliQ vees. Geeli pildistamiseks kasutati Molecular
Imager® Gel Doc™ XR (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA) UV transilluminaatorit ja
arvutiprogrammi Quantity One® (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA).

2.2.7 DGGE geelipiltide ,s0rmejilg” mustrite analiiiis

DGGE geelipildi analiitisimiseks kasutati arvutitarkvara GelCompar 11 (Applied Maths
BVBA, Belgia). Esmalt maérati késitsi proovide rajad (stripes), et korrigeerida elektrivoolust
tekkinud profiilide kdverusi, mis mdjutavad edasise analiilisi usaldusvaérsust. Seejérel teostati
spektraalanaliilis, et eemaldada optimaalselt (kadudeta) geelipiltide taust ning korvaldada
soovimatu ,,miira” ja esiletdsta korrektsete bandide densitomeetrilised kdverad (densitometric
curves). Jargnevalt kasutati automaatset bandide tuvastamist (auto search bands) rakendades
optimaalseid seadeid — 5% miinimum profiil (minimum profile); 0% hall tsoon (gray zone); 4
olatundlikkus (shoulder sensitivity). DGGE geelipildi t66tluse jarel koostati dendrogrammid
ning sarnasus-maatriksid. Dendrogrammide genereerimiseks kasutati densitomeetriliste
koverate pohist Pearson’i produkt-moment Korrelatsiooni (Pearson’s product-moment
correlation) sarnasuse koefitsienti, 3,9% optimisatsiooniga (optimization). Sarnasus-
maatriksite arvutamiseks rakendati aritmeetilisi keskmisi kasutavat kaalumata paaride
meetodit (UPGMA).
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2.2.8 Sekveneerimine

Geenifragmentide sekveneerimiseks to0deldi PCR segu praimerite katkildikamiseks ja
nukleotiidide inaktiveerimiseks ensiiimidega eksonukleaas I (Exol; Fermentas, Leedu;
1dppkontsentratsiooniga 0,36 U pl™?) ja kreveti aluseline fosfataas (SAP; Fermentas, Leedu;
15ppkontsentratsiooniga 0,14 U ul) 37°C juures 15 minutit. Seejdrel ensiiiimid inaktiveeriti
80°C juures (15 minutit). Sekveneerimiseks kasutati BigDye®Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit’i (Applied Biosystems Inc., USA) vastavalt protokollile. Reaktsioon viidi 1dbi
kasutades PCR programmi, mis koosnes 30 tsiiklist. Iga tsiikkel sisaldas kolme etappi: ahelate
denaturatsioon 95°C juures 15 sekundit, praimerite seondumine Tabelis 1 toodud temperatuuri
juures 10 sekundit ja DNA siintees 60°C juures 45 sekundit. Geenifragmendid sekveneeriti

Applied Biosystems tdisautomaatse kapillaarsekvenaatoriga 3730xI DNA Analyzer.

2.2.9 Sekveneeritud jirjestuste analiiiis

Sekveneeritud jirjestuste analiilisimiseks kasutati programmi BioEdit 7.0.5.3 (Hall, 1999).
16S rRNA geenifragmendi ning alkB geeni transleeritud ennustatavaid aminohappe jarjestusi
vorreldi BLAST (The Basic Local Tool Alignment Search Tool) otsingumootori abil
jarjestustega GeneBank andmebaasis (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Jérjestuste

joondamiseks kasutati programmi ClustalX2 (Ashok, 1999). ClustalX2 joondab jarjestusi,
kasutades Feng’i ja Doolittle’i progressiivset mitme jdrjestuse meetodit. Joondatud
jarjestustest koostati programmi Mega5.2 abil 1dhimnaabri meetodit (N-J, Neighbor-Joining)
kasutades fiilogeneesipuu. N-J meetodit rakendatakse, et koostada fiilogeneetiline puu
evolutsioonilistest kaugustest lahtudes. Selle meetodi pohimotteks on otsida operatiivsete
taksonoomiliste iihikute paare, et vdhendada tldist haru pikkust igal klasterdamise etapil,

alustades tdhekujulisest puust (Saitou ja Nei, 1987).

Ennustatavate AlkB aminohappeliste jérjestuste riihmitamiseks kasutati internetipohist

programmi FastGroupll (http://fastgroup.sdsu.edu/fg_tools.html), mis rithmitab analiiiisitavad

jérjestused kasutaja poolt etteantud parameetrite jargi. Tulemiks on info jérjestuste riithmade

kohta ja statistilised hinnangud uuritava koosluse mitmekesisusele (Yu et al., 2006).
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2.3 Tulemused ja arutelu

Laanemere bakterikoosluste liigilist mitmekesisust ja diinaamikat on késitletud mitmetes
teadusartiklites (Hagstrom et al., 2000; Riemann et al., 2008; Koskinen et al., 2011; Tiirik et
al., 2013; Viggor et al., 2013). Samas peetakse antud 6kosiisteemi peamiseks ohuks toornafta
reostust, mistottu on tdhtis uurida ka toornafta koostises olevate lihendite lagundamises
osalevate bakterikoosluste ning voOtmeensiiimide mitmekesisust. Alkaanide, toornafta
pohikomponentide, biodegradatsiooni esimest etappi viivad l4bi alkaani hiidroksiilaasid, mille
seast on koige rohkem uuritud membraaniseoselist alkaani hiidroksiilaasi, AIkB. Antud geeni
mitmekesisust on uuritud nii mulla ja pShjavee (Whyte et al., 2002a; van Beilen et al., 2003)
kui ka Atlandi ookeni pinnavee (Wang et al., 2010), Alaska (Sotsky et al., 1994) ja Antarktika
(Kuhn et al., 2009) setete proovides. Léddnemere mikroobide alkaanide lagundamise
biodegradatiivset potentsiaali on seni késitletud vaid tihes meie toorithma artiklis, kus
kultiveerimispdhiseid- ja molekulaarseid meetodeid kasutades analiiiisiti Vilsandi saare
lahedalt périnevat veeproovi (Viggor et al., 2013). Riinu Kiiker ja Liis Parnpuu uurisid oma
bakalaureusetoodes vastavalt 2008. ja 2009. aasta neljast Ladnemere proovivotupunktist (A —
Tallinna laht, B — Soome laht, C — Narva laht, D — Liivi laht) voetud veeproovidest eraldatud
koosluse DNAIt amplifitseeritud alkB geeni klooniraamatukogudest saadud ennustatavate
AlkB aminohappeliste jérjestuste mitmekesisust (Kiiker, 2009; Péarnpuu, 2013). Viimati
nimetatud t60de loogilise jitkuna analiilisiti kéesolevas bakalaureusetoos Léadnemere
proovidest ning rikastuskultuuridest isoleeritud bakteritiivede alkaanide lagundamise
potentsiaali Kirjeldades nende ennustatavate AIkB aminohappeliste jarjestuste mitmekesisust.
Lisaks analiiiisiti denatureeriva gradiendiga geelelektroforeesi meetodit kasutades koosluste

DNAIt amplifitseeritud 16S rRNA geenifragmentide profiile.

2.3.1 Mikroobikoosluste 16S rRNA geenifragmentide DGGE profiilide analiiiis

Ladnemere mikrobikoosluse mitmekesisuse uurimiseks kasutati 16S rRNA geeni
denatureeriva gradiendiga geelektroforeesi (DGGE) analiiiisi. Kokku analiiiisiti 40 proovi -
2008. ja 2009. aasta Tallinna, Soome, Narva ja Liivi lahest vdetud veeproovid ning 4
rikastuskatset (heptaan, heksadekaan, toornafta ja diiselkiitus) igast proovipunktist voetud
veeprooviga. Originaal (LISA 3) ning korrigeeritud andmete ja tuvastatud bandidega (Joonis
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6) DGGE geelipiltidelt on ndha, et algse mereveeproovi koosluste ,,s0rmejdlg” mustrid
erinevad rikastuskultuuride koosluste ,,s0rmejédlg” mustritest nii bandide asetuse, intensiivsuse
kui ka arvu poolest. Saadud tulemused langevad kokku kirjanduses toodud andmetega, kus on
nédidatud, et bakterikoosluste mitmekesisust mdjutab erinevate substraatide manulus (Ogino et
al., 2001; Roling et al., 2002; Viggor et al., 2013) ning bakterikoosluste struktuuri mdjutavad
proovipunktide asukoht ning proovivotu aeg (Riemann et al., 2008; Tiirik et al., 2013).
DGGE geelipiltidelt automaatselt tuvastatud bandide arvude alusel koostatud
tulpdiagrammidelt hinnati koosluste mitmekesisuse muutumist erinevate kasvusubstraatide
lisamisel rikastuskultuuridele (Joonis 7), sest iga DGGE profiilis esinev band loetakse
tavaliselt erinevaks liigiks (Long et al., 2009). Korrastatud DGGE geelipildilt kalkuleeritud
dendrogrammil on viis klastrit ning klasterdumine on iildiselt rikastuskultuuris kasutatud

substraadi pohine (Joonis 6).

Peaaegu koikide veeproovide (2008. aasta Tallinna, Soome ja Liivi laht; 2009. aasta Soome,
Narva ja Liivi laht) algsete koosluste 16S rRNA geenifragmentide DGGE profiilid
grupeerusid densiomeetriliste kdverate pohjal tihte klastrisse (I11, Joonis 6). Eranditeks olid
2009. aasta Tallinna ja 2008. aasta Narva lahest voetud algsed veeproovid, mis klasterdusid
klastrisse 1 (Joonis 6) koos toornafta rikastuskultuuridega. Koosluste mitmekesisus
Ladnemere erinevatest lahtedest voetud veeproovides oli sarnane (22-32 detekteeritud béndi;

Joonis 7).

Heptaani lisamisel Tallinna, Narva ja Liivi lahe proovidele véhenes bakterikoosluse
mitmekesisus, samal ajal kui Soome lahe veeproovide rikastustes béndide arv oluliselt ei
muutunud  (Joonis 7). Korrastatud DGGE geelipildilt kalkuleeritud dendrogrammil
grupeerusid klastrisse IV (Joonis 6) kdik 2008. aasta ning 2009. aasta Soome lahe proovide
heptaaniga rikastused. 2009. aastal Tallinna, Narva ja Liivi lahest vdetud veeproovide
heptaaniga rikastuste DGGE profiiilid klasterdusid eraldi klastrisse (I, Joonis 6) koos
toornafta rikastustega.

Heksadekaani lisamisel Tallinna, Soome, Narva ja Liivi lahe veeproovidele viahenes bandide
arv, samas 2009. aasta Tallinna lahe proovi rikastuses bakterikoosluse mitmekesisus eriti el
muutunud (Joonis 7). Korrastatud DGGE geelipildilt kalkuleeritud dendrogrammil viga selget
klasterdumist ei olnud, kuid 2008. aasta Tallinna ja 2009. aasta Tallinna ja Soome lahtede

heksadekaani rikastused grupeerusid iihte klastrisse (11, Joonis 6).
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Joonis 6. Ladnemere veeproovide koosluste 16S rRNA geenifragmentide denatureeriva
gradiendiga geelelektroforeesi analiitisi alusel koostatud dendrogramm (a) ja korrastatud
DGGE andmestik (b). 2008. aasta algsed merevee kooslused on tdhistatud jargnevalt: A —
Tallinna laht, B — Soome laht, C — Narva laht, D — Liivi laht; 2009. aasta kooslusete
tahistamisel on legendi ette kirjutatud number 2 (kdik punasel taustal). Rikastuskultuuride
kooslused on téhistatud proovipunkti legendiga, millele jargneb kasutatud substraadi lithend:
Hp — heptaan (sinine taust), Hd — heksadekaan (roheline taust), d — diiselkiitus (lilla taust) ja
TN — toornafta (kollane taust).
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Joonis 7. Ladanemere 2008. ja 2009. aasta bakterikoosluste algsete ning rikastuskultuuride 16S
rRNA geeni DGGE geeli korrastatud andmete analiiiisil leitud bandide arvud. Proovipunktide
tahistused: A — Tallinna laht, B — Soome laht, C — Narva laht ja D — Liivi laht.
Rikastuskultuurides kasutatud substraatide tahistused: Hp — heptaan, Hd — heksadekaan, d —
diiselkiitus, TN — toornafta ja F — algne kooslus.

Samas 2008. aastal Narva ja Liivi lahest voetud proovide heksadekaani rikastuste DGGE
profiilid klasterdusid klastrisse I11 (Joonis 6) koos algsete veeproovidega. 2009. aastal Narva
ja Liivi lahest vdetud veeproovide heksadekaani rikastused moodustasid iihe klastrisse koos
diiselkiituse rikastustega (V, Joonis 6). Koosluste mitmekesisus Lédnemere erinevatest
lahtedest voetud veeproovide heksadekaani rikastustes oli sarnane (16-20 detekteeritud béndi;
Joonis 7).

Diiselkiituse lisamisel vihenes bakterikoosluse mitmekesisus koikide veeproovide rikastustes,
koige suurem muutus oli 2009. aasta Narva ja Tallinna lahest voetud proovide diiselkiituse
rikastustes (3-4 detekteeritud bandi, Joonis 7). Korrastatud DGGE geelipildilt kalkuleeritud
dendrogrammil grupeerusid viimati nimetatud rikastused klastrisse | (Joonis 6) koos toornafta
rikastustega. Uhtse klastri moodustasid peaaegu kdik 2008. aasta (Tallinna, Soome ja Narva
laht) ning 2009. aasta Soome lahe proovide diiselkiitusega rikastused (V, Joonis 6).

Toornafta lisamisel Tallinna, Soome ja Liivi lahe proovidele vihenes bakterite mitmekesisus
rikastuskultuurides, samal ajal kui 2008. aasta Soome lahe rikastuses detekteeritud bandide
arvu alusel mitmekesisus suurenes (Joonis 7). Korrastatud DGGE geelipildilt kalkuleeritud
dendrogrammil grupeerusid klastrisse | (Joonis 6) Tallinna ja Narva lahtedest ning 20009.
aastal Liivi lahest voetud veeproovide toornafta rikastuste DGGE profiilid. 2008. aastal
Soome lahest ja 2008. aastal Liivi lahest voetud proovide rikastused klasterdusid klastrisse 11

(Joonis 6) koos heksadekaani rikastustega.
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Erinevate substraatide lisamisel bakterikoosluste mitmekesisus vorreldes algsete veeproovide
bakterite mitmekesisusega langes, vilja arvatud Soome lahest voetud proovide rikastused
(2008. aasta heptaani ja toornafta rikastuste puhul bandide arv suurenes; 2009. aasta heptaani
rikastuse puhul bindide arv on sarnane algse veeprooviga). Mitmekesisuse vdhenemist
selektiivse surve olemasolul ning spetsiifilise bakterikoosluse moodustumist on ndidatud ka
varasemates t0odes, kus on uuritud Olireostuse modju mere bakterikooslustele voi seda
imiteerivaid rikastuskatseid (Roling et al., 2002; Long et al., 2008; Viggor et al., 2013).
Enamasti on DGGE profiilide analiiiisil ndha, et substraadi lisamisel tekivad uued
dominantsed bandid (Hilyard et al., 2008; Long et al., 2009), kuid samal ajal mdned bandid
sdilivad nii algsetes proovides kui ka rikastustes (Viggor et al., 2013).

Koige suuremad muutused Laanemere bakterikoosluse mitmekesisuses ja struktuuris toimusid
diiselkiituse ja toornafta lisamisel algsetele veeproovidele (Joonis 6; Joonis 7). limselt on see
tingitud sellest, et diiselkiituse ja toornafta koostised on keerulised, mistdottu mojutab nende
lisamine/olemasolu oluliselt alkaane-lagundava bakterikoosluse kujunemist eksperimendi
kéigus (Roling et al., 2002; McKew et al., 2007). Diiselkiitus sisaldab nii lithikese kui ka pika
ahelaga n-alkaane (C10-C20) (40%), iso- ja cyclo-alkaane (40%), aromaatseid siisivesinikke
(20%) ja viiksemas kontsentratsioonis isoprenoide ning véavlit, liammastikku ja/voi hapnikku
sisaldavaid tihendeid (Lee et al., 1992). Toornafta koostises on aga 30% n-alkaane (Cs-Cao),
49% cyclo-alkaane, 15% aromaatseid ithendeid ja 6% asfalteene (Hyne et al., 2012). On
ndidatud, et siisivesinike lagundamine algab n- ja iso-alkaanide lagundamist. Kdige viimasena
lagundatakse aromaatsed iihendid ja asfalteenid (Leahy ja Colwell, 1990; Sugiura et al.,
1997).

2.3.2 Tiivede isoleerimine ja identifitseerimine

Veeproovidest, mis olid voetud neljast Ladnemere piirkonnast 2008. ja 2009. aastal ning
nende rikastuskatsetest heptaani, heksadekaani, diiselkiituse ja toornaftaga, oli varem
eraldatud 66 alkaane-lagundavat bakteritiive (LISA 2). Oved olid korvaldatud BOX-PCR
analiiiisiga, kus vorreldi isolaatide genoomseid ,,s0rmejélg® mustreid. Kdesoleva t66 kdigus
testiti bakteritiivede kasvu oktaanil (Cg), heksadekaanil (Ci6) ja oktadekaanil (C1g), mis lisati
minimaalsootmega tassi kaanele asetatud filterpaberile ja osade tiivede puhul ka dokosaanil

(C22), mis lisati enne tasside valamist minimaalsootmele. Paljud tiived andsid tugeva kasvu
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heksadekaanil ja oktadekaanil. Oktaanil oli reeglina kasvujilg ndrgem. Viga intensiivse ja
kiire kasvuga pikematel alkaanidel olid tiived 2A27, C1RHpl, DIRHpl, 2A2, 2D43, 2D82,
2D19, 2C1 ja 2A59. Koige tugevam kasv oktaanil saadi tiivega C2RTNS (LISA 2).

2.3.2.1 Tiivede 16S rRNA geenifragmendi jdrjestuste analiitis

T66s uuritud bakteritivede 16S rRNA geenifragmentidest (407-418 bp) ja GenBank
andmebaasist leitud referentsjirjestustest koostati fiillogeneetiline puu kasutades programmi
Mega 5.2 (Joonis 8). 66 bakteritiive jarjestused Kklasterdusid nelja klastrisse, millest
gramnegatiivsed bakterid moodustasid kolm (I, II, IIT) ja grampositiivsed bakterid {ihe klastri
(IV). Klassi Gammaproteobacteria esindajad moodustavad klastri |, Betaproteobacteria -
klastri 11, ainukene klassi Alphaproteobacteria esindaja paikneb 111 klastris ning 1V klastris on

klassi Actinobacteria esindajad.

Varasemates t66des on ndidatud, et hdimkondade Proteobacteria ja Actinobacteria esindajad
on iseloomulikud Ladnemere bakterikooslustele (Riemann et al., 2008; Koskinen et al., 2011;
Tiirik et al., 2013; Viggor et al., 2013). Kédesolevas t66s uuritud 54 isoleeritud tiive 16S rRNA
geeni jarjestust on 96-100% identsed Gammaproteobacteria ja 8 tiive 98-100% identsed

Actinobacteria klassi kuuluvate bakterite vastavate jérjestustega (LISA 2).

Klassi Gammaproteobacteria perekonna Pseudomonas esindajate jarjestustega koige
lahedasemaid jérjestusi omavad 51 tiive moodustasid kdige suurema rithma uuritud 16S rRNA
geenifragmentide jarjestustest (Joonis 8; LISA 2). BLAST otsingumootoriga GenBank
andmebaasist saadi ldhimad vasted jargmiste pseudomonaadide jérjestustega: Pseudomonas
anguilliseptica, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas protegens ja Pseudomonas putida,
mis fiilogeneetilisel puul on paigutunud eri harudesse (Joonis 8, klaster I). Kdige tugevama
kasvuga erinevatel alkaanidel olid tiived, kes kuuluvad liikidesse P. anguilliseptica ja P.
putida (LISA 2). Pseudomonaadid on tuntud alkaanide lagundajad ning neid leidub nii
pinnases, kui ka mage- ja merevees (van Beilen et al., 1992; Louws et al., 1994; Lonnstrom et
al., 1994; Halsey et al., 2006; Johnson ja Hyman, 2006; Dubbels et al., 2007).

Gammaproteobacteria klassi kuuluva Hydrocarboniphaga effusa tiive AP102 16S rRNA
geeni jdrjestusega 99% ulatuses identset jdrjestust omav tiivi 2A27 kasvas koigil testitud

substraatidel, tugevamad kasvujdljed olid heksadekaanil ja oktadekaanil (Joonis 8; LISA 2).
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Joonis 8. 16S rRNA geeni (407-418 bp) pohjal koostatud fiillogeneetiline puu. Sinise vérviga
on tdhistatud Gammaproteobacteria klass (I);
Betaproteobacteria klass (II); kollase vérviga on tdhistatud Alphaproteobacteria klass (I11);
punase virviga on tdhistatud Actinobacteria klass (IV). GenBank andmebaasist voetud
jarjestuste puhul on toodud bakteri nimi ning sulgudes vastav GenBank ID number. Klaster |
kolmnurgaga tihistatud Pseudomonas anguilliseptica ja Pseudomonas fluorescens rithmad on
toodud eraldi vélja joonise paremal poolel. Bootstrap véirtused on mérgitud alates 50%.

Mootkava vastab 0,05 aminohappe asendusele ithe aminohappe kohta.

viarviga on tdhistatud
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Palleroni ja tookaaslased leidsid, et Hydrocarboniphaga tiived kasvavad n-alkaanidel
pikkusega 6 kuni 19 siisinikuaatomit, mis langeb kokku antud t66s kirjeldatud bakteritiive

tulemustega (Palleroni et al., 2004).

Esimeses klastris paikneb ka sugukonda Solimonadaceae kuuluva Solimonas soli tiive DCY
15 16S rRNA geenifragmendi jérjestusega 96% identne tiive 2A45b jérjestus (Joonis 8). Tiivi
2A45b kasvab heksa- ja oktodekaanil (LISA 2). Atlandi ookeani pinnaveeprooviga tehtud
diiselkiituse rikastuskultuurides ndidati esmakordselt bakteriperekonna Solimonas osalemist

alkaanide lagundamisel (Wang et al., 2010).

Tiive 2D33, mille 16S rRNA geeni jarjestus on 99% identne klassi Gammaproteobacteria
sugukonna Moraxellaceae bakteri Perlucidibaca piscinae tiive NBRC 102354 vastava
jarjestusega, andis testitud substraatidest kdige tugevama kasvujilje heksadekaanil (Joonis §;
LISA 2). Antud perekond on alles hiljuti kirjeldatud (Song et al., 2008) ning seepérast

puuduvad andmed nende bakterite alkaanide lagundamise voime kohta.

Klastris I (Joonis 8) paiknevate tiivede 2D60, 2D47 ja tiive 2C79 jarjestused on vastavalt
99% ja 100% identsed Klassi Betaproteobacteria sugukonda Comamonadaceae kuuluvate
bakterite Aquabacterium parvum ja Acidovorax valerianellae 16S rRNA geenifragmendi
jarjestustega (LISA 2). Kasvu intensiivsuse jargi lagundavad need bakterid hésti
heksadekaani. Bell ja tookaaslased néitasid oma uurimistds, et kui diiselkiitusega saastunud
Arktika muldadele lisada ammoonium fosfaati, siis bakterikooslustes hakkavad domineerima

perekonda Betaproteobacteria kuuluvad bakterid (Bell et al., 2013).

Kaheksa isolaadi 16S rRNA geenifragmentide jarjestused olid 98-100% ulatuses identsed
grampositiivsete bakterite klassi Actinobacteria perekonda Rhodococcus kuuluvate bakterite
vastavate jirjestustega ning fiillogeneetilisel puul moodustasid nad klastri IV (Joonis 8, LISA
2). Liigiliselt saadi ldhimad vasted jargmiste rodokokkidega: Rhodococcus erythropolis,
Rhodococcus gingshengii, Rhodococcus fascians ja Rhodococcus cercidiphylli. Koik
perekonda Rhodococcus kuuluvad tiived (C1RHp1, D1IRHp1, 2A2, 2D43, 2D82, 2D19, 2A59
ja 2C1) kasvasid alkaanidel ahela pikkusega Cg — C2., kdige parem kasv oli heksadekaanil
ning erinevalt teistest testitud tiivedest kasvasid nad védga hésti ka oktadekaanil. Kirjanduses
on ndidatud, et tiived perekonnast Rhodococcus on viga laia substraadispetsiifikaga ning
lagundavad efektiivselt alkaane (van Beilen et al., 2002; Whyte et al., 2002b; Peng et al.,
2007; Huang et al., 2008; Ferrera-Rodriguez et al., 2013).
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2.3.3 Tiivede alkB geeni jdrjestuste detekteerimine

Bakteritiivede (66) alkB geeni jarjestused amplifitseeriti ja sekveneeriti. Alkaani
hiidroksiilaasi geeni jérjestuste amplifitseerimiseks kasutati Viggor’i ja tookaaslaste poolt
disainitud universaalseid praimereid, alkBF ja alkBR (Viggor et al., 2013). Kaheksa tiive alkB
jérjestuse sekveneerimisel saadi jédrjestused, millel olid topelt piikidega kromatogrammid, mis
viitas mitme alkB geeni olemasolule iihes tiives. Redundantsete geenide jérjestuste
médramiseks puhastati alkB geenifragment geelist, kloneeriti ning sekveneeriti kloneeritud
jarjestused. Nii tuvastati viiel tiivel kaks, kahel tiivel kolm ning iihel tiivel neli erinevat
alkaani hiidroksiilaasi geeni (LISA 2). Hydrocarboniphaga effusa tive 2A27 puhul
universaalsete alkB geeni praimeritega PCR produkti ei saadud, uued praimerid disainiti
GenBank andmebaasist leitud Hydrocarboniphaga effusa AP103 alkB geeni nukleotiidse
jérjestuse (NZAKGDO01000003) jérgi.

Korrastatud alkB geeni nukleotiidsed jarjestused (78) transleeriti ennustatavateks
aminohappelisteks jdrjestusteks (100-102 aa). Koik saadud sekveneeritud jarjestused
sisaldavad histidiini klastrit, mis on iseloomulik alkaani hiidroksiilaasi aktiivtsentrile

(Shanklin et al., 1994; Smits et al., 2002).

78 ennustatud AlkB aminohappelist jarjestustust vorreldi BLAST otsingumootoriga GenBank
andmebaasis leiduvate aminohappeliste jdrjestustega. Isoleeritud bakteritiivede ja
referentstiivede AIkB  valgujirjestustest koostati Mega 5.2 programmi kasutades
fiillogeneetiline puu, millel on seitse klastrit (Joonis 9). Gramnegatiivsete bakterite
ennustatavate AlkB aminohappeliste jérjestustega identsed jérjestused on puul paigutunud
nelja Gammaproteobacteria (Il, III, IV, VII), iihte Alphaproteobacteria (V) ja iihte
Betaproteobacteria (V1) klastrisse. Grampositiivsete bakterite ennustatavad AlkB

aminohappelised jirjestused asetsevad klastris I (Joonis 9).
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Joonis 9. Tiivede ennustatavate AlkB valgujérjestuste (100-102 aa) pdhjal koostatud
fillogeneetiline puu. Punase vérviga on tdhistatud Actinobacteria klass; sinise virviga —
Gammaproteobacteria klass; rohelise varviga — Betaproteobacteria klass; kollase vérviga —
Alphaproteobacteria klass. GenBank andmebaasist voetud jarjestuste puhul on toodud bakteri
nimi ning sulgudes vastav GenBank ID number. Klastrites 11 ja VIl kolmnurgaga téhistatud
Pseudomonas rithmad | ja Il on toodud eraldi vélja joonise paremal poolel. Bootstrap
vddrtused on margitud alates 50%. Mdotkava vastab 0,1 aminohappe asendusele iihe
aminohappe kohta.
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2.3.3.1 Tiivede AlkB mitmekesisuse iseloomustamine fiilogeneetilise puu analiiiisi péhjal

2.3.3.1.1 Uhe alkB geeniga tiived

Klastrid II ja VII sisaldavad jarjestusi, mis on kdige sarnasemad perekonda Pseudomonas
kuuluvate bakterite AlkB jérjestustega (Joonis 9). Klastris Il paiknevad 24 uuritud tiive
ennustatavad AIKB aminohappelised jérjestused, mis on 95-100% identsed P. fluorescens,
P. protegens, P. lini ja P. gessardii tiivede AlkB jarjestustega. Samal ajal 16S rRNA geeni
fiillogeneetilise analiilisi pohjal on nende tiivede jéarjestused 100% identsed P. fluorescens
jarjestustega (LISA 2). Alkaanidel annavad need 24 tiive reeglina ndrga kasvujilje, tiivi
C2RTN5 annab tugevaima kasvujilje oktaanil. Barathi ja Vasudevan nditasid oma
uurimustoos, et P. fluorescens moodustab biopindaktiivseid iihendeid alkaanide ja aromaatsete
tihendite paremaks omastamiseks keskkonnast ning ta on vdimeline lagundama alkaane ahela
pikkusega 6 kuni 16 siisinikuaatomit (Barathi ja Vasudevan, 2001). Smits ja to0kaaslased
leidsid Pseudomonas fluorescens tiivest CHAO AIkB jarjestuse, mis on homoloogne
Pseudomonas putida GPol OCT plasmiidis paikneva alkaani hiidroksiilaasiga ning lagundas

alkaane ahela pikkusega C1s-Czs (Smits et al., 2002).

Klastri VII moodustavad 26 tiive AlkB jarjestused, mis on 73-74% identsed Pseudomonas
pelagia AIkB jérjestusega. 16S rRNA geeni fiilogeneetilise analiiiisi jargi on nende tiivede
jarjestused aga suurema protsendiga (99-100%) identsed P. anguilliseptica E141 jarjestusega.
Koik sellesse klastrisse kuuluvad tiived annavad tugevad kasvujéljed heksa- ja oktadekaanil.
GenBank andmebaasis puuduvad andmed Pseudomonas anguilliseptica AlkB jéirjestuste
kohta. Samas ndidati, et 2004. aastal Galicia mererannast isoleeriti Pseudomonas
anguilliseptica tiived on vdimelised lagundama erinevaid siisivesinikke kaasa arvatud

heksadekaani (Mulet et al., 2010).

Eraldi haru moodustab klastris VII tiive 2D85 AIkB jérjestus, mille 1dhim vaste GenBank
andmebaasis on P. alcaligenes NBRC14159 alkaani hiidroksiilaas (identsusprotsent 86%).
Kaczorek ja tookaslased niitasid, et pindaktiivsete omadustega looduslike ainete saponiinide
kasutamisel biodegradatsiooni katsetes lagundas Pseudomonas alcaligenes S22 21 pideva
jooksul 92% lisatud diiselkiitusest (Kaczorek et al., 2011). Pindaktiivsete iihendite tootmine
muudab pseudomonaadide rakupinna omadusi nii, et paraneb hiidrofoobsete alkaanide

omastamine ja seeldbi ka nende lagundamine.
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16S rRNA geeni jérjestuse analiiiisi tulemusel Hydrocarboniphaga effusa jarjestusega 99%
identse tiive 2A27 AIkB jarjestus on fiilogeneetilisel puul paigutunud Kklastrisse 111 ning 99%
identne Hydrocarboniphaga effusa AP103 vastava jérjestusega. H. effusa AP103 genoomi
sekveneerimisel leiti kaks AIkB ning viis CYP-ensiiiimidega sarnast jérjestust, kuid nende
stisteemide toOprintsiipi ei ole seni tdpsemalt veel uuritud (Chang et al., 2012). Soolajarvest
isoleeritud Hydrocarboniphaga dagingensis tiivi 2B-97 on vdimeline lagundama alkaane
pikkusega 6 kuni 19 siisinikuaatomit (Liu et al., 2011).

Tivede 2D60 ja 2D33 AIkB jérjestused on mdlemad 79% identsed Klassi
Gammaproteobacteria perekonda Alcanivorax kuuluvate tiivede vastavate jarjestustega ning
fiillogeneetilisel puul paigutuvad nad IV klastrisse. Samas kuulub tiivi 2D33 16S rRNA geeni
jérjestuse alusel hoopis klassi Gammaproteobacteria perekonda Perlucidibaca ning tiivi 2D60
klassi Betaproteobacteria perekonda Aquabacterium. AlkB horisontaalse geeniiilekande kohta
perekonnst Alcanivorax klassi Gammaproteobacteria teiste perekondade esindajatele
kirjutasid nditeks van Beilen ja to0kaaslased (van Beilen et al., 2001; 2004). Perekonda
Alcanivorax kuuluvad tiived on tuntud kui vdaga head alkaanide lagundajad (Golyshin et al.,
2003; Schneiker et al., 2006). Yakimov ja tookaaslased nditasid, et alkaanide paremaks
omastamiseks keskkonnast toodavad Alcanivorax esindajad unikaalseid biopindaktiivseid
ithendeid. Samas ei ole kirjanduses ja andmebaasides andmeid perekondade Perlucidibaca ja
Aquabacterium alkaanide kasutamise voime ega ka selles osalevate enstitimide kohta, kuid on
leitud, et perekonda Aquabacterium kuuluvate bakterite arvukus kasvab heptaani ja
toornaftaga mikrokosmides (Jurelevicius et al., 2013b). Madala identsusprotsendi seletuseks
voib olla vihene info perekonna Aquabacterium tiivede alkB geenide jérjestuste kohta vdi
alkB geenide horisontaalne geeniiilekanne perekonda Alcanivorax kuuluvatest bakteritest,
kuna on ndidatud, et Alcanivorax esindajatel paiknevad alkB geenid plasmiidis (van Beilen et
al., 2001; 2004).

V klastris paikneb Novosphingobium sp. tiive CIRTN22 AIkB jirjestus, mis annab 99%
identsust Sphingobium Antl7 alkaani hiidroksiilaasi jarjestusega, kuid see jérjstus on lithem
kui meie tiive oma. Seetottu kasutati referentsjirjestuseks 93% ulatuses identsusega klassi
Alphaproteobacteria perekonna Caulobacter sp. K31 AIkB jarjestust. Nimetatud bakter andis
testitud alkaanidega minimaals66tmel ndrga kasvujdlje (LISA 2). Deepwater Horizon
olireostuse moju limbritseva keskonna mikroobikooslustele uurinud tooriihm niitas 16S
rRNA geeni jérjestuste analiilisi pohjal, et 17 alkaane lagundava perekonna seas on ka

perekondade Novosphingobium ja Caulobacter jarjestused (Looper et al., 2013). Tiivest
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Novospingobium aromaticivorans leiti ka P450 ensiiimi, mille abil ta on vdimeline

lagundama aromaatseid alkaane (Bell ja Wong, 2007).

Eraldi klastri (VI) moodustab fiilogeneetilisel puul 16S rRNA geeni jarjestuse alusel
perekonda Acidovorax kuuluva bakteri 2C79 alkaani hiidroksiilaasi jéarjestus, mis on 83%
ulatuses identne Acidovorax valerianellae KACC 16998 AIlkB jirjestusega. Acidovorax
olemasolu Ladnemeres on kirjeldatud niiteks Opelt ja Berg’i poolt (Opelt ja Berg, 2004).
Uurides saastamata King-George saare mullaproovidest koostatud alkB geeni
klooniraamatukogu, leidsid Jurelevicius ja tookaaslased bakteritiivesid, mille alkB geen oli
73% identne Acidovorax sp. KKS102 alkaani hiidroksiilaasi geeni jérjestusega ning sellised

jarjestused moodustasid 9,5% kloonidest (Jurelevicius et al., 2013a).

Grampositiivsetel tiivedel, 2C1 ja 2AS59, tuvastati AlkB jdrjestused, mis olid identsed
vastavalt Rhodococcus fascians (99%) ja Rhodococcus globerulus (69%) AlkB jérjestustega
(klaster 11, Joonis 9; LISA 2). 16S rRNA geeni fiilogeneetilise analiiiisi pohjal on tiivi 2A59
suurema identsusprotsendiga (98%) sarnane Rhodococcus fascians tiivega. Molemad tiived
kasvasid koikidel testitud substraatidel, kuid 2C1 kasvujéljed olid tugevamad (LISA 2).
Ferrera-Rodriguez ja tookaaslased uurisid Arktika taimede risosfadride bakterikooslusi ja
leidsid, et perekonda Rhodococcus kuuluvad bakterid suudavad lagundada heksadekaani isegi
miinuskraadide juures (Ferrera-Rodriguez et al., 2012). Rhodococcus sp. tiivedes 1.3-VES ja
3.3-VPr asub alkB geen plasmiidis (Ferrera-Rodriguez et al., 2012). alkB geeni plasmiidne
péritolu viitab horisontaalse geeniiilekande toimumise voimalusele ning sellega voib seletada
tiive Rhodococcus globerulus JCM 7472 alkB geeniga sarnase geeni olemasolu tiives 2A59,
mille 16S rRNA geeni jérjestus sarnaneb rohkem tiive Rhodococcus fascians J96 jérjestusega.

2.3.3.1.2 Mitme alkB geeniga tiived

alkB geenid voivad asetseda plasmiidis ja kanduda bakterite vahel horisontaalse
geeniiilekande teel, mistottu eksisteerivad tiived, kus on korraga mitu alkB geeni. Niiteks osa
meie poolt uuritud perekonda Rhodococcus liigitatud tiivedest sisaldavad mitut alkaani
hiidroksiilaasi. Koik need bakterid kasvavad kiiresti alkaanidel ning annavad ka tugeva
kasvujilje (LISA 2).
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Ennustatavate AIkB aminohappeliste jarjestuste fiilogeneetilise puu klaster 11 sisaldab alkaani
hiidroksiilaasi jarjestusi, mis on kdige sarnasemad hdimkond Actinobacteria perekonda
Rhodococcus kuuluvate bakterite AlkB jérjestustega (identsusprotsent 82-100%; Joonis 9;
LISA 2). Tiivede C1RHpl (3 alkB geeni) ja D1IRHpl (4 alkB geeni) AIkB jérjestused on
sarnased Rhodococcus erythropolis AIkB jérjestustega. 16S rRNA geeni fiilogeneetilise
analliiisi alusel Rhodococcus fascians tiivedega kdige suuremat sugulust omavates tiivedes
2A2, 2D43, 2D82 ja 2D19 tuvastati koigis kaks alkB geeni, mis olid 82-99% ulatuses identsed
Rhodococcus fascians tiivede alkaani hiidroksiilaasi aminohappeliste jérjestustega (LISA 2).
Sama tiive erinevad AlkB jarjestused on omavahel identsed 55-66% ulatuses, kdige suurem
identsusprotsent saadi tiive CIRHp1 (59-66%) ja kdige vidiksem tiive 2D82 AIKB jérjestuste
puhul (55%). Kirjanduses pohjendataksegi nende bakterite laia alkaani lagundamisevoime
spektrit erinevate, osaliselt kattuva substraadispektriga alkaani hiidroksiilaaside olemasoluga
(van Beilen et al., 2002; Whyte et al., 2002b; Takei et al., 2008). Takei ja t66riihm néitasid, et
tivi Rhodococcus sp TMP2 sisaldab korraga 5 alkB geeni, millest geenid alkB3-5
ekspresseeritakse raku kogu elutsiikli kdigus konstitutiivselt, samal ajal geenid alkB1 ja alkB2
indutseeritakse ainult teatud kasvutingimuste korral. Arvatakse, et geenide alkB1 ja alkB2
ekspressiooni tase soltub alkaanide lisamisest (Takei et al., 2008). Selline funktsionaalne
erinevus voib seletada suurt erinevust sama tiive erinevate alkaani hiidroksiilaaside jirjestuste

vahel.

Kaks alkB geeni tuvastati ka tiives 2D47, mille 16S rRNA geen sarnaneb perekonda
Agquabacterium kuuluva tiive jarjestusega (klaster 1I; Joonis 9; LISA 2). AIkB fiilogeneetilise
analiiiisi pohjal on jarjestused vastavalt 68 ja 76% identsed perekonda Alcanivorax kuuluvate
bakterite AIKB jarjestustega. Perekonda Aquabacterium kuuluvate bakterite AIkB jérjestusi ei
ole andmebaasis palju, kuid on ndidatud, et tiived vdivad sisaldada tihte voi enamat alkB geeni
(Masuda, 2009). Masuda eraldas New Jersey saastunud mullast neli perekonda
Aquabacterium kuuluvat bakteritiive, kes kasvasid hésti vedelatel ja tahketel alkaanidel (Cg-
C26). Kaks isolaati sisaldas kahte (redundantsete geenide jarjestused olid omavahel 72%
identsed) ja kaks iihte alkB geeni, mille jarjestuste identsusprotsent GenBank andmebaasist
leitud ldhimate vastetega oli 68% (Masuda, 2009). Homoloogsus tiive 2D47 kahe AIkB

jarjestuse vahel ulatub 71%, mistottu voiks antud tiive edasises td0s uurida pohjalikumalt.

16S rRNA geeni fiilogeneetilise analiiiisi jargi Solimonas sp. jarjestusega 96% identne tiivi
2A45b sisaldab kolme AIlkB jarjestust, mis on 70-76% identsed perekonda Alcanivorax

kuuluvate bakterite alkaani hiidroksiilaaside jarjestustega. Alkaani jérjestuste omavaheline
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identsus varieerub vahemikus 65-76%. Wang ja tookaaslased tuvastasid, et perekonda
Solimonas kuuluvad bakterid omavad lisaks AlkB jarjestusele ka kahte P450 valguperekonda
kuuluva CYP153 ensiiiimi jarjestust (Wang et al., 2010). Samas t66s naidati, et Atlandi
ookeani pinnaveeproovist eraldatud perekonda Solimonas kuuluvad bakterid osalevad

alkaanide lagundamisel oli-rikastuskatses. (Wang et al., 2010).

2.3.4 Tiivede AIKB jirjestuste vordlemine klooniraamatukogust saadud kloonide AlkB-

dega.

Liidnemere mikroobikoosluse ennustatavate AlkB aminohappeliste jirjestuste mitmekesisuse
hindamiseks analiiiisiti programmiga FastGroupll 66 isolaadi 78 AIKB jérjestust ja 30 AlkB
klooniraamatukogude (klooniraamatukogud koostasid ja analiiiisisid Riinu Kiiker ja Liis
Péarnpuu) esindusklooni jérjestust. Rithmitamisel kasutati cutoff-vdartusena 82%, mis valiti
lahtudes kirjanduses varasemalt AlkB jarjestuste analiilisimiseks kasutatud vaértusest ning see
nditab, kui suur peab olema {ihte gruppi rithmitatud erinevate jérjestuste vaheline identsus
(Kuhn et al., 2009; Wasmund et al., 2009; Guibert et al., 2012). Kokku leiti rithmitamisel 38
gruppi, mille igast grupist valiti ks tiive ja iks klooni esindusjarjestus. AlkB
esindusjérjestustest ja GenBank andmebaasist leitud referentsjérjestustest koostati programmi

Mega 5.2 abil fiilogeneetiline puu (Joonis 10).

Molekulaarsel ja kultiveerimispohisel meetodil saadud AlkB jérjestuste analiiiisil selgus, et 38
grupist kaheksas leidub nii tiivede kui ka kloonide jérjestusi, iiheksas ainult tiivede ning
kahekiimne iihes ainult klooniraamatukogust leitud AlkB jérjestusi. Riihm, mille esindajaks
on P. angulliseptica tiivi AHd10, sisaldab 26 tiive ja selle jarjestus on identne iisna suure
kloonide rithmaga (99 klooni), mille esindajaks on kloon T15 (Joonis 10). P. fluorescens tiivi
2B11 on esindaja rithmast, milles on 24 tiive ning fiilogeneetilise analiiiisi alusel grupeerus ta
samasse klastrisse klooni D44 riihmaga, mis sisaldab 5 klooni (Joonis 10). Perekonda
Pseudomonas kuuluvate bakterite osalemist alkaanide lagundamises on palju uuritud (Smita
et al., 2001; van Beilen et al., 2001; Rojo et al., 2010), samas on teada, et see perekond on iiks
dominantsetest perekondadest Lainemere bakterikoosluses (Koskinen et al., 2011; Viggor et
al., 2013).
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Joonis 10. Esindustiivede ja -kloonide ennustatavate AlkB aminohappeliste jarjestuste (100-
102 aa) pdhjal koostatud fiilogeneetiline puu. Rohelise ja Sinise vérviga on téhistatud vastavalt
tivede ja kloonide nimed, mille taha on margitud sulgudes rithma kuuluvate jérjestuste arv.
GenBank andmebaasist voetud jérjestuste puhul on toodud bakteri nimi ning sulgudes vastav

GenBank ID number. Bootstrap véartused on maérgitud alates 50%. Modtkava vastab 0,1
aminohappe asendusele iihe aminohappe kohta.
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Suure kloonide rithma, kuhu kuuluvad kolm suurt gruppi esindajatega N4, P76 ja N41
(sisaldavad vastavalt 14, 232 ja 25 klooni) AlkB jirjestused on GenBank andmebaasi otsingu
alusel ~70% identsed perekondade Pedobacter ja Prauserella kuuluvate bakterite alkaani
hiidroksiilaasidega (Parnpuu, 2013). Kiesolevas t60s ja ka Vilsandi saare ldhedasest
veeproovist (Viggor et al., 2013) eraldatud kultiveeritavatest bakteritest ei tuvastatud iihtegi

AIkB jérjestust, mis oleks 1dhim antud jarjestustele (Joonis 10).

Peaaegu iga esindaja, kelle alkaani hiidroksiilaasi jarjestus on sarnane perekonda
Rhodococcus kuuluvate tiivede AIkB jérjestustega, sai endale paarilise kloonide hulgast,
erandiks on grupp, mis sisaldas ainult tiive 2A59 AIkB jirjestust (Joonis 10). Léd&nemere
bakterikoosluses on perekonna Rhodococcus esindajad levinud ning nende alkaanide
lagundamise siisteeme on tdnaseks juba ka pdhjalikumalt uuritud (Peng et al., 2007; Riemann
et al., 2008; Dupont et al., 2014). Aquabacterium sp. 2D47 AlkB homoloog 2, mille jarjestus
sarnaneb perekonda Alcanivorax kuuluva bakteri AIkB jérjestusega, on identne esindusklooni
CL7 (11 klooni) jarjestusega. Perekonda Alcanivorax kuuluvad bakterid on tuntud alkaanide
lagundajad, kelle keerulisi alkaani hiidroksiilaaside siisteeme on uuritud mitmetes
teaduslaborites (Dutta ja Harayama, 2001; Golyshin et al., 2003; Hara et al., 2003; Yakimov
et al., 2003; Schneiker et al., 2006). Esindustiive Perlucidibaca sp. 2D33 gruppi kuuluvad ka
Aquabacterium sp. 2D60 ning Solimonas sp. 2A45b (alkB1) AIkB jarjestused, mis on 83%
identsed esindusklooni P99 jarjestusega (13 klooni) (Joonis 10).

Grupid, kuhu kuuluvad AlkB jarjestused tiivedest Hydrocarboniphaga sp. 2A27,
Novosphingobium sp. CIRTN22, Solimonas sp. 2A45b (alkB1 ja alkB3), Pseudomonas sp.
2D85 Acidovorax sp. 2C79 ja Aquabacterium sp. 2D47 ei leitud vasteid kloonide hulgast
(Joonis 10).

Kuigi AlkB klooniraamatukogudest leiti suurem osa erinevatest jérjestustest, tdiendavad
tiivedest leitud jarjestused oluliselt (ligikaudu % gruppidest) Ladnemere AlkB mitmekesisuse

kohta teadaolevaid andmeid.
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KOKKUVOTE

Ladnemeri on suuruselt teine ritmveekogu maailmas, kus elavad koos mere-, mage- ja riimvee
organismid. Aktiivse inimtegevuse tagajérjel on {iha sagedamini paevakorral olireostuse oht
merel. On teada, et paljud organismid suudavad lagundada olitoodete koostises olevaid
alkaane kasutades selleks erinevaid ensiiime. Membraaniseoselised alkaani hiidroksiilaasid,
mida kodeerib alkB geen, Kkataliilisivad alkaanide lagundamise esimest etappi. Selle
votmeensiiimi  mitmekesisuse uurimine Lddnemere bakterites annab meile infot

bakterikoosluse alkaanide lagundamise potentsiaali kohta.

Selle bakalaureuset6o pdhieesmairgiks oli iseloomustada Ladnemere veest isoleeritud alkaane-
lagundavate bakteritiivede fenotiiiibilisi ja genotiiiibilisi tunnuseid. Samuti oli eesmargiks
vorrelda tiivedest tuvastatud alkB geenide mitmekesisust varasemates toodes toodud
Laanemere alkB geeni klooniraamatukogude andmetega. Lisaks analiilisiti denatureeriva
gradiendiga geelelektroforeesi meetodit kasutades La&nemere bakterikoosluse 16S rRNA
geenifragmentide profiile. Kéesolevas bakalaureusetods saadud andmete analiilisimisel tehti

jargmised jareldused:

e heptaani, heksadekaani, diiselkiituse ja toornafta lisamisel viahenes bakterikoosluste

mitmekesisus vorreldes algsete veeproovide mitmekesisusega;

e Kkorrigeeritud DGGE geelipildilt koostatud dendrogrammil on klasterdumine tildiselt

rikastuskultuuris kasutatud substraadi pohine;

o tiivede 16S rRNA geeni ja ennustatavate AIkB aminohappeliste jérjestuste
fillogeneetilise analiiiisi pohjal on dominantsed hdimkonna Proteobacteria perekond

Pseudomonas ja hdimkonna Actinobacteria perekond Rhodococcus;
e perekonda Rhodococcus kuuluvatel tiivedel on 2-4 redundantset alkB geeni;

e Pseudomonas anguilliseptica, Hydrocarboniphaga effusa ning perekonna
Rhodococcus erinevatesse liikidesse kuuluvad isolaadid kasvavad hésti alkaanidel

ahela pikusega 16 kuni 22 siisinikuaatomit;

o tiivede AlkB jérjestused tdiendavad klooniraamatukogude analiiiisil saadud Laédnemere

alkaani hidroksiilaaside mitmekesisuse andmeid.
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Selle bakalaureuseto6 tulemused nditavad, et Lddnemerest isoleeritud bakterite AIkB
jarjestused on mitmekesised ja bakterid suudavad lagundada erineva ahela pikkusega
alkaane. Seega voib uskuda, et Ladnemere bakterikooslusel on hea alkaanide lagundamise
biodegratiivne potentsiaal. Pdhjalikumaks Kirjeldamiseks voiks edaspidi analiitisida

titvedel teisi alkaani hiidroksiilaaside siisteeme (P450 perekonna ensiitimid, AImA jt).

42



The diversity of alkane hydroxylase (AlkB) in the Baltic Sea bacterial community

Anastassia Lenskaja

SUMMARY

The Baltic Sea is the second largest brackish water basin in the world with a unique
ecosystem, where marine, fresh and brackish water organisms reside together. As a result of
an active marine traffic and transport of fuels, oil spills are considered to be a major threat to
the Baltic Sea. Crude oil consists of different types of hydrocarbons, including alkanes, which
could be degraded by some organisms that use alkanes as the source of energy and carbon.
Because of chemical inertness of alkane molecule it must be activated before it can be
metabolized. Aerobic degradation of alkanes starts by the oxidation which is carried out by
different enzymes. One of these enzymes is a membrane-bound alkane hydroxylase, encoded

by the alkB gene.

The aim of this study was to characterize phenotypic and genetic properties of strains isolated
from four different sampling points of the Baltic Sea and compare the found diversity of AlkB
proteins with the results from alkB clone libraries. Denaturing gradient gel electrophoresis and
phylogenetic analyses of the 16S rRNA gene and AIKB protein sequences were performed.

The following conclusions were made based on the obtained results:

e analysis of the DGGE profiles of the 16S rRNA gene showed that the diversity of

bacterial communty decreased after an addition of different oil compounds;

o cluster analysis of DGGE fingerprints of the 16S rRNA gene sequences showed that

microcosms with different compounds formed separate clusters in the dendrogram;

e the results of the phylogenetic analyses of the 16S rRNA gene and AlkB protein
sequences showed that the phyla Proteobacteria and Actinobacteria, especially the
genera Pseudomonas and Rhodococcus were dominant;

o almost all species of the genus Rhodococcus have multiple alkB genes;
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e Pseudomonas anguilliseptica, Hydrocarboniphaga effusa and different species of the

genus Rhodococcus grew on Ci6-Cz2 alkanes;

e Diversity of the AIKB sequences of the strains complement the results recieved from

the analysis of the clone libraries.

The results of this bachelor’s thesis show that the AlkB protein sequnces are diverse in
their degradational substrate range. This allows us to believe that the biodegradative
potential of the Baltic Sea bacterial community is high. To find out more about it some
additional researches to assess the involvment of other alkane hydroxylase enzymes or the
diversity of alkane hydroxylase genes in bacteria at different sampling sites should be

provided.
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LISA 2

To6s kasutatud tiivede feno- ja genotiiiipilised tunnused*

Tiivi Lihim kultiveeritav organism, Q < - Liihim kultiveeritav o) < 2 Kasv
16S rRNA geeni jirgi -:4% ‘g’ g (_% organism, -:4% ‘%’ £
(407-418 bp) 3 g Z g AIKB jargi (100-102 aa) 3 g :.§
) (3] e ) [<5] L
O ° O] = Cs | Ci6 | Cis | Cop
Gammaproteobacteria
2A60 Pseudomonas anguilliseptica E141 | FM991861 100 1 Pseudomonas pelagia CL-AP6 | WP022961651 | 74 | 5,00E-48 - +++ ++ nd
2C4 P. anguilliseptica E141 FM991861 100 1 P. pelagia WP022961651 | 74 | 2,00E-47 + +++ ++ +
ARHd24 | P. anguilliseptica E141 FM991861 100 1 P. pelagia WP022961651 | 73 | 5,00E-47 - +++ ++ nd
ARTN3 P. anguilliseptica E141 FM991861 100 1 P. pelagia WP022961651 | 73 | 5,00E-47 - +++ ++ nd
ARHd25B | P. anguilliseptica E141 FM991861 100 1 P. pelagia WP022961651 | 73 | 5,00E-47 - +++ ++ nd
AHd11 P. anguilliseptica E141 FM991861 100 1 P. pelagia WP022961651 | 73 | 5,00E-47 - +++ ++ nd
ARTN28 | P. anguilliseptica E141 FM991861 100 1 P. pelagia WP022961651 | 73 | 5,00E-47 - +++ ++ nd
AHd9 P. anguilliseptica E141 FM991861 100 1 P. pelagia WP022961651 | 73 | 5,00E-47 + +++ ++ nd
ARHd1 P. anguilliseptica E141 FM991861 100 1 P. pelagia WP022961651 | 73 | 5,00E-47 - +++ ++ nd
CRTN26 | P. anguilliseptica E141 FM991861 100 1 P. pelagia WP022961651 | 74 | 2,00E-47 + +++ ++ nd
BRTN3 P. anguilliseptica E141 FM991861 100 1 P. pelagia WP022961651 | 73 | 5,00E-47 - +++ ++ nd
BRTN25 | P. anguilliseptica E141 FM991861 100 1 P. pelagia WP022961651 | 74 | 2,00E-47 * ++ ++ nd
AHd10 P. anguilliseptica E141 FM991861 100 1 P. pelagia WP022961651 | 73 | 5,00E-47 - +++ ++ nd
DRHd24 | P. anguilliseptica E141 FM991861 100 1 P. pelagia WP022961651 | 73 | 5,00E-47 - +++ ++ nd
2D29 P. anguilliseptica E141 FM991861 99 1 P. pelagia WP022961651 | 73 | 5,00E-47 * +++ ++ nd
2C19 P. anguilliseptica E141 FM991861 100 1 P. pelagia WP022961651 | 73 | 5,00E-47 - +++ ++ nd
2C56 P. anguilliseptica E141 FM991861 100 1 P. pelagia WP022961651 | 73 | 5,00E-47 - +++ ++ nd
2A62 P. anguilliseptica E141 FM991861 100 1 P. pelagia WP022961651 | 73 | 5,00E-47 * +++ ++ nd
2C69 P. anguilliseptica E141 FM991861 99 1 P. pelagia WP022961651 | 74 | 2,00E-47 - ++ ++ nd
2B42 P. anguilliseptica E141 FM991861 99 1 P. pelagia WP022961651 | 73 | 5,00E-47 * +++ ++ nd
2C72 P. anguilliseptica E141 FM991861 100 1 P. pelagia WP022961651 | 73 | 5,00E-47 + +++ ++ *
ATN4 P. anguilliseptica 2C3 JX177867 99 1 P. gessardii CD144589 100 | 8,00E-65 - +++ ++ -
DI1RTN2 | P. putida zol-13 JQ968690 99 1 P. pelagia WP022961651 | 75 | 1,00E-47 - +++ * nd
CRTNG6 P. putida zol-13 JQ968690 99 1 P. pelagia WP022961651 | 75 | 2,00E-47 +++ ++ nd
2A8 P. putida zol-13 JQ968690 99 1 P. pelagia WP022961651 | 74 | 3,00E-47 ++ ++ -




LISA 2 jarg

Tiivi Léihim kultiveeritav organism, @) < > Lihim kultiveeritav a < -
16S rRNA geeni jirgi ~ S 158 organism, ~ < 2 Kasv
(407-418 bp) g 2 |x3 AIKB jiirgi (100-102 aa) g 2| =

o] = < I m - =

S S = S S 0

© = o = Cs Ci6 | Cia | Cpp
C2RTN5 | P. fluorescens Incheon 2 KF548533 100 1 P. gessardii CD144589 96 | 1,00E-62 | +++ ++ ++ nd
Adl P. fluorescens Incheon 2 KF548533 100 1 P. lini CD144588 99 | 9,00E-64 - * * nd
BRTN4 P. fluorescens Incheon 2 KF548533 100 1 P. lini CDl144588 99 | 9,00E-64 - * * nd
2B9 P. fluorescens Incheon 2 KF548533 100 1 P. gessardii CD144589 95 |1,00E-61 | ++ + +
D2Rd2 P. fluorescens Incheon 2 KF548533 100 1 P. fluorescens WP019095522 | 96 | 2,00E-58 - - nd
CRTN21 | P. fluorescens Incheon 2 KF548533 100 1 P. gessardii CDI144589 95 | 1,00E-61 + ++ nd
2B8 P. fluorescens Incheon 2 KF548533 100 1 P. gessardii CD144589 95 | 1,00E-61 + + nd
DRd4 P. fluorescens NBRC 15841 AB680980 100 1 P. gessardii CD144589 98 | 1,00E-63 + ++ ++ nd
C2Rd24 P. fluorescens NBRC 15841 AB680980 100 1 P. gessardii CD144589 97 | 1,00E-62 - + nd
C2RHp4 | P. fluorescens NBRC 15841 AB680980 100 1 P. gessardii CD144589 98 | 1,00E-63 | ++ * * nd
CRHp3 P. fluorescens NBRC 15841 AB680980 100 1 P. gessardii CD144589 98 | 1,00E-63 - * * nd
DRd1 P. fluorescens NBRC 15841 AB680980 100 1 P. gessardii CD144589 98 | 1,00E-63 + ++ + nd
D1RHp26 | P. fluorescens NBRC 15841 AB680980 100 1 P. fluorescens DSM50106 AAC36353 99 | 7,00E-62 * + + nd
2B7 P. fluorescens NBRC 15841 AB680980 100 1 P. gessardii CD144589 98 | 1,00E-63 * ++ + nd
2C5 P. fluorescens NBRC 15841 AB680980 100 1 P. gessardii CD144589 96 | 1,00E-62 - * * nd
2B11 P. fluorescens NBRC 15841 AB680980 100 1 P. fluorescens DSM50106 AAC36353 99 | 7,00E-62 + * * nd
2B82 P. fluorescens NBRC 15841 AB680980 100 1 P. gessardii CD144589 97 | 1,00E-62 - - + nd
2C13 P. fluorescens NBRC 15841 AB680980 100 1 P. gessardii CD144589 98 | 1,00E-63 + + ++ nd
2B89 P. fluorescens NBRC 15841 AB680980 100 1 P. gessardii CD144589 98 | 1,00E-63 - + nd
D1RHp27 | P. fluorescensNBRC 15838 AB680977 100 1 P. gessardii CDI144589 95 | 1,00E-61 + + nd
2C49 P. fluorescensNBRC 15838 AB680977 100 1 P. gessardii CD144589 95 | 1,00E-61 - + - nd
2B27 P. fluorescensNBRC 15838 AB680977 100 1 P. gessardii CD144589 96 | 1,00E-62 - - + nd
2D85 P. alcaligenes M-S-TSA 18 JQ795781 100 1 P. alcaligenes NBRC 14159 GAD61294 86 | 2,00E-53 - * - nd
ARd5 P. fluorescens A15 HQ288938 100 1 P. fluorescens WP019095522 | 96 | 2,00E-58 * + + nd
2D33 Perlucidibaca piscinae NBRC102354 | AB681750 98 1 A. dieselolei S9-7 ACJ22690 79 | 7,00E-51 ++ +++ + nd
2A27 Hydrocarboniphaga effusa AP102 AY363244 99 1 Hydrocarboniphaga effusa WP007186520 | 99 | 3,00E-63 ++ +4++ | -+ ++
2A45b Solimonas soli DCY 15 EF101904 96 1 Alcanivorax dieselolei S9-7 ACJ22690 76 | 2,00E-50

2 A. hongdengsis A-11-3 ACD47155 70 | 1,00E-44 - + ++ -
3 A. dieselolei NO1A AAT91719 70 | 2,00E-45
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LISA 2 jarg

Tiivi Lihim Kkultiveeritav organism, o ’Dc\':‘ o Lihim kultiveeritav ) ;\E? 2
16S rRNA geeni jérgi x Drg m 8 _organism, x >~ £ Kasv
(407-418 bp) © 2 X 9 AIkB jirgi (100-102 aa) < 2 =
= 2 <§ 2 g =
[} (<5} < 5} L L
O = O i) Csg Ci6 | Cis| Cyy
Betaproteobacteria
2C79 Acidovorax valerianellae KACC16998 | KF931153 100 1 Acidovorax sp. KKS102 YP006854764 | 83 | 3,00E-42 - + + -
2D60 Aquabacterium parvum B6 AF035053 99 1 Alcanivorax dieselolei S9-7 ACJ22690 79 | 7,00E-51 - +++ ++ -
2D47 Aquabacterium parvum B6 AF035053 99 1 A. borkumensis S2-4 ACJ22666 76 | 9,00E-47 i i + nd
2 A. hongdengsis A-11-3 ACD47155 68 | 3,00E-43
Alphaproteobacteria
CIRTN22 | Novosphingobium sp YG-D1 KC435022 | 99 Caulobacter sp. K31 YP001672212 | 93 |6,00E-61] - « |« | nd
Actinobacteria
C1RHpl | Rhodococcus erythropolis S13006 KF956668 100 1 Rhodococcus erythropolis ABE72965 99 | 4,00E-65
2 R. erythropolis TMP2 BAG06232 100 | 1,00E-66 | ++ +++ ++ ++
3 R. erythropolis JCM 3201 AHA51156 100 | 1,00E-64
D1RHpl |R. gingshengii B2 KJ028076 100 1 R. erythropolis TMP2 BAG06234 100 | 9,00E-65
2 R. erythropolis TMP2 BAG06235 100 | 7,00E-65 + .t ++ ++
3 R. erythropolis TMP2 BAG06232 100 | 3,00E-66
4 R. erythropolis JCM 3201 AHA51156 100 | 1,00E-64
2A2 R. fascians SMC6 FR851921 100 1 R. fascians JCM 10002 AHA51157 92 | 4,00E-61 + et - -
2 R. fascians 154-S CAC40958 97 | 5,00E-63
2D43 R. fascians SMC6 FR851921 99 1 R. fascians JCM 10002 AHA51157 93 |500E-61 | it 4+ 4+
2 R. fascians 154-S CAC40958 82 | 2,00E-54
2D82 R. fascians G2-3-20 KC494315 100 1 R. fascians JCM 10002 AHA51157 98 | 8,00E-64 + et + +
2 R. fascians 154-S CAC40958 99 | 1,00E-64
2D19 R. cercidiphylli IHB B 8033 KF475816 98 1 R. fascians 154-S CAC40958 82 | 1,00E-52 + et + +
2 R. fascians JCM 10002 AHAS51157 94 | 1,00E-61
2A59 R. fascians J96 JX976313 98 1 R. globerulus JCM 7472 AHA51158 69 | 2,00E-42 + ++ + +
2C1 R. fascians G2-3-20 KC494315 98 1 R. fascians JCM 10002 AHA51157 99 | 2,00E-64 ++ +++ ++ ++

1 - Tabelis on toodud tiivede nimed, kasvutesti tulemused ning kdige lihimad kultiveeritavad organismid 16S rRNA geeni (407-418 bp) ning AlkB (100-102
aa) jargi koos GenBank ID numbri ja identsuseprotsendiga, AIkB puhul on toodud veel ka E-vidartus ja homoloogide arv. Téhistused: (+++) — vdga tugev kasv;
(++) — tugev kasv; (+) — kasv; (*) — nork kasv; (-) — kasv puudub; (nd) — ei olnud méératud.
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Originaal DGGE geelipilt. Proovipunktide tahistused: A — Tallinna laht, B — Soome laht, C —
Narva laht, D — Liivi laht; 2009. aasta kooslusete tahistamisel on legendi ette kirjutatud
number 2. Rikastuskultuuride tidhistused: TN — toornafta, d — diiselkiite, Hd — heksadekaan,
Hp — heptaan. F-ga on tdhistatud filtrilt eraldatud kultuurid. K tdhendab kontrollproovi,
kontrollptoovina kasutati 2009. aasta Soome lahe veeproovi.
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