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Infoleht

Alkaanide lagundamise iseloomustamine Acinetobacter venetianus tives ICP1

Tosiseid keskkonnaprobleeme pdhjustavad naftareostused on tlemaailmne probleem, nende
likvideerimiseks on vaja efektiivseid ja keskkonnasdbralikke meetodeid. Ké&esolevas t06s uuriti
Acinetobacter venetianus tiive ICP1 metaboolset vGimet lagundada toornaftas leiduvaid n-
alkaane. Tlve ICP1 taisgenoomi analliusil tuvastati neli alkaani hudrokstlaasi geeni (alkMa,
alkMb, P450 ja almA), mis paiknevad genoomis hajusalt ning eraldi operonides. Geenide
alkMa, alkMb ja P450 ekspressiooni indutseerivad n-alkaanid Cg-Cs» ja toornafta. Geeni almA
ekpressiooni tasemed olid kérgemad, kui induktoritena kasutati Cz. ja toornaftat. MATH testi
tulemused erinevate hidrofoobsete orgaaniliste solventidega nditasid, et A. venetianus tive
ICP1 raku pind on hidrofoobne. Kéesolev uurimistdd nditas, et A. venetianus ICP1 on
vOimeline lagundama alifaatseid susivesinikke ning seda bakterit vOiks kasutada naftareostuse

likvideerimiseks bioaugmentatsiooni meetodil.

Marksdnad: Acinetobacter venetianus, toornafta, alkaanid, alkaani hidroksilaasid,
hidrofoobsus
CERCS: B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, mikoloogia

Characterization of the degradation of alkanes in the Acinetobacter venetianus strain
ICP1

Oil pollution is a global problem as it causes serious environmental problems all over the world.
The present study examined the metabolic capability of Acinetobacter venetianus ICP1 to
degrade n-alkanes. The analysis of the full genome revealed that strain ICP1 has four alkane
hydroxylase genes (alkMa, alkMb, P450 and almA), which are dispersed in the genome in
separate operons. The expression of genes alkMa, alkMb and P450 was induced by n-alkanes
Co-Cs2 and crude oil. Expression levels of the almA gene were higher when C»2 and crude oil
were used as inductors. The result of the MATH assay with various hydrophobic organic
solvents showed that the cell surface of A. venetianus strain ICP1 is hydrophobic. The present
study indicates that A. venetianus ICP1 is capable of degrading aliphatic hydrocarbons.
Additional tests should be performed to test the effectiveness of the strain in removing oil
pollution by bioaugmentation.

Keywords: Acinetobacter venetianus, crude oil, alkane, alkane hydroxylase, hydrophobicity
CERCS: B230 Microbiology, bacteriology, virology, mycology
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KASUTATUD LUHENDID

AH - alkaani hudrokstlaas

AlkB, AIKM - membraaniseoseline alkaani hiidroksulaas

AlmA - flaviiniseoseline monooksiigenaas

AIKR - transkriptsiooni regulaator

bp - aluspaari (base pair)

MATH - mikroobne Kinnitumine susivesinikele (Microbial Adherence to Hydrocarbons)
ORF - avatud lugemisraam (Open Reading Frame)

P450 - tsutokroom

PCR - polumeraasi ahelreaktsioon (polymerase chain reaction)

rpm - pdoret minutis (revolutions per minute)

RUbA - rubredoksiin

RubB - rubredoksiini reduktaas

S - skvalaan

TN - toornafta

gRT-PCR - kvantitatiivne reaalaja pdordtranskriptsiooni polimeraasi ahelreaktsioon (real-time

quantitative reverse transcription polymerase chain reaction)



SISSEJUHATUS

Toornafta, mis on keerukas orgaaniliste (ihendite segu, on véaartuslik tooraine energeetikas ja
keemiatOostuses. Selle loodusliku tooraine to6tlemisel saadakse erinevaid tooteid nagu gaasid,
kitused, 6lid, plastik jne. Kaasajal on toornafta kaevandamine ja té6tlemine vaga intensiivne,
mistOttu on sagedased ka juhtumid, kus keskkonda satub toornaftat vdi sellest valmistatud
produkte. Naftareostus on ohtlik kogu elusloodusele ning seepdrast on oluline valja todtada
kiireid, efektiivseid ja keskkonnasdbralikke reostuse eemaldamise meetodeid. Uheks selliseks
meetodiks on biotervendamine, mille korral mikroobide abil lagundatakse naftas leiduvaid

alifaatseid ja aromaatseid susivesinikke.

Uheks toornafta komponendiks on alkaanid, mis koosnevad sisiniku ja vesiniku aatomitest.
Alkaanide lagundamiseks peab mikroorganism kulutama palju energiat, mistdttu ei ole see
bakterite seas levinud susiniku- ja energiaallikas. Samas leidub mikroorganisme, néiteks
hdimkondadesse Proteobacteria, Actinobacteria ja Firmicutes kuuluvad bakterid, mis on
vBimelised neid inertseid kullastunud sisivesinikke lagundama. Alkaanide biodegradatsioon
toimub ténu erinevatele alkaani hudroksulaasidele, mis jagatakse rihmadesse vastavalt

substraadiks olevate alkaanide ahela pikkusele.

Kéesoleva t00 eesmargiks on uurida India toornafta rafineerimistehase reoveepuhastist
isoleeritud Acinetobacter venetianus tiuve ICP1 n-alkaanide lagundamise geneetilist
potentsiaali ja alkaanide katabolismis osalevate geenide ekspressiooni erinevate induktorite
juuresolekul. Varasemalt on uuritud nimetatud tive vbimet lagundada fenooli, kuid seni

puuduvad teadmised tuve ICP1 metaboolsest voimekusest osaleda n-alkaanide lagundamisel.

Bakalaureusetto teostati Tartu Ulikooli molekulaar- ja rakubioloogia instituudis.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Toornafta ja keskkond

Toornafta on looduslikult esinev viskoosne vedelik, mille varvus varieerub helekollasest
mustani, s6ltuvalt selle keemilisest koostisest (Chandra jt., 2013). Tegu on keeruka orgaaniliste
Uhendite seguga, mis sisaldab valdavalt susivesinikke. Toornafta keemilised ja fuusikalised
omadused s6ltuvad oluliselt leiukohast, sisaldades keskmiselt 49% tstikloalkaane, 30% alkaane,
15% aromaatseid Uhendeid ja 6% asfalteene kogumahust. Véiksemates kogustes leidub ka
metall-orgaanilisi Ghendeid ja teisi orgaanilisi Uhendeid, mis sisaldavad hapnikku, lammastikku
ning vaavlit. (Head jt., 2006; Hyne, 2001)

Toornaftat kaevandatakse nii maismaal kui merel ning see on ks olulisemaid fossiilseid
kituseid. Toostusrevolutsiooni algusest tdnapdevani on toornafta kasutamine olnud véga
intensiivne, mistdttu ennustatakse, et seda jatkub veel 2014. aasta andmete kohaselt 53,3

aastaks (https://oilprice.com). Toornafta on vaartuslik tooraine nii energeetikas kui ka

keemiatoostuses. Kaevandatavast toormest maksimaalse kasu saamiseks toddeldakse toornaftat
naftatodtlemistehastes, kus erinevate protsesside (separeerimine, destilleerimine, krakkimine
jne) kaigus toodetakse erineva koostisega gaase, kutuseid ja olisid (Talvik, 1996). Need on
omakorda tooraineks naftakeemiattostustele, kus toodetakse nditeks plastikut, siinteetilisi
kiude jne (Gloyna ja Ford, 2020; Jafarinejad jt., 2019).

Toornafta ja selle toodete tarbimise ning té6tlemisega kaasnevad sageli keskkonnaprobleemid,
sest naftas leiduvad Uhendid on toksilised nii mikroorganismidele kui ka kdrgematele
eluvormidele, kaasa arvatud inimestele (Varjani ja Upsani, 2017; Benedek jt., 2016).
Naftasisivesinikud akumuleeruvad looma- ja taimekudedesse, pGhjustades nende surma voi
mutatsioone (Réveész jt., 2020). Samas leidub naiteks merevees mikroorganisme, mis kasutavad
alifaatseid ja aromaatseid susivesinikke susiniku- ja energiaallikana, sest looduslike protsesside
tulemusena imbub merekeskkonda ~600 000 tonni naftat aastas (National Research Council,
2003). Lokaalsed looduslikud lekked merepdhjas vdi maismaal on aga méarksa vaiksemad kui
need, mis tekivad tankeri- vOi puurtornidnnetuste korral, nditeks Deepwater Horizon puurtorni
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pblengu tagajarjel sattus 2010. aastal 4 kuu valtel Mehhiko lahte hinnanguliselt 780 000 m

toornaftat (https://www.britannica.com).

Suurteks reostuse allikateks on naftakeemia- ja rafineerimistehased, kus tekib palju reovett, mis
sisaldab orgaanilisi ja anorgaanilisi saasteaineid. (Kuyukina jt., 2020; Jafarinejad ja Jiang,
2019). Uheks reostusallikaks on lisaks tostustele ka linnades tekkiv sadevesi, mis sisaldab


https://oilprice.com/Energy/Energy-General/BPs-Latest-Estimate-Says-Worlds-Oil-Will-Last-53.3-Years.html
https://www.britannica.com/event/Deepwater-Horizon-oil-spill/Legal-action

tuhandeid erinevaid susivesinikke, sealhulgas naftasusivesinikke. Sisivesinikud satuvad
aravoolu peamiselt transpordist tuleneva reostuse tottu. Kuna erinevates toostusharudes ja
linnades tekib suures koguses reovett, mis sisaldavad naftaiihendeid, on jarjest olulisemaks
saanud efektiivsete reovee puhastamise tehnoloogiate valjatétamine, sealhulgas bioloogiliste

meetodite rakendamine. (Kuyukina jt., 2020; Jafarinejad jt., 2019; Varjani ja Upsani, 2017)

1.1.1. Toornafta toéotlemistehased ja nende reoveepuhastid

Naftatootlemistehastes ehk rafineerimistehastes eraldatakse toornaftast esmalt selles
lahustunud gaasid ja vesi. Seejarel viiakse labi fraktsioneeriv destilleerimine (liksikud paljudest
uhenditest koosnevad fraktsioonid), mille kaigus saadakse naiteks bensiin, ligroiin, petrooleum
ja masuut, kokku eraldatakse tldiselt enam kui 60 tehnilist produkti (Talvik, 1996). Bensiini,
kui kbige enam kasutatava toote saagise suurendamiseks krakitakse (t66tlemine kdrgel
temperatuuril ja rohul) fraktsioone, mille keemistemperatuur on Gle 200 kraadi, naiteks
ligroiini. Need on vaid Uksikud néited naftatootlemistehase tootmisprotsessidest. (Jafarinejad
ja Jiang, 2019)

Euroopas toddeldakse aastas umbes 700 miljonit tonni naftat ligikaudu 100
naftatootlemistehases. Tehaste heitmete tilp ja kogus on tavaliselt hésti teada. Peamised
Ohusaasteained on susiniku, lammastiku ja vaavli oksiidid, pdlemisprotsessides tekivad tahked
osakesed ja lenduvad sisivesinikud. Vee tarbimise vahendamiseks plutakse vdimalikult palju
vett taaskasutada erinevates tehnoloogilistes etappides. Tekkiv reovesi sisaldab alifaatseid ja
aromaatseid susivesinikke, sulfiide, ammooniumi, tstaniide ja tahkeid osakesi (sisaldavad
metalliioone ja anorgaanilisi hendeid). Tahketest jaatmetest moodustavad suure osa 6liga/dlita
setted mahutite pohjadest vdi reoveepuhastist ning mitmesugused vedelad, poolvedelad voi
tahked jaatmed (nt saastunud pinnas, kasutatud katalUsaatorid ja aktiivsisi, tuhk jne).

(https://eippcb.jrc.ec.europa.eu)

Reovett tekib tehases erinevate tootmisprotsesside etappides, néiteks aurukondensatsioonil,
seadmete ja mahutite puhastamisel, krakkimisel, aromaatsete Uhendite tootmisuksustes, aga ka
tehnilise vea tottu vOib jahutusvesi saastuda. Tehaste territooriumid on suured, mistdttu on
suured ka territooriumilt kokku kogutavate sadevete hulgad. (Jafarinejad ja Jiang, 2019)
Kirjanduse andmetel jouab naftatéotlemistehasesse tarnitud veest 80-90% reoveepuhastisse
ning sOltuvalt tootmisprotsessist tekib 1 Uhiku toornafta tootlemisel 0,4-1,6 Ghikut reovett
(Coelho jt., 2006). Naiteks 2015. aastal tarbiti maailmas 0dpdevas 95 miljonit barrelit
toornaftat, mille tootlemisel tekkis hinnanguliselt 66pdevas 38-152 miljonit barrelit reovett

(Jafarinejad ja Jiang, 2019). Euroopas on osades tehastes viidud reovee maht tasemele 0,5 m®
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https://eippcb.jrc.ec.europa.eu/sites/default/files/2020-03/superseded_ref_bref-0203.pdf

reovett 1 tonni toornafta kohta, kuid kogused sdltuvad oluliselt té6deldava nafta koostisest ning

kasutatavatest tehnoloogilistest protsessidest (https://eippcb.jrc.ec.europa.eu). Reovee hulk

vOib sbltuda ka tehase asukohast, néiteks Indias asuva tehase puhasti sissevoolu hulk suureneb

vihmaperioodil kuni kaks korda vérreldes kuivaperioodiga (vastavalt kuni 700 m® h™! ja 350

m® h™1) (https://www.scribd.com). Piirkondades, kus puhta vee hulk on piiratud, on véga

oluline reovee efektiivne puhastamine ja taaskasutamine (naiteks jahutusveena) (Ahmadun jt.,
2009).

Rafineerimistehases on kasutatavad jargmised reovee td0tlusprotsessid: primaarne,
sekundaarne, bioloogiline ja kolmanda astme t66tlus ehk jareltootlus (Joonis 1). Esmase ehk
primaarse tootlemise kaigus toimub 6li ja vee kihtide eraldamine. Juhul kui see ei dnnestu
esimese korraga, korratakse seda etappi veelkord, et eraldada voimalikult palju litilkasid.
Kogutud &li segatakse toornaftaga ning suunatakse uuesti tehasesse. (Jafarinejad ja Jiang, 2019)

Tobstusiiksuse
reovesi

Protsessi-
sisene
tootlemine

Puhastamata Primaarne Sekundaarne T e Kolmanda
reovesi Blifvee olifvee tB5tlus Setitamine astme Puhastatud reovesi
-

- eraldamine Ml eraldamine [ puhastus

Tahkete - .
Utiliseerimine
jadtmete .

kditlemine
Uhtlustamine

Tahkete
jddtmete
kaitlemine

Utiliseerimine/dli taaskasutamine

Oli taas- Utiliseerimine/ali taaskasutamine
kasutamine

Joonis 1. Naftatootlemis- ja keemiatehaste reoveepuhastite lihtsustatud skeem (modifitseeritud
joonis, Jafarinejad ja Jiang, 2019).

Bioloogilise to6tluse kéigus lagundatakse vees olevad &lid ja teised orgaanilised saasteained
mikroobide (bakterid, parmid ja mikroseened) abil (Zobell, 1973). Bioloogilised
puhastusprotsessid viiakse tavaliselt l&bi aereeritud laguunides voi aktiivmudareaktorites.
Nende tehnoloogiate miinuseks on see, et need vajavad suuri maa-alasid, kuid tihedalt asustatud

piirkondades, naiteks linnades, pole see voimalik. Seepérast on hakatud kasutama ka biofilmil


https://eippcb.jrc.ec.europa.eu/sites/default/files/2020-03/superseded_ref_bref-0203.pdf
https://www.scribd.com/doc/98405308/A-visit-to-Uran-Plant-of-ONGC

pdhinevaid reaktorsiisteeme (biotower). (Vendramel jt., 2015) Biofilmil pdhinevate meetodite
eeliseks vOrreldes teiste susteemidega on see, et selle koostises olevad mikroobid suudavad
paremini taluda toksilisi saasteaineid (Hamoda jt., 1998).

Puhastusprotsessi kolmandas astmes toimub jarelt6otlus, kus bioloogilise puhastuse etapi
labinud vesi juhitakse labi liiva- voi aktiivsOefiltrite vOi toimub puhastamine keemilise
okslideerimise teel. Viimasel ajal on hakatud kasutama ka membraanfilter tehnoloogiat, et
parandada loodusesse juhitava vee kvaliteeti. Valtimaks tootmisprotsessist s6ltuvaid reovee
koostise kdikumisi, kasutatakse tehaste reoveepuhastites kogumis- ja uhtlustusbasseine, mis
vOivad paikneda kas primaarse voi sekundaarse puhastusetapi ees vdi jarel (Joonis 1).
(Jafarinejad ja Jiang, 2019)

Naftatootlemistehastes tekib peotsesside kaigus lisaks reoveele ka tahkeid jaatmeid, nditeks
muda (6liga/6lita), suitsugaaside vaavlitustamisel tekkinud jaatmed, lendtuhk, pdéletustuhk,
kasutatud aktiivsusi, filtrite tolm, anorgaanilised soolad, kasutatud katallisaatorid, bituumen,
kasutatud hapete ja aluste lahused jne (https://eippcb.jrc.ec.europa.eu). Need jadtmed, mida ei

ole vdimalik taaskasutada, pOletatakse vOi viiakse prigilatesse. Jadtmete kaitlemisel
kasutatakse kas fudsikalisi (filtreerimine, tsentrifuugimine jne), keemilisi (kapseldamine,
stabiliseerimine, neutraliseerimine jne) voi bioloogilisi meetodeid. J4&tmete pdletamisel
kasutatakse spetsiaalseid pdletusahje (pOletusgaaside koostist kontrollitakse) ning tekkinud
soojus ja energia taaskasutatakse. (IPIECA, 2014)

1.1.2. Naftasaadustega saastunud keskkonna puhastamise meetmed

Toornafta vOib sattuda keskkonda nii looduslike protsesside kui ka inimtegevuse tdttu,
pdhjustades seal tdsiseid keskkonnaprobleeme (Varjani ja Upsani, 2017; Benedek jt., 2016).
Néiteks veekeskkonda sattumisel, véivad naftas sisalduvad susivesinikud kahjustada
veeorganisme (Révész jt., 2020). Naftareostuse likvideerimiseks nii pinnasest Kkui
veekeskkonnast on vélja tootatud erinevaid puhastamise meetodeid, mida kasitletakse

kéesolevas peatiikis.

Naftareostused merekeskkonnas on saanud tlemaailmseks probleemiks peamiselt toornafta
kaevandamise ja transportimise tottu. Nafta merre sattumisel voib see aurustuda, lahustuda,
emulgeeruda ja settida (Joonis 2). Samuti levib nafta veekeskkonnas tanu hoovustele ja tuulele
ning joudes rannikule vdib see kahjustuda sealset 6koslisteemi. (Tansel, 2013; Stankovich ja
Simeonova, 2018) Naftareostuse likvideerimisel kasutatavate puhastustehnikate valimisel on
oluline kindlaks madarata 6li tiiiip ja hulk ning rannajoone geoloogia. Oluliseks parameetriks on
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https://eippcb.jrc.ec.europa.eu/sites/default/files/2020-03/superseded_ref_bref-0203.pdf

ka saastunud territooriumi elustik, sest tehnika valimisel ei tohi Okosiisteemi kahjustada.
Meetodeid, mida puhastamiseks kasutada on erinevaid. Uheks viisiks on passiivne 0li
eemaldamine, mis h6lmab looduslikke protsesse vOi looduslike/sunteetiliste adsorbeerivate
materjalide kasutamist. Looduslikeks protsessideks on nditeks fotooksiidatsioon, aurustumine
ja  biolagundamine. Viimase protsessi puhul lisatakse saastunud alale kas
looduslikke/geneetiliselt muundatud mikroorganisme ja/vdi toitaineid, mis tdstavad sealsete
looduslike mikroobide hulka ning metaboolset aktiivsust (Stankovich ja Simeonova, 2018;
Baniasadi, 2018). Mikroorganismid lagundavad saasteained kas téielikult vOi osaliselt,
lahteainest ning metabolismiradadest sdltuvalt vdivad tekkivad vahethendid olla keskkonnale
kahjutud voi toksilised (Agamuthu jt., 2013). Rannikule jéudnud reostust saab kdrvaldada ka
mehaaniliselt, tehes seda kasitsi vOi kasutades vaakum, madal- voi kdrgsurvepesu
tehnoloogiatel pdhinevaid seadmeid. Eemaldatud &li ja sellega kokku puutunud materjalid
kogutakse kokku ning suunatakse kas pdletamisele vBi kompostimisele. (Stankovich ja

Simeonova, 2018)

. ) oksudeerumine =~
levimine aurumine - levimine

*= emulgeerumine ’

biodegradatsioon m

Joonis 2. Merre sattunud naftaga toimuvad protsessid (modifitseeritud joonis;
https://www.itopf.org).

Merel naftareostuse likvideerimisel kasutatakse fulsikalisi, keemilisi, termilisi ja/vOi
bioloogilisi meetodeid. Flusikaliste meetodite rakendamisel kasutatakse erinevaid tdkkeid
nagu poome, skimmereid ja absorbeerivaid materjale, et véltida dli edasist levikut. Peale leviku
kontrolli alla saamist kasutatakse kemikaale nagu dispergeerijad ja tahkestajad, et muuta 6li

keemilisi ja fulsikalisi omadusi. Termilise meetodi puhul on vdimalik &lireostust Kiiresti
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likvideerida, kuid seda ei saa kasutada tugeva tuule korral, lisaks ohustavad p&letamisel
tekkivad korvalproduktid inimeste tervist ning keskkonda. Bioloogilistes puhastusmeetodites
kasutatakse mikroobe, mis suudavad lagundada susivesinikke. (Dave ja Ghaly, 2011) Lisaks
tavaparastele meetmetele on valja tootatud erinevaid kérgtehnoloogilisi meetodeid. Naiteks
paikeseenergial to6tav robot imab 6liga reostunud vee endasse, puhastab selle nanotehnoloogiat
kasutades ning juhib puhta vee tagasi ookeani. Suurt edu on andnud ka naftareostuse
eemaldamisel rauaosakestel pohineva nanotehnoloogia kasutamine, kus 0li muudetakse

magnetiliseks ja seejarel kasutades magnetit eraldatakse veest. (https://www.engineering.com)

Lisaks reostusele veekeskkonnas vdib naftasaadustega saastuda ka maapind, millega vdib
kaasneda ka vee ja 6hu reostus (Okoh jt., 2020). Nafta v3ib sattuda pinnasesse selle
kaevandamisel, transportimisel torujuhtmete voi veokitega ning kituseterminalidest ja
tanklatest (Ahmad jt., 2020; Rhykerd jt., 1995). Reostuse likvideerimisel on kasutusel
fllsikalised, keemilised ja bioloogilised tehnoloogiad, mida rakendatakse kas saastunud alal
(in situ) vOi transporditakse pinnas puhastamiseks kohaldatud alale (ex situ). Flusikaliste
meetodite puhul eemaldatakse saastunud muld keskkonnast ja pestakse vOi ekstraheeritakse
orgaaniliste lahustitega, et eraldada naftaiihendid. (Ezeji jt., 2007; Okoh jt., 2020) Reostuse
stabiliseerimiseks kasutatakse keemilisi meetodeid (kapseldamine, seondumine pindadele),
mille abil muudetakse reoaine pinnases vdhem liikuvamaks (Kriipsalu jt., 2016). Pdletamise
(keemiline ja fulsikaline meetod) kdigus muudetakse toornafta ja teised mirgised Uhendid
stabiilseteks mittetoksilisteks aineteks nagu vesi, sisinikdioksiid ja lammastikoksiid, kuid
oluline on kontrollida pdletusgaaside koostist ja ladustada tuhk (Ezeji jt., 2007). Ulatuslike
reostuste puhul on rakendatud ka biotervendamist, kus kahjulike ainete lagundamiseks
kasutatakse elusorganisme (Kriipsalu jt., 2016; Balba jt., 1998). Biotervendamise ehk
bioremediatsiooni eeliseks teiste meetodite ees on see, et tegu on keskkonnasdbraliku ja
suhteliselt odava tehnoloogiaga (Kriipsalu jt., 2016). Bioremediatsiooni tiheks alaliigiks on ka
flitoremedatsioon ehk taimtervendamine, milles kasutatakse taimede abi pinnases leiduvate

saasteainete eemaldamiseks (De Boer ja Wagelmans, 2016).

Naftareostus nii maismaal kui veekeskkonnas vdib pdhjustada tdsiseid keskkonnaprobleeme,
mistdttu on kiire reageerimine reostuse likvideerimisel oluline. Vélja on too6tatud erinevaid
puhastustehnoloogiaid, nende seast sobiva valimisel tuleb silmas pidada eelkdige reostuse
pbhjustanud 61i omadusi. Puhastusmeetmed, mis vdivad olla nii fulisikalised, keemilised kui ka
bioloogilised, peaksid olema vdimalikult keskkonnas6bralikud ja ei tohiks kahjustada

saastunud piirkonna 6koststeemi.
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1.2. Alkaanid

Alkaanid on killastunud susivesinikud, mis koosnevad susiniku ja vesiniku aatomitest. Nende

molekulid vdivad olla lineaarsed (n-alkaanid), hargnenud (iso-alkaanid) voi tsuklilised (cyclo-

alkaanid) ja sdltuvalt ahela pikkusest esinevad alkaanid toatemperatuuril gaasilises, vedelas voi

tahkes olekus (Tabel 1). Alkaanid, millel on tks kuni neli siisiniku aatomit on gaasilises olekus.

Viie kuni viieteistkimne stsiniku aatomiga molekulid on vedelad ning kaheksateistkiimne voi

enama suisiniku aatomiga alkaanid tahkes olekus. (Labinger ja Bercaw, 2002)

Tabel 1. Erineva ahelapikkusega alkaanide nimetused ja nende molekulaarsed valemid ning

flsikaline olek toatemperatuuril (Labinger ja Bercaw, 2002)

Alkaani nimi Molekulaarne valem Flusikaline olek
metaan CH,4 gaasiline
etaan CoHs gaasiline
propaan CsHs gaasiline
butaan CsH1o gaasiline
pentaan CsHiz vedel
heksaan CeHus vedel
heptaan C/His vedel
oktaan CeHis vedel
nonaan CoH2o vedel
dekaan CioH22 vedel
dodekaan C12H26 vedel
tetradekaan CuHzo vedel
heksadekaan Ci6Has vedel
oktadekaan CigHzs tahke
eikosaan CaooHa2 tahke
dokosaan Ca2Hso tahke
heksakosaan CogHs4 tahke
dotriakontaan Ca2Hes tahke

Alkaanid on htdrofoobsed ning vees halvasti lahustuvad, homoloogilises reas susinikuahela

pikenedes suureneb ainete tihedus, sulamis- ja keemistemperatuur (Martma, 2005). Alkaanid
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on keemiliselt inertsed, sest C-C ja C-H sideme I6hkumiseks kulub palju energiat, mistdttu
tuleb aktiveerida molekulis C-H side ehk o-side, et saaks vdimalikuks alkaani osalemine
keemilistes reaktsioonides. (Labinger ja Bercaw, 2002)

Toornafta, mille peamiseks koostisosaks on alkaanid, on tekkinud maapéues miljoneid aastaid
tagasi ladestunud orgaanikarikkast zooplanktoni, taimede ja vetikate Kkihtidest kdrgel
temperatuuril ja rohul. Alkaane toodavad oma elutegevuse kéigus ka mdned elusorganismid,
néiteks arhed, bakterid, taimed ja loomad. Samas leidub mikroorganisme (baktereid, seened ja
parmid), mis on voimelised lagundama alkaane (aeroobselt v0i anaeroobselt) ja kasutama neid

molekule sisiniku- ja energiaallikana. (Widdel ja Rabus, 2001)
1.2.1. Alkaanide lagundamise rajad

Paljud grampositiivsed ja gramnegatiivsed bakterid suudavad lagundada erineva pikkusega
alkaane, kasutades neid susiniku- ja energiaallikana (Ayala ja Torres, 2004). Néiteks paljudel
hdimkondadesse Proteobacteria, Actinobacteria ja Firmicutes kuuluvatel bakteritel on
mitmekillgne metabolism ning nad ei kasuta teiste siisinikuallikate olemasolul alkaane esimese
substraadina, sest tegu on inertsete ning vees halvasti lahustuvate molekulidega ja nende
lagundamine on energiakulukas. Samas on isoleeritud baktereid, millele alkaanid ongi
peamiseks energiaallikaks, neid nimetatakse alkanotroofideks. Sellise metabolismiga bakter on
naiteks mereveest isoleeritud Alcanivorax borkumensis. (van Beilen ja Funhoff, 2007a)
Perekonda Alcanivorax kuuluvate tivede arvukused puhtas merevees on madalad, kuid
naftareostuse korral tduseb nende arvukus kiiresti, mistdttu arvatakse, et nendel bakteritel voib
olla oluline roll reostuse eemaldamisel. Nimetatud bakterid suudavad lagundada ka hargnenud

ahelaga alkaane. (Gregson jt., 2019)

Alkaanide biodegradatsioon saab toimuda bakterites aeroobselt vOi anaeroobselt. Esimesel
juhul on elektronide aktseptoriks hapnik. Teisel juhul kasutatakse elektroni aktseptorina
nitraati, rauaiooni, sulfaati vO&i susihappegaasi. (Widdel ja Rabus, 2001) Aeroobsel
biodegradatsioonil vdib mikroorganismis eksisteerida korraga terminaalne ja subterminaalne
oksudatsioonirada (Joonis 3). Terminaalse oksilidatsiooni puhul algab n-alkaani, mis sisaldab
kahte vdi enamat sisiniku aatomit, lagundamine mettulrihma okstideerimisega, mille kdigus
saadakse primaarne alkohol. Edasisel alkoholi okslideerumisel saadakse aldehtitid, millest tekib
16puks rasvhape. Rasvhappest saadakse B-oksudatsioonil CoA-ga konjugeerides atsetutl-CoA.
(van Beilen jt., 2003) Diterminaalse raja kaudu saadakse n-alkaani terminaalsete

metiitilrihmade oksiideerumisel dikarboksiitilhape, mis siseneb samuti -okstidatsiooni ratta
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(Coon, 2005). Subterminaalse okstidatsiooni puhul tekib sekundaarne alkohol, mille edasisel
oksudatsioonil saadakse ester. Saadud produkti hidrolutsimisel tekib alkohol ja rasvhape.
Sarnaselt terminaalsele oksilidatsioonile saadakse rasvhappest -oksldatsioonil atsetiiil-CoA
(Joonis 3).

CH, — (CH,), — CH,— CH,
_n-alkaan —_

| terminaalne [~ ~— subterminaalne |
CH; — (CH,), — CH, EHZGH * QH
primaarne alkohol CH; — (CH,), —CH—-CH,
MAD* = sekundaarne alkohol
MADH NAD* =
CH; — [CH,), — CH, — CHO NADH--'i
aldehiiiid
MAD* = g Hzo ':Hi - {':I-.I.Z..]n N a CHi
MADH . metiililketoon
NAD* == 0,
CH; — (CH,), — CH, — COOH NADH ., H;0

rasvhape

CH; — [CH,),— 0 — EL —CH,

atsetiitilester
H0y

CH; — (CH,), 2 — CH,OH ="
primaarne alkohol
_ rasvhape «~

|' diterminaalne |"

HOOC — (CH,}, — CH, — COOH

dikarbiiksiiiilhape “atsetaat

‘-| B-oksm }' —

|

atsetiilil-CoA

Joonis 3. Alkaanide aeroobne biolagundamine (modifitseeritud joonis; Singh jt., 2012).

Uheks vahem uuritud aeroobseks oksiidatsioonirajaks on Finnerty rada, mis on omane naiteks
Acinetobacter sp. tivele HO1-N. Selles rajas oksilideeritakse pika ahelaga n-alkaanid
dioksugenaasi poolt n-alkudlhtdroperoksiidideks. Seejarel saadakse peroksuhape ja

alkulaldehiitid ning 18pp-produktiks on rasvhape. (Ji jt., 2013)

Anaeroobset alkaanide biodegradatsiooni on védhem uuritud, sest anaeroobid kasvavad
aeglasemalt ning nende substraadispekter on kitsam kui aeroobidel (Widdel jt., 2010).
Alkaanide anaeroobse lagundamise uurimise kaigus on tuvastatud kaks rada: fumaraadi liitmise
rada ja karboksullimise rada (Ji jt., 2013). Esimese puhul aktiveeritakse alkaan
subterminaalselt fumaraadi molekuli liitmisega, mille tulemusel saadakse alkuulsuktsinaat
(Kniemeyer jt, 2007; Ji jt., 2013). Tekkinud vahelihend lagundatakse sulfaati voi nitraati
redutseerivate vOi denitrifitseerijate bakterite poolt B-okstdatsiooni rajas. Ainult sulfaati
redutseerival Desulfobacterium sp. tivel Hxd3 on kirjeldatud rada, kus alkaanist tekib

subterminaalsel karbokstleerimisel rasvhape (happe riithm kolmanda sisiniku juures). Jargneb
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kahe terminaalse susiniku aatomi elimineerimine ning n-rasvhappe B-oksldatsioon. (So jt.,
2003)

1.2.2. Alkaani hiidroksilaaside mitmekesisus

Alkaani hudroksulaasid ehk monooksiigenaasid jagatakse riilhmadesse vastavalt sellele, millise
ahela pikkusega alkaane nad lagundavad (van Beilen ja Funhoff, 2007a). Esimesse ensiiimide
rihma kuuluvad metaani monooksugenaasid (MMO), mida on kirjeldatud metanotroofidel (on
vOimelised kasutama metaani energiaallikana). Monooksligenaasid oksiideerivad metaani,
etaani, propaani ja butaani ehk C1—C4 alkaane ja neid vdib esineda mikroorganismides kahes
vormis: membraaniseoseliselt (PMMO) ja tsttoplasmaatiliselt (SMMO). (Ayala ja Torres,
2004) pMMO, mida on kirjeldatud k&ikides metanotroofides, ekspresseeritakse vaseioonide
olemasolul ja on suhteliselt kitsa substraadi spetsiifilisusega (Ji jt., 2013; Ayala ja Torres,
2004). Madalatel vaseioonide kontsentratsioonidel ekspresseeritakse aga SMMO-d nditeks
metanotroofides Methylococcus capsulatus ja Methylosinus trichosporium tiives OB3b (Ayala
ja Torres, 2004; Rosenzweig jt., 1993). SMMO-I on vorreldes pMMO-ga lai substraadi
spetsiifilisus ning okstdeerib nii killastunud alkaane kui ka aromaatseid ja kloroaromaatseid
uhendeid (McDonald jt., 2006).

Teise riihma moodustavad membraaniseoselised alkaani hidroksulaasid (AH), mis lagundavad
keskmise pikkusega vGi pikki alkaane (Cs—C24) kasutades NADH vdi NADPH redutseerivaid
ekvivalente (Singh jt., 2012). Mdned hdimkonna Actinomycetes esindajad on vdimelised
hidroksileerima ka pikema ahelaga alkaane (kuni Cz2), enamasti on sel juhul AH seotud
rubredoksiini valguga (Nie jt., 2014). Samuti on leitud, et osadel juhtudel on need enstimid
vBimelised okslideerima ka gaasilisi alkaane nagu propaan ja n-butaan (Johnson ja Hyman,
2006). AH koosneb kolmest valgust - membraaniseoselisest hiidroksulaasist ja tsiitoplasma
valkudest - rubreodoksiinist ning rubredoksiini reduktaasist (Ayala ja Torres, 2004).
Membraaniseoselistele alkaani hudroksilaasidele on omane konserveerunud motiiv
NYXEHYG (L/M), mis on vajalik enstiumi aktiivsuse jaoks (Singh jt., 2012). Kadige
pdhjalikumalt on uuritud Pseudomonas putida GPol tlvest périnevat alkaani hudrokstlaasi,
AlkB, mis on vBimeline lagundama alkaane pikkusega Cs-C13. Tegu on membraaniseoselise
mitteheemse kahte raud(I1)iooni sisaldava monookstigenaasiga (van Beilen ja Funhoff, 2007a),
mis viib 1&bi n-alkaanide terminaalset oksudatsiooni. (van Beilen jt., 1994) Valk saab
oksudatsiooniks vajaminevaid elektrone rubredoksiinilt (AIKF ja AIKG) ja rubredoksiini
reduktaasilt (AIKT) (Kok jt., 1989; van Beilen jt., 2001).
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Joonis 4. Rhodococcus tivede NRRL B-16531 ja Q15, Pseudomonas putida GPol,
Acinetobacter sp. tiivede ADP-1 ning M-1 alk-geenide operonide vordlus. Noolte vérvide
tahendused: mustad - alkaani hudroksulaasid; helehallid - rubredoksiinid; tumehallid -
rubredoksiini reduktaasid; viirutatud - transkriptsiooni regulaatorid; vertikaalselt triibulised -
muud alk-geenid; valged - ei kuulu alk-geenide koosseisu. Noole suund néitab transkriptsiooni
suunda. (modifitseeritud joonis; Whyte jt., 2002)

Alkaani hudrokstlaasid on looduses laialt levinud, bakterite hulgas on neid kirjeldatud nii
grampositiivsetel kui ka gramnegatiivsetel bakteritel, nditeks perekondade Rhodococcus,
Pseudomonas ja Acinetobacter liikmetel (Nie jt., 2014; Ayala ja Torres, 2004). Kuigi on
isoleeritud mitmeid mikroorganisme, mis on voimelised alkaane lagundama, on nende AH
ststeemide geneetilisi omadusi suhteliselt vahe kirjeldatud. Pseudomonas putida tiive GPol
puhul paiknevad alkaani hudroksilaasi geenid OCT plasmiidi kahes erinevas lookuses.
Acinetobacter sp. tivede ADP1 ja M-1 puhul on tegemist kromosomaalsete geenidega, mis
paiknevad kolmes erinevas lookuses (Joonis 4). Acinetobacter sp. M-1 puhul on leitud, et tlvi

omab kahte alkaani hldroksilaasi geeni (alkMa ja alkMb) ning perekonda Rhodococcus
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kuuluvatest tivedest NRRL B-16531 ja Q15 on leitud lausa neli AH homoloogi (alkB1, alkB2,
alkB3 ja alkB4; Joonis 4.). (Whyte jt., 2002) Need bakterid, millel on mitu alkaani
hidroksulaasi, on enamasti vdimelised lagundama laiemat n-alkaanide vahemikku, kui vaid
Uhte AH omavad tived (Nie jt., 2014).

Lihikese ja keskmise ahela pikkusega alkaane lagundavad tsutokroom P450 CYP153
perekonda kuuluvad terminaalsed monooksiigenaasid. Tegu on heemvalkudega, mis koosnevad
hidrokstlaasist ja reduktaasist ning kasutavad kofaktorina NAD(P)H-d. (Ayala ja Torres,
2004) P450 monooksugenaase on avastatud peaaegu kdigis elu domeenides (Ji jt., 2013).
Enamasti on need ensulimid membraaniseoselised, aga leidub ka tsttoplasmaatilist tstitokroom
P450. (Ayala ja Torres, 2004) Naiteks Mycobacterium sp. CYP153 klass | kuuluv
monooksiigenaas on tsutoplasmaatiline ja vBimeline lagundama alkaane pikkusega Ce—Ci1
(Funhoff jt., 2006). Ensutmi P450 kodeerivate geenide jarjestusi on leitud hdimkondadesse
Proteobacteria, Actinobacteria ja Planctomycetes kuuluvate bakterite genoomides (Nie jt.,
2014).

Pika ahelaga alkaanide (>C20) lagundamises osalevad monooksigenaasid LadA ja AlmA
(Singh jt., 2012). LadA on flaviinist sdltuv okstigenaas, mis kuulub lutsiferaasi valkude
perekonda. Tegu on kahekomponentse valguga, mis koosneb NAD(P)H-sdltuvast flaviini
reduktaasist ja monooksiigenaasist. (Li jt., 2008) LadA eraldati esmakordselt Geobacillus
thermodenitrificans NG80-2 tiivest ja leiti, et ensuim suudab lagundada alkaane, mille ahela
pikkused on véhemalt Ci5-Czs VOi enam (Ji jt., 2013). Acinetobacter’i tivest DSM17874
avastatud almA on flaviiniseoselist monooksiigenaasi kodeeriv geen (Throne-Holst jt., 2007),
mis osaleb Cs2 vOi pikemate alkaanide lagundamises (Ji jt., 2013). Kirjanduse andmetel on

almA geen levinud pikki alkaane lagundavatel merebakteritel (Wang ja Shao, 2012)

1.3. Perekond Acinetobacter

Perekond  Acinetobacter  (ladina k.  Acineto-  mitteliikuv;  bacter-  pulk)

(https://Ipsn.dsmz.de/genus/acinetobacter) on looduses laialt levinud, neid leidub nii vees,

mullas, elusorganismides kui ka inimese nahal (Bérézin ja Towner, 1996). Perekond, kuhu

kuulub 82 liiki, on osa hdimkonnast Proteobacteria (https://Ipsn.dsmz.de/genus/acinetobacter)

(Tabel 2). Fenotiilibiliste omaduste poolest on tegu gramnegatiivsete kokobatsillidega, mis on
ranged aeroobid, mitteliikuvad, katalaas positiivsed ja okslidaas negatiivsed. (Bérézin ja
Towner, 1996)
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Tabel 2. Perekonna Acinetobacter taksonoomia (https://Ipsn.dsmz.de/genus/acinetobacter)

Sustemaatika Nimi
riik Bacteria
hdimkond Proteobacteria
klass Gammaproteobacteria
selts Pseudomonadales
sugukond Moraxellaceae
perekond Acinetobacter

Perekonda Acinetobacter kuuluvad tiived on mitmekesise metabolismiga (Towner, 1997),
mistottu on nad dratanud huvi nii meditsiinilises, keskkonnaalases kui ka biotehnoloogilises
mottes (Abdel-El-Haleem, 2003). Esimest perekonda Acinetobacter kuuluvat bakterit
Acinetobacter calcoaceticus (esimene nimetus oli Micrococcus calcoaceticus) Kirjeldati aastal
1911 (Howard jt., 2012). Perekonda kuulub ka patogeenseid liike néiteks Acinetobacter
baumannii, mis on seotud paljude haiglainfektsioonidega ja pohjustab kuseteede infektsiooni,
meningiiti, kopsupdletikku jne. A. baumannii poolt pohjustatud infektsioonid ei allu sageli hésti
antibiootikumiravile, sest tlvi on vdimeline Kiiresti omandama resistentsust erinevate
antibiootikumide suhtes, lisaks on ta kuival pinnal elujéuline vdhemalt 10 paeva. (Towner,
1997)

Acinetobacter’id on saanud suuremat tdhelepanu keskkonnatehnoloogilistes rakendustes
(Fondi jt., 2016), sest nad on vOimelised osalema erinevate orgaaniliste (polutsuklilised
aromaatsed Uhendid, alkaanid, fenoolid) ja anorgaaniliste (raskemetallid) saasteainete
biolagundamises. Selle omaduse t6ttu on neid vBimalik kasutada ohtlike jaatmetega (naiteks
toornafta, kitused jne) saastunud keskkonna puhastamisel. (Abdel-El-Haleem, 2003; Czarny
jt., 2019)

Perekonda Acinetobacter kuuluvad tlived on silma jd&nud ka biotehnoloogilistes rakendustes,
sest mdned neist on vdimelised produtseerima erinevaid bioemulgaatoreid ja pindaktiivseid
aineid (Abdel-El-Haleem, 2003), mida kasutatakse nii nafta-, toidu-, meditsiini-, farmaatsia-,
keemia-, paberi- ja tselluloosi, tekstiili- kui ka kosmeetikatoostuses. Looduslikud emulgaatorid
ja pindaktiivsed ained on koérgelt hinnatud ja nende vaartus maailmaturul aina kasvab.
(Mujumdar jt., 2019)
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1.3.1. Hudrofoobsete Gihendite omastamine perekonnas Acinetobacter

Acinetobacter’itel on hidrofoobne rakupind ja nad on suutelised kleepuma hiidrofoobsetele
pindadele (Ishii jt., 2004). Samuti on nad vdimelised omastama hudrofoobseid Uhendeid,
naiteks toornaftas sisalduvaid n-alkaane, l4bi rakumembraani. Alkaani omastamise
mehhanisme on perekonnas Acinetobacter erinevaid, néiteks A. venetianus RAG-1 toodab
selleks emulgaatorit emulsaani (Goldman jt., 1982). Bioemulgaatorite olemasolul kiireneb
bakterite kasv, sest paraneb hldrofoobsete ainete kéttesaadavus lahustuvuse ning pindadelt
desorptsiooni suurenemise tottu. Samuti on naidatud, et neil on oluline roll ka
mikroorganismide kinnitumisel ja eraldumisel erinevatele pindadele. Lisaks emulsaani
eritamisele, on RAG-1 rakkudel v6ime kinnituda spetsiifiliselt hiidrofoobsetele substraatidele,
kasutades selleks kas hudrofoobseid fimbriaid, piilisid, valismembraani lipiide ja valke voi
rakupinna molekule. (Ron ja Rosenberg, 2014) Peale n-alkaani omastamist labi rakumembraani

jargneb sellele astmeline oksiidatsioon rakus.

1.3.2. Alkaanide lagundamine perekonnas Acinetobacter

Perekonna Acinetobacter liikmed on vBimelised lagundama toornaftas leiduvaid n-alkaane,
mille ahela pikkus on vahemikus Cs-Cas (Bihari jt., 2007). Selleks kasutavad Acinetobacter”id
erinevaid alkaani hiidroksulaase: keskmise ja pika ahelaga alkaanide lagundamiseks heemvalku
tsutokroom P450, luhikese ja keskmise ahelaga alkaanide lagundamiseks membraaniseoselist
AlkB-tiipi alkaani hudroksilaasi AIKM (Nie jt., 2014) ning pikema ahelaga alkaanide
lagundamiseks flaviiniseoselist hiidrokstilaasi AImA (Throne-Holst jt., 2007).

Acinetobacter’i tivedel kirjeldatud membraanisesoselised alkaani hudroksulaasid, AIKM,
sisaldavad sarnaselt Pseudomonas oleovorans tiuves GPol iseloomustatud AIkB valgule
kaheksat konserveerunud histidiini jadki, kuid alk geenide paigutus genoomis on tiivedel taiesti
erinev (Ratajczak jt., 1998a). Kui P. oleovorans tuives paiknevad geenid alkBFGHJKL ja alkST
OCT plasmiidi kahes erinevas osas (van Beilen ja Funhoff, 2007a) siis Acinetobacter sp. tlivede
ADP1 (Ratajczak jt., 1998b) ja M-1 (Tani jt., 2001) puhul paiknevad alk geenid hajusalt
kromosoomis ning Acinetobacter sp. tives VE-C3 kahes plasmiidis: pAV1 ja pAV2 (Decorosi
jt., 2006). Joonisel 4 on naidatud Acinetobacter sp. tiive ADP1 n-alkaanide biodegradatsioonil
osalevate geenide paigutus genoomis. Alkaanide okstdatsiooni l&bi viiv AIKM vajab
elektronide transpordiks rubredoksiini RubA ja rubredoksiini reduktaasi RubB, mis
moodustavad eraldiseisva rubAB operoni. Geeni alkM ekspressioon on reguleeritud alkR poolt,

mis on sarnane AraC-XyIS-tlupi transkriptsiooni regulaatoritega. (Ratajczak jt., 1998b) alkM
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ja alkR geenide vahealas paiknevad promootorelemendid ja pédrdkordusjérjestused (Bihari jt.,
2007).

Erinevalt Acinetobacter sp. tlivest ADP1 on Acinetobacter sp. tlivel M-1 leitud kaks alkaani
hidrokstilaasi geeni, alkMa ja alkMb, mille ennustatavate aminohappeliste jarjestuste identsus
on 52%. alkMa ja alkMb geenidest Ulesvoolu jad&vad transkriptsiooni regulaatorid alkRa ja
alkRb (Joonis 4). Kui geeni alkMa ekspressiooni indutseerivad vdga pika ahelaga alkaanid
(>C22), siis alkMb ekspressiooni pika ahelaga n-alkaanid (<C»2). (Tani jt., 2001) Tuves M-1
paiknevad alkMa, alkMb ja rubAB operonid kromosomaalse DNA erinevates lookustes (Joonis
4) (Ishige jt., 2003).

Acinetobacter’i sp. tivedel ADP1 ja M-1 on lisaks AlkB-tulpi alkaani hidrokstlaasidele
kirjeldatud ka AImA, mille abil toimub pikemate kui Cs> n-alkaanide lagundamine. Erinevate
tivede almA geeni ldhiimbruse piirkondade skeemidelt (Joonisel 5) on ndha, et enamasti
paikneb almA kdrval tundmatu funktsiooniga geen, orfl. (Throne-Holst jt., 2007)

Acinetobacter sp. M-1 LR ELA LR R SR b '.'.'.'.'.'.'.‘.'.'.'.'.'.'.i'.'.'.'.'.'.i'.‘.'.

A A
Acinetobacter baytyi ADP1 TpOA -.| ACIAD3192‘)'( fadE |
14 ¥ N

Joonis 5. Erinevate perekonna Acinetobacter tlivede geeni almA lahitimbruse skeemid. Joonisel
naitavad nooled geenide suhtelist orientatsiooni ja lingad hinnangulist vahemaad. (Throne-
Holst jt., 2007)

Acinetobacter’id kasutavad kasvukeskkonnas leiduvaid n-alkaane slsiniku- ja energiaallikana
ehk kasvuks v0i vahaestrite stinteesimiseks (Ishige jt., 2003). Vahaestrid tekivad rasvhapetest
ja pikaahelalistest alkoholidest limiteeritud lammastikuallika kontsentratsioonidel ning neid
sdilitatakse rakus inklusioonkehades. Koguneva vahaestri keemiline koostis s6ltub oluliselt
substraadiks oleva alkaani ahela pikkusest (Ishige jt., 2000; Ishige jt., 2002; Ishige jt., 2003)
ning sellel on ndidatud rakkudes mitmeid funktsioone, néiteks kaitsevad vahaestrid elusrakke
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kuivamise, ultraviolettkiirguse ja patogeenide eest. Samuti on leitud vahaestritele kasutust ka
biotehnoloogias, kus neid kasutatakse kulnalde, kosmeetikatoodete, trikivarvide,

madrdeainete ja pinnakatete valmistamisel. (Abdel-El-Haleem, 2003)
1.3.3. Acinetobacter venetianus ICP1

Acinetobacter venetianus tuvi ICP1 isoleeriti India toornafta rafineerimistehasest ning on
deponeeritud Tartu Ulikooli molekulaar- ja rakubioloogia instituudis paiknevas looduslike ja
laboratoorsete mikroobitivede kollektsioonis CELMS (Viggor jt., 2020). Liigi nimetus,
venetianus (ladina k. Veneetsia), viitab Veneetsia laguunile, millest isoleeriti esimene

Acinetobacter venetianus  tivi  (https://lpsn.dsmz.de/species/acinetobacter-venetianus).

Eelnevate uuringute kdigus selgus, et A. venetianus tvi ICP1 on thus aromaatsete ja alifaatsete
uhendite lagundaja. Tuve ICP1 kogu genoomi sekveneerimisel tuvastati, et bakteri genoom on
3 604 535 bp ja sisaldab 3515 geeni. A. venetianus ICP1 omab nditeks fenooli lagundamiseks
multikomponentset fenooli hidroksiilaasi ja tekkiva vaheiihendi katehhooli lagundamiseks
katehhooli 1,2-diokstigenaasi. Tuve optimaalne kasvutemperatuur on 30 °C. Lisaks taheldati
uuringute kéigus, et A. venetianus ICP1 on vdimeline moodustama biofilmi. See omadus annab
tlvele eelise toksiliste hendite lagundamisel, sest biofilmis on mikroobide arvukus suur, nad
suhtlevad omavahel, jagavad metaboliite jne. Tanu nendele interaktsioonidele on ka tolerantsus

aromaatsete Uhendite kérgematele kontsentratsioonidele kdrgem. (Viggor jt., 2020)
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 T60 eesmargid
Kéesoleva uurimistdo eesmarkideks on:

1) tuua vélja A. venetianus tive ICP1 geneetilised tegurid, mis vastutavad alkaanide
katabolismi eest,

2) madrata alkaanide katabolismis osalevate geenide ekspressiooni tasemed erinevate
induktorite juuresolekul,

3) madrata tive ICP1 rakupinna hidrofoobsus.

2.2 Materjal ja metoodika
2.2.1. Toos kasutatud bakteritiived

T606s kasutatud bakteritiivedeks on Acinetobacter venetianus tuvi ICP1 ja Pseudomonas
oleovorans ICTN13 (Viggor jt., 2020). Mdlema tuve puhul on tegu metsiktulpi bakteritega,
mis on isoleeritud India toornafta rafineerimistehasest ning on deponeeritud CELMS kogus
(http://eemb.ut.ee/celms/main_list.php).

2.2.2. Geenifragmentide amplifitseerimine

Geenifragmendid (alkMa, alkMb, almA, P450) amplifitseeriti PCR meetodil. PCR-i
reaktsioonisegu I6ppmaht oli 25 pl, mis sisaldas 1x I6ppkontsentratsiooniga PCR-i puhvrit [75
mM Tris-HCI, pH 8,8; 20 mM (NH4)2SO4; 0,01% Tween 20], 2,5 mM MgClz, 0,2 mM igat
nukleotiidi (dATP, dTTP, dGTP, dCTP), 0,8 uM praimereid (Tabel 4) ja 0,02 U Taq DNA
polumeraasi (Thermo Scientific™, Leedu). Matriitsina kasutati 3 pul A. venetianus ICP1
genoomse DNA lahust, mis saadi rakususpensiooni kuumutamisel 95 °C juures 15 minutit.

Amplifikatsiooniprogramm koosnes initsiatsioonietapist, mis kestis 5 minutit 95 °C juures.
Sellele jargnesid etapid, mis kordusid 35 tstklit: DNA ahelate denaturatsioon 95 °C 1 minut,
praimerite seondumine 60 °C 45 sekundit ja DNA stintees 72 °C juures 45 sekundit. Peale

viimast tsuklit toimus 16ppekstensioon 72 °C juures 10 minutit.
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Tabel 3. TO6s kasutatud praimerid

Praimer Sihtmark 5"—3" jarjestus Produkti suurus
geen (bp)
alkMa-R CCACCAACGTACCAAGTAACG
alkMa 163
alkMa-F1 TCCACCACTTGATGCGATTGC
alkMb-R2 TTTTCTACAGCTGATTTGAATGAG
alkMb 215
alkMb-F2 CGCATGAGCTGAGTCATAAGC
almA-FA GTTATGGTGAGCGATGTGCC
almA 178
almA-RA TTGTGTCATTTTCGCGCTGTG
P450-FP ACAATCCGAGCTTGATCCCG
P450 141
P450-RP ACCACATCACCACCTTGTCG
AcirpoB_RT_F CGTATGAACGTGGGTCAGATT
rpoB 146
AcirpoB_RT_R CCACCAACCTTGTTATAAATCTTG

2.2.3. Geelelektroforees

PCR-i edukuse kontrollimiseks kasutati 2% agaroosgeeli 1x TAE puhvris (50 mM Tris-atsetaat;
1 mM EDTA; pH 8,2), millele lisati DNA visualiseerimiseks etiidiumbromiidi (0,1 pug ml™).
Geeli hambasse kanti 6 pl proovi, mis oli eelnevalt segatud 1 pl laadimispuhvriga [6x
MassRuler™ Loading Dye Solution; 10 mM Tris-HCI, pH 7,6; 0,03% broomfenoolsinine; 60%
gliitserool; 60 mM EDTA (Thermo Scientific™, Leedu)]. Produkti suuruse hindamiseks
kasutati 1 kb DNA suurusmarkerit (GeneRuler™; Thermo Scientific™, Leedu).
Geelelektroforees viidi seejarel 1abi 1x TAE puhvris 100 V juures. Geeli pildistati UV

transilluminaatoris.
2.2.4. Sekveneerimine

Geenifragmentide sekveneerimiseks to0deldi PCR segu praimerite katki l8ikamiseks ja
nukleotiidide inaktiveerimiseks ensiilimidega eksonukleaas I (Exol; Thermo Scientific™,
Leedu; I8ppkonstentratsiooniga 0,36 U ul?) ning kreveti aluseline fosfataas (SAP; Thermo
Scientific™, Leedu; 1dppkontsentratsiooniga 0,14 U ult). Tootlus toimus 37 °C 15 minutit,

millele jargnes ensttimide inaktiveerimine 80 °C juures 15 minutit. Sekveneerimiseks kasutati
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BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit’i (Applied Biosystems Inc., USA) vastavalt

tootja protokollile.

Sekveneerimisreaktsioon viidi 1&bi PCR programmiga, mis koosnes 35 tsiklist ja kus iga
tstikkel koosnes 3 etapist: DNA ahelate denatureerimine 95 °C, praimeri seondumine 60 °C 10
sekundit, DNA siintees 60 °C juures 45 sekundit. Geenifragmendid sekveneeriti Applied

Biosystems tdisautomaatse kapillaarsekvenaatoriga 3730xI DNA Analyzer.
2.2.5. Sekveneeritud jarjestuste analtits

Sekveneeritud DNA jarjestuste analtitisiks kasutati programmi BioEdit 7.2.5 (Hall, 1999) ning
geenijarjestusi  vorreldi BLAST (The Basic Local Tool Alignment Search Tool,

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) otsingumootori abil GeneBank andmebaasis olevate

jarjestustega. Fllogeneetiliste puude tegemiseks kasutati programmi Mega X (versioon 10.2.0).

Tive ICP1 genoomne DNA eraldati JETquick DNA Spin Kit-ga (Genomed, Portugal) ja
Nextera XT protokolli jargi koostatud raamatukogu sekveneeriti Portugalis Instituto
Gulbenkian de Ciéncia laboris kasutades lllumina MiSeq platvormi. Genoomi assableerimise,
annoteerimise ja analttsi protokollid on toodud artiklis Viggor jt. 2020 ning t66 teostati Tanel
IImjérve poolt. Tlve ICP1 genoom on 3 604 535 bp pikk, N50 on 203 710 bp ja see koosneb
34 kontiigists. Genoomi keskmine GC-sisaldus on 39,08% ning analilisil tuvastati 3515 geeni.
Alkaanide lagundamisel osalevate kataboolsete radade analiilisiks kasutati programmi ORF

(Open Reading Frame) Finder (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/) ning jooniste

tegemiseks kasutati programmi SnapGene Viewer 5.2.4.
2.2.6. Reaalaja PCR (QRT-PCR)

Acinetobacter venetianus’e ICP1 rakke kasvatati 250 ml Erlenmeyer’i kolbides, mis sisaldasid
50 ml R2A s6ddet, R2A+0,2% nonaani (Co), dodekaani (C12), tetradekaani (C14), heksadekaani
(C16), oktadekaani (Cig), dokosaani (C22), dotriakontaani (Csz), skvalaani (S; squalane ingl.)
ehk 2,6,10,15,19,23-heksametuiltetrakosaan (CsoHs2) vOi toornaftat (TN). RNA eraldati
kasvukdvera erinevatest faasidest voetud 1 ml proovidest (rakud fuugiti 3 min, 13000p/min)

alkMa, alkMb, almA ja P450 geenide ekspressiooni hindamiseks.

RNA eraldamiseks kasutati Nucleospin® RNA Kit'i (Machery-Nagel GmbH & Co, Saksamaa)
vastavalt tootja poolt etteantud protokollile. Eraldatud RNA proovidele teostati DNA-st
vabanemiseks DNaasi t66tlus (37 °C 30 minutit), kasutades ensulmi DNaas | (Thermo

Scientific™, Leedu). DNaasi to6tlusele jargnes sadestamine 3 M naatriumatsetaadi (pH 5,1) ja
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96 %-lise etanooliga -20 °C juures 1 tund. Eraldatud RNA kontsentratsiooni ja puhtuse

madramiseks kasutati NanoDrop ND-1000 spektrofotomeetrit (Thermo Scientific™, Leedu).

gRT-PCR-i jaoks kasutati Rotor-Gene Q (Qiagen, Saksamaa) seadet ja SYBR Green 1-Step
gPCR Low Rox Kit'i (Thermo Scientific™, Leedu) vastavalt protokollile. qRT-PCR-i
reaktsioonisegu I6ppmaht oli 10 pl ning sisaldas 10 ng eraldatud RNA-d. Proove amplifitseeriti
kasutades praimereid, mis on toodud Tabelis 3. Referentsgeenina kasutati rpoB (RNA
polumeraasi beta subihik) geeni, mis amplifitseeriti kasutades AcirpoB_RT_F ja
AcirpoB_RT_R praimereid (Tabel 3). Proove amplifitseeriti kolmes korduses ja samadel
tingimustel. qRT-PCR koosnes jargmistest etappidest:

50 °C 15 min

95 °C 15 min

95°C 155; 60 °C 30s; 70 °C 30 s (korrati 40 korda)
40 °C 1 min

S S

Sulamiskdver 72 - 95 °C, 0,35 °C kaupa, masin td6tas 3 s enne jargmist etappi.

Tulemuste analutsimiseks kasutati programmi RotorGene 2.02 (Qiagen, Saksamaa) ning
MRNA hulga arvutamiseks programmi LinRegPCR (2020.2) (Ruijter jt., 2009). Andmete

statistiliseks analtiisiks kasutati ANOVA testi (Uhesuunaline; usaldusnivoo 0,05).
2.2.7. MATH test

Acinetobacter venetianus ICP1 ja Pseudomonas oleovorans ICTN13 rakke kasvatati 250 ml
Erlenmeyer’i kolbides, mis sisaldasid 50 ml R2A, R2A+1,3 mM fenool v8i R2A+0,1%
heksadekaani soddet. Kolbidest, mida inkubeeriti loksutil (100 rpm) tled6 temperatuuril 30 °C
eraldati rakud tsentrifuugimise teel (20 minutit, 5000 rpm, 15 °C (Universal 320R; Hettich).
Peale supernatandi eemaldamist suspendeeriti rakud steriilses PUM puhvris (22,2 g
K2HPO4sx3H20, 7,26 KH2PO4, 1,8 g uurea, 0,2 g MgSOsx7H20/1l; pH 7,1) ning tsentrifuugiti
(15 °C, 12 min, 5000 rpm). Rakkude pesemist korrati kokku kaks korda ning rakud
suspendeeriti 5 ml PUM puhvris. Seejarel méddeti spektrofotomeetriga (Libra S22, Biochrom)
lainepikkusel 580 nm mikroobisuspensiooni absorptsioon ja valmistati sellest suspensioon,
mille Asgonm Oli ~0,4. 1,2 ml valmistatud lahust kanti 2 ml tuubi ning lisati 120 pl n-
heksadekaani, oktaani vOi p-ksuleeni. Tuub asetati vorteksile (Vortex-Genie2, Mo-Bio) ja
lahust segati téispOdretel (13000 rpm) 2 minutit. Vee ja orgaanilise solvendi Kkihtide
lahutamiseks hoiti tuube 15 minutit laual ning moddeti seejérel vesifaasi neeldumine

lainepikkusel 580 nm. Mdddetud mikroobisuspensiooni absorptsiooni vaartuste pdhjal arvutati
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Acinetobacter venetianus ICP1 ja Pseudomonas oleovorans ICTN13 mikroobirakkude
suhteline hldrofoobsus kasutades valemit: H%=(1-A/Ag)x100%, milles Ao téhistab
mikroobisuspensiooni absorptsiooni lainepikkusel 580 nm enne n-heksadekaani, oktaani voi p-
kstleeni lisamist ja A: vesifaasi absorptsiooni lainepikkusel 580 nm peale orgaanilise Ghendi

lisamist ja segamist vorteksil.
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2.3. Tulemused ja arutelu

Naftareostuse tagajérjel satub keskkonda palju erinevaid elusorganismidele ohtlikke Gihendeid,
mille likvideerimisel on bakteritel tdita suur roll. 2016. aasta jaanuaris Indias asuva toornafta
rafineerimistehase puhastist voetud proovist eraldati Acinetobacter venetianus tivi ICP1, mis
kasvas fenooli sisaldaval s66tmel ja heksadekaani aurudes. Viggor jt., 2020 uurimustoos
iseloomustati tlive fenooli lagundamisvéimet ning analliusiti kataboolsete geenide paigutust
genoomis. Kédesolevas t66s uuritakse A. venetianuse tive ICP1 vdimet lagundada alkaane, sest
need kullastunud slsivesinikud moodustavad suure osa toornafta koostisest (Widdel ja Rabus,
2001).

2.3.1. Alkaane lagundavate enstiimide fllogeneetiline anallits

Alkaanide lagundamises osalevate enstumide ftllogeneetiliseks analtlsiks uuriti esmalt
Acinetobacter venetianus tiive ICP1 genoomi, mille kdigus tuvastati neli alifaatsete tihendite
lagundamises osalevat alkaani hidroksiilaasi geeni. Nendeks geenideks on P450, almA ning
kaks alkM geeni: alkMa ja alkMb.

Tive ICP1 alkaani lagundamises osalevate geenide jarjestused transleeriti ennustatavateks
aminohappelisteks jarjestusteks ning vorreldi neid BLASTP otsingumootoriga GenBank
andmebaasis olevate aminohappeliste jarjestustega. AlkMa, AIkMb, P450 ja AImA
ennustatavate aminohappeliste jarjestuste vordlemisel GenBank andmebaasis olevate vastetega
selgus, et tegu on perekonna Acinetobacter’i spetsiifiliste valgujarjestustega. Tiive ICP1 ja
GenBank saadud jarjestuste pdhjal koostatud fulogeneetilisel puul (Joonis 6) moodustasid
eraldi klastrid. Esimesse klastrisse klasterdusid AlkMb (Kklaster 1), teise AlkMa (klaster I1),
kolmandasse P450 (klaster I11) ning neljandasse AImA (klaster V) jarjestused.

Analliisides ennustatavaid aminohappelisi jarjestusi BLASTP programmiga selgus, et
Acinetobacter venetianus tiive ICP1 AlkMb jdrjestusele oli kdige sarnasem Acinetobacter
venetianus TUST-DM21 AIKM jérjestus (QNH50005; identsus 99%). Nimetatud tuvi isoleeriti
Oliga saastunud Bohai lahe (Hiina) piirkonnast. AlkMa jarjestusele oli sarnaseim San Jacinto
jOe (Texas, USA) setetest isoleeritud laia spektrit ksenobiootikume (loodusvodrad keemilised
uhendid, nditeks pestitsiidid) lagundava A. venetianus JKSF02 AIKM jarjestus (KX087329;
identsus 100%). Tuve ICP1 monooksiigenaasi P450 ldhimaks vasteks 100% identsusega oli
Acinetobacter baumannii tuvest OIFC0162 (isoleeritud inimese kopsudest) leitud P450
jarjestus (EKK05338). AImA jarjestusele sarnaseim jarjestus oli A. venetianus LUH8758 AImA

jarjestus (KXZ70479; identsus 99,6%). Viimati mainitud tivi on isoleeritud Jaapani mere veest
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ning Fondi ja teiste poolt (2016) teostatud uurimus naitas, et tivi on vdimeline lagundama

efektiivselt n-alkaane.

ICP1 AlkMb
QNH50005 Acinetobacter venetianus AlkMb

ERS04026 Acinetobacter sp. COS3 AlkMb
74| RTE45961 Acinetobacter junii MHI2Z1018 AlkMb

ENU34036 Acinetobacter parvus NIPH 1103 AlkMb

KKWT8993 Acinetobacter sp. AG1 AlkiMb
92 |- BAB33287 Acinetobacter sp. M-1 AlkMb

ADI91565 Acinetobacter oleivorans DR1 AlkMb

ENV36687 Acinetobacter venetianus RAG-1 AlkMb

g3 ! KXZB63018 Acinetobacter venetianus LUHT437 AlkMb

AET34457 Acinetobacter radioresistens 513 AlkMb I

ADI90999 Acinetobacter oleivorans DR1 AlkMa

AB049410 Acinetobacter sp. M-1 AlkMa
73 ENV3T7027 Acinetobacter venetianus RAG-1 AlkMa
ICP1 AlkMa
KXO87329 Acinetobacter venetianus JKSFO02 AlkMa
ABB40596 Acinetobacter venetianus VE-C3 AlkMa
ERS00731 Acinetobacter sp. COS3 AlkMa
NZ CMO01772 Acinetobacter venetianus VE-C3 AlkMa II
’7 ENX04128 Acinetobacter sp. ANC P450
ICP1 P450
55 EKK05338 Acinetobacter baumannii QIFC0162 P450

a9 | BAET8452 Acinetobacter sp. OC4 P450
CAC37804 Acinetobacter sp. EB104 P450
83' CP038025 Acinetobacter radoiresistens DD78 P450 III

70 CAL15638 Alcanivorax borkumensis AimA
CAL15730 Alcanivorax borkumensis SK2 AlmA
CAGB9876 Acinetobacter baylyi ADP1 AlmA
EEYB8877 Acinetobacter lwoffii SH145 almA
ABQ18228 1 Acinetobacter sp. M-1 AlmA
WP 005219649 Acinetobacter sp. ANC AImA
ICP1 AlmA
KXZT0479 Acinetobacter venetianus LUHB758 AlmA
ABQ18226 Acinetobacter venetianus RAG-1 AlmA
ERQO00038 Acinetobacter sp. COS3 AlmA v

59

]
—-

100

Joonis 6. Perekonda Acinetobacter kuuluvate tiivede alkaani hidroksiilaaside ennustatavate
aminohappeliste jarjestuste pdhjal koostatud flilogeneetiline puu. Punase kirjaga on t&histatud
Acinetobacter venetianus tive ICP1 alkaani hudroksilaasid. Erinevat vérvi kastidega ja
numbritega on tahistatud enstimide klastrid: AlkMb (klaster 1), AlkMa (klaster 1), P450
(klaster 111) ja AlmA (klaster 1VV). GenBank andmebaasist vdetud jarjestuste puhul on margitud
GenBank ID number, bakteri nimi ning alkaani hidrokstlaasi lihend. Puu on koostatud
lahinaabrite Uhendamise meetodil. Bootstrap vaartused on margitud alates 50%.

2.3.2. Kataboolsete operonide anallils

Kataboolsete operonide uurimisel saab teada, kuidas kataboolsed geenid operonis paiknevad ja

milliste traskriptsiooni regulaatoritega geene reguleeritakse. Naiteks aktiveerib tuves
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Acinetobacter venetianus ADP1 alkaani hiidroksulaasi ekspressiooni AIKR, mis kuulub AraC
transkriptsiooni regulaatori perekonda. Nimetatud valku kodeerib geen alkR. AIKR vajab AIkM
ekspressiooni aktiveerimiseks kindla ahela pikkusega hiidrofoobse efektormolekuli olemasolu
kasvukeskkonnas. Enstiimi induktoriks on keskmise ja pika ahelaga alkaanid vdi alkeenid, kuid
mitte nende oksudatsioonil tekkivad alkoholid. (Ratajczak jt., 1998b) Acinetobacter venetianus
tlve ICP1 kataboolsete operonide uurimiseks teostati tive tdisgenoomi jarjestuse analtius, mille
kéigus tuvastati, et kromosoomis paikneb neli alifaatsete thendite lagundamisel osalevat
kataboolset operoni. Operonide analtiusis leitud ORF-ide (Open Reading Frame ehk avatud
lugemisraam) funktsioonid ja nende vordlus referentstivede ORF-idega on valja toodud
Joonistel 7-10.

2.3.2.1. P450 operoni analliis

Acinetobacter venetianus tlive ICP1 6282 bp pikkuse genoomse jarjestuse (kontiig abyss29; 11
781 bp) analtdsimisel tuvastati 8 ORF-i (Joonis 7), millest 1515 bp pikkune jarjestus kodeerib
alkaani hidrokstlaasi P450. Operoni struktuur on kBige sarnasem Acinetobacter radioresistens
tive DD78 plasmiidis pAR3 paikneva 6282 bp pikkuse operoniga (identsus nukleotiidide
tasemel 99,98%). A. venetianus ICP1 operon on sarnane ka Acinetobacter sp. tive OC4
kromosoomis paikneva 3193 bp pikkuse operoniga (GenBank andmebaasis olev osaline
jarjestus) (kattuva ala ulatuses identsus 99,81%) ja Acinetobacter sp. tiive EB104 plasmiidis

pAC450 paikneva 4379 bp pikkuse operoniga (kattuva ala ulatuses identsus 99,39%).

Geen P450 paikneb operonis ferredoksiini ja ferredoskiini reduktaasi vahel, mis omavad olulist
rolli alkaani hudrokstlaasi varustamisel elektronidega (Ji jt., 2013). Tlve ICP1 operonis
paiknevatel ferredoksiini ja ferrodoksiini reduktaaside geenidel on korge identsus
referentstiivede DD78, OC4 ja EB104 vastavate geenidega - ferredoksiini puhul on identsus
100% ja ferredoksiini reduktaasi korral tile 99%. Ferredoksiini reduktaasi, P450 ja ferredoksiini
geenidest allavoolu paikneb operoni reguleerimises osalev AraC perekonna transkriptsiooni
regulaator, alkR geen, mille identsus vordluseks kasutatud tlivede operonides paiknevate
geenidega on samuti kdrge (100% ja 99,14% vastavalt tive DD78 ja EB104 jarjestusega).
Enamasti toimub P450, ferredoksiini ja ferredoksiini reduktaasi toimel regiospetsiifiline n-
alkaani monoterminaalne okstideerimine vastavaks 1-alkoholiks (nditeks tekib oktaanist 1-
oktanool) (Asperger jt., 1981, Maier jt., 2001). Samas néidati Acinetobacter sp. tive OC4
eelnevalt nimetatud kolme geeni kloneerimisel konstrueeritud biotransformatsioonisiisteemiga
E. coli tlves, et lisaks monoterminaalsele toimub ka biterminaalne okstideerimine (néiteks

oktaanist tekib 1,8-oktaandiool). Biterminaalse reaktsiooni saaduse saagis on margatavalt
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Joonis 7. Acinetobacter venetianus ICP1, Acinetobacter radioresistens DD78 (CP038025), Acinetobacter sp. tiivede EB104 (AJ311718) ja OC4
(AB221118) P450 geeni sisaldavate operonide struktuurid. Tivede DD78 ja EB104 operonid paiknevad vastavalt plasmiidis pAR3 ja pAC450.
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madalam kui monoterminaalsel, kuid mdlemad Uhendid on kaubanduslikult vé&rtuslikud
kemikaalid. (Fujii jt., 2006) Bakteriaalsed P450 esinevad lahustuva valguna ning Acinetobacter
sp. EB104 P450 uurimisel selgus, et tdnu hudrofoobsetele aminohapetele v6ib valk seonduda
membraanidele ning hudrofoobsete rakusiseste varuainete graanulitele vdimaldades nii

hiidrofoobsete substraatide seondumist enstiimiga (Maier jt., 2001).

A. radioresistens DD78 ja A. venetianus ICP1 puhul paiknevad P450 operoni kuus ORF-i IS5
ja Tn3 perekonna transposaaside vahel, mistdttu on vdimalik operoni lilkkumine kromosoomi ja
plasmiidi vahel, tekitades nii uusi kataboolseid radu. Tanu IS elementidele on vdimalik geeni
P450 levik ka erinevate tlivede ja liikide vahel. (Pemberton ja Schmidt, 2001) Referentstiivede
A. radioresistens DD78 ja Acinetobacter sp. EB104 P450 geeni sisaldavad operonid paiknevad
plasmiidides, kuid tiives ICP1 ja Acinetobacter sp. OC4 kromosoomis. IS elemendid viitavad
sellele, et varasemalt vdisid mainitud uuritavad tiived P450 operoni omandada horisontaalse
geeni Ulekande kaudu.

2.3.2.2. almA operoni anallius

Kirjanduse andmetel on almA geen laialt levinud n-alkaane lagundavate mikroorganismide
genoomides, eriti merebakterites (néiteks perekondades Acinetobacter ja Alcanivorax) (Wang
ja Shao, 2012). Acinetobacter venetianus tiive ICP1 tdisgenoomi jarjestuste analtitsil tuvastatud
almA operon on 6254 bp pikk (kontiig spades41; 427 898 bp) ja sisaldab 7 ORF-i. K&esolevas
t60s vorreldi uuritava tive ICP1 ning Acinetobacter sp. tivede RAG-1, ADP1 ja M-1 almA
geeni sisaldavate operonide struktuure (Joonis 8). Tlved RAG-1, ADP1 ja M-1 on vBimelised
kasvama alkaanidel, mille ahela pikkus on vastavalt kuni Cs, ja Css, kui ainsal sisinikuallikal
(Throne-Holst jt., 2007). A. venetianus ICP1 operon on struktuurselt sarnaseim GenBank
andmebaasist leitud A. venetianus tive RAG-1 6238 bp pikkuse operoniga (omavaheline
identsus 91,98%). Erinevus kahe tiive operonide vahel tuleneb almA geenist llesvoolu jaavast
ORF-ist, mis A. venetianus tiive ICP1 puhul kodeerib atsetlitltransferaasi ja tive RAG-1 puhul
hipoteetilist valku. Samuti toimub nendelt geenidelt transkriptsioon erinevas suunas.
Acinetobacter sp. tivede ADP1 (operoni pikkus 4749 bp) ja M-1 (pikkus 2271 bp) almA
operonid on tiive ICP1 operoniga identsed vastavalt 52,94% ja 83,22% (kattuva ala ulatuses).
Erinevalt tiivedest ICP1, RAG-1 ja M-1 puudub tiive ADP1 operonis almA geenist allavoolu
geen, mis kodeerib n-alkaanide lagundamises mitte osalevat DUF2059 domaani sisaldavat
valku (Throne-Holst jt., 2007). Jargnevad geenid, mis kodeerivad vastavalt atsetiitil-CoA
dehldrogenaasi ja suktsinaadi dehlidrogenaasi, on olemas tiivedel ICP1, RAG-1 ja ADP1. Kuna

tive M-1 taisgenoomi jarjestust GenBank andmebaasis puudub, pole véimalik ka vordlust teha.
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Joonis 8. Acinetobacter venetianus tlivede ICP1 ja RAG-1 (ABQ18226), Acinetobacter sp. tlivede ADP1 (CR54861) ning M-1 (EF212875) almA
geeni sisaldavate operonide struktuurid.
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Tive ICP1 almA geeni jarjestus on 97,25%, 77,06% ja 86,78% identne tivede RAG-1, ADP1 ja M-

1 vastava jarjestusega.

Tive ADP1 almA operoniga vaga sarnast operoni omava tlivega Acinetobacter sp. DSM17874
tehtud katsed nditasid, et flaviiniseoseline alkaani monooksiigenaas AImA osaleb Cz ja pikemate n-

alkaanide lagundamisel (Throne-Holst jt., 2007).

2.3.2.3. alkM ja rubAB operonide analls

Alkaanide lagundamisel osalevatest alkaani hudroksilaasidest (AH) on kdige enam uuritud
membraaniseoselisi AH-se, mida tahistatakse perekonna Acinetobacter tiivedes lihendiga AlkM.
Kéesolevas t66s uuritud Acinetobacter venetianus tiive ICP1 genoomis tuvastati kaks alkM geeni
(alkMa ja alkMb). Tdisgenoomi jarjestuse anallusil selgus, et alkM geeni sisaldavad operonid
paiknevad kontiigil velvetl2, kuid on Uksteisest ligikaudu 400 000 bp kaugusel, operonide
struktuurid on esitatud Joonisel 9. Kirjanduses on ndidatud, et alkM geenide ekspressiooni eest
vastutab AraC perekonda kuuluv transkriptsiooni regulaator AIKR, mille induktoriteks on kindla
susinikuahela pikkusega hudrofoobne efektormolekul (Ratajczak jt., 1998b), ja mis on tavaliselt
sihtgeenile ehk alkM-ile vastassuunaline (Ratajczak jt., 1998a). Joonisel 9 on esitatud tiivede ICP1
ja COS3 alkMa ja alkMb operonide struktuurid, mis on oma ehituselt vaga sarnased ka tiivede M-1,

RAG-1 ja VE-C3 vastavate operonidega (joonisele ei ole neid lisatud).

Tive ICP1 alkMa geeni sisaldav operon on 7290 bp pikk (kontiig velvetl2; 517 249-524 538 bp),
sisaldab kokku 6 ORF-i ning on struktuurselt sarnane tiive COS3 alkMa operoniga (6468 bp; kattuva
ala ulatuses 97,98% identsed) (Joonis 9A). Operonis kodeerib 1165 bp pikkune alkMa jarjestus
alkaani hudroksilaasi (96,34% identne tive COS3 alkMa geeniga), millest ulesvoolu jadvad
atsetliiltransferaasi ja AraC perekonda kuuluva transkriptsiooni regulaatorit kodeerivad geenid.
alkMa geenist allavoolu asub mdlemal tlvel glutatiooni reduktaasi kodeeriv geen, mis osaleb
kirjanduse andmetel arvatavasti n-alkaanide okstdatsioonil tekkivate hapnikuradikaalide
kdrvaldamises (Tani jt., 2001). Alkaani hudrokstlaasi geenist allavoolu paiknevad kaks geeni, mis
kodeerivad atsetiitil-CoA dehuidrogenaasi perekonda kuuluvaid valke.

Tivede ICP1 (kontiig velvet12; 118131-121548 bp) ja COS3, alkMb geeni sisaldavad operonid on
3418 bp pikad ja sisaldavad nelja ORF-i (Joonis 9B) ning nukleotiidsed jarjestused on omavahel
97,63% identsed. Tivede alkMb geenide (md&lemal 1197 bp pikk) jarjestuste identsus on 98,5%.
alkMb geenist ulesvoolu jadvad peroksiredoksiini ja KTSC domaani sisaldavat valku kodeerivad

geenid. Esimene neist osaleb rakkude kaitsmisel oksudatiivse stressi eest (Rocha ja Smith, 1999),
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teise tapne funktsioon on teadmata. Allavoolu alkMb geenist paikneb operoni ekspressiooni

aktiveerimises osalev AraC perekonda kuuluv transkriptsiooni regulaatori geen.

Mitut alkaani hudroksilaasi omavaid tlvesid on kirjeldatud nii perekonnas Acinetobacter kui ka
paljudes teistes perekondades, néiteks Alcanivorax, Rhodococcus jt (van Beilen ja Funhoff, 2007a).
Tuntumad n-alkaane lagundavad tiived perekonnast Acinetobacter on Acinetobacter sp. tivi M-1
(Tani jt., 2001), A. oleivorans tuvi DR1 (Park jt., 2017) ning A. venetianus tiived RAG-1 (Liu jt.,
2021) ja VE-C3 (Decorosi jt., 2006), mis omavad kahte alkM geeni ning Acinetobacter sp. tlvi
ADP1 (Ratajczak jt., 1998b), millel on kirjeldatud ks alkM geen. Tivede M-1, DR1, RAG-1, VE-
C3 ja COS3 kahe AlkM ennustatavate aminohappeliste jarjestuste omavaheline identsus on vastavalt
52,61, 66, 59 ja 58%, ké&esolevas t66s uuritud tivel ICP1 oli see 68%. Tuve ICP1 AlkMa jarjestuste
vordlemisel tlalnimetatud viie tlive vastavate jarjestustega saadi jargmised identsuse protsendid:
tivi M-1 95%, tivi DR1 87% ning tived RAG-1, VE-C3 ja COS3 100% (Lisa 1). Vordluseks
kasutatud tuvede AIkMb jérjestuste identsused tiive ICP1 AlkMb jarjestusega olid kolme tiive (M-
1, RAG-1 ja VE-C3) puhul 93%, tiive DR1 92% ning tiive COS3 jarjestusega 99% (Lisa 1). Kuna
kirjanduses on ndidatud tlivede COS3 (Overholt jt., 2013), RAG-1 (Liu jt., 2021) ja VE-C3
(Decorosi jt., 2016) AlkMa osalemist C22-Cz. n-alkaanide lagundamises, siis vOib oletada, et ka tivi
ICP1 AlkMa on v@imeline lagundama sama pikki n-alkaane. AlkMa osalemist pikemate alkaanide
lagundamisel kinnitavad ka katsed tiivedega M-1 (Ishige jt., 2003) ja DR1 (Park jt., 2017), kus
ensuim aktiveeritakse vastavalt kas pikemate kui C2 vOi C24-Cos n-alkaanide poolt. Acinetobacter
sp. tivel ADP1 on kirjeldatud vaid tiks AIkM, mis osaleb C7-Cyg alkaanide lagundamisel (Ratajczak
jt., 1998b) ning on vaid 82% identne tive ICP1 AlkMa jarjestusega. Samas kirjanduses on naidatud,
et AIkMb indutseeritakse luhemaahelaliste n-alkaanide poolt, kusjuures tlveti on induktoriks
olevate alkaanide vahemik erinev, tivel RAG-1 C10-C2o (Liu jt., 2021) tlivel M-1 C<2 (Ishige jt.,
2003) ja tuvel DR1 Ci2-Cy6 (Park jt., 2017).

Tive ICP1 alkM geenide ekspressiooni eest vastutavad transkriptsiooni regulaatorid alkRa ja alkRb
on 51% ulatuses identsed. AraC/XylS regulaatorite perekonda iseloomustab maérkimisvéaérne
aminohappelise jarjestuse homoloogia, eriti on konserveerunud 100 aminohappeline DNA-d siduv
domeen C-terminuses. Regulaatori jérjestuse varieeruv osa vastutab efektori seondumise voi
multimeriseerimise eest ning vdib perekonna liikmete seas olla Upriski erinev. (Gallegos jt., 1997)
A. venetianus ICP1 ja referentstiive COS3 alkRa ja alkRb jarjestuste omavahelisel vordlusel saadi,

et need on vastavalt 99% ja 95% identsed.
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Joonis 9. Acinetobacter venetianus tiive ICP1 ja Acinetobacter sp. tive COS3 (AXCD01000003) alkMa (A) ja alkMb (B) geene sisaldavate
operonide struktuurid.
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Pseudomonas putida tlivi GPol, mis on v8imeline lagundama Cs-C13 alkaane, omab AlkB
jarjestuse 55. positsioonis triptofaani (W). van Beilen ja teised (2005) néitasid oma
uurimistoos, et kui asendada triptofaan (W) lihemat hidrofoobset kiilgahelat omava
aminohappega, naiteks valiini (V), leutsiini (L), isoleutsiini (I) v8i alaniiniga (A), muutub AlkB
substraadi spetsiifilisus ning mutanttiived olid vdimelised lagundama lisaks ka pikema ahelaga
alkaane (kuni Ci6). Perekonna Acinetobacter tiivede ICP1, COS3, RAG-1, VE-C3, ADP1 ja
M-1 AlkMa ning P. putida GPol AIKkB jéarjestuste joondamisel selgus, et kdikidel
Acinetobacter”itel paikneb 55. positsioonis leutsiin (Lisa 2). AlkMb jarjestuste korral saadi, et
tivedel ICP1, COS3 ja M-1 on selles positsioonis isoleutsiin, kuid tlvedel VE-C3 ja RAG-1
leutsiin (Lisa 3). Saadud tulemuste p&hjal vOib seega oletada, et vordluses kasutatud
Acinetobacter’ite AH-d, AlkMa ja AIkMb, on vGimelised lagundama lisaks ka pikemaid n-
alkaane kui Cis.

Alkaanide  oksudeerimiseks  vastavateks  primaarseteks alkoholideks on vaja
kolmekomponendilist alkaani hiidrokstlaasi kompleksi, mis koosneb alkaani hidroksilaasist
AIKM, rubredoskiinist RubA ja rubredoksiini reduktaasist RubB (Ratajczak jt., 1998b). Kahte
viimast valku kodeerivad geenid moodustavad rubAB operoni, mis paikneb naiteks
Acinetobacter sp. tiives M-1 alkM geenide operonidest eraldi (Ishige jt., 2003). Ka tuve ICP1
genoomis paikneb rubAB operon eraldi (kontiig abyss31; 5972-10906 bp), 4935 bp pikk operon
sisaldab kuut ORF-i (Joonis 10) ja on struktuurselt sarnane tiivedes ADP1, COS3, RAG-1 ja
VE-C3 kirjeldatud operonidega. Joonisel 10 on vélja toodud referentstiivena Acinetobacter sp.
COS3, mis on tuve ICP1 rubAB operoniga nukleotiidide tasemel 98,54% identne. Tive ICP1
rubAB operonides jaavad rubA geenist Ulesvoolu geenid, mis kodeerivad tRNA ligaasi ja
SRPBCC domééni sisaldavat valku. Viimasena mainitud valk v6ib osaleda hudrofoobsetele
ligandidele seondumisel (Radauer jt., 2008). Erinevalt tlvest ICP1, on tiivel COS3 SRPBCC
domaéaéni sisaldavat valku kodeeriva geeni asemel ATPaasi geen. rubB geenist allavoolu jaab
mdlemal tivel hidrolaas. Tivede ICP1 ja COS3 rubA ning rubB jarjestused on omavahel vaga
sarnased (identsus vastavalt 100% ja 98,48%). Varem on ndidatud, et mikroorganismide RubA
ja RubB valgud osalevad erinevates elektronide tlekandmise reaktsioonides, kaasa arvatud
elektronide transportimisel AlkM-ile ning nende enstiimide ekspressioon on konstitutiivne ja

ei sOltu alkaanide olemasolust. (Ratajczak jt., 1998b)

Ulaltoodud kataboolsete operonide struktuuride analttsi péhjal voib eeldada, et Acinetobacter
venetianus tivel ICP1 on hea kataboolne potentsiaal erineva pikkusega n-alkaanide
lagundamiseks. Selle vaite kinnitamiseks uuritakse jargnevas peatikis tiive nelja alkaani

hidroksiilaasi ekspressiooni alkaanidel Co kuni Cs2 ning toornaftal.
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Joonis 10. Acinetobacter venetianus tiive ICP1 ja Acinetobacter sp. tiive COS3 (AXCD01000001) rubAB operonide struktuurid.

38



2.3.3. Geenide alkMa, alkMb, almA ja P450 ekspressiooni analtits

Acinetobacter venetianus tlvi ICP1 on eraldatud toornafta rafineerimistehase puhastist ning
eelnevas uurimustdos selgus, et tlvi on voimeline kasvama nii fenooli kui ka heksadekaani
sisaldavatel sootmetel (Viggor jt., 2020). Kdesoleva t60 raames selgus, et tive ICP1 genoomis
paiknevad hajusalt neli alkaani hiidrokstlaasi geeni, mis eeldatavalt annab tlvele vdime
lagundada laiemat n-alkaanide vahemikku. Oletuse kinnitamiseks méérati alifaatsete Gihendite
lagundamises osalevate geenide alkMa, alkMb, P450 ja almA ekspressiooni tasemed tlive ICP1
rakkudes kasutades R2A kasvukeskkonnas induktorina n-alkaane (ahelapikkustega Co, C12, C14,
C16, C1s, C22 VOI Cz2), hargnenud ahelaga alkaani skvalaan (S) vdi toornaftat (TN). Geenide
ekspressiooni tasemete madramiseks gRT-PCR meetodil eraldati kasvukdvera (Joonis 11)
erinevatest faasidest (esimene ajapunkt 2 h peale kasvatuse algust Asgonm U 0,6 téhistatud sinise
ruuduga; teine ajapunkt tahistatud punase kolmnurgaga, Assonm >1) uuritava tive RNA ja
suhtelised MRNA ekspressiooni tasemed arvutati referentsgeeni rpoB (RNA polumeraasi beta
subiihik) suhtes (Joonised 12-13).

Kdige kdrgem biomassi saagis saadi Acinetobacter venetianus tiive ICP1 kasvatamisel Cie
sisaldaval R2A sodtmel, mdnevdrra madalamad saagised saadi toornafta (TN), Cis, Ci4, Ca2
ning Co> kasutamisel s66tmes (Joonis 11). Kdige madalamad biomassi saagised olid
kasvatustes, kus induktorina kasutati liihema ahelalisi alkaane Cg ja C12 ning hargnenud ahelaga
alkaani skvalaani (S) (Joonis 11A). Park ja teised (2017) uurisid Acinetobacter oleivorans tlive
DR1 kasvu erinevatel alkaanidel ning naitasid samuti, et nimetatud tivi kasvas kdige paremini

heksadekaanil (C1s) ja halvemini dodekaanil (C12), mis oli nende t66s kasutatud lthim n-alkaan.

Geenide basaalsed ekspressiooni tasemed méaarati R2A s6dtmel (ilma induktorita) kasvanud
ICP1 rakkudest. Erinevate geenide basaalsete tasemete vaartused olid erinevad, varieerudes
0,007 kuni 0,231 vastavalt alkMa ja almA korral (Joonis 12 ja 13).

A. venetianus tive ICP1 geenide alkMa ja alkMb ekspressiooni indutseerivad kéik t60s
kasutatud induktorid (Joonised 12-13). Geeni alkMa ekspressiooni tase oli 14 kuni 53 korda
kdrgem rakkudes, mida kasvatati pikema ahelaga alkaane Cis - Cs2 sisaldavatel sodtmetel kui
indutseerimata rakkudes (Lisa 4). Uuritud geenidest saadi tihed kdige kdrgemad ekspressiooni
tasemed geenil alkMb, kus induktori juuresolekul mMRNA suhteline ekspressiooni tase suurenes
néiteks tetradekaani (Ci4) juuresolekul 833 korda (Joonis 12A; Lisa 4). Kahe proovipunkti
vordluses saadi alkM geenide korral k6rgemad vééartused teise ajapunkti proovides. Erandina

vOib vélja tuua dodekaani C12, kus alkMb kdrgem tase madrati just esimeses proovis (Joonis 12

39



®
2 L
—a— R2A
E15 | ——C9
] c12
— i
un
<< 1 —. A - & &= - g
05 |l
0 ®
0 20 40 60 80 100 120 140
Aeg (h)
2 F /
—eo— R2A
E15 | ——C16
o
® ) A —e—C18
o =
o= c14
05 (M
| »
0 L
0 20 40 60 80 100 120 140
Aeg (h)
© |
2 L
—e—R2A
£
o —— (22
A
< —e—(32
0 20 40 60 80 100 120 140
Aeg (h)
® =
_——A
2 + /
P T -—o— ——R2A
c
® 1 = =il
@ L
-4
0,5 =
0
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Aeg (h)

Joonis 11. A. venetianus ICP1 kasvukdverad induktorita ja induktoriga R2A s66tmel. Esimene
proov RNA eraldamiseks voeti 2 h peale katse algust (t&histatud sinise ruuduga), Kkui
suspensiooni neelduvus 580 nm oli u 0,6. Punase kolmnurgaga on tahistatud teine (Asgonm >1)
ja toornafta puhul ka kolmas ning neljas RNA proovi votmise ajapunkt.
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Joonis 12. A. venetianus ICP1 geenide alkMb (A), alkMa (B), almA (C) ja P450 (D) suhtelised ekspressiooni tasemed induktorita ja induktoriga
(n-alkaanid Cg, C12, C14, C16, C1s, C22 ja Cs2; skvalaan, S) R2A sd6tmel. Esitatud on kolme bioloogilise katse keskmised (kolme paralleeliga) koos
standardhélbega. Taht a tulba kohal n&itab, et antud induktori korral on geeni suhteline ekspressiooni tase statistiliselt erinev induktorita kasvanud
rakkudes mééaratud tasemest ning téht b, et erinevus ei ole statistiliselt oluline.
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A; Lisa 4). Erinevalt geenist alkMa, indutseerisid geeni alkMb ekspressiooni ka lihemad
alkaanid Co, C12 ja C14 (Joonis 12). Samas saadi kdrged alkMb ekspressiooni tasemed ka Cisg ja
Ca2 lisamisel kasvukeskkonda (Joonis 12A). Kahe alkM geeni erinevat ekspressiooni taset on
ndidanud oma t60s ka Park ja teised (2017) kui nad kasvatasid A. oleivorans tlive DR1

alkaanidel Ci2 kuni Cso.

Pdhinedes kirjanduses toodud andmetele (van Beilen jt., 2005) ja eelnevas peatiikis teostatud
alkaani hidroksulaaside AIKM jarjestuste analliisile, tehti oletus, et tive ICP1 AlkMa ja AIkMb
vOivad osaleda ka pikemate kui C13 alkaanide lagundamisel. See vaide sai k&esolevas peatiikis
kinnitatud, sest mdlemad geenid ekspresseeruvad ka pikemate kui C13 alkaanide juuresolekul
(Joonis 12). Varasemad uuringud Acinetobacter tiivedega on néidanud, et ihe tiive erinevate
alkM geenide ekspressioon on indutseeritud erineva pikkusega alkaanide poolt, alkMa enamasti
pikemate kui C2. (Overholt jt., 2013; Liu jt., 2021; Decorosi jt., 2016) ning alkMb C1o kuni C22
alkaanide juuresolekul (Liu jt., 2021; Ishige jt., 2003; Park jt., 2017). Jooniselt 12 on n&ha, et
see Uldistus kehtib ka tlive ICP1 korral, kus alkMa ekspressiooni indutseerivad alkaanid Cie-
Caz2 ning alkMb Co-Cys. Erandlik on vaid alkMb kdrge ekspressiooni tase kdige pikema n-
alkaani, Cas», lisamisel s66tmele, mida teistes uurimistdddes pole varem ndidatud ning vajaks

seepérast tdiendavat uurimist.

Geeni P450 ekspressiooni indutseerisid samuti kdik to0s kasutatud n-alkaanid (Joonis 12D).
Kdige kdrgem geeni P450 ekspressiooni tase méadrati tetradekaani (C14) sisaldaval so6tmel, kus
tuvastati 1027 korda kérgem ekspressioon kui induktorita kasvanud rakkudes (Lisa 4). Samas
saadi ka k6rgemad ekspressiooni tasemed pikemate alkaanide juuresolekul nagu C1s, C22 ja Ca».
Kirjanduse andmetel osalevad tsutokroom P450 CYP153 perekonda kuuluvad enstiumid lisaks
n-alkaanide (Ce-C11) ka teiste alkiiilasendatud, tstkliliste ja aromaatsete Uhendite
hidroksuleerimisel (van Beilen ja Funhoff, 2007b). Gregson jt.,, 2019 naitasid, et P450
ekspressioon oli Alcanivorax borkumensis tive SK2 rakkudes indutseeritud ka hargnenud

ahelaga alkaanide poolt.

gRT-PCR-il saadud tulemuste pdhjal oli geeni almA ekspressiooni taseme muutus vaike
enamuse t06s kasutatud n-alkaanide juuresolekul, maksimaalne ekspressiooni taseme tdus
méarati Co. sisaldaval so6tmel kasvanud rakkudes ning see oli vaid 7,1 korda koérgem kui
induktorita kasvanud rakkudes (Lisa 4; Joonis 12C). Tuve ICP1 rakkudes, mis olid kasvanud
alkaanide Ci4, C16 ja C1s juuresolekul, olid almA ekspressiooni tasemed korgemad esimeses
proovipunktis (Joonis 12C). Samas pikema ahelaga alkaane (C22 ja Cs2) sisaldavatel sodtmetel

saadi korgemad vadrtused teisest proovipunktist eraldatud rakkudes (Joonis 12C). Muriel-
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Millan ja teiste (2019) saadud andmete pdhjal téusis ka Pseudomonas aeruginosa tive GOM1
almA ekspressiooni tase vorreldes kontrolliga 3-5 korda alkaanidel, mille pikkus oli Cg-Cis,
ning 6-7 korda alkaanidel, mis olid pikemad kui Cz. Kuigi AImA osaleb tavaliselt pikema
ahelaga n-alkaanide lagundamisel, on ndidatud Alcanivorax borkumensis tlives selle
induktsiooni ka lihemate alkaanide, nditeks Ci4, juuresolekul (Gregson jt., 2019). Samas Wang
ja Shao (2012) leidsid, et erinevate Marinobacter’ite almA ekspressiooni indutseerivad n-
alkaanid Cy4-Css ning hargnenud ahelaga alkaan pristaan. Acinetobacter oleivorans DR1
kasvatamisel alkaanidel C12-Cao olid geenide almAl ja almA2 ekspressiooni tasemed tunduvalt
madalamad kui geenidel alkM1 ja alkM2 ning t66 autorid Park ja teised (2017) tegid jarelduse,
et AlImA-de panus alkaanide lagundamisel on ebaoluline. Liu ja teised (2021) néitasid
Acinetobacter venetianus tlive RAG-1 alkaani hiidroksulaaside erinevate deletsiooni mutantide
konstrueerimisega, et AImA osaleb Cs-Czs alkaanide lagundamisel. Kéesolevas t60s saadud
almA ekspressiooni andmete pdhjal voib oletada, et tiive ICP1 AImA osalus alkaanide Co-Ca
lagundamisel on madal ning sarnaneb A. oleivorans tlivega DR1 saadud tulemustega.
Tapsustamaks tive ICP1 geeni almA rolli vbiks jargmistes t06des méérata ekspressiooni
tasemed veel pikemate ahelatega n-alkaanide ning liihemate hargnenud ahelaga alkaanide

juuresolekul.

Hargnenud ahelaga alkaani, skvalaani (S), sisaldaval s66tmel kasvanud ICP1 rakkudes (Joonis
11A) tbusis geenide alkMb, alkMa ja P450 ekspressiooni tase indutseerimata rakkudega
vorreldes vastavalt 9, 3 ja 3 korda (Joonis 12; Lisa 4). Geeni almA ekspressiooni skvalaan ei
indutseerinud. Pdhjus, miks hargnenud ahelaga alkaane on mikroorganismidel tihtipeale
raskem lagundada on see, et nende rakku jdudmine vdib olla takistatud vdi segavad kiilgahelad
alkaani seondumist enstitimi aktiivtsentrisse. Substraadi struktuur vaib lisaks tekitada raskusi
ka jargnevate B-oksldatsiooni raja ensulmide t6o6s. (Schaffer jt., 1979) Kirjanduses on
kirjeldatud Uksikuid skvalaani (2,6,10,15,19,23-heksametiiultetrakosaan, CaoHs2) lagundavaid
baktereid, sellised on néiteks Alkanindiges illinoisensis (Bogan jt., 2003) ja erinevad
Mycobacterium liigid (Berekaa ja Steinbiichel, 2000). Samas skvalaanist liihemaid hargnenud
ahelaga alkaane, pristaani (2,6,10,14-tetrametutlpentadekaan; Ci9Ha4o) ja futaani (2,6,10,14-
tetrametiitlheksadekaan; CxoHa2), on vbimelised lagundama perekondadesse Marinobacter,
Alcanivorax, Nocardia jt. kuuluvad tiived. Alcanivorax borkumensis tiives SK2 indutseeriti
nimetatud thendite juuresolekul geenide almA ja P450 erinevate homoloogide ekspressioon.
(Gregson jt., 2019) Tuve ICP1 biomassi saagis skvalaani sisaldaval s66tmel ei olnud vorreldes
induktorita s66tmega véga palju kérgem ning geenide ekspressiooni taseme muutused olid

vOrreldes teiste induktoritega suhteliselt madalad. Kinnitamaks tive ICP1 vdimet lagundada
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hargnenud ahelaga alkaane tuleks teha lisa katsed Iihema hargnenud ahelaga alkaanidega,

méarata geenide ekspressiooni tasemed ning substraatide lagundamise méaar.
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Joonis 13. A. venetianus ICP1 geenide alkMb (A) ja alkMa, almA, P450 (B) suhtelised
ekspressioon tasemed induktorita ja induktoriga (toornafta, TN) R2A s66tmel. Esitatud on
kolme bioloogilise katse keskmised (kolme paralleeliga) koos standardhdlbega. Téht a tulba
kohal naitab, et antud induktori korral on geeni suhteline ekspressiooni tase statistiliselt erinev
induktorita kasvanud rakkudes maaratud tasemest ning téht b, et erinevus ei ole statistiliselt
oluline.

Toornafta on kompleksne segu, mis sisaldab n-alkaane, hargnenud ahelaga alkaane,
aromaatseid thendeid ja poldtsuklilisi aromaatseid ihendeid. Toornafta koostis on leiukohati
erinev, kuid n-alkaanidest on enamasti esindatud C10-Css. (Chen jt., 2020) Kdesolevas t60s
vOeti toornaftat sisaldaval R2A sootmetel kasvanud tiive ICP1 nelja alkaani hudroksilaasi
geeni ekspressiooni tasemete madramiseks kasvukdvera erinevatest osadest kokku neli proovi

(Joonis 11D). Sarnaselt Uksik substraatidele olid geenide ekspressiooni tasemed kérgemad
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teises, kolmandas ja neljandas proovipunktis. Eriti kérge oli geenilt alkMb ekspresseeritud
MRNA hulk neljandast ajapunktist voetud ICP1 rakkudes, kus suhteline mMRNA ekspressiooni
tase oli 676 korda kdrgem kui ilma induktorita kasvanud rakkudes (Joonis 13A; Lisa 4). Samas
ei tdusnud alkMb ekspressiooni tase ajas Uhtlaselt, teises ajapunktis olid tasemed kaks korda
ning kolmandas neli korda madalamad kui viimasest proovipunktist eraldatud rakkudest
méaaratud vaartused. Geeni alkMa kdige kdrgem ekspressiooni tase oli kolmandas
proovipunktis, kus mRNA suhteline tase tdusis 308 korda vorreldes indutseerimata rakkudega.
Ka geenide P450 ja almA ekspressiooni tasemed olid kdrgemad just kolmandas proovipunktis.
(Joonis 13B) Mis pdhjusel alkM geenide ekspressiooni tasemed erinevates kasvufaasides olid
erinevad, vajab taiendavaid uuringuid. Naiteks vdiks méaérata proovides ka toornafta

komponentide lagundamise méaéra.

Erineva koostisega toornaftade lagundamist on uuritud A. venetianus tiivega RAG-1, mille
genoomist leiti kolm alkaani hidroksulaasi kodeerivat geeni alkMa, alkMb ja almA. Liu ja
teised (2021) naitasid erinevate AH deletsioonitlivedega, et toornaftas leiduvate alkaanide
biodegradatsiooni efektiivsust saab suurendada kombineerides erinevaid tuvesid vastavalt

alkaanide sisaldusele. Sarnaseid katseid vdiks planeerida ka tuvega ICP1.

Kokkuvdtteks voib Gelda, et Acinetobacter venetianus tuvi ICP1 on vdimeline kasvama n-
alkaanidel ahela pikkusega C12-Cs2. K&ige rohkem biomassi tekkis keskmise ja pika ahelaga n-
alkaanide ning toornafta juuresolekul. Tive ICP1 genoomist leitud alkaani hidroksiilaasi
geenide alkMa, alkMb ja P450 ekspressiooni tasemed olid k&igi t60s kasutatud induktorite
korral kdrgemad kui induktorita s66tmes kasvanud rakkudes. K&ige madalamad ekspressiooni
tasemed saadi rakkudes, mis eraldati skvalaani sisaldavast kasvukeskkonnast, mistdttu voib
oletada, et tuvi ICP1 ei suuda lagundada vaga pikki hargnenud ahelaga alkaane. Cg-Cis ja Ca2
alkaanide lagundamisel osalevad tdendoliselt alkaani hudroksilaasid AlkMb, C14-Cie ja Cao-
Ca2 P450 ning C1s-C22 alkaanide degradatsioonil AlkMa. Geeni almA ekspressiooni tasemed
olid t66s kasutatud alkaanide korral madalad, kdige kdrgemad tasemed saadi C». sisaldaval
sootmel kasvanud rakkudes. Katsed Uksik substraatidega naitasid, et tuvel ICP1 on head
eeldused lagundada keeruka koostisega toornaftat. Nelja alkaani hidroksulaasi koérged
ekspressiooni tasemed toornaftat sisaldavates s6dtmetes kinnitasid hupoteesi ning seepdrast
tuleks jatkata katseid Acinetobacter venetianus tlivega ICP1 ning testida selle rakendatavust

naftareostuse likvideerimisel bioaugmentatsiooni meetodil.

Tuve ICP1 kasvatamisel toornaftat sisaldavatel sodtmetel oli ndha, et 48 h mdéddumisel ei olnud

kolvi seinad enam toornaftaga kaetud (Lisa 5). Perekonnas Acinetobacter on leitud tlivesid, mis
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on vOimelised tootma bioemlugaatoreid ja pindaktiivseid aineid hldrofoobsete (hendite
omastamiseks (Ron ja Rosenberg, 2014). Naiteks on leitud, et Acinetobacter sp. HC8-3S (Chen
jt., 2020) ja A. venetianus RAG-1 (Liu jt., 2021) rakkude kasvatamisel toornaftat sisaldavas
keskkonnas toodavad rakud naftasisivesinike omastamise ja lagundamise Kiirendamiseks
emulgaatorit nimega emulsaan. Seet6ttu vaariks uurimist ka tlve ICP1 v8ime moodustada

nimetatud Uhendeid.

2.3.4. Tuve ICP1 rakupinna hudrofoobsus

Alkaanid on hudrofoobsed ja vees halvasti lahustuvad (hendid, seega peavad nende
omastamiseks mikroorganismid omama hiidrofoobset rakupinda. S&&rane omadus on omane
naiteks Acinetobacter’i liikidele, mis on v@imelised kleepuma ehk agregeeruma
hidrofoobsetele  pindadele.  Mikroorganismide  adhesiivne omadus on  kasulik
biofiltratsiooniprotsessides ja biofilmi moodustamises. (Ishii jt., 2004) Biofilm on pinnaga
seotud mikroobirakkude kogum, milles biomassi tihedus on kdrge ja milles saavad mikroobid
omavahel suhelda ning metaboliite jagada. Tanu biofilmile on bakteritel eelis toksiliste

Uhendite nagu hiidrofoobsete saasteainete lagundamisel. (Viggor jt., 2020)

Kéesolevas t60s uuriti Acinetobacter venetianus tive ICP1 pinna suhtelist hidrofoobsust
kasutades MATH (Microbial Adherence to Hydrocarbons) testi (vt. 2.2.7). Selleks kasvatati
rakke Ule6d0 R2A, R2A+1,3 mM fenool vdi R2A+0,1% heksadekaani sootmetel,
tsentrifuugimisel eraldatud rakud pesti PUM puhvriga ja valmistati kindla neelduvusega
suspensioon. Valmistatud lahusele lisati n-heksadekaani, oktaani vdi p-ksileeni ja segati
seejarel vorteksil ning lasti seista vee ja orgaanilise solvendi kihtide lahutamiseks. Tekkinud
vesifaasist voeti proov ja moddeti selle suspensiooni neelduvust. Saadud tulemuste pdhjal
arvutati A. venetianus ICP1 ja referentstuve suhtelist hiidrofoobsust, kasutades peatiikis 2.2.7.
toodud valemit ja koostati Joonisel 14 Kkujutletav diagramm. Referentstiivena kasutati
Pseudomonas oleovorans tive ICTN13, mis on samuti eraldatud Indias asuvast toornafta
rafineerimistehase puhastist vOetud proovist ning on véimeline kasvama toornaftat sisaldaval
sootmel (Viggor jt., 2020). Pseudomonas perekonna erinevate liikide puhul, nditeks
Pseudomonas putida tiivedel, on t&heldatud, et Gldiselt on nende rakupind hudrofiilne, kuid
toksiliste substraatide olemasolul on nad voimelised suurendama pinna htidrofoobsust (Farrell
ja Quilty, 2002).

Soltumata ettekasvatuseks kasutatud sodtmest ning MATH testis lisatud orgaanilisest Gihendist,
vahenes ICP1 rakkudega suspensiooni ehk veefaasi neelduvus peale loksutamist enam kui 91%

(Joonis 14). Koérged hudrofoobsuse vaartused néitavad seega, et ICP1 on afiinne uurimistoos
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kasutatud lahustite suhtes. Referentstiive ICTN13 puhul oli muutus veefaasi neelduvuses
markimisvaarselt vaiksem jaddes heksadekaani ja oktaani korral alla 15%, mis viitab
hidrofiilsele rakupinnale. P-kstleeni kasutamisel saadi aga tive ICTN13 puhul kdrgemad
vaartused (ligikaudu 50%).

100

Hidrefoobsus{%)

20

heksadekaan p-ksileen oktaan heksadekaan p-ksileen aktaan

ICP1 ICTNLZ

B R2A m R2A+fencol m R2A+heksadekaan

Joonis 14. Acinetobacter venetianus ICP1 ja Pseudomonas oleovorans ICTN13 rakkude
suhtelise hiidrofoobsuse méaramine MATH testiga heksadekaani, p-ksuleeni ja oktaani suhtes.
ICP1 ja ICTN13 rakke kasvatati Gle6d R2A (sinine), R2A+1,3 mM fenool (oranz) voi
R2A+0,1% heksadekaani (hall) sd6tmetel. Joonisel on esitatud kolme bioloogilise kontrolli
(kolm tehnilist kontrolli) tulemused koos standardhalbega.

Lisaks uuriti vee- ja orgaanikafaasist vdetud proovidest tehtud preparaate mikroskoobis (Joonis
15). Vaatlused kinnitasid MATH testis saadud tulemusi - vesifaasis (Joonis 15A) on
Acinetobacter venetianus ICP1 rakke vahem kui heksadekaani (Joonis 15B) faasis.
Pseudomonas oleovorans ICTN13 puhul on aga rakkude jaotus vorreldes uuritava tlivega
vastupidine - vesifaasist vbetud proov (Joonis 15C) sisaldab tunduvalt rohkem rakke kui

heksadekaani faasisist voetud proov (Joonis 15D).

Nii MATH analtdsi kui ka mikroskoobis vaatlemisel saadud tulemuste pdhjal saab seega vaita,
et Acinetobacter venetianus tive ICP1 puhul on tegu hiidrofoobset rakupinda omava rakuga.
Sarnase tulemuse, kus Acinetobacter omas korget hiidrofoobset pinda, sai ka HosStacka, kes
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Joonis 15. R2A sdotmel kasvatatud Acinetobacter venetianus ICP1 (A, B) ja Pseudomonas
oleovorans ICTN13 (C, D) rakud MATH testi vesifaasist (A ja C) ja heksadekaani faasist (B ja
D) voetud proovides. Fotod on tehtud faaskontrast mikroskoobiga Olympus BX41 (1000x
suurendus).

uuris Acinetobacter baumannii tiivesid. Hostacka katse kdigus hinnati A. baumannii afiinsust
kstleeni suhtes ja saadi, et bakter kleepus 90-94% juhtudest aromaatsele stsivesinikule. Tanu
hidrofoobsele rakupinnale on seega bakter vdimeline interakteeruma hiidrofoobsete ihenditega
naiteks n-alkaanidega. Samuti v6imaldab hldrofoobne rakupind Acinetobacter’itel biofilmi
moodustada. Tve ICP1 biofilmi moodustamist on varasemalt jalginud Viggor ja teised (2020)
fenooli sisaldaval so6tmel. Peale 8 tunnist kultiveerimist selgus, et tiivi oli vOimeline
efektiivselt agregaate moodustama. MATH analiiusis kaigus selgus ka, et t00s kasutatud
referentstiive ICTN13 puhul oli bakter hiidrofoobsema rakupinnaga kui tiive oli kasvatatud
heksadekaani voi fenooli sisaldaval s66tmel. Saadud tulemus kattub ka Farrell ja Quilty (2002)
saadud andmetega. A. venetianus ICP1 puhul aga sellist tulemust mérgata polnud, sest tivi
ICP1 omas korget hudofoobset rakupinda isegi juhul, kui seda oli kasvatatud orgaanikat
mittesisaldaval R2A sd6tmel. Seega Acinetobacter venetianus tlvi ICP1 ei muuda oma
rakupinna hudrofoobsust tulenevalt substraadist.
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KOKKUVOTE

Toornafta on looduslik orgaaniliste Uhendite segu, mis sisaldab erinevaid susivesinikke,
sealhulgas alkaane. Kuna tegu on véartusliku toorainega, mida kaevandatakse ja tarbitakse
intensiivselt, on paratamatu, et nende tegevuste kéigus voib tekkida elusorganismidele ohtlik
keskkonnareostus. Naftareostuse kdrvaldamiseks on oluline efektiivsete ja keskkonnasdbralike
remediatsiooni meetodite olemasolu. Uheks vdimaluseks on naiteks kasutada biotervendamist,
mille puhul puhastatakse keskkonda sattunud naftasaaduste lagundamiseks mikroobe.
Efektiivse biotervendamise toimumiseks on oluline kindlaks teha kasutatavate

mikroorganismide flsioloogiline ja ensimaatiline vdimekus.

Kéesolevas bakalaureusetdd pdhieesmérgiks oli tuua valja India rafineerimistehase puhastist
isoleeritud Acinetobacter venetianus tiive ICP1 geneetilised tegurid, mis vastutavad alkaanide
lagundamise eest ning madrata alkaani hiidrokstilaasi geenide ekspressiooni tasemed erinevate
induktorite (n-alkaanide, hargnenud ahelaga alkaanide ja toornafta) juuresolekul. Kuna
alkaanid on hudrofoobsed Gihendid, uuriti ka tlive ICP1 rakupinna hiidrofoobsust.

T606s saadud tulemused vBib kokku vétta jargnevalt:

e A.venetianus tive ICP1 genoomis paiknevad hajusalt eraldi operonides neli perekonna
Acinetobacter tlvedele spetsiifilist alkaani hiidrokstlaasi geeni: alkMa, alkMb, almA ja
P450;

e geeni alkMa ekspressiooni indutseerisid n-alkaanid vahemikus C1s-C22;

e geeni alkMb ekspressiooni indutseerisid n-alkaanid Co-C1s ja Ca;

e geeni P450 ekspressiooni indutseerisid n-alkaanid C14-Ci6 ja C22-Ca2;

e geeni almA ekspressiooni tase oli kdige kdrgem n-alkaani C»> juuresolekul;

e toornafta indutseeris kdigi nelja geeni ekspressiooni;

e tlive ICP1 rakupind on hidrofoobne.

Ké&esoleva bakalaureuset6ds saadud tulemuste pdhjal vGib seega Oelda, et Acinetobacter
venetianus tivi ICP1 on vdimeline lagundama keskmise ja pika ahelaga alkaane ning voiks
seepérast leida rakendust toornafta voi méne muu kituse reostuse kdrvaldamisel. Oluline on
siinkohal mainida, et tivi ICP1 on vdimeline lagundama ka aromaatseid hendeid (fenooli).
Varem arvati, et selline metaboolne aktiivsus ei ole ihes bakteris vdimalik, kuid nudd kui

genoomide sekveneerimine on levinud, leitakse selliseid baktereid jarjest ronkem.
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Characterization of the degradation of alkanes in the Acinetobacter venetianus strain
ICP1

Celeste Peterson
Summary

Crude oil is a natural mixture of organic compounds that contains various hydrocarbons,
including alkanes. As it is valuable raw material, it has been intensively mined and consumed.
These activities can cause hazardous pollution that affects all living organisms. It is important
to have effective and environmentally friendly remediation methods to eliminate oil pollution.
One possible method is the use of bioremediation, where microbes are used to remove
petroleum products released into the environment. It is important to know the physiological and

enzymatic capacity of the microorganisms used for the bioremediation.

The main focus of the bachelor’s thesis was to identify the genetic factors responsible for the
degradation of alkanes in the Acinetobacter venetianus strain ICP1 isolated from the wastewater
treatment plant of an Indian refinery. Another objective was to determine the expression levels
of alkane hydroxylase genes in the presence of various inducers (n-alkanes, branched alkanes
and crude oil). Because alkanes are hydrophobic compounds, the cell surface hydrophobicity
of strain ICP1 was also studied.
The result obtained in the current work can be summarized as follows:

e four Acinetobacter-specific alkane hydroxylase genes, alkMa, alkMb, almA and P450,

are scattered in separate operons of the genome of the A. venetianus ICP1;

e expression of the gene alkMa was induced by n-alkanes in the range C1s-Ca2;

e expression of the gene alkMb was induced by n-alkanes Co-C1g and Cazo;

e expression of the gene P450 was induced by n-alkanes C14-C16 and Cz2-Ca;

e expression level of the gene almA was highest in the presence of n-alkane Co;

e crude oil induced the expression of all four genes;

e the cell surface of strain ICP1 is hydrophobic.

The results of this study indicate that Acinetobacter venetianus strain ICP1 is capable of
degrading medium and long chain alkanes and may therefore find application in the elimination
of the crude oil or other fuel pollution. It is important to mention that strain ICP1 is also able to
degrade aromatic compounds such as phenol. It was previously thought that such metabolic
activity was not possible in a single bacterium, but now that genome sequencing is widespread,

such bacterium are now more and more being found.
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LISAD

Lisa 1

Acinetobacter venetianus ICP1 AlkMa (kollane) ja AlkMb (sinine) jarjestuste identsused
Acinetobacter sp. tivede COS3, M-1 ja DR1 ning A. venetianus tivede RAG-1 ja VE-C3

vastavate jarjestustega ning Acinetobacter sp. tive ADP1 AIkM jérjestusega.

ICP1 COS3 RAG-1 | VE-C3 M-1 DR1
AlkMb | AlkMb | AlkMb | AlkMb | AlkMb | AlkMb
100 99 93 93 93 92 ICP1
AlkMb
ICP1 100 100 92 92 93 92 COS3
AlkMa AlkMb
COS3 100 100 100 98 87 88 RAG-1
AlkMa AlkMb
RAG-1 100 99 100 100 88 88 VE-C3
AlkMa AlkMb
VE-C3 100 100 99 100 100 93 M-1
AlkMa AlkMb
M-1 95 95 95 95 100 100 DR1
AlkMa AlkMb
DR1 87 87 87 87 87 100
AlkMa
ADP1 82 82 83 82 82 82 100
AlkM
ICP1 COS3 RAG-1 | VE-C3 M-1 DR1 ADP1
AlkMa | AlkMa AlkMa AlkMa AlkMa AlkMa AlkM
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Lisa 2

A. venetianus tivede ICP1, RAG-1 (NZ_KB849558) ja VE-C3 (NZ_CMO001772),
Acinetobacter sp. tiivede COS3 (AXCD01000023), M-1 (AB049410) ja DR1 (NC_014259)
AlkMa jarjestuste, Acinetobacter sp. tive ADP1 (CR543861) AIkM ning Pseudomonas putida
GPol (CAB54050) AIKB jarjestuse joondus programmiga MEGA-X. AIKM/AIKB jarjestuse
55. positsioonis (Pseudomonas putida GPol jargi) olev aminohape on tahistatud punase

kastiga.

W

Species/Abbry *
1. ICP1 AlkMa
2. COS53 AlkMa
3. RAG-1 AlkMa
4 VE-C3 AlkMa
5. M1 AlkMa

6. ADP1 AlkM
7. GPo1 AlkB

= = R = R = i = B = I = |
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Lisa 3

A. venetianus tiivede ICP1, RAG-1 (NZ_AKIQ01000087) ja VE-C3 (NZ_CMO001772),
Acinetobacter sp. tiivede COS3 (AXCD01000003), M-1 (AB049411) ja DR1 (NC_014259)
AIKMD jérjestuste, Acinetobacter sp. tive ADP1 (CR543861) AlkM ning Pseudomonas putida
GPol (CAB54050) AIKB jérjestuse joondus programmiga MEGA-X. AIKM/AIKB jarjestuse
55. positsioonis (Pseudomonas putida GPol jargi) olev aminohape on tahistatud punase
kastiga.

L]

Species/Abbry
1. ICP1 AlkME
2 COS3 AlkNb
3. RAG-1 AlkME
4, WVE-C3 AlkMb
5. M-1 AlkNb

6. ADP1 AlkM
7. GPo1 AlkB

= = B = R = B = B = Ry = |
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Lisa 4

Geenide alkMb, alkMa, almA ja P450 ekspressiooni tasemete suhe induktoriga ja induktorita
R2A so6tmel kasvanud rakkudes.

alkMb alkMa almA P450
R2A 1 1 1 1
C9 132 8,5 0,9 35
Cl2 1 177 2 0,8 13
Cl2_2 78 4 0,9 4
Cl4 1 342 23 0,9 4
Cl4 2 832,5 6 2 1027
Cl6 1 47 2 2 17
Cl6 2 2745 15 1 118
C18 1 52 4 2,5 4
C18 2 269 41,5 2 35
C22.1 9 3 4 25
C22.2 73 53 7 90
C32_1 9,5 21 1 8
C32.2 346 5 4 156
S1 2,5 2 0,7 0,7
S_ 2 9 3 0,6 3
TN_1 0,6 6 15 2
TN_2 314 56 1 53
TN_3 128 308 6 55
TN_4 676 50 15 17
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Lisa 5

Fotod 0,1% toornaftat sisaldava minimal s66tmega kolbidest, kus 48 h on kasvanud
Acinetobacter venetianus ICP1 (A) ning vordluseks sama ajapunkti abiootiline kontroll (B).
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