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INFOLEHT

Pseudomonaadide voime lagundada metiiiil- ja klorosalitsiilaate fenooli voi salitsiilaati
sisaldavatest segudest

Selles t60s uuriti P. pseudoalcaligenes C70, P. fluorescens PC20 ja P. putida NCIB 9816-4
voimet lagundada metiilil- ja klorosalitsiilaate fenooli vOi Na-salitsiilaati sisaldavatest
segudest. Katsete kdigus kasvatati tiivesid fenooli voi salitsiilaati sisaldavates minimaal- voi
R2A so6tmetes kuhu oli lisatud metiiiil- vo1 klorosalitsiilaate. Samuti madrati salitsiilaadi
1-hiidroksiilaase ning katehhooli dioksiigenaase kodeerivate geenide ekspressioon
segasubstraatidel kasvanud rakkudes ning spektrofotomeetriliselt hinnati substraatide ja
vaheiihendite kontsentratsiooni muutumist ajas. T66s saadud tulemuste pdhjal suudavad tiived
P putida NCIB 9816-4 ja P fluorescens PC20 segasubstraatidest lagundada vaid 4- ja
S-metiitilsalitsiilaati. Koige efektiivsem segasubstraatide lagundaja on P. pseudoalcaligenes
C70, mis suudab metiiilsalitsiilaadid nii fenooli kui ka salitsiilaati sisaldavast s6otmest dra
kasutada.

Marksonad: salitsiilaadi 1-hiidroksiilaas, katehhooli dioksiigenaasid, redundantsus, metiiiil- ja
klorosalitsiilaat, Pseudomonas

CERCS: B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, miikoloogia

Degradation of methyl- and chlorosalicylates in the presence of phenol or Na-salicylate
in pseudomonads

The ability of P. pseudoalcaligenes C70, P. fluorescens PC20 and P. putida NCIB 9816-4 to
degrade methyl- and chlorosalicylates from mixtures containing phenol or Na-salicylate was
investigated. The strains were grown in minimal or R2A media. The expression of genes
encoding salicylate 1-hydroxylases and catechol dioxygenases in cells grown on a mixture of
substrates was measured, and the concentration of substrates and intermediates was assessed
spectrophotometrically over time. The most efficient degrader of mixed substrates is P,
pseudoalcaligenes C70, which can utilize methyl salicylates from both phenol and
salicylate-containing media.

Keywords: salicylate 1-hydroxylase, catechol dioxygenases, redundant genes, methyl-and
chlorosalicylates, Pseudomomonas

CERCS: B230 Microbiology, bacteriology, virology, mycology



SISUKORD

INFOLEHT
KASUTATUD LUHENDID
SISSEJUHATUS
1.1. Aromaatsed lihendid ja nende aeroobne lagundamine bakterites
1.2. Naftaleeni aeroobne lagundamine
1.4.1. Katehooli meta rada
1.4.2. Katehhooli ortho rada
1.4.3. Gentisaadi rada
1.5. Metiiiilsalitsiilaatide aeroobne lagundamine
1.6. Klorosalitsiilaatide aeroobne lagundamine
1.7. Fenooli aeroobne lagundamine
1.8. Segasubstraatide lagundamine
1.9. Too praktilises osas kasutatud tiivede iseloomustamine
1.9.1. Pseudomonas putida NCIB 9816-4
1.9.2. Pseudomonas fluorescens PC20
1.9.3. Pseudomonas pseudoalcaligenes C70
2. EKSPERIMENTAALOSA
2.1. To6 eesmérgid
2.2. Materjal ja metoodika
2.2.1. Kasutatud bakteritiived
2.2.2. Kasvatused minimaalsddtmetes
2.2.3. RNA eraldamine geenide ekspressiooni médramiseks
2.2.4. Agaroosgeelelektroforees
2.2.5. qRT-PCR
2.3. Tulemused ja arutelu
2.3.1. Kasv segasubstraatidel

2.3.1.1. P. putida NCIB 9816-4 kasv metiiiilsalitsiilaate ning fenooli vdi Na-
salitsiilaati sisaldavates minimaal- ning R2A s66tmetes

2.3.1.2. P. putida NCIB 9816-4 kasv klorosalitsiilaate ning fenooli voi
Na-salitsiilaati sisaldavates minimaal- ning R2A s66tmetes

2.3.1.3. P. fluorescens PC20 kasv metiiiilsalitsiilaate ning fenooli voi
Na-salitsiilaati sisaldavates minimaal- ning R2A sd0tmetes

00 N N B AN

10
11
13
14
16
18
19
19
20
21
23
23
23
23
23
24
24
24
25
25

25

31

34

2.3.1.4. P. fluorescens PC20 kasv klorosalitsiilaate ning fenooli voi Na-salitsiilaati

sisaldavates minimaal- ning R2A sddtmetes

2.3.1.5. P. pseudoalcaligenes C70 kasv metiiiilsalitsiilaate ning fenooli voi
Na-salitstilaati sisaldavates R2A s66tmetes

2.3.1.6. P. pseudoalcaligenes C70 kasv klorosalitsiilaate ning fenooli voi
Na-salitsiilaati sisaldavates R2A so6tmetes

KOKKUVOTE
KASUTATUD ALLIKAD
LISAD

39

42

48
52
55
63



KASUTATUD LUHENDID

PAH - poliitsiikliline aromaatne ihend
SH - salitsiilaadi 1-hiidroksiilaas
C230 - katehhooli 2,3-dioksiigenaas
C120 - katehhooli 1,2-dioksligenaas
HMS - hiidrokstimukonosemialdehiiiid
KHMS - 5-kloro-2-hiidrokstimukonosemialdehiiiid
PHE - fenool

SAL - Na-salitsiilaat

3MS - 3-metiiiilsalitsiilaat

4MS - 4-metiiiilsalitsiilaat

SMS - 5-metiiiilsalitsiilaat

3KS - 3-klorosalitsiilaat

4KS - 4-klorosalitsiilaat

5KS - 5-klorosalitsiilaat



SISSEJUHATUS

Aromaatsed lihendid ehk areenid on ddrmiselt stabiilsed, vdhemalt iihe benseenituumaga
ithendid. Need on looduses véga levinud, niditeks vabaneb areene nii biomassi lagunemisel ja
polemisel kui ka vulkaanipursete korral. Aromaatsete lihendite alla kuuluvad ka mitmed
olulised taimehormoonid. Areenidel on suur roll materjali- ning ravimitoostuses, kust need

tihendid loodusesse satuvad ning piisivat reostust tekitavad.

Areenide eemaldamine loodusest on fiilisikalis-keemilistel meetoditel ressursikulukas ning
tihti ebaefektiivne. Seetdttu on viimastel aastakiimnetel laialdasemat kasutust leidnud
bioremediatsioon, mis pdhineb elusorganismide vodimel kasutada raskestilagundatavaid
ithendeid energia- ja siisinikuallikana. Looduses tuleb organismidel kokku puutuda paljude
erinevate iihendite segudega, mistottu on eduka kasvu jaoks oluline adapteerumisvoime ja
mitmekiilgne metaboolne vdimekus. Kuna keskkonnas leiduvad iihendid vdivad iiksteise
degradatsiooni véga tugeval miidral inhibeerida voi soosida, on oluline bioremediatsioonil
kasutada vaid selliseid organisme, mille metaboolseid omadusi erinevatel kasvutingimustel on

enne pohjalikult vuritud.

Selle t66 eesmirgiks on saada teada, kas bakteritiived Pseudomonas putida NCIB 9816-4,
Pseudomonas fluorescens PC20 ja Pseudomonas pseudoalcaligenes C70 suudavad fenooli voi
Na-salitsiilaati sisaldavast keskkonnast metiiiil- ja klorosalitsiilaate dra kasutada ning kuidas

mdjutab toitainerikka s66tme olemasolu nende tihendite degradatsiooni.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Aromaatsed iihendid ja nende aeroobne lagundamine bakterites

Aromaatsed ithendid ehk areenid on molekulid, milles esineb vdhemalt {iks benseenituum.
Neid saab jagada kolme riithma: poliitsiiklilised (PAH-id), heterotsiiklilised ja
asendusriithmadega areenid. Benseenituumade arvu ja molekulmassi suurenemisel viheneb
tihendite lahustuvus vees ning keemiline reaktiivsus (Seo jt., 2009). Poliitsiiklilised
aromaatsed iihendid sisaldavad vdhemalt kahte benseenituuma ning on oma struktuuri ja
sellest tingitud korge resonantsenergia tottu véga stabiilsed (Goyal ja Zylstra, 1997).
Naftaleen (kaks benseenituuma) on PAH-de lagundamise uurimisel voetud
mudelsubstraadiks, selle bakteriaalsel lagundamisel tekib salitsiitilhape
(2-hiidroksiibensoehape). Salitsiiiilhape on oluline taimehormoon, millel on suur roll nii vilja
valmimisel, stressivastustes kui ka mitmes muus protsessis (Koo jt., 2020). Salitsiiiilhapet ja
selle derivaate sisaldavaid taimeosi, nditeks hobepaju (Salix alba) koort, on kasutatud ravi
eesmirgil rohkem kui 2000 aastat (Shara ja Stohs, 2015). Salitsiilaatidel on avastatud valu-,
poletikku- ja palavikkualandav toime (Klessig jt., 2016). Monel salitstitilhappe derivaadil on
leitud ka insuliiniresistentsuse- ning kasvajarakkude vastane mdju (El-Shemy jt., 2007;
Weidner jt., 2012; Weidner jt., 2016). Kdige tuntum on aga atsetiiiilsalitsiilaat, mida on alates
1899. aastast mittesteroidse pdletikuvastase ravimina aspiriini nime all toodetud (Hedner ja
Everts, 1998). Poliitsiiklilisi aromaatseid iihendeid tekib fossiilsete kiituste ning biomassi
poOlemisel, samuti vabaneb neid vulkaanipursete korral (Seo jt., 2009). PAH-idel on suur roll
materjalitddstuses, nditeks naftaleenist toodetakse plastikut, virve ja kahjuritdrjevahendeid
(Mallah jt., 2022). Kahjuks jouavad need aromaatsed iithendid loodusesse ning tekitavad
suuremahulist piisivat reostust. Keskkonda kuhjuvad areenid vdivad inhibeerida taimede
kasvu, fotosiinteesi ning seemnete idanemist (Henner jt., 1999; Paskova jt., 2006), loomadele
on tuvastatud nditeks nii kartsino- vOi teratogeenne kui ka geno- ja immunotoksiline moju
(Carlson jt., 2002; Nisha jt., 2017; Farombi jt., 2020). Loodusest on fiilisikalis-keemilistel
meetoditel aromaatsete iihendite eemaldamine ressursirikas ning tihti ebaefektiivne, mistottu
on viimastel aastakiimnetel laialdasemat kasutust bioremediatsioon, mis pohineb
mikroorganismide vOimel kasutada kompleksseid iihendeid siisiniku- ja energiaallikana
(Salari jt., 2022; Baskaran ja Byun, 2024).

Aromaatsete iihendite aeroobsel bakteriaalsel lagundamisel saab eristada kolme etappi
(Williams ja Sayers, 1994):

1. mono-vdi dioksiigenaasid lisavad benseenituumale hiidroksiitilrithmi,



2. dioksiigenaasid I6huvad benseenituumas olevad siisiniksidemed, lisavad hapniku ja
tekitavad sellega alifaatse happe,
3. tekkinud vaheprodukte lagundatakse edasi ning kasutatakse kesksetes

metabolismiradades.

1.2. Naftaleeni aeroobne lagundamine

Naftaleen on kahe benseenituumaga poliitsiikliline {ihend, mis lahustub vees paremini kui
teised suurema molekulmassiga PAH-id. Seetottu suudavad paljude mikroobiperekondade,
nditeks Alcaligenes, Burkholderia, Mycobacterium, Polaromonas, Pseudomonas, Ralstonia,
Rhodococcus, Sphingomonas ja Streptomyces, liigid kasutada seda siisiniku- ja
energiaallikana (Seo jt., 2009).

Naftaleeni metabolismirada perekonna Pseudomonas liikides kirjeldasid esimest korda Davies
ja Evans 1964. aastal. Degradatsiooniraja etappe peale benseenituuma Idikamist tdpsustasid
1992. aastal Eaton ja Chapman.

Naftaleeni metabolismirada salitsiilaadi kaudu on tipselt kirjeldatud liigi Pseudomonas putida
tives G7 (Yen ja Gunsalus, 1982). Sellel bakteril paiknevad plasmiidil NAH7 naftaleeni
lagundamiseks kaks operoni, naftaleeni iilemise ja alumise raja operon (Dunn ja Gunsalus,
1973; Yen ja Gunsalus, 1982; Sota jt., 2006). Ulemises, nah operonis, asuvad geenid
(nahAaAbAcAdBFCQED; Joonis 1A), mille abil siinteesitakse ensiilime naftaleeni
muutmiseks salitsiilaadiks (Joonis 1B). Alumises sal operonis on geenid (nahGTHINLOMKJ,
Joonis 2A), mille abil muudetakse katehhool meta-raja kaudu atseetaldehiiiidiks ja
piliruvaadiks (Joonis 2B). (Yen ja Gunsalus, 1982; Yen ja Gunsalus, 1985; Sota jt., 2006)
Naftaleeni lagundamine Pseudomonas putida tives G7 algab benseenituumale kahe
hiidroksiitilrihma  lisamisest, mida vahendab naftaleeni  dioksiigenaasikompleks
(nahAaAbAcAd) (Yen ja Gunsalus, 1982; Simon jt.,, 1993). Selle tulemusena tekib
cis-naftaleeni dihiidrodiool, mis mitmete vaheiihendite kaudu 10puks konverteeritakse
salitsiilaadiks (Joonis 2B; Yen ja Gunsalus, 1982).

Salitsiilaati saab edasi lagundada kas katehhooli meta, katehhooli ortho voi gentisaadi rada
modda (Davies ja Evans, 1964; Ornston ja Stanier, 1966; Fuenmayor jt., 1998). Katehhooli
molema raja esimeseks sammuks on salitsiilaadi konverteerimine katehhooliks, mida viib 1dbi
salitsiilaadi 1-hiidroksiilaas (EC 1.14.13.1) (Davies ja Evans, 1964; Ornston ja Stanier, 1966).
Salitstilaadi 1-hiidroksiilaas on flavoproteiin, mis NAD(P)H ja hapniku kaasabil konverteerib
nii salitsiilaadi kui ka mitmed asendusriihmaga salitsiilaadid, nditeks 3-, 4-, ja 5-

metiiiilsalitsiilaadid, katehhooliks (Katagiri jt., 1962; Katagiri jt., 1965; Balashova jt., 2001).



Gentisaadi rajas konverteerib salitslilaadi  5-hiidroksiilaas salitsiilaadi ~ gentisaadiks
(Fuenmayor jt., 1998). Salitsiilaadi 5-hiidroksiilaas on multikomponentne monooksiigenaas,
mis suudab salitstilaadi ning mdned asendusriihmaga salitsiilaadid, néiteks 4- ja 5-

klorosalitsiilaadid, konverteerida gentisaadiks (Zhou jt., 2002).
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Joonis 1. A. Pseudomonas putida G7 plasmiidil NAH7 paikneva naftaleeni lagundamise
(nah) operoni struktuur (Sota jt., 2006; modifitseeritud). Geenidelt ekspresseritavad
produktid: NahAa — ferredoksiini reduktaas, NahAb — ferredoksiin, NahAc — raud-véavel
valgu a-subiihik, NahAd - raud-véddvel valgu [-subilihik, NahB - cis-dihiidrodiooli
dehiidrogenaas, NahF — salitsiiiilaldehiiiidi dehiidrogenaas, NahC — 1,2-dihiidroksiinaftaleeni
dioksiigenaas, NahQ — dibensotiofeeni metabolismi valk, NahE —
2-hiidrokstibensiitilpiiruvaadi  aldolaas, NahD — 2-hiidroksiikromeen-2-karboksiilaadi
isomeraas (Yen ja Gunsalus, 1982; Harayama ja Rekik, 1984; Simon jt., 1993; Ono jt., 2007;
Sota jt., 2006).

B. Naftaleeni lagundamine salitsiilaadiks Pseudomonas putida tiives G7. Vajalikud ensiitimid
on madrgitud joonisele allajoonituna, nende tédispikad nimetused on Joonis 1. allkirjas.
Substraadid: I — naftaleen, II - cis-(1R,2S)-naftaleeni-dihiidrodiool, III -
1,2-dihiidronaftaleen, IV — 2-hiidroksii-4-(2"-okso-3,5-tsiikloheksadieniiiil)-buta-2,4-dienoaat,
V — cis-o-hiidroksiibenstiiilideenpiiruvaat, VI — 2-hiidroksiikromeen-2-karboksiilaat, VII —
hiidroksiibensiiiilpiiruvaat, VIII — piiruvaat, IX — salitstiiilaldehtiiid, X — salitsiilaat (Eaton ja
Chapman, 1992; modifitseeritud).

1.4.1. Katehooli meta rada

Meta raja votmeensiilimiks on katehhooli 2,3-dioksiigenaas (C230), mis ldikab katehhooli
benseenituuma katki teise ja kolmanda stisiniku vahelt, tekitades
2-hiidrokstimukonosemialdehiiiidi. See vaheiihend lagundatakse astmeliselt piiruvaadiks ja

atseetaldehiilidiks. (Davies ja Evans, 1964; Sala-Trepat jt., 1972; Harayama ja Rekik, 1989)



Niiteks lagundab salitsiilaati katehhooli meta raja kaudu Pseudomonas putida G7 plasmiidselt
kodeeritud sal operoni (nahGTHINLOMKJ) abil (Joonis 2A; Yen ja Gunsalus, 1982; Sota jt.,
2006). Salitstilaadist tekib salitsiilaadi 1-hiidrokstilaasi (NahG) toimel katehhool. Saadud
vaheiihendit 10ikab katehhooli 2,3-dioksiigenaas (NahH), selle tulemusel moodustub
2-hiidrokstimukonosemialdehiiiid, mida vdib edasi lagundada kahte teed pidi (Joonis 2B).
Molemal juhul tekib 16puks piiruvaat ja atseetaldehiilid. (Yen ja Gunsalus, 1982; Harayama ja
Rekik, 1984)
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Joonis 2.A. Pseudomonas putida G7 plasmiidil NAH7 paikneva salitsiilaadi lagundamise
(sal) operoni struktuur (Sota jt., 2006; modifitseeritud). Geenidelt siinteesitavad produktid:
NahR — regulaatorvalk, NahG — salitsiilaadi 1-hiidroksiilaas, NahT — ferredoksiin, NahH —
katehhooli 2,3-dioksiigenaas, Nahl — 2-hiidroksiimukonosemialdehiitidi dehiidrogenaas, NahN
— 2-hiidrokstimukonosemialdehiiiidi hiidrolaas, NahL. — 2-okso-4-pentenoaadi hiidrataas,
NahO - atseetaldehiiiidi dehiidrogenaas, NahM — 4-hiidroksii-2-oksovaleraadi aldolaas, NahK
— 4-oksalokrotanaadi dekarboksiilaas, NahJ —2-hiidroksiimukonaadi tautomeraas, NahX —
teadmata funktsiooniga valk, NahY — naftaleeni kemotaksise valk (Yen ja Gunsalus, 1982;
Harayama ja Rekik, 1984; Simon jt., 1993; Sota jt., 2006).

B. Salitsiilaadi lagundamine katehhooli meta raja kaudu NAH7 plasmiidilt ekspresseeritud
ensiiiimidega (allajoonitud). Ensiilimide tiispikad nimetused on toodud Joonis 3 allkirjas (Yen
ja Gunsalus, 1982; Harayama ja Rekik, 1984).



Naftaleeni ja salitsiilaadi lagundamiseks Pseudomonas putida G7 sal operoniga analoogseid
operone on leitud paljudes teisteski perekonna Pseudomonas liikides, néiteks P. putida NCIB
9816-4, Pseudomonas sp. ND6, P. stutzeri AN10 (Joonis 5; Bosch jt., 2000; Li jt., 2004;
Dennis ja Zylstra, 2004).

Kui iildiselt asuvad nah ja sal operonid plasmiididel, on leitud ka kromosomaalsete
operonidega tiivesid (Zuniga jt., 1981; Yen ja Gunsalus, 1982; Rossello-Mora jt., 1994).
Selline on néiteks Pseudomonas stutzeri AN10 (Rossello-Mora jt., 1994), lisaks paikneb selle
tiive sal operoni ees geen nahW (Joonis 3), mis kodeerib veel {iht salitsiilaadi 1-hiidroksiilaasi
(Bosch jt., 1999; Bosch jt., 2000). Kaks erinevat salitsiilaadi hiidroksiilaasi annavad eelise
asendusriihmaga salitsiilaatide degradeerimisel, NahG suudab efektiivsemalt lagundada
metiiil-, NahW aga klorosalitsiilaate (Bosch jt., 1999). Samuti puudub tiivel AN10
kemotaksise jaoks vajalik nahY geen ja teadmata funktsiooniga nahX (Grimm ja Harwood,

1999; Bosch jt., 1999; Bosch jt., 2000).

P. putida GT(NAH7) nah

P.putda NCIBSI6-4®DTGD. ity (RG] DD WD K9 TATD 1D 191 0D
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Joonis 3. Perekonna Pseudomonas erinevate tiivede sal operonide struktuur (Sota jt., 2006;
modifitseeritud).

1.4.2. Katehhooli ortho rada

Katehhooli ortho ehk B-ketoadipaadi raja votmeensiiiimiks on katehhooli 1,2-dioksiigenaas
(C120), mis ldikab katehhooli benseenituuma katki esimese ja teise siisiniku vahelt ning tekib
cis,cis-mukonaat. Saadud lihend lagundatakse erinevate ensiilimide abil edasi ning saadakse
3-oksoadipaat ehk p-ketoadipaat, mille jargi on rada ka nime saanud. See lagundatakse
atsetiilil- ja suktsiniiiil-CoA-ks. (Ornston ja Stanier, 1966; Ornston, 1966; Harayama ja Rekik,
1989)

Naiteks Pseudomonas reinekei tiivi MT1 lagundab sal operonis paikneva sald geenilt
stinteesitud salitsiilaadi 1-hiidroksiilaasi abil salitsiilaadi katehhooliks. Tekkinud vaheiihendi
lagundamine toimub seejdrel sal ja cat operonis paiknevate catA ja salD geenidelt kodeeritud
katehhooli 1,2-dioksligenaaside abil cis,cis-mukonaadiks (Joonis 4A) (Camara jt., 2007).

Uhend  konverteeritakse ~ mukonolaktooni ja  3-oksoadipaat-enoollaktooni  kaudu
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3-oksoadipaadiks (Joonis 4B). Viimane muudetakse 3-oksoadipiiiil-CoA, mis lagundatakse
tsitraaditsiikli vaheiihenditeks. (Nikodem jt., 2003; Camara jt., 2007; Marin jt., 2010)
A.

sal operon
—salRl X salR2H sald ) salB Y  salC M salD Y orff K orf8 |
SalOH MCI C120
200 (__carRH _ catB catd )}  catoperon
bp MCl Ml C120
B.
COSCOA
salD COOH_ 1o COOH CO0H COOH COSCoA
OH catA A iZtB catC tC suktsmuul CoA suktsinaat < atsetlllll CoA
_> — = O
5 COASOC
HOOC HOOC HOOC
katehhool

cis,cis-mukonaat mukonolaktoon 3—0ksoad1paat 3-oksoadipaat  3-oksoadipiiiil-CoA HOOC

-enoollaktoon suktsiniiiil-CoA

Joonis 4. A. Pseudomonas reinekei MT1 salitsiilaadi lagundamiseks vajalike sal/ ja cat
operonide struktuur. Joonisele on margitud vastavad ensiitimid, mida geenid kodeerivad.
Tahistused: SalOH — salitsiilaadi 1-hiidroksiilaas, MCI — mukonaadi tsiikloisomeraas, MI -
mukonolaktooni isomeraas. (Camara jt., 2007; modifitseeritud).

B. Pseudomonas reinekei MT1 katehhooli ortho lagundamisrada. Ensiiimide mirgistused
joonisel: 1 — katehhooli 1,2-dioksiigenaas, 2 — mukonaadi tsiikloisomeraas, 4 -—
mukonolaktooni  isomeraas, S5 —  3-oksoadipaat-enoollaktaani  hiidrolaas, 6 -
3-oksoadipaat:suktsiniiiil-CoA transferaas, 7 — 3-oksoadipiiiil-CoA tiolaas. Joonisel on
allajoonituna mérgitud geenid, mis vastavaid ensiilime kodeerivad. (Nikodem jt., 2003; Marin
jt., 2010; modifitseeritud).

1.4.3. Gentisaadi rada

Ralstonia sp. tives U2 toimub naftaleeni metabolism iile gentisaadi. Tiivel on selleks
plasmiidne, NAH7 plasmiidiga sarnane nag operon (Joonis 5A). Metabolismiraja esimese
sammuna konverteerib naftaleeni dioksiigenaas (NagAaAbAcAd) naftaleeni salitsiilaadiks.
Edasi muudetakse iihend salitsiilaadi 5-hiidrokstilaasi (NagGH) abil gentisaadiks. (Fuenmayor
jt., 1998) Tekkivat substraati 16ikab gentisaadi 1,2-dioksiligenaas (Nagl), mille tulemusel tekib
maleiililpiiruvaat. Viimane lagundatakse fumariiiilpiiruvaadi kaudu piiruvaadiks ja

fumaraadiks (Joonis 5B). (Zhou jt., 2001)
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Joonis 5. A. Ralstonia sp. tiive U2 naftaleeni lagundamiseks vajaliku operoni, nag, struktuur.
Geenidelt kodeeritavad ensiiimid: NagY — kemotaksise valk, NagR — transkriptsiooni
regulaatorvalk, NagAa — ferredoksiini reduktaas, NagG - salitsiilaadi 5-hiidroksiilaasi
oksiigenaasi suur subiihik, NagH — salitsiilaadi 5-hiidroksiilaasi oksiigenaasi vdike subiihik,
NagAb — ferredoksiin, NagAc — salitsiilaadi 5-hiidroksiilaasi oksiigenaasi suur subiihik,

NagAd — salitsiilaadi  5-hiidroksiilaasi  oksiigenaasi  védike subiihik, NagB -
cis-naftaleenidihiidrodiooli dehiidrogenaas, NagF — salitsiiiilaldehiitidi dehiidrogenaas, NagC
— 1,2-dihiidrokstinaftaleeni dioksiigenaas, NagQ -  aldolaas, NagE -
trans-o-hiidrokstibensiitilideenpiiruvaadi hiidrataas-aldolaas, NagD —
2-hiidroksiikromeenkarboksiilaadi isomeraas, Nag] — glutatiooni S-transferaas, Nagl —
gentisaadi  1,2-dioksiigenaas, NagK — fumariiiilpliruvaadi  hiidrolaas, NaglL -

maleiililptiruvaadi isomeraas, NagM — teadmata, NagN — teadmata (Zhou jt., 2001;
modifitseeritud).

B. Gentisaadi rada salitsiilaadi lagundamiseks tiives Ralstonia sp. U2. Téhistused: Nagl —
gentisaadi  1,2-dioksligenaas, Nagl. — maleiiiilpliruvaadi  isomeraas, NagK —
fumartiiilpiiruvaadi hiidrolaas, GSH — glutatioon (Zhou jt., 2001; modifitseeritud).

Pseudomonas putida tiives AKS toimub naftaleeni lagundamine gentisaadi raja kaudu ning
ensiiime kodeerivad geenid paiknevad kahes operonis (Joonis 6A; Izmalkova jt., 2013).
Esimene neist on klassikaline nah operon, mille abil konverteeritakse naftaleen salitsiilaadiks
(Izmalkova jt., 2013). Klassikaline sa/ operon tiivel puudub ning salitsiilaat lagundatakse

sgpAIKGHB operoni abil gentisaadi raja kaudu (Joonis 6B; Izmalkova jt., 2013).
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Joonis 6. A. Pseudomonas putida tiive AKS nah ja sgp operonide struktuur. sgp operoni
geenide produktid: Mfsl — transportervalk, SgpR — transkriptsiooni regulaatorvalk, SgpA —
salitsiilaat 5-hiidroksiilaasi reduktaasi komponent, Sgpl — gentisaadi 1,2-dioksiigenaas, SgpK
— fumariitilptiruvaadi hiidrolaas, SpgG — salitsiilaat 5-hiidroksiilaasi oksiigenaasi suur subiihik,
SpgH — salitsiilaat 5-hiidroksiilaasi oksiigenaasi véike subiihik, SgpB — ferredoksiin, Mpi —
maletiiilatsetoatsetaadi isomeraas, Mstl- kemotaksise valk, MerR — transkriptsiooni
regulaator, Ivd — isovaleriiiil-CoA dehiidrogenaas. nah operoni geeniproduktide nimetused on
Joonis 1. allkirjas.

B. Pseudomonas putida AKS salitsiilaadi lagundamine gentisaadi rajas (Izmalkova jt., 2013;
modifitseeritud).

1.5. Metiiiilsalitsiilaatide aeroobne lagundamine

Metiitilsalitsiilaatide tdielik lagundamine toimub enamasti iile metiitilkatehhoolide katehhooli
meta rajas (Murray jt., 1972; Sala-Trepat jt., 1972; Pérez-Pantoja jt., 2010), sest ortho raja
kaudu ei suuda bakterid seda teha (Pieper jt., 1985). 3- ja 4-metiiiilkatehhooli lagundamisel
ortho rajas tekib 4-metiitilmukonolaktoon, mida pole puuduliku vaba prootoni tottu voimalik
konverteerida 3-oksoadipaat-enoollaktooniks (Bruce jt., 1989). Samas on leitud mitmeid
tivesid, nditeks Pseudomonas reinekei MTI1, mis suudavad lagundada 4- ja
S-metiiiilsalitsiilaati ortho rajas (Joonis 7; Camara jt., 2007). Sal operonilt kodeeritavate SH,
C120 ja mukonaadi tsiiklomeraasi abil (Camara jt.,, 2007) konverteeritakse 4- ja
S-metiitilsalitsiilaat 4-metiliilmukonolaktooniks (Marin jt., 2010). Operoni mml kodeeritud
ensiiiimide abil muudetakse see vaheiihend metiiiilsuktsinaadiks (Joonis 7; Marin jt., 2010).
Sarnast metabolismirada on kirjeldatud ka tiivedel Cupriavidus necator JMPI134 ning
Rhodococcus rhodochrous N75 (Bruce jt., 1989; Pieper jt., 1990; Prucha jt., 1997; Camara jt.,
2007)

13



COOH COOH oo COOH
HC Mmil CH| MmlJ A _-CH,
—_— T = —_— - CH,
o | 0 0 Mmll | © '
o o o HOOC
4-metiiiilmukonolaktoon 4-metiiiil-3-oksoadipaat
-enoollaktoon
3-metiiiilmukonolaktoon 4-metiiiil-3-
oksoadipaat
COSCOA
" Central
COSCo atsemul CoA metabolism
MmlFG < /
MmiC CoASOC N L CHs
HOOC
‘--‘-""i-
4-metiiiil-3-oksoadipiiiil-CoA HOOC HOOC
metiiiilsuktsiniiiil-CoA
metiiiilsuktsinaat

Joonis 7. Pseudomonas reinekei tiives MT1 4-metiililmukonolaktooni lagundamisrada.
Vajalikud enstiiimid (allajoonitud): Mmll — 4-metiiiilmukonolaktooni metiiiilisomeraas, MmlJ
— metlitilmukonolaktooni isomeraas, MmIL — 4-metiiiil-3-oksoadipaat-enoollaktooni
hiidrolaas, =~ MmIFG  —  4-metiiiil-3-oksoadipaat-CoA  transferaas, = MmIC —
4-metiiiil-3-oksoadipiiiil-CoA tiolaas, MmIK — atsetiilil-CoA transferaas/hiidrolaas. (Marin jt.,
2010; modifitseeritud)

1.6. Klorosalitsiilaatide aeroobne lagundamine

Erinevalt metiililsalitsiilaatidest toimub klorosalitsiilaatide  metabolism  spetsiaalse
klorokatehhooli ortho raja kaudu (Pieper jt., 2010). Selle raja 1dppsaaduseks on klororiihmaga
3-oksoadipaat, mis lagundatakse 16puni tavalises katehhooli ortho rajas (Vollmer jt., 1993).
Klassikalise katehhooli ortho raja kasutamisel klorosalitsiilaatide tdielikul lagundamisel tekib
kaks probleemi (Dorn ja Knackmuss, 1978; Blasco jt., 1995; Prucha jt., 1996; Skiba jt.,
2002):

1. ensiilimide korge substraadispetsiifilisus, mis ei voimalda klorosalitsiilaate efektiivselt

lagundada,

2. protoanemoniini ja cis-dieenlaktooni kui toksiliste tupikiihendite teke.
Pseudomonas reinekei tiives MTI1 on aga leitud alternatiivne ortho rada 4- ja
5-klorosalitsiilaatide lagundamiseks (Joonis 8B; Nikodem jt., 2003). Asendusriihmaga
salitsiilaadid ei indutseeri tiive cat operoni ekspressiooni, selliste substraatide lagundamiseks
vajab MTT1 sal ja cca operoni (Joonis 4A ja Joonis 8A; Cémara jt., 2007; Camara jt., 2009).

salA kodeerib salitsiilaat 1-hiidroksiilaasi, mille toimel tekib nii 4- kui ka 5-klorosalitsiilaadist
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4-klorokatehhool, C120-de

tsiikloisomeraaside (SalC ja CcaB) abil iile 3-kloromukonaadi 4-kloromukonaadiks (Nikodem

mis lagundatakse (SalD ja CcaA) ning mukonaadi
jt., 2003; Camara jt., 2007; Camara jt., 2009). trans-dieenlaktooni hiidrolaasi (CcaC) toimel
tekib 4-kloromukonolaktoonist maleiiiilatsetaat (Joonis 8B) ja ténu sellele kuhjub metabolismi
kdigus vdhem protoanemoniini ning tiivi saab substraati ortho raja kaudu 1dpuni
metaboliseerida (Camara jt., 2009).
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Joonis 8. A. Pseudomonas reinekei tiive MT1 cca operoni struktuur. Geenidelt kodeeritavad
ensiitimid: CcaB — mukonaadi tstikloisomeraas, CcaA — katehhooli 1,2-diokstligenaas, CcaR —
transkriptsiooniregulaator, CcaC — trans-dieenlaktooni hiidrolaas, CcaD — maleiiiilatsetaadi
reduktaas. B. 4- ja 5-klorosalitsiilaadi lagundamisrada P. reinekei tiives MT1. Reaktsioonideks
vajalikud ensiliiimid on allajoonitud, sulgudesse on maérgitud neid kodeerivad geenid.
Tahistused: C120 — katehhooli 1,2-dioksiigenaas, MCI — mukonaadi tsiikloisomeraas,
trans-DHL — trans-dieenlaktooni hiidrolaas, MAR — maleiiiilatsetaadi reduktaas. (Cémara jt.,
2009; modifitseeritud)

Klorokatehhoolide lagundamine katehhooli meta rajas takistab tupikiihendite teke voi C230
aktiivtsentris oleva rauaiooni okslideerimine ning ensliimi pddrdumatu inaktivatsioon
(Klecka ja Gibson, 1981; Bartels jt., 1984).

Samas on leitud tiivesid, mis suudavad seda substraati edukalt lagundada meta rajas. Niiteks
P. putida GJ31, mille cbzE geenilt kodeeritud klorokatehhooli 2,3-dioksiigenaas dekloreerib

3-klorokatehhooli ning konverteerib selle 2-hiidroksiimukonaadiks, saadud iihend

lagundatakse edasi meta rajas (Mars jt., 1999). Samamoodi suudavad 3-klorokatehhooli

lagundada niiteks P. fluorescens SK1, P. veronii 16-6A, Pseudomonas sp. MG61 (Mars jt.,

1999; Gobel jt., 2004). 4-klorokatehhooli

tupikiihendina laimikollane

lagundamisel C230-ga

(neeldumismaksimum

tekib tavaliselt

lainepikkusel 378 nm)
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5-kloro-2-hiidroksiimukonosemialdehiiiid (KHMS) (Wieser jt., 1994). Samas leidub ka seda
ithendit  lagundavaid tiivesid, nditeks = Comamonas  testosteroni JHS, mille
2-hiidrokstimukonosemialdehiiiidi dehiidrogenaas ja -hiidrolaas suudavad tupikiihendit

lagundada ning substraati tdielikult meta raja kaudu degradeerida (Joonis 9; Hollender jt.,

1997).

€230 l+ 0,
OH OH
NAD*
< ~COOH B Z “COOH
- CHO COOH
NADH N
Cl cl
2-hiidroksiimukonosemialdehiiiidi | * HpO
dehiidrogenaas HCOOH 4-oksalokrotanaadi isomeraas
+
OH 4-oksalokrotanaadi dekarboksiilaas
CcO
2
" “COOH
‘\
Cl

Joonis 9. 4-klorokatehhooli lagundamine Comamonas testosteroni tiives JH5 (Hollender jt.,
1997; modifitseeritud).

1.7. Fenooli aeroobne lagundamine

Hiidrokstibenseen ehk fenool on iihe benseenituumaga aromaatne iihend, mis on inimesele
toksiline. Pikaajaline kokkupuude kdrgemate fenooli kontsentratsioonidega voib kahjustada
nii siidant, neere kui ka hingamis- ja nérvisiisteemi, ning pohjustada ka surma. Fenoolseid
ithendeid vabaneb keskkonda nditeks biomassi lagunemisel, samas satub neid loodusesse ka
ravimi-, fungitsiidide-, materjali- ning toiduainetddstusest (van Schie ja Young, 2000).

Fenooli aeroobse lagundamise esimeses etapis lisab mitme- voi ihe komponendiline fenooli
hiidroksiilaas benseenituumale ortho-positsiooni iihe hiidroksiiiilriihma, mille tulemusena
tekib katehhool (Neujahr ja Gaal, 1973). Uhekomponentsed fenooli hiidroksiilaasid, niiteks
TbuD (P. pickettii PKO1) ja PheA (Pseudomonas sp. EST1001), on flavoproteiinid, mis
kasutavad kosubstraatidena molekulaarset hapnikku ja NAD(P)H-d (Neujahr ja Gaal, 1975;
Klecka ja Gibson, 1981; Nurk jt., 1991; Enroth jt., 1994). Multikomponentsed hiidroksiilaasid
on vihemalt kahest osast koosnevad ensiiiimid. Uks neist on oksiigenaas, mis seob hapnikku
ning selle abil hiidroksiileerib substraati. Teine on reduktaas, mis kannab elektrone

NAD(P)H-It iile oksiigenaasile. (Powlowski ja Shingler, 1990) Modnel ensiitimil, nditeks
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DmpKLMNOP (Pseudomonas sp. CF600) ja MopKLMNOP (Acinetobacter calcoaceticus
NCIB8250), on olemas kolmas komponent, mis reguleerib nimetatud osade vahelist

interaktsiooni (Nordlund jt., 1990; Schirmer ja Hillen, 1998).
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Joonis 10. A. Cupriavidus nantongensis tiive X1 fenooli lagundamiseks vajalike klastrite
struktuur (Zhang jt., 2023; modifitseeritud).

B. Cupriavidus nantongensis tiive X1 fenooli lagundamisrajad koos vahesubstraatide ning
vajalike enstliimidega (Zhang jt., 2023; modifitseeritud). Tahistused: PoxABCDEFG — fenooli
hiidrokstilaas, C120 — katehhooli 1,2-dioksiligenaas (TcpC), CatCD — mukonolaktooni
isomeraas ja 3-oksoadipaadi enoollaktonaas, Pcal] — 3-oksoadipaat-CoA transferaas, PcaF —
B-ketoadipiitil-CoA  tiolaas, C230 — katehhooli  2,3-dioksiigenaas, DmpC —
2-hiidroksiimukonosemialdehiitidi ~ dehiidrogenaas, @ XylH -  2-hiidrokslimukonaadi
tautomeraas, XylL — 4-oksalokrotanaadi dekarboksiilaas, MhpD — 2-okso -4-pentenoaadi
hiidrataas, DmpG — 4-hiidroksii-2-oksovaleraadi aldolaas, MhpF — atseetaldehiiiidi
dehiidrogenaas. (Zhang jt., 2023; modifitseeritud).

Saadud katehhool lagundatakse edasi katehhooli ortho voi meta rajas (Evans, 1947; Shingler
jt., 1989; Ehrt jt., 1995; Schirmer ja Hillen, 1998). Samas on leitud ka tiivesid, millel on

fenooli lagundamiseks olemas mdlemad rajad. Selline on niiteks Cupriavidus
17



nantongensis tiivi X1, mis suudab kasutada fenooli ainsa siisiniku- ja energiaallikana (Shi jt.,
2019).  Fenooli lagundamist alustab poxABCDEFG  geenidelt ekspresseeritav
mitmekomponendiline fenooli hiidroksiilaas (Joonis 10B). Kuigi katehhooli saab tiivi
lagundada molemat, meta ja ortho, katabolismirada modda, leiti katsetes, et katehhooli
2,3-diokstligenaasid teevad seda mairgatavalt efektiivsemalt ning tdendoliselt on eelistatud
meta rada. Koik degradatsiooniks vajalikud geenid asuvad tiive X1 kromosoomis viies klastris

(Joonis 10A). (Zhang jt., 2023)

1.8. Segasubstraatide lagundamine

Looduses puutuvad bakterid sageli kokku erinevate iihendite segudega ning eduka kasvu
jaoks on oluline adapteerumisvdime ja mitmekiilgne metaboolne véimekus (Choi jt., 2007).
Esimesena lagundatakse enamasti kasvukeskkonnast lihtsamaid substraate, nditeks suhkruid,
ning alles pdrast seda degradeeritakse keerukamaid, spetsiifilisi metabolismi radasid vajavaid
substraate, nditeks aromaatseid iihendeid (Harder jt., 1997). Samas on leitud baktereid, mis

suudavad moningaid substraate metaboliseerida samal ajal (Harder jt., 1997).

Kasvukeskkonnas olevad segasubstraadid voivad bakterite kasvu soodustada. Néiteks voib
kasvuks sobivam substraat madalal kontsentratsioonil varustada mikroorganisme vajaliku
energiaga, et kiiresti paljuneda ning ning sellega suurendada nende bakterite arvukust, mis
teist kompleksemat iihendit lagundada suudavad (Schmidt ja Alexander, 1985; Alvarez ja
Vogel, 1991; Nzila, 2013). Néiteks suudab fenantreeni voi salitsiilaati sisaldavas sdootmes
kasvanud P. saccharophila tiivi P15 lagundada energia- ja siisinikuallikana ka benso(a)piireeni
(Chen ja Aitken, 1999). Sarnast efekti on tdheldatud P. putida tiives ATCC 17484, mis suudab
karbasooli (dibensopiirrool) energia- ja siisinikuallikana kasutada vaid siis, kui s66tmesse on
lisatud ka salitsiilaati (Loh ja Yu, 2000). Paljud bakteriaalsete metabolismiradade
votmeensiiimid (nt katehhooli dioksiligenaasid) on védga laia substraadispetsiifikaga, tinu
millele on vodimalik substraatide segudes lagundada ka sarnaseid, nt asendusrithmadega,
tihendeid, mis ei pruugi iseseisvalt olla vdimelised geeniekspressiooni indutseerima (Reardon
jt., 2000). Naiteks suudavad P putida ATCC 49451 ja LY1 kasutada fenooli siisiniku- ja
energiaallikana, aga 4-klorofenooli iiksiksubtraadina mitte. Nende kahe substraadi segu

suudavad tiived aga téielikult metaboliseerida (Wang ja Loh, 2000; Wang jt., 2014).
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Samas vOib segasubstraatide korral liks iihend inhibeerida teise lagundamiseks vajalike
geenide ekspressiooni (Miiller jt., 1996; Harder jt., 1997). Sellist efekti on néiteks tuvastatud
tiives Pseudomonas putida H, millel on fenooli lagundamiseks plasmiidne ph/ operon (Miiller
jt., 1996). Kui fenooli sisaldavasse sootmesse lisada gliilkoosi voi suktsinaati on operoni
transkriptsiooniregulaatori PhIR t66 hiiritud ning lagundamiseks vajalike geenide
ekspressioon inhibeeritud (Miiller jt., 1996). Samuti voib tekkida kahe substraadi vahel
konkurents ensiilimi aktiivsaiti seondumisel. Sellist efekti on tdheldatud nditeks tiives P.
putida CCRC 14365, mis suudab iiksiksubstraatidena lagundada fenooli ja salitsiilaati,
kusjuures neist esimese degradatsioon on maérgatavalt kiirem (Tsai ja Juang, 2006). Lisades
fenooli sisaldavasse sootmesse isegi madalal kontsentratsioonil salitsiilaati, tekib viga tugev
konkurentne inhibitsioon, ning fenooli lagundamiskiirus viheneb margatavalt (Tsai ja Juang,
2006). Samuti vdivad koguneda iihe substraadi lagundamisel toksilised iihendid, mis
inhibeerivad teise degradatsiooniks vajalike ensiiiimide t66d. Néiteks on leitud Pseudomonas
tive PPOI puhul, et p-ksiileeni lagundamisel benseeni sisaldavas keskkonnas tekivad

toksilised vaheiihendid, mis benseeni lagundamist védga tugevalt inhibeerivad (Oh jt., 1994).

1.9. Too praktilises osas kasutatud tiivede iseloomustamine

1.9.1. Pseudomonas putida NCIB 9816-4

Pseudomonas putida NCIB 9816 eraldasid Walesis aiamullast 1964. aastal Davies ja Evans
(Davies ja Evans, 1964). Erinevates laborites tekkisid aja jooksul uued tiived, mis erinevad
naftaleeni katabolismi regulatsiooni ning plasmiidide arvu poolest (Williams jt., 1975;
Barnsley, 1976; Serdar ja Gibson, 1989).

Tiive NCIB 9816-4 kirjeldasid esimest korda Serdar ja Gibson (Serdar ja Gibson, 1989) ning
see suudab siisiniku- ja energiaallikana kasutada naftaleeni ja salitsiilaati, fenooli kohta
andmed puuduvad (Serdar ja Gibson, 1989). P. putida tiivel NCIB 9816-4 on iiks 83042
aluspaari suurune plasmiid pDTG1 (Serdar ja Gibson, 1989), millel asuvad NAH7-tiilipi nah
ja sal operonid (Joonis 11; Dennis ja Zylstra, 2004). Naftaleeni lagundamise raja alumine
operon on selles tiives aga inaktiivne, kuna geenide nahG ja nahT vahele on litkunud
insertsiooni element (fnp) (Dennis ja Zylstra, 2004). Insertsiooni element tekitab DNA-s
kaksikahelalisi juuksendelastruktuure, takistades jargnevate geenide ekspressiooni (Dennis ja
Zylstra, 2004). Defektse katehhooli meta raja tottu toimub salitsiilaadi lagundamine tiives
NCIB 9816-4 kromosomaalse ortho raja kaudu (Dennis ja Zylstra, 2004). Metiiiil- ja
klorosalitsiilaadid indutseerivad P. putida tiives NCIB 9816-4 vaid katehhooli mefa rada
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kodeerivate geenide ekspressiooni, mistottu ei suuda tiivi neid Ulihendeid energia- ja

stisinikuallikana kasutada (Barrow, 2022; Peegel, 2023).

nahAb nahAd nahF nahQ nahD

- i) s— ) ) s s =) mmmm)p =) nah operon

nahAa nahAc nahB nahC nahE

nahJ nahM nahlL nahi nahT nahG

—
— 4 —— — —— =, {m—— 5] operon

nahY nahK nahO nahN nahH tnp nahR

Joonis 11. Pseudomonas putida NCIB 9816-4 nah ja sal operoni struktuur (Dennis ja Zylstra,
2004; modifitseeritud).

1.9.2. Pseudomonas fluorescens PC20

1994. aastal eraldas Eeva Heinaru Kohtla joest tiive Pseudomonas fluorescens PC20 (Heinaru
jt., 2000). Tiivi suudab ainsa siisiniku- ja energiaallikana kasutada nii naftaleeni, salitsiilaati
kui ka fenooli, lagundades kaht esimest katehooli meta ja viimast ortho raja kaudu (Merimaa
jt., 2006; Heinaru jt., 2009). Tiivel on kolm plasmiidi: pNAH20, pPHE20 ja pG20 (Heinaru
jt., 2009; Elken jt., 2020).

Naftaleeni ja salitsiilaadi lagundamiseks vajalikku salitsiilaadi 1-hiidroksiilaasi ja katehhooli
2,3-diokstigenaasi kodeerivad geenid nahG ja nahH asuvad plasmiidil pNAH20 (Joonis 12;
Heinaru jt., 2009). See on 83042 aluspaari suurune IncP-9 tiilipi plasmiid on peaaegu identne
P. putida tiive NCIB 9816-4 plasmiidiga pDTG1 (Dennis ja Zylstra, 2004; Heinaru jt., 2009).
Erinevalt pDTGI1-st puudub pNAH20 1196 aluspaarine degradatsioonirada inaktiveeriv
insertsioonielement nahT ja nahG geenide vahel ning tiivi lagundab naftaleeni téielikult
katehhooli meta raja kaudu (Heinaru jt., 2009).

pPHE20 on 39609 aluspaari suurune plasmiid, kus asuvad pheBA ja ttg operonid (Elken jt.,
2020). Neist esimeses asuvad pheA ja pheB geenid, millelt slinteesitakse vastavalt fenooli
lagundamiseks vajalikku fenooli monooksiigenaasi ja katehhooli 1,2-dioksiigenaasi (Elken jt.,
2020). Operonilt #tg siinteesitakse valke, mis sarnanevad tolueeni véiljavoolu-pumpade

omadega (Elken jt., 2020).
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pNAH20 ﬁ
83077 bp 10000

> _: < |
ruvBi .in:.n nahABFCQED res2 RahGTHINLOMKIY — nahR
pPHE20
39609 bp 10 nnnl 20 pual
PEE O DD DD
telR ttgGHI ntnD tnpA tnpd | tnpA phed  tnpA xerD
=11 pheB

Joonis 12. Pseudomonas fluorescens PC20 tiive naftaleeni lagundamiseks vajalikud geenid
paiknevad plasmiidil pNAH20 ning fenooli degradatsiooniraja operon plasmiidil pPHE20
(Elken jt., 2020; modifitseeritud).

pG20 on 133709 aluspaari suurune plasmiid, mis ei sisalda kataboolseid geene (Elken jt.,
2020). Samas on plasmiidil kolm operoni (mer, cop, czc), mis sarnanevad
véljavoolu-pumpasid kodeerivate operonidega ning voiksid aidata kaasa raskemetallide
resistentsusele (Elken jt., 2020). Fenooli ja salitsiilaadi segul kasvades on P. fluorescens PC20
rakkudes aktiveeritud molemad katehhooli rajad ning tiivi lagundab substraate samaaegselt
(Heinaru jt., 2009).

P fluorescens PC20 lagundab nii metiiiil- kui ka klorosalitsiilaate iiksiksubstraatidena

katehhooli meta raja kaudu (Barrow, 2022; Peegel, 2023).

1.9.3. Pseudomonas pseudoalcaligenes C70

2008. aastal eraldas Eeva Heinaru Narva lahest Pseudomonas pseudoalcaligenes C70, mis
kasutab siisiniku- ja energiaallikana nii fenooli, naftaleeni kui ka salitsiilaati, lagundades neid
koiki katehhooli meta raja kaudu (Jutkina jt., 2011; Joesaar jt., 2017).

Tiives C70 on kataboolsed geenid kromosomaalsed. Fenooli lagundamiseks vajalikud geenid
paiknevad operonis pheRKLMNOPQOBCDEFGHI, mis on sarnane Pseudomonas sp. CF600
dmp operoniga (Joonis 13; Joesaar jt., 2017). Katehhooli meta raja votmeensiitimi, katehhooli
2,3-dioksiigenaasi, kodeerib selles operonis pheB geen (Joesaar jt., 2017). Operoni reguleerib
XyIR tiitipi regulaator PheR (Joesaar jt., 2017).

Salitsiilaadi lagundamiseks vajalikud geenid on tiivel NAH7-tiilipi sal operonis (Joonis 13;
Joesaar jt., 2017). Katehhooli 2,3-dioksiigenaasi kodeerib selles operonis nahH geen, mida
ekspresseeritakse konstitutiivselt (Joesaar jt., 2017). Tiive C70 nahGTHINLOMKJX operon
sarnaneb P. stutzeri tiives AN10 kirjeldatud operoniga. Nimelt on modlemal tiivel kaks

salitsiilaadi 1-hiidroksiilaasi kodeerivat geeni nahW ja nahG, kusjuures mdlema ensiiiimi
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aminohappelised jérjestused on tiivedes identsed (JOesaar jt., 2017). Samuti on selles operonis
geen nahX, mille funktsioon on teadmata (Joesaar jt., 2017). Kogu nah operon asub tiivel
kahe transposooni vahel, mis viitab homoloogilisele geeniiilekandele pohinevale paritolule
(Joesaar jt., 2017).

(A)
i Il 0000 0 S0 YU S ED O DO

<Z:I DE>DC>DE>DE>C>H>E>E>E>[>D

pheR pheKphel pheM pheN pheQ pheP pheQpheB pheC  pheD pheE pheF pheG pheHphel

1kb
GCA% in 35 bp blocks

44 21 28 35 42 50 57 &4 71 TEEE
(B)

i 11 ERAE H IR 1 ETm Ll

IE) <Z_I<J <J > Wﬂ:}‘@

tnpA3 nahW tnpA2 nahR nahG nahTnahH  nahl nahN nahl nahQ nahM nahKnaf}‘Jahx!-'?PfSE!ﬂaf

1 kb GC% in 37 bp blocks

(27132 38 44 40 35 61 66 72 FEIEH

Joonis 13. Pseudomonas pseudoalcaligenes tivve C70 phe (A) ja sal (B) operonide struktuur
(Joesaar jt., 2017).

Tiive redundantsed katehhooli 2,3-dioksligenaasid ja salitsiilaadi 1-hiidroksiilaasid
voimaldavad tiivel ka korgetel kontsentratsioonidel efektiivselt fenooli ja salitsiilaati
lagundada (JGesaar jt., 2017).

Fenooli ja salitsiilaadi segus on P pseudoalcaligenes C70 ekspresseeritud molemad
katehhooli 2,3-dioksligenaasid, PheB ja NahH, ning keskkonda koguneb vidhem toksilist
katehhooli (Joesaar jt., 2017).

Tivi lagundab metiiiil- ning klorosalitsiilaate liksiksubstraatidena meta raja kaudu (Barrow,

2022; Peegel, 2023).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. To6 eesmérgid

Too eesmirgiks on saada teada, kas erinevad Pseudomonas tiived suudavad lagundada
metiilil- voi klorosalitsiilaate fenooli voi salitsiilaadi juuresolekul ning kuidas mdjutab nende
tthendite degradatsiooni toitainerikka s66tme kasutamine. Varasemates tdodes ndidati, et
kataboolsete redundantsete ensiilimide olemasolu ei andnud eelist tiivele P. pseudoalcaligenes
C70 vorreldes iihe SH-ga tiivedega Pseudomonas putida NCIB 9816-4 ja Pseudomonas
Sfluorescens PC20 iiksiksubstraatide lagundamisel. Selles uurimisto6s tahetakse teha kindlaks,
kuidas need enstiiimid mdjutavad tiive C70 vdimekust metiiiil- voi klorosalitsiilaate sisaldavas
substraadisegus.
Eesmaérkide saavutamiseks:
1. kasvatati uuritavaid tiivesid fenooli voi salitsiilaati sisaldavates minimaal- voi R2A
so0tmetes kuhu oli lisatud metiiiil- voi klorosalitsiilaate,
2. maédrati SH-sid ja katehhooli dioksiigenaase kodeerivate geenide ekspressioonitasemed
segasubstraatidel kasvanud rakkudes,
3. spektrofotomeetriliselt méérati substraatide ja vahelihendite kontsentratsioonide

muutumist kasvukeskkonnas.

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Kasutatud bakteritiived

P. pseudoalcaligenes C70 (EEUT C70), Pseudomonas fluorescens PC20 (EEUT PC20) ja
Pseudomonas putida NCIB 9816-4 (EEUT NCIB 9816-4) on pirit Tartu Ulikooli looduslike

ja laboratoorsete mikroobitiivede kollektsioonist CELMS (https://eemb.ut.ee/celms). Tiivesid

kasvatati R2A sootmeplaatidel (BD Difco; koostis: parmiekstrakt, peptoon, kasaminohapped,
dekstroos, lahustuv tirklis, Na-piiruvaat, K,HPO,, MgSO,, agar) 30 °C juures ning sdilitati 4
°C kiilmikus.

2.2.2. Kasvatused minimaalsootmetes

Tiivesid kasvatati ette {iledd kahes 250 ml Erlenmeyeri kolvis, mis sisaldasid 50 ml R2A
sOodet, iihte lisati Na-salitsiilaati (2,5 mM; edaspidi kasutatakse tekstis nimetust salitsiilaat)
ning teise fenooli ldppkontsentratsiooniga 2,5 mM. Inokulumi jaoks tsentrifuugiti rakud (5000
rpm, 20 °C, 10 min) ning eemaldati supernatant. Rakud suspendeeriti 10 ml minimaalsd6tmes

(M9 - Na,HPO,, KH,PO,, NaCl, NH,Cl; mikroelemendid - MgO, CaCO;, HCI, FeSO,,
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ZnSO,, MnSO,, CuSO,, CoSO,, H;BO;) ja mdddeti kultuuri neelduvus lainepikkusel 580 nm
(Ultrospec  7500; Biochrom). Bakterite kasvukdverate médramiseks tehti kiilvid
ettekasvatusest 50 ml minimaals66tmesse nii, et lahuse A580 nm oleks ligikaudu 0,1. Kloro-
(1,5 mM) ja metiitilsalitsiilaatide (1,5 mM) lagundamist uuriti so6tmetes, mis sisaldasid lisaks
veel fenooli (3 mM) voi salitsiilaati (3 mM) (Sigma-Aldrich). Lisaks kasvatati rakke ka vaid
salitsiilaati (3 mM), fenooli (3 mM) vdi nende kahe segu (mdlema kontsentratsioon 3 mM)
sisaldavas minimaalsddtmes.

Kolvid asetati Multitron Standard (Infors HT) loksutile (30 °C; 130 rpm) ning kasvukdvera
médramiseks voeti proove iga kahe tunni tagant ning moddeti nende AS580nm
spektrofotomeetriga Ultrospec 7500 (Biochrom). Substraatide kasutamise ja vaheiihendite
tekke médramiseks tsentrifuugiti 1 ml proovi (Eppendorf MiniSpin; 1 min, 13400 rpm),
valmistati 1:10 lahjendus ja mdddeti neeldumisspekter lainepikkuste vahemikus 190-580 nm.

Katseid viidi 1dbi vihemalt kaks korda.

2.2.3. RNA eraldamine geenide ekspressiooni mairamiseks

Tilivesid kasvatati samamoodi nagu minimaalkasvatuste puhul (Ptk 2.2.2.), kuid
minimaalsdotme asemel kasutati R2A vedelsdodet. Logaritmilisest kasvufaasist vodetud
proovid tsentrifuugiti (3 min, 8000 rpm) ning eemaldati supernatant. Rakud kiilmutati vedelas
lammastikus ja séilitati - 80 °C juures.

RNA isoleeriti NucleoSpin RNA II kitiga (Macherey-Nagel) tootja juhendi jargi, kuid proove
toodeldi tdiendavalt Dnaas I-ga (Thermo Fisher Scientific) genoomse DNA eemaldamiseks.
RNA  kontsentratsioon maddrati  NanoDrop One (Thermo  Fisher Scientific)

spektrofotomeetriga ning puhtust analiiiisiti agaroosgeelelektroforeesiga (Ptk 2.2.4).

2.2.4. Agaroosgeelelektroforees

Proovidest eraldatud RNA puhtuse kontrollimiseks kasutati geelelektroforeesi. Selleks
valmistati 1% agaroosiga geel 1x TAE puhvris (50 mM Tris-atsetaat, ImM EDTA; pH 8,2).
RNA visualiseerimiseks lisati geelile etiidiumbromiidi (0,1 pg ml™"). Geelile kanti 3 ul proovi
koos 1 pl foreesivdrviga (Thermo Scientific, Orange Loading dye, (6X)) ning suurusmarker
GeneRuler 1 kb plus DNA ladder (Thermo Fisher Scientific). Geelelektroforees (Mupid-ExU;
100V; 10 min) viidi 14bi 1x TAE puhvris ning pildistati seejarel UV-valguslaual.

2.2.5. qRT-PCR

Katehhooli dioksiigenaase (C120 ja C230) ning salitsiilaadi 1-hiidroksiilaase (SH)

kodeerivate geenide ekspressiooni uuriti qRT-PCR abil. Referentsgeeniks valiti pold4, mis
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kodeerib DNA poliimeraas I. qRT-PCR jaoks kasutati Rotor-Gene Q termotsiiklerit (Qiagen)
ja SOLIScript 1-step SolisGreen qPCR 2.0 kitti (Solis Biodyne). Tootja soovitusel kasutati
segudes 2 kordset ensiilimikogust. Reaktsioonisegu maht oli 10 pl ning see sisaldas 10 ng
RNA-d. Kasutati jargnevat qRT-PCR programmi:

1. 50 °C 20 min

2.95°C 10 min

3. 95 °C 15 s; 58 / 61 °C (vastavalt kasutatud praimeritele, vt. Lisa 1). Tsiiklit korrati 40
korda.

4.40 °C 1 min

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

Saadud andmeid analiiiisiti Rotorgene 2.02 (Qiagen) ja LinRegPCR 2021.2 programmide abil.

2.3. Tulemused ja arutelu

2.3.1. Kasv segasubstraatidel

Tivede P. putida NCIB 9816-4, P. fluorescens PC20 ja P. pseudoalcaligenes C70 puhul on
varasemalt uuritud metiiiil- ja klorosalitsiilaatide lagundamist iiksiksubstraatidena (Barrow,
2022; Peegel, 2023). Looduses peavad bakterid aga kokku puutuma erinevate substraatide
segudega, mistdttu on efektiivse bioremediatsiooni jaoks oluline valida bakteritiived, mis
suudavad kohaneda komplekses kasvukeskkonnas. Mitmete mikroobiliikide puhul on
tuvastatud erinevate asendusriihmadega aromaatsete iihendite kometabolismi (Nzila, 2013).
Selleks, et teada saada, kas t60s kasutatavad tiived on efektiivsed segasubstraatide lagundajad,

uuriti nende kasvu erinevaid substraate sisaldavates so0tmetes.

2.3.1.1. P. putida NCIB 9816-4 kasv metiiiilsalitsiilaate ning fenooli voi Na- salitsiilaati

sisaldavates minimaal- ning R2A s6otmetes

Varasemate uuringute pdhjal on teada, et salitsiilaati lagundab tiivi NCIB 9816-4
kromosomaalse ortho raja kaudu, kuna sal/ operoni inserteerunud element takistab meta raja
jaoks vajalike enstiiimide siinteesi (Dennis ja Zylstra, 2004; Barrow, 2022; Peegel, 2023).
Tivi ei suuda efektiivselt metiiiilsalitsiilaate iiksiksubstraatidena lagundada. 4- ja 5MS
indutseerivad tiives vaid katehhooli 2,3-dioksiigenaasi (NahH) siinteesi ning degradatsioon
defektse meta raja kaudu on ebaefektiivne. 3MS indutseerib ddrmiselt madalal tasemel
molema raja dioksligenaase kodeerivate geenide (nahH ja catA) ekspressiooni. (Barrow,

2022)

25



Koigi selles uurimistdos tehtud katsete puhul on mérgata kasvukeskkonna virvi muutust
(Joonis 14-16). S66tmete virvumist pruuniks pdhjustavad tdenéoliselt katehhooli spontaansel
oksiidatsioonil tekkivad ning poliimeriseeruvad kinoonid (Hoffmann-Ostenhof, 1963; Prieto
jt., 1993; Park jt., 2004). Kollast varvi annab sootmetele kogunev HMS, oranzi tdendoliselt
meta raja vaheiihendite vo1 mdlema katehhooli degradatsiooniraja samaaegsel aktiveerimisel
tekkivate toksiliste ainete kuhjumine (Heinaru jt., 2001; Jiménez jt., 2014).

P putida NCIB 9816-4 lagundab minimaalsootmetes iiksiksubstraatidena efektiivselt nii
fenooli kui ka salitsiilaati (Joonis 14A ja B). Minimaals66tmes lagundab tiivi fenooli peaaegu
tdielikult 14 tunniga, kuid madalal tasemel koguneb HMS. Fenooli iiksiksubstraadina
sisaldavas so6tmes on nahG (SH) ja catA (C120) ning nahH (C230) suhteline mRNA hulk
viaga madal (Joonis 17), sellest vOib jdreldada, et sal operoni indutseerib ainult salitsiilaat.
R2A so6tmes on kdigis fenooli sisaldavates katsetes selle substraadi lagundamine hiiritud
ning suuremahulisem degradatsioon algab alles bakterite kasvu statsionaarse faasi saabumisel,
mis hetkeks on kasvukeskkonnast tdendoliselt kogu toitainerikas s6dde otsa saanud (Joonis 14
ja 15). R2A-s sisalduv gliikkoos inhibeerib kirjanduse jirgi fenooli lagundamiseks vajalikke
ensiilime kodeerivate geenide ekspressiooni (Zhang ja Xia, 2019). Salitsiilaatide lagundamine
algab R2A sodtmetes mairgatavalt varem kui minimaalsdotmetes (Joonis 14 ja 16). Seda
pohjustab tdendoliselt R2A-s sisalduv gliikkoos, mis kirjanduse andmetel soodustab mitmete
aromaatsete iihendite, nditeks naftaleeni, degradatsiooni. Gliikkoos on kergesti lagundatav ning
sellest saadava energia abil kiiresti paljunedes suureneb ka kompleksemaid iihendeid
degradeerivate bakterite populatsioon (Simarro jt., 2011). Salitsiilaati sisaldavas sddtmes
ekspresseeritakse C230 kodeerivat nahH geeni vdga madalal tasemel, nahG (SH) ja catAd
(C120) suhteline mRNA hulk on aga palju suurem kui ilma lisa substraadita R2A s66tmes
(Joonis 17), mis kinnitab salitsiilaadi lagundamisel ortho raja kasutamist.

Salitsiilaadi ja fenooli segus on kasvukdveral ndha minimaalsddtmes kahte ja R2A-] iihte
logaritmilist kasvufaasi, esmalt kasutatakse rakkude poolt &dra salitsiilaat ning seejdrel alles
fenool (Joonis 14C ja F). Minimaalsd6tmes kulub salitsiilaadi ning fenooli lagundamiseks
vastavalt 4 ja 10 tundi kauem kui nende iihendite degradatsioonil iiksiksubstraatidena (Joonis
14A-C). Nii SH kui ka fenooli hiidroksiilaas kasutavad kosubstraatidena NAD(P)H ja
hapnikku ning tekkiv konkurents tdendoliselt inhibeerib mdlema t66d (Katagiri jt., 1962;
Neujahr ja Gaal, 1975; Powlowski ja Shingler, 1990). Fenooli ja salitsiilaati sisaldavas segus
on nahG (SH) suhteline mRNA hulk kdrgem kui ainult salitsiilaati sisaldavas R2As, catA
(C120) oma aga enam-vihem sama (Joonis 17). Uhendite segu sisaldavas R2A-s kulub

salitsiilaadi lagundamisele 4 tundi vihem aega kui minimaalsodtmes (Joonis 14C ja F).
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Joonis 14. P. putida NCIB 9816-4 kasv fenooli, PHE, (A, D), salitsiilaati, SAL, (B, E) ning
fenooli ja salitsiilaati (C, F) sisaldavates minimaal (A, B, C)- ja R2A (D, E, F) s66tmetes.
Joonistel on esitatud kasvukdverad (A580nm), substraatide (fenool A270nm, salitsiilaat
A296nm) ja  vaheiihendi  (2-hiidroksiimukonosemialdehiiid, @ HMS,  A375nm)
neeldumisspektrite maksimumide muutused ajas. Iga paneeli paremal kiiljel on toodud foto
vastava sd0tmega kolvist.

Metiiiilsalitsiilaate ning fenooli sisaldavas minimaalséotmetes (Joonis 15) pikeneb NCIB
9816-4 lag-faas méargatavalt vorreldes fenooli ja salitsiilaati sisaldava s66tmega (Joonis 14C).
Toitainerikka s66tme (R2A) olemasolu vdimaldab fenooli sisaldavas keskkonnas lagundada
metiililsalitstilaate suuremal méadral kui minimaals66tmes (Joonis 15).
Tiivi ei lagunda minimaalsddtmesse lisatud 3MS ning kogu kasv toimub fenooli lagundamisel
saadava energia abil (Joonis 15A). 4-metiiiilsalitsiilaati (4MS) ja fenooli sisaldavas
minimaals6otmes neelduvus lainepikkusel 580 nm suureneb ajavahemikus 22.-102. tund, kuid
substraatide neeldumismaksimumide vairtused jddvad samaks (Joonis 15B). Vihesel mééral
koguneb HMSi ning s66de muutub pruuniks (Joonis 15B), millest voib jéreldada, et
neelduvuse suurenemist lainepikkusel 580 nm pohjustavad tdendoliselt kuhjuvad vaheiihendid
ja nende poliimeriseerumine mitte bakterite kasv. S-metiiilsalitsiilaati (5MS) ja fenooli
sisaldavast minimaalsootmest (Joonis 15C) kasutatakse 32. tunniks dra fenool ning osaliselt
ka SMS. Metiiiilsalitsiilaate ja fenooli sisaldavas R2A s66tmes on nahG (SH), nahH (C230)
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ja catA (C120) suhteline mRNA hulk viga madal (Joonis 17). Siiski suudab tiivi R2A-s
metiileeritud salitsiilaate lagundada (Joonis 15D, E ja F), millest voib jireldada, et voib olla

sellel ajapunktil kui RNA proovid voeti, substraatide kasutamist veel ei toimunud.
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Joonis 15. P. putida NCIB 9816-4 kasv fenooli, PHE, ja 3-metiililsalitsiilaati, 3MS, (A, D),
4-metiiiilsalitsiilaati (B, E) v0i 5-metiitilsalitsiilaati (C, F) sisaldavates minimaal (A, B, C)- ja
R2A (D, E, F) so6tmetes. Joonistel on esitatud kasvukdverad (A580nm), substraatide (fenool
A270nm, 3MS, A300nm, 4MS A298nm, 5MS A304nm) ja vaheiihendi
(2-htidrokstimukonosemialdehiitid, HMS, A375nm) neeldumisspektrite maksimumide
muutused ajas. Iga paneeli paremal kiiljel on toodud foto vastava so66tmega kolvist.
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Joonis 16. P. putida NCIB 9816-4 kasv salitsiilaati, SAL, ja 3-metiiilsalitsiilaati, 3MS, (A,
D), 4-metiililsalitsiilaati (B, E) voi 5-metiitilsalitsiilaati (C, F) sisaldavates minimaal (A, B,
C)- ja R2A (D, E, F) so66tmetes. Joonistel on esitatud kasvukdverad (A580nm), substraatide
(SAL+3MS  A297nm, SAL+4MS A297nm, SAL+5MS A300nm) ja vaheiihendi
(2-hiidrokstimukonosemialdehiiid, HMS, A375nm) neeldumisspektrite maksimumide
muutused ajas. Iga paneeli paremal kiiljel on toodud statsionaarses kasvufaasis tehtud foto
vastava so0tmega kolvist.

Asendusriihmadega salitsiilaatide ja salitsiilaadi neeldumisspektrite maksimumid on viga
sarnased ning seetdttu ei ole nende séO0tmetega katsetes voimalik substraatide kasutamist
eristada. Salitsiilaati ja 3MS sisaldavas minimaal- ning R2A sd6tmes vdheneb neelduvus 297
nm juures ning vOib oletada, et kasutatakse dra salitsiilaat (3 mM), kuid 3MS (1,5 mM) ei
kasutata vOi kasutatakse véhesel mdiidral (Joonis 16A ja D). 4- ja S-metiiilsalitsiilaat
kasutatakse salitsiilaati sisaldavas minimaal- ning R2A s66tmes téielikult dra (Joonis 16B ja
C). nahG (SH) suhteline mRNA hulk on metiiiilsalitsiilaate ja salitsiilaati sisaldavas s66tmes
mérgatavalt korgem kui vaid salitsiilaati sisaldavas s66tmes (Joonis 17A). Metiililsalitsiilaate
sisaldavates soOtmetes indutseeritakse katehhooli 2,3-dioksiigenaasi kodeeriva nahH
ekspressiooni viiga madalal tasemel (Joonis 17B). Uldiselt ei suuda bakterid ortho raja kaudu
metiileeritud katehhoole lagundada, sest metiililkatehhoolide lagundamisel tekivad

tupikiihendid - metiileeritud mukonolaktoonid (Camara jt., 2007). Salitsiilaadi ja 3MS voi
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SMS segus indutseeriti cat4 geeni ekspressioon samal tasemel kui vaid salitsiilaati sisaldavas
s00tmes, 4MS puhul aga mirgatavalt suuremal mééral (Joonis 17C). 4- ja SMS téielik
lagundamine salitsiilaati sisaldavas minimaals6dtmes meta raja vaheiihendi kuhjumiseta ning

korgem catA4 suhteline mRNA hulk viitavad substraatide lagundamisele ortho raja kaudu.
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Joonis 17. P. putida NCIB 9816-4 salitsiilaadi 1-hiidroksiilaasi, nahG (A), katehhooli
2,3-dioksligenaasi, nahH (B) ja katehhooli 1,2-dioksiigenaasi, catd (C) kodeerivate geenide
suhtelised mRNA hulgad kasvades iiksik- ja segasubstraate sisaldavates R2A sdotmetes.
Téhistused: PHE - fenool, SAL - salitsiilaat, MS - metiiiilsalitsiilaat, KS - klorosalitsiilaat.
Numbrid 3-5 liihendite ees viitavad asendusrithma asukohale. Referentsgeenina kasutati DNA
poliimeraas I kodeerivat polA.

Ka tiivi Pseudomonas reinekei MT1 lagundab 4- ja SMS selle raja kaudu, konverteerides
tekkiva  4-metiitilmukonolaktooni  4-metiliiilmukonolaktooni isomeraasi (Mmll) abil

3-metiitilmukonolaktooniks, mis teiste mml/ operonis asuvate geenide toimel ldbi mitmete
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vaheiihendite 10plikult degradeeritakse (Camara jt., 2007; Marin jt., 2010). Sarnaseid
lagundamisradu on tuvastatud ka tiivedes Cupriavidus necator JMP134 ja Rhodococcus
rhodochrous N75 (Pieper jt., 1990; Prucha jt., 1997; Cha jt., 1998; Camara jt., 2007).

Saadud tulemuste pohjal suudab tiivi NCIB 9816-4 olenemata virviliste vaheiihendite
kuhjumisest 4- ja SMS salitsiilaati sisaldavast kasvukeskkonnast dra kasutada, lagundades
tthendeid katehhooli ortho raja kaudu. 3MS-i tiivi NCIB 9816-4 salitsiilaati sisaldavas
minimaals6otmes ei lagunda voi degradeerib vdga vidhesel midral. Salitsiilaate sisaldavas
toitainerikkas sodtmes on lag-faas kiill lithem, kuid korgemal tasemel kuhjub HMS ning
substraatide lagundamiseks kulub sama kaua aega kui minimaalsddtmes. Fenooli sisaldavas
minimaalsdotmes lagundatakse vaid SMS ja sedagi madalal tasemel. R2A s60de soodustab

metiitilsalitstilaatide lagundamist fenooli sisaldavas kasvukeskkonnas.

2.3.1.2. P. putida NCIB 9816-4 kasv klorosalitsiilaate ning fenooli voi Na-salitsiilaati

sisaldavates minimaal- ning R2A so6tmetes

Varem teostatud katsed nitasid, et P. putida NCIB 9816-4 ei suuda R2A séotmes 3-, 4- ega
S-klorosalitsiilaati iiksiksubstraatidena siisiniku- ja energiaallikana kasutada (Peegel, 2023).
Samas on mitmete bakteriliikide puhul tuvastatud klororiihmadega aromaatsete iihendite
kometabolism (Nzila, 2013). Seepérast uuriti P. putida NCIB 9816-4 v3dimet kasvada 3-, 4-
voi 5-klorosalitsiilaati (1,5 mM) ja fenooli voi salitsiilaati (3mM) sisaldaval minimaal- ja R2A
so0tmetes.

Kdigi teostatud kasvatuste puhul toimus kasvukeskkonna vérvi muutus (Joonis 18 ja 19).
Sootmete pruuniks virvumist pohjustavad tdendoliselt katehhooli spontaansel oksiidatsioonil
tekkivad ning poliimeriseeruvad kinoonid (Hoffmann-Ostenhof, 1963; Prieto jt., 1993; Park
jt., 2003). Kollase virvi annab sodtmesse kogunev KHMS (Wieser jt., 1994), oranzi voi
punase tdoendoliselt kuhjuvad klorokatehhoolid.

Tiivi NCIB 9816-4 ei lagunda 3-, 4- ja 5-klorosalitsiilaati fenooli sisaldavas minimaal- ega
R2A s66tmes, kusjuures minimaalsddtmes neeldumine substraatide neeldumismaksimumide
juures suureneb, mida voib pohjustada katehhoolide kuhjumine kasvukeskkonda (Joonis 18).
3- vdi 5-KS ja fenooli sisaldavas minimaals6dtmes on ndha vastavalt lihte ja kahte
logaritmilist kasvufaasi, mille jooksul lagundatakse suur osa keskkonnas olevast fenoolist
(Joonis 18A ja C). Tiivi ei lagunda minimaal- ega ka R2A s66tmes 4KS juuresolekul fenooli
(Joonis 18B ja E). 4- vdi 5KS ja fenooli sisaldavas s66tmes on geenide nahG (SH), nahH
(C230) ja cat4 (C120) suhteline mRNA hulk korgem kui vaid salitsiilaati sisaldavas R2A-s
(Joonis 17). Samas koguneb mdlemas segus véga suurel médral tupikithendina KHMS (Joonis

18E ja F).
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Joonis 18. P. putida NCIB 9816-4 kasv fenooli, PHE, ja 3-klorosalitsiilaati, 3KS, (A, D),
4-klorosalitsiilaati, 4KS, (B, E) voi 5-klorosalitsiilaati, SKS, (C, F) sisaldavates minimaal- (A,
B, O)- ja R2A (D, E, F) sootmetes. Joonistel on esitatud kasvukdverad (AS580nm),
substraatide (fenool A270nm, 3KS, A303nm, 4KS A297nm, 5KS A308nm) ja vaheiihendi
(5-kloro-2-hiidrokstimukonosemialdehiiiid, KHMS, A378nm) neeldumisspektrite
maksimumide muutused ajas. Iga paneeli paremal kiiljel on toodud foto vastava sddtmega
kolvist.

Salitstilaati ja 3-klorosalitsiilaati sisaldavas minimaalsodtmes vdheneb neelduvus A298nm
ning voib oletada, et kasutatakse &dra salitsiilaat (3 mM), kuid 3KS (1,5 mM) ei kasutata voi
kasutatakse viahesel médral (Joonis 19A). 4- vai 5-klorosalitsiilaati ning salitsiilaati sisaldavas
minimaalsdotmes ei teki logaritmilist kasvu ning tiivi ei lagunda, neeldumisspektri andmete
pohjal, iihtegi substraati (Joonis 19B ja C). Salitsiilaati ning klorosalitsiilaate sisaldavates
R2A sootmetes on nahG (SH), nahH (C230) ja catA (C120) suhteline mRNA hulk
margatavalt kdrgem kui vaid salitsiilaati sisaldavates sootmetes (Joonis 17). Substraatide
neeldumisspektrite maksimumid vihenevad ajas (Joonis 19D, E ja F) ning vdib oletada, et
sO0tmest kasutakse dra salitsiilaat aga asendusriihmaga substraate ei lagundata.
Klorosalitsiilaate sisaldavasse R2A sdotmetesse kuhjub maérgataval tasemel KHMS (Joonis

19D, E ja F), mis viitab substraatide lagundamisel defektse meta raja kasutamist. Tdendoliselt
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ei suuda tiivi NCIB 9816-4 klorosalitsiilaate klassikalise ortho raja kaudu lagundada C120
korge substraadispetsiifilisuse tottu (Dorn ja Knackmuss, 1978).
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Joonis 19. P. putida NCIB 9816-4 kasv salitsiilaati, SAL, ja 3-klorosalitsiilaati, 3KS, (A, D),
4-klorosalitsiilaati, 4KS, (B, E) voi 5-klorosalitsiilaati, SKS, (C, F) sisaldavates minimaal- (A,
B, O)- ja R2A (D, E, F) sootmetes. Joonistel on esitatud kasvukdverad (AS580nm),
substraatide (SAL+3KS A298nm, SAL+4KS A297nm, SAL+5KS A299nm) ja vaheiihendi
(5-kloro-2-hiidrokstimukonosemialdehiitid, KHMS, A378nm) neeldumisspektrite
maksimumide muutused ajas. Iga paneeli paremal kiiljel on toodud foto vastava sddtmega
kolvist.

Kokkuvotlikult saab tulemuste pohjal delda, et tiivi P. putida NCIB 9816-4 ei suuda kasutada
klorosalitsiilaate fenooli voi salitsiilaadi olemasolul ei minimaal- ega ka R2A séotmest.
Minimaalsdotmetes kuhjub kasvukeskkonda katehhool, 4- voi 5KS sisaldavas s66tmes on
héiritud ka salitsiilaadi lagundamine. Toitainerikas sodde ei soodusta klorosalitsiilaatide
lagundamist fenooli vai salitsiilaati sisaldavas keskkonnas. R2A-s lagundab tiivi 4- voi 5KS ja
salitsiilaadi segu osaliselt, kuid s66tmesse kuhjuv KHMS/HMS viitab defektse meta raja

kasutamisele.
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2.3.1.3. P. fluorescens PC20 kasv metitiilsalitsiilaate ning fenooli voi Na-salitsiilaati

sisaldavates minimaal- ning R2A so6tmetes

Varasemate uuringute pdhjal on teada, et tiivi PC20 lagundab salitsiilaati katehhooli
plasmiidse meta (pNAH20), fenooli aga plasmiidse ortho (pPHE20) raja kaudu, kusjuures
nende substraatide samaaegsel degradatsioonil minimaals6dtmes ei teki metaboolset konflikti
(Heinaru jt., 2009; Elken et al, 2020). Metiiiilsalitsiilaadid indutseerivad {iksiksubstraatidena
korgel tasemel katehhooli 2,3-dioksiigenaasi kodeeriva geeni (nahH) ekspressiooni ning
substraate lagundatakse meta raja kaudu (Barrow, 2022).

Kodigi tiive PC20 tehtud katsete puhul on maérgata kasvukeskkonna virvi muutust (Joonis
20-22). Kollast védrvi annab sodtmetele kogunev HMS, oranZi tdendoliselt meta raja
vaheiihendite vdi mdlema katehhooli degradatsiooniraja samaaegsel aktiveerimisel tekkivate
toksiliste ainete kuhjumine (Heinaru jt., 2001; Jiménez jt., 2014)

Fenooli, salitsiilaati voi nende segu sisaldavas minimaals6dtmes ei kuhju kasvukeskkonda
HMS, R2A puhul aga kiill (Joonis 20). Minimaalsdotmes kasutab tiivi iiksiksubstraatidena
fenooli ja salitsiilaadi tdielikult dra vastavalt 12. ja 8. tunniks (Joonis 20A ja B). Fenool ei
indutseeri R2A-s nahG (SH) ja nahH (C230) geenide ekspressiooni, kuid pheB (C120)
suhteline mRNA kogus on véga korge, mis kinnitab fenooli lagundamist plasmiidse pheBA
operoni kodeeritud ortho raja kaudu (Joonis 23). Nagu tiive NCIB 9816-4 puhul on ka tiive
PC20 korral fenooli lagundamine R2A-s héiritud (Joonis 20 ja 21), tdendoliselt inhibeerib
s00tmes sisalduv gliikoos vajalikke ensiilime kodeerivate geenide ekspressiooni (Zhang ja
Xia, 2019).

Salitsiilaadi degradeerimist sal/ operoni kodeeritud meta raja kaudu kinnitab nahG (SH) ja
nahH (C230) korge, kuid pheB (C120) madal suhteline mRNA kogus iihendit
iiksiksubstraadina sisaldavas s66tmes (Joonis 23).

Fenooli ja salitsiilaati sisaldavas minimaals66tmes pikeneb lag-faas mérgatavalt vorreldes
iiksiksubstraatidega kasvatustega ning mdlemad iihendid degradeeritakse alles 36. tunniks
(Joonis 20A-C). R2A s66tmes on sama segu korral lag-faas ligikaudu 4 korda lithem (Joonis
20F). Geenide nahG (SH) ja pheB (C120) suhteline mRNA kogus on iihendite segu
sisaldavas R2A-s kasvanud rakkudes madalam kui vastavalt vaid salitsiilaati vo1 fenooli
sisaldavas so6tmes (Joonis 23). Saadud tulemused viitavad, erinevalt varasematest uuringutest
(Heinaru jt., 2009), nende substraatide samaaegsel kasutamisel tekkivale metaboolsele
konfliktile. Salitsiilaadi ja fenooli inhibeerivat moju iiksteise degradatsioonile on kirjeldatud
ka néiteks P. putida ATCC puhul 49451, mis lagundab tiksiksubstraatidena salitsiilaati (200
mg/ml) ja fenooli (400 mg/l) vastavalt 10 ja 15 tunniga. Salitsiilaadi (198 mg/l) ja fenooli
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(430 mg/l) segu sisaldavas s66tmes kulub tiivel mdlema substraadi lagundamiseks lausa 200

tundi (Lin ja Ho, 2022).
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Joonis 20. P. fluorescens PC20 kasv fenooli, PHE, (A, D), salitsiilaati, SAL, (B, E) ning
fenooli ja salitsiilaati (C, F) sisaldavates minimaal (A, B, C)- ja R2A (D, E, F) s66tmetes.
Joonistel on esitatud kasvukdverad (A580nm), substraatide (fenool A270nm, salitsiilaat
A296nm) ja  vaheiihendi  (2-hiidroksiimukonosemialdehiiid, @ HMS,  A375nm)
neeldumisspektrite maksimumide muutused ajas. Iga paneeli paremal kiiljel on toodud foto
vastava sd0tmega kolvist.

3MS ja fenooli sisaldavas minimaalsdotmes esimesed 24 tundi neelduvus 580 nm juures
langeb ning ei lagundata kumbagi substraati (Joonis 21A). Alates 36. kasvutunnist
lagundatakse védhesel mdiédral fenooli, kuid kasv on siiski minimaalne. Kdige kiiremini
lagundatakse fenooli sisaldavas minimaalséotmes SMS, kusjuures 4MS degradeerimisele
kulub rohkem kui 2 korda kauem aega (Joonis 21B ja C).

4- ja SMS degradatsioon on fenooli sisaldavas R2A-s margatavalt kiirem ning mdlemad
ithendid kasutatakse 24. tunniks sodtmest dra (Joonis 21E, F), kusjuures madalal tasemel
kuhjuv HMS lagundatakse statsionaarses kasvufaasis. 3MS lagundamine fenooli sisaldavas
R2A-s algab alles statsionaarse kasvufaasi saabumisel 12. tunnil, mis ajaks on lagundatud
enamus fenoolist ja tdendoliselt kogu so6tmes sisalduvad toitained (Joonis 21D). Samas alates

logaritmilise kasvufaasi algusest kuhjub korgel tasemel HMS (Joonis 21D), mis vihjab fenooli
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lagundamisele hoopis meta raja kaudu. Kuna 3MS ja fenooli sisaldavas sd6tmes on uuritavate
geenide (nahG, nahH, pheB) suhteline mRNA hulk sarnane teiste metiiilsalitsiilaatidega
saadud tulemustega (Joonis 23), on tdendolisem, et 3MS lagundamisel tekkiv vaheiihend
inhibeerib C230 voi jargnevaid ensiiime rohkem kui 4- voi SMS-st tekkivad vaheiihendid.
Asendusriihma asetus aromaatses tuumas, aga ka tiilip (nt metiiil versus kloro), vdivad
kirjanduse andmetel hiirida substraadi seondumist ensiitimi aktiivsaiti ja seeldbi ka aktiivsust

(Hupert-Kocurek jt., 2014).
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Joonis 21. P. fluorescens PC20 kasv fenooli, PHE, ja 3-metiiiilsalitsiilaati, 3MS, (A, D),
4-metiiiilsalitsiilaati (B, E) voi 5-metiitilsalitsiilaati (C, F) sisaldavates minimaal (A, B, C)- ja
R2A (D, E, F) so66tmetes. Joonistel on esitatud kasvukdverad (A580nm), substraatide (fenool
A270nm, 3MS, A300nm, 4MS A298nm, 5MS A304nm) ja vaheilihendi
(2-hiidrokstimukonosemialdehiiid, HMS, A375nm) neeldumisspektrite maksimumide
muutused ajas. Iga paneeli paremal kiiljel on toodud foto vastava sodtmega kolvist.

Metiiiilsalitsiilaate ning fenooli sisaldavates sootmetes on nahG (SH) ja nahH (C230) geenide
suhteline mRNA hulk vdga palju madalam kui ainult salitsiilaati sisaldavas R2A-s (Joonis
23). pheB (C120) mRNA hulk on 3-, 4- vdi SMS ja fenooli sisaldavates so6tmetes korgem
kui fenooli ja salitsiilaati sisaldavas R2A-s (Joonis 23C), mis viitab metiiiilsalitsiilaatide

viiksemale inhibeerivale mojule selle geeni ekspressiooni suhtes.
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Joonis 22. P. fluorescens PC20 kasv salitsiilaati, SAL, ja 3-metiiiilsalitsiilaati, 3MS, (A, D),
4-metiiiilsalitsiilaati (B, E) voi 5-metiitilsalitsiilaati (C, F) sisaldavates minimaal (A, B, C)- ja
R2A (D, E, F) sootmetes. Joonistel on esitatud kasvukdverad (AS580nm), substraatide
(SAL+3MS  A297nm, SAL+4MS A297nm, SAL+5MS A300nm) ja vaheiihendi
(2-hiidrokstimukonosemialdehiiid, HMS, A375nm) neeldumisspektrite maksimumide
muutused ajas. Iga paneeli paremal kiiljel on toodud statsionaarses kasvufaasis tehtud foto
vastava s60tmega kolvist.

Metiitilsalitsiilaate ja salitsiilaati sisaldavates minimaalsodtmetes kestab lag-faas 4 tundi
(Joonis 22A-C). Koige kiiremini kasutatakse minimaals6dtmest d&ra molemad substraadid
SMS korral, jirgneb 4MS ning seejirel 3MS, kusjuures 3MS lagundamisele kulub 2 korda
kauem aega kui SMS puhul (Joonis 22A-C). Ajavahemikus 8. - 12. tund koguneb madalal
tasemel HMS, mis degradeeritakse statsionaarses kasvufaasis (Joonis 22A-C).
Metiiiilsalitsiilaate ja salitsiilaati sisaldavate R2A sootmete puhul on kasvu lag-faas 2 tundi
lithem, kuid kasvukeskkonda kuhjub HMS suuremal mééral ning statsionaarses kasvufaasis
seda dra ei lagundata (Joonis 22D-F). Metiililsalitsiilaate ning salitsiilaati sisaldavas R2A-s on
nahG (SH) geeni suhteline mRNA hulk viga madal. Vodib-olla on tiives salitsiilaadi

I-hiidroksiilaas NahG vidga aktiivne ning omab korget afiinsust ka asendusriihmaga

salitsiilaatide vastu, mis vOimaldab molemad iihendid meta raja kaudu isegi ensiilimi
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kodeeriva geeni madala ekspressiooni puhul efektiivselt lagundada. Samas on voimalik, et

RNA eraldati rakkudest ajapunktis, kus geeni veel voi enam korgel tasemel ei ekspresseerita.
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Joonis 23. P fluorescens PC20 salitsiilaadi 1-hiidroksiilaasi, nahG (A), katehhooli
2,3-diokstligenaasi, nahH (B) ja katehhooli 1,2-dioksiigenaasi, pheB (C) kodeerivate geenide
suhtelised mRNA hulgad kasvades iiksik- ja segasubstraate sisaldavates R2A sootmetes.
Téhistused: PHE - fenool, SAL - salitsiilaat, MS - metiiiilsalitsiilaat, KS - klorosalitsiilaat.
Numbrid (3-5) liihendite ees viitavad asendusriihma asukohale. Referentsgeenina kasutati
DNA poliimeraas I kodeerivat polA.

Tapsema vastuse saamiseks tuleks katset korrata ning jalgida, kas nahG suhteline mRNA hulk
muutub ajas oluliselt. 3- voi SMS ja salitsiilaati sisaldavates s66tmetes ekspresseeritakse
nahH (C230) madalamal tasemel kui ainult salitsiilaati sisaldavas s66tmes (Joonis 23B). 4MS

ja salitstilaati sisaldavas R2A-s on selle geeni suhteline mRNA hulk sarnane vaid salitsiilaati

sisaldavas so0tmes saadud tulemusega (Joonis 23B).
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Saadud tulemuste pdhjal suudab P fluorescens PC20 salitsiilaati sisaldavast
minimaalsdotmest metiiiilsalitsiilaadid tdielikult dra kasutada, muuhulgas kdige rohkem kulub
aega 3MS puhul. Fenooli sisaldavas minimaalsodtmes lagundatakse vaid 4- ja SMS, kusjuures
esimese lagundamiseks kulub rohkem kui 2 korda kauem aega. Sarnaselt tiivele NCIB 9816-4
on salitsiilaate sisaldavas toitainerikkas s66tmes lag-faas kiill lithem, kuid korgemal tasemel
kuhjub HMS ning substraatide lagundamiseks kulub sama kaua aega kui minimaalsddtmes.
Samuti soodustab ka selle tiive puhul toitainerikas s66de metiiiilsalitsiilaatide lagundamist

fenooli sisaldavast keskkonnast.

2.3.14. P fluorescens PC20 kasv klorosalitsiilaate ning fenooli voi Na-salitsiilaati

sisaldavates minimaal- ning R2A sootmetes

Varasemate uuringute pohjal on teada, et tiivi PC20 ei suuda kasutada katehhooli meta raja
kaudu lagundatavaid klorosalitsiilaate energia- ja siisinikuallikana. 4- ja 5KS lagundamisel
kuhjub kasvukeskkonda KHMS ja klorokatehhool, mis tdendoliselt inhibeerivad katehhooli
2,3-diokstigenaasi t66d. 3KS degradatsioonil iiksiksubstraadina KHMS ei kuhju, kuid C230
(NahH) aktiivsus on vdga madal. (Peegel, 2023)

Tiivi PC20 ei lagunda, neeldumisspektrite andmete pohjal, klorosalitsiilaate fenooli sisaldavas
minimaalsdotmes, kuid neeldumine substraatide neeldumismaksimumide juures suureneb,
mis viitab klorokatehhoolide kuhjumine sé6tmesse (Joonis 24). Minimaals6dtmes KHMS
tupikiihendina ei kogune.

4- voi 5KS lagundatakse fenooli sisaldavas R2A-s vaid viga vihesel mddral (Joonis 24E ja F)
Samas alates logaritmilise kasvufaasi algusest kuhjub vdga korgel tasemel HMS/KHMS
(Joonis 24E ja F), mis vihjab fenooli lagundamisele hoopis meta raja kaudu. Mdlemat
klorosalitsiilaati lagundatakse kirjanduse andmetel 4-klorokatehhooli kaudu (Céamara jt.,
2007), voib-olla on selle vaheiihendi seondumine ensiiiimi aktiivsaiti hdiritud ning seetdttu
tihendeid ei lagundata. Meta raja t66d voivad hédirida ka s66tmesse kogunev HMS/KHMS.
4-vdi 5KS ja fenooli sisaldavas R2A-s on nahG (SH) ja nahH (C230) suhteline mRNA kogus
madal, pheB (C120) ekspresseeritakse umbes samal tasemel kui fenooli ja salitsiilaati
sisaldavas s60tmes (Joonis 23). 3KS ei lagundata, neeldumisspektri andmete pohjal, ka
fenooli sisaldavas R2A-s ning tupikiihendina KHMS ei kogune (Joonis 24D). Samas sddde
tumeneb, mis viitab klorokatehhooli kuhjumisele ning oksiideerumisele. Koigi uuritavate
geenide (nahG, nahH, pheB) suhteline mRNA kogus on 3KS ja fenooli sisaldavas R2A-s
margatavalt korgem kui teiste KS puhul, kusjuures C120 kodeerivat geeni (pheB)

ekspresseeritakse isegi korgemal tasemel kui ainult fenooli sisaldavas sd6tmes (Joonis 23).
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Joonis 24. P. fluorescens PC20 kasv fenooli, PHE, ja 3-klorosalitsiilaati, 3KS, (A, D),
4-klorosalitsiilaati, 4KS, (B, E) voi 5-klorosalitsiilaati, SKS, (C, F) sisaldavates minimaal- (A,
B, O)- ja R2A (D, E, F) sootmetes. Joonistel on esitatud kasvukdverad (AS580nm),
substraatide (fenool A270nm, 3KS, A303nm, 4KS A297nm, 5KS A308nm) ja vaheiihendi
(5-kloro-2-hiidrokstimukonosemialdehiitid, KHMS, A378nm) neeldumisspektrite
maksimumide muutused ajas. R2A sdotmete puhul on iga paneeli paremal kiiljel toodud foto
vastava so0tmega kolvist statsionaarses kasvufaasis.

3KS ja salitsiilaati sisaldavas minimaalsddtmes véheneb esimese 16 tunni jooksul neelduvus
substraatide neeldumismaksimumi juures, tdendoliselt kasutatakse dra salitsiilaat (3 mM),
kuid 3KS (1,5 mM) ei kasutata voi kasutatakse vdhesel madral (Joonis 25A). Kuna selle aja
jooksul mérgataval tasemel tupikiihendina KHMS ei kogune (Joonis 25A), aga s6dde muutub
tumedaks, on degradatsioon tdendoliselt héiritud kuhjuva 3-klorokatehhooli poolt
inaktiveeritud katehhooli 2,3-dioksiigenaasi tottu. Sarnane tulemus saadi R2A so6tmes, kus
neeldumine A298nm viheneb esimesed 8 tundi (Joonis 25D). 4KS ja salitsiilaadi segu
sisaldavas minimaalsootmes esimesed 200 tundi suureneb neelduvus substraatide
neeldumismaksimumi juures, mis viitab taas klorokatehhoolide kuhjumisele (Joonis 25B).
Jargneva 40 tunni jooksul vdheneb neelduvus A297nm ning voib oletada, et kasutatakse édra

salitsiilaat (3 mM), kuid 4KS (1,5 mM) ei kasutata voi kasutatakse vdhesel mééral. Samuti
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koguneb sodtmesse margataval tasemel KHMS, mis statsionaarses kasvufaasis lagundatakse
(Joonis 25B). 5KS ja salitsiilaati sisaldavas minimaalséotmes kestab lag-faas tipris pikalt (72

tundi), kuid 120. tunniks kasutatakse so06tmest tihendid tédielikult dra (Joonis 25C).
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Joonis 25. P. fluorescens PC20 kasv salitsiilaati, SAL, ja 3-klorosalitsiilaati, 3KS, (A, D),
4-klorosalitsiilaati, 4KS, (B, E) voi 5-klorosalitsiilaati, SKS, (C, F) sisaldavates minimaal- (A,
B, O)- ja R2A (D, E, F) sootmetes. Joonistel on esitatud kasvukdverad (AS580nm),
substraatide (SAL+3KS A298nm, SAL+4KS A297nm, SAL+5KS A299nm) ja vaheiihendi
(5-kloro-2-hiidrokstimukonosemialdehiitid, KHMS, A378nm) neeldumisspektrite
maksimumide muutused ajas. R2A sdotmete puhul on iga paneeli paremal kiiljel toodud foto
vastava sd0tmega kolvist statsionaarses kasvufaasis.
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4- voi 5KS ja salitsiilaati sisaldavas R2A s66tmes kasutatakse molemad substraadid s66tmest
dra 24 tunniga (Joonis 25E-F). Samas viitab mdlema katse puhul viga kdrgel tasemel kuhjuv
KHMS, et lagundamine meta raja kaudu ei ole efektiivne. Klorosalitsiilaate ning salitsiilaati
sisaldavas R2A-s on nahG (SH) ja nahH (C230) suhteline mRNA hulk vorreldes ainult
salitsiilaati sisaldava s66tmega mirgatavalt madalam.

Saadud tulemuste pohjal ei suuda tiivi P fluorescens PC20 klorosalitsiilaate fenooli
sisaldavast minimaal- v01 R2A so6tmest &dra kasutada. Fenooli sisaldavates
minimaals6otmetes touseb neelduvus KS neeldumismaksimumide juures, mis viitab
klorokatehhoolide kuhjumisele, R2As kuhjub 4- ja 5-KS puhul kdorgel tasemel (K)HMS.
Salitsiilaati sisaldavas minimaalsodtmes suudab tiivi lagundada vaid 5KS, kuid selle jaoks
kulub viga kaua aega (120 h). Toitainerikas s66de soodustab 4- ja 5KS lagundamist
salitsiilaati sisaldavas keskkonnas, kuid darmiselt korgel tasemel kuhjub so6tmesse KHMS,

mis viitab substraatide ebaefektiivsele degradatsioonile.

2.3.1.5. P. pseudoalcaligenes C70 kasv metiiiilsalitsiilaate ning fenooli voi Na-salitsiilaati

sisaldavates R2A sOootmetes

Tiive C70 kasvatati 3-, 4- vO1 S-metiiiilsalitsiilaati (1,5 mM) ja fenooli vai salitsiilaati (3mM)
sisaldavates minimaal- ja R2A sodtmetes samadel tingimustel kui eelnevalt kirjeldatud
katsetes.

Varasemast uuringust on teada, et tiivel C70 on kaks kromosomaalset meta rada, iiks fenooli
ja teine salitsiilaadi lagundamiseks. Molema iihendi lagundamisel iiksiksubstraadina kuhjub
keskkonda HMS, mis inhibeerib katehhooli 2,3-dioksiigenaaside t66d, pdhjustades salitsiilaati
sisaldavas sootmes katehhoolide kuhjumist. Katehhoolid oksiideeruvad spontaanselt
kinoonideks, mis poliimeriseeruvad ning héirivad degradatsiooniraja t66d. Fenooli ja
salitsiilaadi segus tupikiihendina HMS ei kuhju ning tiivi talub ka korgeid substraatide
kontsentratsioone. (Joesaar jt., 2017) Ka metiililsalitsiilaate lagundatakse nah operoni
kodeeritud meta raja kaudu (Barrow, 2022). P. pseudoalcaligenes C70-1 on erinevalt teistest
uuritavatest tiivedest redundantsed SH ja C230 kodeerivad geenid (nahG ja nahW ning nahH
ja pheB) (Joesaar jt., 2017)

Kodigi C70 kasvatuste puhul on mérgata kasvukeskkonna varvimuutust (Joonis 26 ja 27),
kollase virvi annab s66tmele kuhjuv HMS, pruuni tdenéoliselt kogunevad metiiiilkatehhoolid.
Fenooli sisaldavas minimaalséotmes kestab lag-faas 2 tundi ning 8. tunniks lagundatakse
kogu substraat. R2A s66tmes on fenooli olemasolul geeni pheB (C230) suhteline mRNA hulk
korge, kuid nahH (C230), nahW (SH) ja nahG (SH) omad véga madalad (Joonis 29). Saadud

tulemus kinnitab, et fenooli lagundatakse phe operoni kodeeritud meta raja kaudu ning sa/
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raja ensiiime fenool ei indutseeri. Salitsiilaadi lagundamisele iiksiksubstraadina kulub
minimaalsd6tmes sama kaua aega kui fenooli puhul (Joonis 26B ja C). Salitsiilaati sisaldavas
sootmes on indutseeritud nahH (C230) geeni ekspressioon ning ithend lagundatakse sal
operoni kodeeritud kromosomaalse meta raja kaudu (Joonis 29B). Sarnaselt teisele kirjeldatud
redundantsete SH-dega tiivele Pseudomonas stutzeri AN10 on ka tiives C70 salitsiilaati
sisaldavas so0tmes indutseeritud molema salitsiilaadi 1-hiidroksiilaasi kodeeriva geeni (nah W
ja nahG) ekspressioon (Joonis 29A; Bosch jt., 1999). Erinevalt tiivega C70 varem tehtud
katsetest (Barrow, 2022; Peegel, 2023) on selles t66s nahW suhteline mRNA hulk kdigis
sootmetes korgem kui nahG oma (Joonis 29A). Barrow ja Peegel kasvatasid tiivesid ette vaid
salitsiilaati sisaldavas R2A-s, vOib olla inhibeerib selles t60s s60tmesse lisatud fenool nahG
ekspressiooni. Samas on voimalik ka, et RNA eraldati rakkudest ajapunktis, kus nahG enam
voi veel ei ekspresseerita, mistottu tuleks tdpsema tulemuse saamiseks katseid korrata ning
jalgida mRNA suhtelise koguse muutumist ajas. Nii fenooli kui ka salitsiilaadi lagundamisel
tiksiksubstraatidena kuhjub minimaalséotmes ajavahemikus 4.-6. tund viga madalas koguses
HMS, mis 10. tunniks tdielikult degradeeritakse (Joonis 26A ja B).

Fenooli lagundamine on R2A-d sisaldavates s6o6tmetes hairitud (Joonis 26D, F ja 27D-F),
toendoliselt pohjustab seda sdotmes sisalduv gliikoos, mis kirjanduse andmetel inhibeerib
fenooli degradatsiooniraja ensiliiimide siinteesi (Zhang ja Xia, 2019). Toitainerikka s66tme
olemasolu ei mdjuta salitsiilaadi iiksiksubstraadina lagundamiseks kuluvat aega, kuid
sootmetesse koguneb korgemal tasemel HMS (Joonis 26B ja E) kui fenooli korral (Joonis
26D).

Fenooli ja salitsiilaati sisaldavas minimaalsodtmes lagundatakse substraate samal ajal, aga
ithendite téielikuks degradeerimiseks kulub 2-4 tundi rohkem kui iiksiksubstraatide puhul
(Joonis 26C). S66tmes on modlema SH kodeeriva geeni (nahG ja nahW) suhteline mRNA hulk
védiksem kui ainult salitsiilaati sisaldavas R2A-s ning ka C230 kodeerivaid geene (nahH ja
pheB) ekspresseeritakse madalamal tasemel kui tiksiksubstraatidega sodtmetes (Joonis 29).
Segasubstraadi puhul koguneb minimaalsodtmesse véihesel méadral HMS, mis 12. tunniks

taielikult lagundatakse (Joonis 26C).
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Joonis 26. P. pseudoalcaligenes C70 kasv fenooli, PHE, (A, D), salitsiilaati, SAL, (B, E) ning
fenooli ja salitsiilaati (C, F) sisaldavates minimaal (A, B, C)- ja R2A (D, E, F) sootmetes.
Joonistel on esitatud kasvukdverad (AS580nm), substraatide (fenool A270nm, salitsiilaat
A296nm) ja  vaheilhendi  (2-hiidroksiimukonosemialdehiiid, = HMS,  A375nm)
neeldumisspektrite maksimumide muutused ajas. Iga paneeli paremal kiiljel on toodud foto
vastava s60tmega kolvist.

Metiiiilsalitsiilaate ning fenooli sisaldavas minimaal- voi R2A s66tmes suudab tiivi lagundada
substraate samal ajal, madalal tasemel koguneb HMS, mis kasvu statsionaarses faasis
degradeeritakse (Joonis 27). Kdige kiiremini kasutatakse fenooliga minimaals6dtmetest dra
SMS, jargneb 3MS ja seejirel 4MS (Joonis 27 A-C), kusjuures aega kulub 4MS puhul
ligikaudu neli korda rohkem kui 5MS korral. Toitaineterikkamas R2A sddtmes
metiililsalitstilaatide kasutamises sellist erinevust ei ole (Joonis 27 D-F). Metiitilsalitsiilaate ja
fenooli sisaldavates sodtmetes on pheB (C230) suhteline hulk madalam kui vaid fenooli
sisaldavas R2A-s (Joonis 29C). 3MS ja fenooli segus on uuritud geenide (nahG, nahW, nahH,
pheB) suhteline mRNA kogus korgem kui teiste metiitilsalitsiilaatide puhul (Joonis 29). SMS
ning fenooli sisaldavas sO06tmes ekspresseeritakse geene nahW (SH) ja pheB (C230)

madalamal tasemel kui 4MS segu puhul, nahH (C230) suhteline mRNA hulk on aga pisut
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korgem (Joonis 29). 4- ja SMS ei indutseeri fenooli sisaldavas s66tmes mirgataval tasemel

nahG (SH) ekspressiooni (Joonis 29A).

MINIMAALSOODE R2A SOODE
——A580nm  ——A375nm (HMS) ——A270nm (PHE) -e-A300nm (3MS) —e—A298nm (4MS) —e—A304nm (5MS)
0.7 12 0.8 1.8
0.6 ) 0.7 1.6
0.6 14
0.5 0.8 05 12
0.4 ) 1
0.4 03 0.6
02 0.2
0.4
0.1 0.2 0.1 0.2
0 = - - 0 1] — 0
A 2 4 6 8 10 12 14 DO 4 8 12 16 20 24
0.8 12 0.8 1.8
0.7 1 0.7 L6
0.6 0.6 L4
05 I 05 tz = )
< 04 06 S < 0.4 & 1
3 03 0.8 %
03 042 - 067
0.2 0.2
02 0.4
0.1 0.1 0.2
0o s s o o ot o ——t—a , 0 — e —
B0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 EO 4 8 12 16 20 24
0.7 12 0.7 18
0.6 1 0.6 16
. 14
0.5 08 0.5 12
04 04 1
0.6 |
0.2 04 02 gi
0.1 02 0.1 02
0 0 0 — 0
co 2 4 6 8 10 12 14 F O 4 8 12 16 20 24
Aeg (h) Aeg (h)

Joonis 27. P. pseudoalcaligenes C70 kasv fenooli, PHE, ja 3-metiiiilsalitsiilaati, 3MS, (A, D),
4-metiiiilsalitsiilaati (B, E) v0i 5-metiitilsalitsiilaati (C, F) sisaldavates minimaal (A, B, C)- ja
R2A (D, E, F) so6tmetes. Joonistel on esitatud kasvukdverad (A580nm), substraatide (fenool
A270nm, 3MS, A300nm, 4MS A298nm, 5MS A304nm) ja vaheiihendi
(2-hiidrokstimukonosemialdehiiid, HMS, A375nm) neeldumisspektrite maksimumide
muutused ajas. Iga paneeli paremal kiiljel on toodud foto vastava s66tmega kolvist.
Salitstilaati ja metiitilsalitsiilaate sisaldavatest minimaal- ja R2A so6tmetest kasutab tiivi C70
molemad substraadid &dra 12-14 tunniga, kusjuures madalal tasemel kuhjuv HMS
lagundatakse statsionaarses kasvufaasis (Joonis 28). Metiiiilsalitsiilaadid ei indutseeri pheB
(C230) geeni ekspressiooni, mis kinnitab nende lagundamist plasmiidse nah operoni
kodeeritud meta raja kaudu (Joonis 29C). 3MS ja salitsiilaati sisaldavas so6tmes on SH-e
kodeerivate geenide nahG ja nahW suhteline mRNA kogus korge, 4- ja SMS puhul aga viga
madal (Joonis 29A). Bosh et al., (1999) néitasid oma uurimistoos, et P. stutzeri AN10 puhul,
mille sal operon on identne tiive C70 operoniga, on mdlema SH aktiivsus korge 4MS korral,
samas 3MS ja SMS korral oli NahG aktiivsus kdrgem kui NahW.

nahH (C230) ekspressioonitase on vaid 4MS ja salitsiilaati sisaldava s66tme puhul kdrgem

kui asendusriihmata salitsiilaadil (Joonis 29B).
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Joonis 28. P. pseudoalcaligenes C70 kasv salitsiilaati, SAL, ja 3-metiiiilsalitsiilaati, 3MS, (A,
D), 4-metiililsalitsiilaati (B, E) voi 5-metiiiilsalitsiilaati (C, F) sisaldavates minimaal (A, B,
C)- ja R2A (D, E, F) so6tmetes. Joonistel on esitatud kasvukdverad (A580nm), substraatide
(SAL+3MS  A297nm, SAL+4MS A297nm, SAL+5MS A300nm) ja vaheiihendi
(2-hiidrokstimukonosemialdehiiid, HMS, A375nm) neeldumisspektrite maksimumide
muutused ajas. Iga paneeli paremal kiiljel on toodud statsionaarses kasvufaasis tehtud foto
vastava so0tmega kolvist.

46



m nahG (SH) m nahW (SH) A

50 1

e — -i i. -i _- - i e -. — - -. T R i'
adi S S T Y T S R R R VI <R TR s S S VI
T @c:,?‘ Coxq% c;& . & %Xc; .:\.,XC’?» .:;C’? . R %x& cﬁb C’X%v . ¥ ¥
FFFFIFFFIFEL &

140 - ;
120 m nahH (C230) B

100 A
80 -
60 -

Suhteline mRNA hulk

o0
80
70
60
50
40
30
20
10

e — ' = = wim
ol AR A NS N Y Y T\ R\ TP\ T VL VI
& & S FF TS E T T T
FFFFFIIIT e

B
2
|
|
I
“% -
;-
i
b
-

Joonis 29. P. pseudoalcaligenes C70 salitsiilaadi 1-hiidroksiilaase, nahG ja nahW (A), ning
katehhooli 2,3-dioksiigenaase, nahH (B) ja pheB (C) kodeerivate geenide suhtelised mRNA
hulgad kasvades iiksik- ja segasubstraate sisaldavates R2A sootmetes. Tdhistused: PHE -
fenool, SAL - salitsiilaat, MS - metiitilsalitsiilaat, KS - klorosalitsiilaat. Numbrid (3-5)
lithendite ees viitavad asendusriihma asukohale. Referentsgeenina kasutati DNA poliimeraas I
kodeerivat polA.

Saadud tulemuste pohjal suudab tivi P pseudoalcaligenes C70 salitsiilaati sisaldavast
minimaals6otmest metiitilsalitsiilaadid tédielikult dra kasutada. Koige kiiremini lagundatakse
SMS (10 tundi), jargneb 3MS (12 h) ja seejarel 4MS (32 h). Salitsiilaati sisaldavast so6tmest
kulub metuilsalitsiilaatide tdielikule dra kasutamisele sarnaselt tiivele PC20 12-14 tundi.
Sarnaselt teisele kahele uuritud tiivele ei soodusta toitainerikas so0de salitsiilaati sisaldavas

keskkonnas metiitilsalitsiilaatide lagundamist ning kdrgemal tasemel kuhjub HMS. Ka tiives

C70 soodustab R2A soode metiiiilsalitsiilaatide degradeerimist fenooli sisaldavast
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keskkonnast. P. pseudoalcaligenes C70 on tehtud katsete pdhjal uuritud tiivedest efektiivseim

segasubstraatide lagundaja.

2.3.1.6. P. pseudoalcaligenes C70 kasv klorosalitsiilaate ning fenooli voi Na-salitsiilaati

sisaldavates R2A sOoo0tmetes

Tiive C70 kasvatati 3-, 4- v31 5-klorosalitsiilaati (1,5 mM) ja fenooli voi salitsiilaati (3mM)
sisaldavates minimaal- ja R2A sodtmetes samadel tingimustel kui eelnevalt kirjeldatud
katsetes.

Varasematest katsetest on teada, et C70 lagundab klorosalitsiilaate meta raja kaudu, kuid ei
suuda neid energia- ja siisinikuallikana kasutada. 4- ja SKS lagundamisel kuhjub tdenéoliselt
sootmesse toksiline KHMS, 3KS puhul katehhooli spontaansel oksiidatsioonil tekkivad
kinoonid. Lisaks ei indutseeri 4KS tiives mérgataval tasemel SH (nahG ja nahW) ja C230
(nahH ja pheB) kodeerivate geenide ekspressiooni (Peegel, 2022).

Nii nagu ka metiilsalitsiilaatide korral, mérgati klorosalitsiilaate  sisaldavate
kasvukeskkondade puhul sodtmete varvimuutust (Joonis 30 ja 31). Kirjanduse andmetel
annab kollase tooni sd6otmesse kuhjuv KHMS (Wieser jt., 1994), pruuni aga katehhoolide
spontaansel okstlidatsioonil tekkivad ja poliimeriseeruvad kinoonid (Hoffmann-Ostenhof,
1963; Prieto jt., 1993; Park jt., 2004).

P. pseudoalcaligenes C70 ei kasuta klorosalitsiilaate fenooli sisaldavas minimaalséotmes,
kasvukeskkonda KHMS ei kogune ning ka fenooli ei lagundata markimisvéirselt (v.a 4KS
sisaldav s66de) (Joonis 30 A-C). R2A sootmes, millele on lisatud fenooli ja 4- voi 5KS
kasutab C70 aromaatseid iihendeid, kuid sellega kaasneb so6tme varvumine kollaseks ning ka
neeldumisspektritelt registreeritakse suured HMS/KHMS neeldumismaksimumi vairtused
(Joonis 30 E ja F). 3KS ja fenooli, neeldumispektrite andmete pdhjal, tiivi C70 R2A s66tmes
kasvades ei kasuta, samas vdrvub sdode mustaks (viitab katehhoolide kuhjumisele) ning
detekteeritakse HMS/KHMS kogunemist (Joonis 30D). Klorosalitsiilaate ja fenooli
sisaldavates R2A sootmetes on nahG (SH) ja nahW (SH) suhteline mRNA hulk dadrmiselt
madal (Joonis 29A). Kuigi pheB (C230) suhteline mRNA hulk on fenooli ja 3KS sisaldavas
sO0tmes vaga korge ning nahH (C230) ekspresseeritakse enam-viahem samal tasemel kui vaid
salitsiilaati sisaldavas R2A-s (Joonis 29B ja C; 30A ja D). Tdenéoliselt on s66tmetes C230
(PheB ja NahH) inaktiveeritud voi inhibeeritud. Kirjanduse andmetel voib seda pohjustada
aktiivsaidi Fe®" oksiideeriv 3-klorokatehhool voi lagundamisrajas tekkivad reaktiivsed
tthendid, nditeks atsiiiilkloriidid (Klecka ja Gibson, 1981; Bartels, jt., 1984). Samas suudab

nditeks Pseudomonas putida GJ31 3KS siiski meta raja kaudu lagundada. Tiivel on selleks
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geenilt chzE kodeeritav klorokatehhooli 2,3-dioksiligenaas, mis ei ole nii tundlik lagundamisel
tekkivate iihendite suhtes. Nimetatud ensiitimi C-terminaalses doméddnis asub 297 positsioonis
erinevalt C230-dest isoleutsiini asemel valiniin (Mars jt., 1999).

Fenooli ja 4KS sisaldavas séotmes kasvanud C70 rakkudes on SH (nahG ja nahW) ning pheB
(C230) kodeerivate geenide suhteline mRNA hulk &ddrmiselt madal, nahH (C230)

ekspresseeritakse enam-viahem samal tasemel kui vaid salitsiilaati sisaldavas R2A-s.
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Joonis 30. P. pseudoalcaligenes C70 kasv fenooli, PHE, ja 3-klorosalitsiilaati, 3KS, (A, D),
4-klorosalitsiilaati, 4KS, (B, E) voi 5-klorosalitsiilaati, SKS, (C, F) sisaldavates minimaal- (A,
B, C)- ja R2A (D, E, F) sodtmetes. Joonistel on esitatud kasvukoverad (AS580nm),
substraatide (fenool A270nm, 3KS, A303nm, 4KS A297nm, 5KS A308nm) ja vaheiihendi
(5-kloro-2-hiidroksiimukonosemialdehtiiid, KHMS, A378nm) neeldumisspektrite
maksimumide muutused ajas. Iga paneeli paremal kiiljel on toodud foto vastava sootmega
kolvist.

Sootmele lisatud substraat mojutab C70 voimet kasutada klorosalitsiilaate, sest erinevalt
fenoolist toimub salitsiilaadi juuresolekul 5KS peaaegu tdielik kasutamine minimaalsddtmest
(Joonis 31C), aga 3- vOi 4KS kasutamist salitsiilaat ei soodusta (Joonis 31A, B).
Toitainerikkamal R2A s66tmel kasutab C70 dra salitsiilaadi ning ka 4- ja 5KS (Joonis 31
E-F), 3KS jddb ilmselt kasutamata (Joonis 31D). Kirjanduses on 6eldud, et 4KS ja 5KS
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lagundamisel tekkiv 4-klorokatehhool on ainus vaheiihend, mis ei inhibeeri C230 aktiivsust
(Reineke et al., 1982). 3KS ja salitsiilaati sisaldavas s66tmes on mdlema SH kodeeriva geeni
(nahG ja nahW) suhteline hulk madal. Samasugust ensiiiimi madalat aktiivsust nihti ka P,
stutzeri AN10 puhul (Bosh et al., 1999). nahH (C230) ekspresseeritakse tiives C70
enam-vihem samal tasemel kui vaid salitsiilaati sisaldavas s66tmes. Samas on tiivedest just
C70 korral KS sisaldavad sodtmed kodige tumedamad, mis viitab jéllegi (kloro)katehhooli
kogunemisele. P. stutzeri AN10 puhul néidati, et klorosalitsiilaatide puhul oli aktiivne NahW,
samas 3KS ja 5KS puhul oli NahW aktiivsus tunduvalt madalam kui 4KS ning 4KS puhul oli
lisaks aktiivne ka NahG (Bosh et al., 1999).

4KS ja salitsiilaadi segus on C230 (nahH ja pheB) ja SH (nahG ja nahW) kodeerivate geenide
suhteline  mRNA hulk samuti viga madal (Joonis 29). 5KS sisaldavas sootmes
ekspresseeritakse geene nahW, nahG ja pheB méargatavalt korgemal tasemel kui 3- voi 4KS ja
fenooli sisaldavas R2A-s (Joonis 29) ning erinevalt 4KS sisaldavast s66tmest tekib oluliselt

vihem HMS/KHMS (Joonis 31 E, F).
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Joonis 31. P. pseudoalcaligenes C70 kasv salitsiilaati, SAL, ja 3-klorosalitsiilaati, 3KS, (A,
D), 4-klorosalitsiilaati, 4KS, (B, E) voi 5-klorosalitsiilaati, 5KS, (C, F) sisaldavates minimaal-
(A, B, O)- ja R2A (D, E, F) sootmetes. Joonistel on esitatud kasvukoverad (A580nm),
substraatide (SAL+3KS A298nm, SAL+4KS A297nm, SAL+5KS A299nm) ja vaheiihendi
(5-kloro-2-hiidrokstimukonosemialdehiitid, KHMS, A378nm) neeldumisspektrite
maksimumide muutused ajas. Iga paneeli paremal kiiljel on toodud foto vastava sddtmega
kolvist.
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Saadud tulemuste pohjal ei suuda P. pseudoalcaligenes C70 klorosalitsiilaate fenooli
sisaldavas minimaals66tmes lagundada. Samas R2A s66tmes kasutab tiivi fenooli olemasolul
4- ja S5KS tdielikult dra 24 tunniga. Ka tiivi C70 degradeerib salitsiilaati sisaldavas
minimaalsdotmes vaid 5KS, kuid selleks kulub mirgatavalt vihem aega kui PC20 puhul (120
versus 24 tundi). Sarnaselt tiivega PC20 soodustab R2A 4- ja 5KS lagundamist salitsiilaati
sisaldavas keskkonnas, kuid s66tmesse kuhjub KHMS.

51



KOKKUVOTE

Aromaatsed iihendid on 4ddrmiselt stabiilsed ning nende likvideerimine loodusest
fitisikalis-keemilistel meetoditel on ressursikulukas ning tihti ebaefektiivne. Potentsiaalseks
meetodiks on seetdttu kujunenud bioremediatsioon, mis pohineb mikroorganismide voimel
kasutada kompleksseid iithendeid energia- ja siisinikuallikana. Kuna looduses tuleb bakteritel
kokku puutuda erinevate iihendite segudega ning substraatidel voib olla {iksteise
lagundamisele nii inhibeeriv kui soodustav modju, on oluline tunda véga tépselt
bioremediatsioonil kasutatavate tiivede metaboolseid omadusi erinevates kasvutingimustes.
Selles t60s uuriti tiivede Pseudomonas putida NCIB 9816-4, Pseudomonas fluorescens PC20
ja Pseudomonas pseudoalcaligenes C70 vdoimet lagundada metiiiil- ja klorosalitsiilaate fenooli
vO1 salitsiilaati sisaldavas kasvukeskkonnas. Samuti taheti saada teada, kas tive C70
redundantsed salitsiilaadi 1-hiidroksiilaasid ning katehhooli 2,3-dioksiigenaasid pakuvad
segasubstraatidel kasvades eelist vorreldes ithe SH-ga tiivedega Pseudomonas putida NCIB
9816-4 ja Pseudomonas fluorescens PC20.

Katsetest selgus:

1. Pseudomonas putida NCIB 9816-4 suudab salitsiilaati sisaldavast kasvukeskkonnast
ara kasutada 4- ja 5SMS, lagundades tihendeid katehhooli ortho raja kaudu. Tiivi
suudab degradeerida 4- ja SKS ainult toitainerikkas s66tmes ning defektse katehhooli
meta raja kaudu, kuhu kasvu ajal kuhjub KHMS.

2. Pseudomonas fluorescens PC20 suudab salitsiilaati sisaldavast keskkonnast
metiililsalitsiilaate dra kasutada. Fenooli sisaldavas sdo0tmes lagundatakse vaid 4- ja
SMS. Klorosalitsiilaatidest suudab tiivi dra kasutada vaid 5KS salitsiilaadi
juuresolekul, kuid sellegi jaoks kulub vdga kaua aega.

3. P pseudoalcaligenes C70 suudab fenooli vOi salitsiilaati sisaldavast keskkonnast
kasutada dra koik uuritud metiiiilsalitsiilaadid. Ka selles tiives degradeeritakse 5KS
salitsiilaati sisaldavast minimaalsootmest, kuid vorreldes PC20-ga kulub selleks palju
vihem aega.

4. Redundantsed salitsiilaadi SH ning C230 annavad tiivele C70 selge kasvueelise
segasubstraate sisaldavas sdotmes.

5. Toitainerikas sd6de soodustab fenooli sisaldavast sodtmest metiililsalitsiilaatide dra
kasutamist, tiive C70 puhul ka 4- voi 5-klorosalitsiilaadi degradeerimist. R2A ei
soodusta tiivedes metiiiilsalitsiilaatide lagundamist salitsiilaati sisaldavast keskkonnast,

kiill aga tiivedes PC20 ja C70 4- ja 5KS kasutamist.
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Degradation of methyl- and chlorosalicylates in the presence of phenol or Na-salicylate
in pseudomonads
Deili Saan
Summary
The chemical industries produce a variety of toxic substances, among them are aromatic
compounds. These compounds are extremely stable due to their structure and therefore
accumulate in the environment causing persistent large-scale pollution after the spill.
Aromatic compounds have proven carcino- and teratogenic as well as geno- and immunotoxic
effects on humans and other animals. In addition aromatic compounds can inhibit growth,
photosynthesis and seed germination in plants. Therefore it is crucial to limit and reduce the
amount of these toxic substances in the natural environment.
Physicochemical methods for the removal of aromatics are not preferred because of high cost,
ineffectiveness and the possibility of causing secondary pollution. Bioremediation, however,
which relies on the ability of microorganisms to use complex compounds as energy- and
carbon sources, has great potential of being the key to successful elimination of persistent
pollution.
One compound can strongly impact the degradation of others in the environment. Some of the
negative effects include competitive inhibition, repressed gene expression, and production of
toxic intermediates that inactivate crucial metabolic enzymes. On the other hand one substrate
can induce the synthesis of enzymes with broad substrate specificity or provide energy to
grow and increase the size of the population of bacteria able to degrade other compounds in
the mixture.
Hence. it is pivotal to study the metabolic capabilities of organisms utilized in bioremediation
in various environmental conditions.
The aim of this study was to analyse the ability to degrade methyl- and chlorosalicylates in
the presence of phenol or Na-salicylate in three Pseudomonas strains. Pseudomonas
pseudoalcaligenes C70 harbours redundant salicylate 1-hydroxylases and catechol
2,3-dioxygenases. Redundant genes have been associated with the ability to survive in
environments with high concentration of aromatic compounds. This work will determine
whether these redundant genes also give P. pseudoalcaligenes C70 an advantage over
Pseudomonas fluorescens PC20 and Pseudomonas putida NCIB 9816-4 while grown in
mixed substrates.

The results of this study are summarized as follows:
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. Pseudomonas putida NCIB 9816-4 degrades 4- and 5-methysalicylates in the mixture
with salicylate through the catechol ortho pathway. The mixture of 4- or
5-chlorosalicylate and salicylate is degraded only partially in nutrient-rich R2A
medium through the ruined meta pathway.

. P. fluorescens PC20 can utilize methylsalicylates from a medium containing salicylate.
In the presence of phenol, only 4- and 5MS are degraded. This strain can also
metabolize 5-chlorosalicylate in salicylate containing medium, but degradation takes
120 hours.

. P. pseudoalcaligenes C70 is able to utilize methylsalicylates in the presence of phenol
or salicylate. Similarly to PC20, this strain can also metabolize 5-chlorosalicylate in
salicylate-containing medium, but the degradation requires a lot less time.

The redundant salicylate 1-hydroxylase and catechol 2,3-dioxygenase genes provide
the strain C70 with an enormous advantage while growing in mixed substrates.

. Nutrient-rich medium enhances the degradation of methysalicylates only in the
presence of phenol. Such a positive effect is also seen in mixtures of 4- or
S-chlorosalicylate and salicylate or phenol in strains P fluorescens PC20 and P.

pseudoalcaligenes C70.
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LISAD

Lisa 1. To0s kasutatud ~ praimerid  koos nukleotiidsete  jdrjestustega,

seondumistemperatuuridega, amplifitseeritavate geenide ja ensiliiimi tiilipide nimetustega.

C230 - katehhooli 2,3-dioksiigenaas. C120 - katehhooli 1,2-dioksiigenaas. SH - salitsiilaadi

hiidroksiilaas. DNA pol I - DNA poliimeraas I

9816-4

Ensiitim/geen/tiivi Praimer Nukleotiidne jarjestus (5° — 3°) Seondumis- Viide
temperatuur
C230/ nahH/ C70 C70aF TGGAGCGGGATCTGACGGCA 58 °C Mehike, 2016
jaNCIB 9816-4 C70aR CGGGATTGACCTCATTCACA
C230/ pheB / C70 C70bF TCACCGAGGACCTGCTCAAC 58°C
C70bR CCGGGTTGACCTCGGCCAAG
SH / nahG / C70 nahGF7 CTGCAACTGCGCGAAGCCTT 61 °C Smirnova,
nahGR3u GCTTCCCGTACCCAGGGAG 2019
SH / nahG / PC20 nahGF3 GGGCTTGAGGACGCCTATTTC 61 °C
jaNCIB 9816-4 nahGR2 GTTGCACACGACAGGCA
TGAG
SH / nahW / C70 nahWF CGATGACACTGGCGAACAGC 61 °C
nahWR CGTACGGTGGAACGCATCC
C120 / catA / NCIB catA4F TCGGAATTCAACCTGCGTCG 58°C Barrow, R. R,
9816-4 catA4R GGTGGTCAGGTGACGATGG 2022
C120/ pheB / pheB20 F CACCCGGCCTAGGTTTTGAT 61 °C
PC20 pheB20 R CACCCGGCCTAGGTTTTGAT
C230 / nahH / nahHRT694f | ATCAGCATGACCGACACCTC 61 °C Pozdnyakova-
PC20 nahHRT822r ATAGTTGTAGTTCCCGCCGC Filatova et al.,
2020
DNA Pol1/pold/ | polAXhoylev | GGGGCAGAACGCCAAGTACG 61/58 °C Sidorenko et
C70, PC20 jaNCIB | polAXhoall TCTGCGCCAGGCTGTCCAT al, 2011
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