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INFOLEHT

Kohtla-Jiarve polevkivitoostuse piirkonnast isoleeritud bakteritiivede multikomponentse

fenooli hiidroksiilaasi mitmekesisus

Kohtla-Jarve piirkonnas esineb pdlevkivitoostusest tingitud keskkonnareostust. 1989. aastal
peale Estonia kaevanduse pdlengut viidi pheBA operoniga Pseudomonas’e tiivi/tiived
kaevanduse kustutusvette fenoole lagundama. Kéesoleva t66 raames uuriti multikomponentsete
fenooli hiidrokstilaaside mitmekesisust ja pheBA esinemist keskkonnas. Kéesolevas t60s
saadud tulemuste pohjal on pdlevkivitdostuse reostuse mdju all olevates veekogudes
multikomponentse fenoolhiidroksiilaasi mitmekesisus suur. Kdik analiitisitud tiived kuuluvad
16S rRNA ja LmPH geeni jérgi Pseudomonadota hdimkonda ning valdav enamus kuuluvad

perekonda Pseudomonas. pheA geeni olemasolu tuvastati kahel tiivel.

Mairksdnad: pdlevkivitodstus, bakterid, fenoolide lagundamine, bioaugmentatsioon

CERCS: B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, miikoloogia

Multicomponent phenol hydroxylase diversity from bacteria isolated from Kohtla-Jarve

oil shale industry region

Kohtla-Jéarve’s oil shale industry has polluted its surrounding areas. After the fire in the mine
“Estonia” in 1989, a Pseudomonas putida carrying the pheBA operon was introduced into the
phenol-polluted water used for extinguishing the fire. The presence of the pheBA operon and a
diversity of multicomponent phenol hydroxylases (mPH) was investigated in isolated strains.
It was concluded that in the polluted area of the oil shale industry, the diversity of
multicomponent phenol hydroxylases is high. According to the analyzed bacteria’s 16S rRNA
and the large subunit of mPH, most of them belonged to the Pseudomonadota phylum, and of
those, most belonged to the genus Pseudomonas. The presence of the pheBA operon was

determined only in two strains.

Keywords: oil shale industry, bacteria, degradation of phenol, bioaugmentation

CERCS: B230 Microbiology, bacteriology, virology, mycology
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KASUTATUD LUHENDID

GSK - gaasilise soojuskandja meetod
LmPH — multikomponentse fenooli hiidroksiilaasi suur subiihik
mPH — multikomponentne fenooli hiidroksiilaas

TSK — tahke soojuskandja meetod



SISSEJUHATUS

Pdlevkivi termilisel lagunemisel tekivad jadkproduktidena poolkoks ja fuuss, mis sisaldavad
fenoole ja pdlevkividli (Eesti Keemiatdostuse Liit ja AF-Consulting AS, 2013). Kuna
ndukogude aegu polnud polevkivi termilisel todtlemisel tekkivate jadkproduktide ladestamine
nii hésti reguleeritud kui tdnapdeval on Ida-Virumaa veekogudes reostunud. Fenoolid on
aromaatsed siisivesinikud, mis on nii inimestele kui ka loomadele miirgised (Evans, 1952;
Patrick et al., 1968). Nende sisaldust keskkonnas vihendavad bakterid, kes omavad vastavaid
kataboolseid geene. Ensiitime, mis fenoole lagundavad nimetatakse fenooli hiidroksiilaasideks

janeed jagunevad kaheks: mono- ja multikomponentsed fenooli hiidroksiilaasid.

1988. aastal oli Estonia podlevkivikaevanduses tulekahju ja selle kustutamiseks pumbati
kaeveodntesse vett, mis reostus fenoolidega (Kokk, 1988A; Mikson et al., 2008). Kustutusvette
viidi fenoolide védhendamiseks monokomponentse fenooli hiidroksiilaasi pheBA operoni

sisaldav P. putida PaW8S5 tiivi (Heinaru ef al., 1991).

Kéesolev to0 sai alguse sellest, et taheti teada kas keskkonnas endiselt esineb pheBA operoni.
Too eesmidrkideks on selgitada vilja, kas pheBA operoni esineb veel Kohtla-Jérve
polevkivitoostuse piirkonnas ja saada iilevaade sealsetest fenooli oma ainsa siisiniku- ja
energiaallikana kasutatavatest bakteritest ja nende multikomponentse fenooli hiidroksiilaasi
suure subiihiku mitmekesisusest. Kuna nii suuremahulisi bioaugmentatsioone ei ole palju 14bi

viidud, on oluline uurida, kuidas kunstlikult keskkonda viidud operon seal sdilib.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Polevkivitoostus
1.1.1. Polevkivi ja selle kaevandamine

Pdlevkivi on kunagiste veeorganismide ladestumisest tekkinud settekivim, mis sisaldab lisaks
orgaanilisele ainele palju mineraalithendeid (Viiding, 1984). Mineraaliithendite suure sisalduse
tottu annab pdlevkivi pdlemisel palju tuhka (Viiding, 1984). Pdlevkivi orgaanilist osa
nimetatakse kerogeeniks (Viiding, 1984). Eesti aladel leidub kahte sorti pdlevkivi, milleks on
diktiioneemakilt ja kukersiit (Joonis 1) (Viiding, 1984). Eestis kaevandatakse kukersiiti, kuna
diktiioneemakilt on tunduvalt vdiksema Olisaagisega (Kattai, 2003). Diktlioneemakilt ehk
graptoliitargilliit on kvartsirikas savikivim, mille kerogeeni sisaldus on keskmiselt 12-15%,
kukersiidi kerogeeni sisaldus on keskmiselt 30-40% (Kivimégi, 1974).

Kukersiidi lademetes on vahelduvate kihtidena polevkivi ja lubjakivi. Kuna pdlevkivi sisaldab
vorreldes kivisdega palju vett ja mineraalaineid, siis ei ole see nii hea energiaallikas kui kivisiisi,

kuigi pdlevkivi orgaanilise osa kiittevéartus on korgem kui kivisoel. (Aarna et al., 1954)
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Eestis kasutatakse pdlevkivi ava- ja allmaakaevandamist (Ots, 2004). Avakaevandamisel saab
Eestis kasutusel olevatel masinate puhul olla pdlevkivikihindi peal ainult 25-27 m katendit (Ots,
2004). Avakaevandamine on vdimalik vaid PGhja-Eestis, kus pdlevkivi on maapinnale ldhemal
(Eesti Keemiatddstuse Liit ja AF-Consulting AS, 2013), seal hetkel todtavad Narva, Sirgala
(Joonis 2) ja Pohja-Kividli karjddrid (Kundla, 2025). Allmaakaevandamine toimub Eestis 10-
65 m siigavusel (Ots, 2004) ning hetkel tootavad Ahtme, Estonia (Joonis 2), Ojamaa ja Uus-
Kivioli kaevandused (Kundla, 2025).

Peale kaevandamist ja enne termilist td6tlemist on vaja maapduest toodud pdlevkivi ja lubjakivi
segu rikastada. Kukersiidi puhul on see kiillaltki lihtne kuna polevkivi on tiheduselt hdredam
kui lubjakivi ning siis saab kasutada gravitatsioonilist rikastamist. (Kattai, 2003)

1916. aastal hakati rajama Jirve ja Pavandu polevkivikarjddre ning kaevandust Kukruse kiila
juurde. Kaevandamine algas seal peale Eesti iseseisvumist 1918. aastal. Esimene
polevkividlivabrik avati 1924. aasta 16pus Kohtla-Jarvel, see vabrik to6tles 66pdevas 200 tonni

polevkivi. Enne vabriku avamist kasutati pdlevkivi ainult tahke kiitusena. (Kattai, 2003)
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Joonis 2. Kaardile on mérgitud 1 - Estonia kaevandus, 2 - Kohtla-Jarve poolkoksimégi, ja 3 -
Sirgala pdlevkivikarjddr (Google Earth).



1.1.2. Polevkivitoostus ja polevkivioli

Ténapdeval on Eestis pdlevkividli tootjateks Eesti Energia tiitarettevote AS Enefit Industry, AS
Viru Keemia Grupp ja Alexela Gruppi kuuluv OU Kividli Keemiatddstus. 2024. aastal
kaevandati Eestis kokku pdlevkivi 10 900 000 tonni ja sellest toddeldi 8 549 302 tonni,
kusjuures sellest 4 000 000 tonni todtles AS Enefit Industry (Kundla, 2025).

Polevkividli on pdlevkivi termilisel tootlemisel tekkiv kiitus, mis sarnaneb koostiselt naftale
(Eesti Keemiatddstuse Liit ja AF-Consulting AS, 2013; Kattai, 2003). Pdlevkivi termilist
tootlemist viiakse 14bi tavaliselt 500 °C juures, sest sel temperatuuril on kerogeeni piiroliiiis
koige kiirem (Tang et al., 2015), madalamatel temperatuuridel kleepuksid pdlevkivi tiikid
omavahel kokku ja dli ei saaks koguda (Kattai, 2003). Protsessi, mille kdigus polevkivi kuni
500 °C-ni kuumutatakse, nimetatakse utmiseks ehk poolkoksimiseks (Eesti Keemiatdostuse
Liit ja AF-Consulting AS, 2013; Kattai, 2003).

Eestis kasutatavad pdlevkivi termilise to6tlemise votted jagunevad tinapédeval kaheks — on
gaasilise (GSK) ja tahke soojuskandja meetod (TSK). GSK meetodi puhul taaskasutatakse
jargmise polevkivi kuumutamiseks osa eelneva laadungi uttegaasist ja pohiliseks
jaakproduktiks on poolkoks. TSK meetodi puhul kasutatakse jargmise laadungi kuumutamiseks
eelneva laadungi tuhka, mis saadakse utmisel saadud poolkoksi edasisel termooksiideerimisel.
(Eesti Keemiatdostuse Liit ja AF-Consulting AS, 2013)

Polevkivi utmisel saadakse poolkoks, tuhk, tuharikas raskedli ehk fuuss, pdlevkividli, veeaur,
erinevad suitsugaasid, fenoolvesi ja uttegaas. Polevkivi termilisel tootlemisel tekkivat kuuma
tuhka kasutatakse ka ldhedal olevate linnade kiittevee soojendamiseks. Uttegaas on korge
kiittevddrtusega ning seda saab kasutada soojuse ja elektri tootmiseks. Fenoolvesi
defenoleeritakse, et fenoole miiiia saaks. TSK kasutades tekib vihem fenoolvett kui GSK
meetodil. Ainult TSK meetodil saadud fenoolvee defenoleerimine ei ole majanduslikult
kasumlik, aga kui TSK saadud fenoolvesi liita GSK omaga siis tasub defenoleerimine end éra.

(Eesti Keemiatdostuse Liit ja AF-Consulting AS, 2013)

1.1.3. Polevkivitoostuste keskkonnaméju

2003. aastal tekkis aastas 800 000 tonni poolkoksi, 18 000 tonni pigijadtmeid e fuussi (Kattai,
2003). Fuuss koosneb peamiselt lenduvatest orgaanilistest siisivesinikest, poliiaromaatsetest
stisivesinikest ja fenoolidest (Salu ef al., 2002). Enne 1970. aastat ladestati fuuss ja poolkoks
koos Kividli ja Kohtla-Jirve priigimédgedele, selle tdttu on loodusesse sattunud palju
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pigijaatmeid (Kattai, 2003). Peale 1970. aastat ladestati fuuss poolkoksimégede vahelisse orgu
rajatud kahel eritasapinnal olevates hoidlates (Joonis 3) (Salu et al., 2002). Fuusside maht
nendes hoidlates oli 2001. aastal hinnanguliselt 100 000 tonni ja sealt filtreerus pidevalt ohtlike
ithendeid timbritsevasse keskkonda (Salu et al., 2002). Fuussi ladestamine 16petati 2002. aastal
ning niitid seda podletatakse, kas lisakiituse voi lihtsalt hdvitamise eesmérgiga (Kattai, 2003).
Fuussihoidlad olid pealt avatud ja sademevesi, mis sinna tuli, reostus ning suurendas sellega
ohtliku vedeliku taset (Gross ja Smeljova, 2002). 2002. aastal otsustati see probleem lahenda
hoidlate katmisega poolkoksikihtide, tugevdusvorgu ja geotekstiiliga (Gross ja Smeljova,

2002).

Ulemise hoidla
tamm sademetevee
iilevoolu jélgedega

Joonis 3. Alumine fuussihoidla Kohtla-Jirvel asuvas poolkoksipriigilas (Gross ja Smeljova,
2002).

Kohtla-Jérve piirkonnas ei peeta pdlevkivitodstust oluliseks dhusaastajaks. Kuid kuiva ja
tuulise ilma korral paiskub tuulega 6hku tolmu. (Kattai, 2003)

Polevkivi termilisel totlemisel tekib palju poolkoksi ja tuhka. Poolkoks sisaldab kuni 10%
orgaanilist silisinikku ja sellest osa moodustuvad kantserogeensed poliiaromaatsed
siisivesinikud. Poolkoksi ja pdlevkivituhka késitletakse kui ohtlikku jaddet (Jadtmete
liigitamise kord ja jadtmenimistu, 2021). Poolkoks on isesiittiv, sisaldab raskemetalle ning selle
leovesi on aluseline pH=11-12 (Eesti Keemiatddstuse Liit ja AF-Consulting AS, 2013). Eestis
ladestatakse neid jadkprodukte priigilatesse, mille tulemusena on tekkinud Kirde-Eesti
toostuspiirkonnas suured poolkoksi- ja tuhaméed (Joonis 2,4,5) (Eesti Keemiatodstuse Liit ja
AF-Consulting AS, 2013). 2003. aastal oli iile 100 m kdrguste poolkoksimigede aluspindala

2,5 kme ja poolkoksi kogus nendes umbes 90 mln tonni (Kattai, 2003). Poolkoksimded on
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spetsiaalselt mdeldud poolkoksi ladestamise jaoks ning neid timbritsevad ndrgvett koguvad
kraavid. Loodusele ohtlik ndrgvesi suunati Kohtla jokke, sealt edasi Purtse jokke, kust see
Ladnemerre joudis (Kattai, 2003). Poolkoks transporditakse mée juurde kallurite voi
traktoritega ja tihendatakse 3-4 korda péevas teerulliga. Tuhka ladestatakse kas
poolkoksimigedes poolkoksiga segamini vdi eraldi mdkke moodustatud aukudes, voi iildse
eraldi tuhamigedes (Kattai, 2003).

Noukogude ajal ei olnud polevkivitoostuse jidkainete kiitlemine ja ladestamine nii hésti
reguleeritud ja ei hoolitud nii palju keskkonna kahjustuste pérast kui tdnapédeval. Selle
toestuseks on 2017. aastal registreeritud Kohtla-Jarvel 65000 m? pindalaga jadékreostusobjekt -
fenoolisoo (Keskkonnaportaal, 2017).

Pdlevkivikaevanduse keskkonna mdju uuriti juba 1991. aastal, siis jireldati, et kaevandusveed
tostavad pinnavee SO42-, Cl—, HCO3—, K+ ja Na+ ioonide taset (Heinaru et al., 1991). Uuringu
tulemusel jouti jdreldusele, et vee parandamiseks on vaja suuremaid settebasseinel
(Heinaru et al., 1991). Téanapéeval juhitakse kaevandusvesi settetiikidesse, kus selitamise jarel
(sulfaatide ja heljumi vihendamiseks) juhitakse see looduslikesse veekogudesse. 2011. aastal
puhastati sel viisil 99,9% kaevandusveest (Energiatalgud, 2021).

2008. aastal médrati resotusnditajaid Ida-Virumaa jogedest, kuhu varasemalt suunati todstuslik
heitvesi. Leiti, et Purtse joe setteproovis oli 10,2 mg I'! {ihealuselisi fenoole, 9100 mg I'!
naftasaadusi (C10-C40 alkaanid) ja 883 mg I'! poliiaromaatilisi siisivesinikke ning Kohtla jde
setteproovis oli 1,22 mg 1! iihealuselisi fenoole, 37000 mg 1! naftasaadusi (C10-C40) ja 883
mg 1! poliiaromaatilisi siisivesinikke (Tamm, 2008). Tdnapdeval on todstustest loodusesse
juhitavatele puhastatud heitvetele kehtestatud jérgmised reostusnditajate piirvddrtused:
tihealuselised fenoolid 0,1 mg 1!, kahealuselide fenoolid 15 mg 1!, naftasaadused 1 mg I'!, pH
6-9 (Reovee puhastamise ning heit- ja sademevee suublasse juhtimise kohta esitatavad nduded,
heit- ja sademevee reostusnditajate piirméddrad ning nende nduete tditmise kontrollimise
meetmed, 2017). Kuid kuna varasemal ajal loodushoiust ei hoolitud, on Purtse ja Kohtla joed
jatkuvalt véiga reostunud. 2018. aastal alustati nende veekogude puhastamist, reostunud pinnas
ja setted kaevati joepohjast vilja ja transporditi Kohtla-Jirve VKG pdlevkividlitootmise jadkide

priigimiele (Kundla, 2023).
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Joonis 4. Kohtla-Jarve poolkoksimdgi 2025. aastal (Foto: Signe Viggor).

Tamm (2007) nditas oma uurimuses, et Viru Keemia Grupp AS Kohtla-Jarvel asuvad pdlevkivi
poolkoksi migede {imbruses on pinna ja pdhjavesi saastunud {iihealusteliste fenoolide,
naftasaaduste ja lenduvate orgaaniliste {ihenditega, milleks olid benseen, tolueen, ksiileen ja
etlililbenseen. Pinnavette joudis reostus peamiselt poolkoksimége timbritsevate kraavide kaudu,
kuna need suubusid Kohtla jokke (Tamm, 2007). Tdnapdeval suunatakse poolkoksimielt ja
toostusaladelt tulev vesi esmalt iihtlustusmahutisse ja olenevalt reostusastmest edasi, kas

Kohtla-Jérve reoveepuhastisse voi loodusesse (Ideon ja Butsenko, 2010).

'3! =-_ ,

Joonis 5. Auvere tuhamigi ja leelisjarv (Foto: Signe Viggor).

Kuigi enamuse tinani kestvast saastusest parineb vanalt poolkoksiméelt, siis on kindlaks tehtud,
et ka praegusel ajal satub Viru Keemia Grupp AS tootmisterritooriumilt pdlevkividlisaaduseid
pinnavette. 2007. aastal kehtiva keskkonnaministri médruse nr 12 tdostustsooni piirarvude
kohaselt oli tootmisterritooriumilt tuleva kraavi pohjaproovis iile piirvéédrtuse baarium,

naftasaadused ja moned poliitsiiklilised aromaatsed siisivesinikud nagu naftaleen (Tamm,
12



2007). Oma aruandes spekuleeris Tamm (2007), et senini kestva reostuse pdhjuseks vdivad olla
vanad torustikud, toOstusala pinnasaastus ja varasemalt reostunud kraavide pdhjasetted.
Saastunud on ka Ida-Virumaa pealmine pdhjaveekiht, seal on iile piirnormide iihealuselised

fenoolid, nahtasaadused ja sulfaadid (Tamm, 2007; Energiatalgud, 2021).

1.1.4. Polevkivioli koostis

Kukersiidist valmistatud oli tihedus 20 °C juures on 968 kg m™ ja molekulmass 276 g mol™.
Elementide osakaal: C 81,8%; H 10,1%; S 0,9%; N 7,2%; O 7,2%. Siisivesinike osakaalud: 12
% on alkeenid, 25% alkaanid ja tsiikloalkaanid, 26% aromaatsed siisivesinikud ja 16% fenoolid.

(Yefimov et al., 1995)

1.1.5 Fenoolsed iihendid

“Fenoolid on iihendid, millel on benseeni v4i benseenilaadse tuuma kiiljes hiidroksiitilrithm”
(Joonis 6). Fenooli hiidroksiiiilrithm vdimaldab molekulil moodustada vesiniksidemeid ning
seetdttu lahustuvad fenoolid vees vordlemisi hésti. (Carey ja Giuliano, 2014)

19. sajandi alguses eraldati fenool esmakordselt soetdrvast. 1895. aastal voeti fenool kasutusele
antiseptikuna. Tanapdeval toodetakse fenoolist ravimeid, nditeks aspiriini, virve, vaike, liime

ja plaste. (Carey ja Giuliano, 2014)
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Joonis 6. Fenooli lagundamine (Dagley, 1971; Harwood ja Parales, 1996; Olajire ja Essien,
2014)

Taimedes leidub erinevaid fenoole, nditeks vanillikaunas vanilliin (Joonis 7) ja tiilimianis
tiimool. On ka olemas antioksiidatiivse mdjuga fenoole — taimede tritsiiklilised fenoolid ehk

flavonoidid (Joonis 7). (Carey ja Giuliano, 2014)

~
o I
|
I \i:
0

Joonis 7. Vanilliini (PubChem, n.d.) ja flavanooni (PubChem, n.d.) struktuurivalemid.

Ka teisi fenoolseid iihendeid esineb looduses viikeses koguses, niiteks eraldub neid
tammelehtede lagunemisel. Sellises koguses looduslikud fenoolid pigem ei mdjuta vee

elustikku negatiivselt (McConnell ja Adams 1973). Kiill on, aga tdheldatud, et suurema koguse
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puuprahi sattumisel vette, nditeks lileujutuse puhul, vdivad veeloomade jirglased surra vette
sattunud fenoolide rohkuse tottu. Seda tdestasid oma katsetes Buchanan ja teised (1976).
Nemad néitasid, et Sitka kuuse Picea stichensis ja lddnetsuuga Tsuga heterophylla koorest
eraldatud ekstraktid mojuvad surmavalt I16hele Oncorhynchus gorbuscha. Kuigi nende katsete
raames ei olnud kindlaks tehtud, mis aine tdpsemalt 16hedele surmavalt mdjus, siis spekuleeriti,
et nendeks olid tanniinid (Buchanan et al., 1976). Tanniinid on poliifenoolid. Artiklis ei olnud
ka mainitud kui palju looduslikult neid veekogudes leidub, aga oli vélja toodud, et puukoorest
erituv ekstrakti oht on eelkdige palkide transportimiseks vOi hoiustamiseks kasutatavatel
seisvatel veekogudel (Buchanan et al., 1976).

Patrick et al. (1968) niitasid oma uurimuses, et fenool on ohtlik kaladele. Mitrovic et al. (1968)
katsed vikerforellidega néitasid, et kdige kiiremini ja ulatuslikumalt kahjustuvad forellide
16pused.

Fenool on miirgine, nahale sattudes pdhjustab pdletust ning suurema koguse korral kahjustub
maks. Néiteks sattus 43,5% fenooli lahust inimese jalgadele (umbes 250 cm?2 ala).Vaatamata
sellele, et kohe hakati jalgu puhastama vee ja etanooliga ilmnesid patsiendil Soki siimptomid.
Kemikaaliga kokku puutunud alal olid pdletushaavad, hiljem tuvastati haigel ka

maksakahjustus (Evans, 1952).

1.1.7. Fenooli lagundamine

Fenoolsete iihendite aeroobne bakteriaalne lagundamine jaguneb kaheks etapiks: esimeses
etapis lisab monooksligenaas aromaatsele tuumale iihe hiidroksiiiilrithma ning tekib katehhool;
teises etapis loikab katehhooli 1,2- voi 2,3-dioksiigenaas katki benseeni tuuma
hiidroksiiiilrihmade vahelt v3i kdrvalt (Joonis 6). Tuuma 1dikekoha jirgi jaguneb fenooli
lagundamise rada omakorda kaheks: katehhooli ortho ja meta rada. (Dagley, 1971; Harwood ja
Parales, 1996)

Fenoolide lagundamise esimest etappi lébiviivaid ensiiime kutsutakse fenooli 2-
monooksiigenaasideks ehk fenoolihiidroksiilaaasideks. Fenooli hiidroksiilaasid jagunevad
subtlihikute hulga jdrgi kaheks: mono- ja multikomponendilised fenooli hiidroksiilaasid.
(Chenprakhon et al., 2020)

Multikomponendilise fenooli hiidroksiilaasi (mPH) puhul on ensiilimi toimimise jaoks
vajalikud komponendid kahe raud(Il)iooniga aktiivtsenter, regulatoorne komponent, mis

ithendab elektronide transpordi ja substraadi aktivatsiooni, ning reduktaas, mis transpordib
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elektrone NADH-It aktiivtsentris asuvale raud(Il)ioonile (Divari et al., 2003; Sazinsky ja
Lippard, 2006). Uks esimesi mPH, mis avastati oli Pseudomonas sp. CF600 dmp operon
(Powlowski ja Shingler, 1994).

Monokomponendiline fenooli hiidroksiilaasi puhul viib kogu reaktsiooni ldbi tihe geeni poolt
kodeeritav ensiilim, selline on néiteks pheA geeni poolt kodeeritav fenooli hiidroksiilaas (Nurk
et al., 1991). Fenooli lagundamise esmaseks vaheproduktiks on katehhool, mille aromaatne
tuum ldigatakse katki ning seda viivad lébi ortho raja puhul katehhooli 1,2-dioksiigenaas ja
meta raja puhul katehhooli 2,3-dioksligenaas (Hardwood ja Parales, 1996). Tekkinud
metaboliidid konverteeritakse iile eri metabolismiradade TCA tsiikli vaheiihenditeks

(Hardwood ja Parales, 1996; Powlowski ja Shingler, 1994).

1.2 Bioremediatsioon

Bioremediatsioon on bioloogiliste protsesside kasutus, mille eesmirk on puhastada saastunud
maad voi vett (Gillespie ja Philp, 2013; Sharma, 2021). Seda on vaja kuna inimtegevuse
tagajirjel saastub rohkem keskkonda kui &ra puhastatakse (Gillespie ja Philp, 2013).
Bioremediatsiooni strateegiad jagatakse suures osas kaheks: in situ ja ex situ (Gillespie ja Philp,
2013).

Ex situ strateegia jaguneb omakorda kaheks: tahke- ja vedelfaasi bioremediatsioon. Molemat
kasutatakse pigem pinnase puhastamiseks. Tahkefaasi bioremediatsioon on nditeks
kompostimine. Vedelfaasi bioremediatsiooni mdte on kiirendada juba pinnases olevaid
mikroorganismide elutegevust. Kiirendamiseks segatakse reostunud pinnas bioreaktoris kokku
vee, toitainete ja hapnikuga, 10puks tuleb pinnas vedelikust uuesti eemaldada ning vedelik
puhastada. (Sharma, 2021)

In situ bioremediatsioon jaguneb ka mitmeteks alamstrateegiateks, niiteks biostimulatsioon,
flitoremediatsioon ja bioaugmentatsioon. Biostimulatsiooni eesmirk on stimuleerida
olemasolevaid organisme keskkonna muutmisega, nditeks lisatakse puudu olevaid toitaineid
(Omokhagbor Adams et al,, 2020). Bioaugmentatsiooni puhul viiakse reostuskohta
mikroorganisme, kes lagundaksid ohtlikke ithendeid (Omokhagbor Adams et al., 2020). Tihti
kasutatakse bioaugmentatsiooni korral Pseudomonas spp., kuna neil on palju erinevaid
metaboolseid radu (Ramirez-Garcia et al., 2019). Bioaugmentatsiooni kasutati ka Eestis 1989.
aastal, kui peale Estonia kaevanduse pdlengut lisati fenoole sisaldavasse kustutusvette fenooli

ja m-toluaati lagundavad P. putida tiived (Peters et al., 1997). Fiitoremediatsioon kasutab taimi
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reostuse leevendamiseks voi korvaldamiseks (Kafle et al., 2022). Eestis tehti katseid
poolkoksimigede fenoolide ja pdlevkividli alifaatsete ja aromaatsete iihendite leevendamiseks.
Selle jaoks istutati taimi koos ja ilma fenoole lagundavate bakteriteta poolkoksimégedele ning
tulemused néitasid, et saasteainete kontsentratsioonid vdhenesid kiiremini bioaugmentatsiooni

ja fiitoremediatsiooni kooskasutamisel (Juhanson et al., 2007).

1.3. Estonia kaevanduse poleng

Estonia pdlevkivikaevandust ehitati 8 aastat ning see hakkas pdlevkivi tootma 1973. aastal
(Mikson et al., 2008). Kaevandust oli vaja, et tagada piisav hulk pdlevkivi Balti ja Eesti
soojuselektrijaamadele (Kattai, 2003). 2003. aastal oli Estonia kaevanduse kogutoodang 128
088 000 tonni (Kattai, 2003).

1988. aasta 3. novembril puhkes tulekahju Estonia kaevanduses neljandas paneelistrekis umbes
60 m siigavusel (Mikson et al., 2008; Parahhonski, 1991). Tulekahjut kustutama asunud
méepadsteiiksus tugines esmalt kivisdekaevanduse pdlengu protokollile, mille kohaselt lasti
polengualale vett, kustutuspulbrit ja -vahtu, kuid tulutult. Lopuks kustutati tulekahju
kustutusmeetodiga, mis arvestas pdlevkivi halva margumisega ja pdlemisel tekkiva
termobituumeniga. Selle jaoks kasutati inertgaasi ja veeauru segu. Pdlenguala uuesti siittimise
drahoidmiseks piirati see betoonseintega ja lasti vett tdis. (Parahhonski, 1991)

Kaevandusse pumbatud vesi saastus fenoolidega (Kokk, 1988A; Mikson et al., 2008). Tartu
Ulikoolilt oli tellitud juba varem aruanne pdlevkivikaevanduse mdjust keskkonnale (Heinaru et
al., 1991). Aruande raames kogutud proovide analiiiisidest oli selgelt eristatav pdlenguaegne
lipoliiiitiliste mikroobide arvukuse kasv (Heinaru et al., 1991), seda seostati pdlevkividli ja
fenoolide kontsentratsiooni suurenemisega kaevandusest vilja pumbatud vees (Parahhonski,
1991).

Miks poleng Estonia kaevanduses algas, ei teata tinini (Gamzejev, 2008). 1989. aastal
koostatud ekspertide komisjon suutis kindlaks teha ainult nii palju, et tulekahju algas suure
koguse tuleohtliku vedeliku siittimisest (Kokk, 1988B; Parahhonski, 1991). Tulekahju siittimise
uurimiseks algatati isegi kriminaalasi, aga ei suudetud kindlaks teha, miks vedelik kaevanduses

oli ja kuidas see siittis (Kokk, 1989).
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1.3.1. Fenoole sisaldava kustutusvee puhastamine

P. A. Williamsi isoleeris 1976. aastal Rootsi pdllumullast Pseudomonas sp. tiive S13 (Williams
ja. Worsey 1976, viidatud Kivisaar et al., 1989 kaudu), mis kasvas m-ksiileeni, m-toluaati,
fenooli voi salitsiilaati sisaldaval minimaalsodtmel ehk tiivi S13 oli vdimeline kasutama
aromaatseid siisivesinike ainsa siisiniku- ja energiaallikana. Kivisaar ja teised (1989) tegid
kindlaks, et aromaatsete siisivesinike lagundamine on tagatud erinevatel metaboolsetel
plasmiididel paiknevate kataboolsete geenidega. Fenooli lagundamise eest vastutasid phed ja
pheB geenid, mis kodeerivad vastavalt monokomponentset fenooli hiidroksiilaasi ja katehooli
1,2-diokstigenaasi (Kivisaar et al., 1990). Kui Pseudomonas sp. tiive S13 kasvatati m-toluaati
sisaldaval minimaals6dtmel, siis tekkis spontaanselt Pseudomonas sp. tiivi EST1001, mis ei
kasvanud enam m-ksiileenil. EST1001 tiive fenooli ja m-toluaadi lagundamise eest vastutavad
plasmiidid viidi transkonjugatsiooni abil iile P. putida PaW340 laboritiivesse ning saadi P.
putida tivi EST1020. (Kivisaar et al, 1989) Saadud tive ja P. putida PaW85
transkonjugatsioonil saadi P. putida EST1020-85 (Joonis 8), mis Tartu iilikooli molekulaar- ja
rakubioloogia instituudi direktori Maia Kivisaare, kes tol ajal tegeles Pseudomonas sp.
EST1001 tiivega, arvates oli saadud tiivi just see, mida kasutati Estonia kaevanduse pdlengul
tekkinud fenoolirikka vee puhastamiseks. Laboripdevikuid tollest ajast ei ole kahjuks séilinud,
ilmunud artiklites on nimetatud tiive EST9101 (Parakhonsky, 1995) ja hiljem lisaks ka
EST9102 (Peters et al., 1995) vdi mirgitakse, et kasutati kahte tiive (Peters et al., 1997), siis ei

ole vdimalik enam tuvastada milliseid tiivesid tipselt kasutati.

sglective
transfer into plating
Pseadomonas  sp. :
ESTI001 (Phe*nrot") Poutida PN3AD ¢crinog (phe'mTor*) 20 BNENOT __ ¢sTi021 (Phe*mTal®)
muitiplasmid system multiplasmid system multiplasmid system
51"‘.“'" transfer into EST1021 plasmid DNA
o"n‘;:gﬂ P.putida PaWgs P.putida PaW340 transformation
EST1005 (Phe’mTo1”) EST1020-85 (Phe’mTol”) EST1023 (Phe mTol )
pEST1005 myltiplasmid system EST1024 (m‘mm_)
EST1025 (Phe mTo) ")
cloning of 5.5-kb Clal continuous culture PEST1024
fragment into pAYC32, fermentation . _
transformation of on phenol EST1028 (Phe mTol")
P.putida PawB5 pESTI028 .
- - - 401
€5T1332 (PheCb") EST1029 (Phe*mTol”) EST1027 (Phe’mTol”) 0 )
PEST1332 pEST1029 EST1026 (Phe’mTo1”) Ttadenesis rori2z6(phe’ch’)
insertion of 17-kb trans- PEST1026 PEST1226
poson into pEST1332
EST1354 (Phe’Cb")
pEST1354
deletions occur from 17-kb DNA,
transformation of P.putida PaW85
£ST1454 (Phe’cb") cloning of 0.2 kb Sacl/Clal
pEST 1454 . fragment from 17 kb DNA
£sT1411 (phe'/~cp") Phe_selection, roryzyp (phe’co) 10to PESTI33Z EST1415 (Phe’Cb")
pEST1411 pEST1412 pEST1415
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Joonis 8. Pseudomonas putida tiivest EST1001 konstrueeritud tiived ja plasmiidid (Kivisaar et
al., 1990).

1991. aastal valminud aruande “Pdlevkivikaevanduste heitvete mdju Kirde-Eesti veekogudele”
(Heinaru et al., 1991) pohjal kasutati Estonia kaevanduse fenoole sisaldava kustutusvee
puhastamiseks Pseudomonas putida EST9101m bakteritiive, mis oli vOoimeline efektiivselt
lagundama fenoole ja ei olnud imetajatele ega taimedele patogeenne. Pilootkatses lisati 200
liitrit P. putida EST9101m biomassi Estonia kaevanduse rikastusvabriku rdngasbasseini
pumbatud 1500 tonnile kustutusveele. Viie pdevaga vihenes lenduvate fenoolide sisaldus neli
korda. Puhastatud vesi pumbati settebasseini ja kui kaevandus oli piisavalt jahtunud, sisestati
maa alusele kustutatud pdlengualale 400 liitrit biomassi. Mdlemal juhul nidhti lenduvate

fenoolide kontsentratsiooni langust, mille jargi eeldati, et katse oli edukas. (Heinaru et al., 1991)
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. Too eesmirgid

1989. aastal viidi Estonia kaevanduse kustutusvette P. putida Paw85 tiived, mille plasmiidis
paiknes fenooli lagundamise pheBA operon. 2023. aastal toodi Ida-Virumaa
polevkivitoostusega seotud aladelt proovid ning sooviti kindlaks teha, kas looduses on séilinud
veel pheBA operon ja milline on aromaatseid tihendeid lagundavate mikroobide mitmekesisus
antud proovipunktides. Selleks uuriti proovivotupunktidest isoleeritud tiivede fenooli
kasutamise vdimekust kasutades markeritena multikomponentset fenooli hiidroksiilaasi ja
monokomponentset fenooli hiidroksiilaasi kodeerivaid geene. Sellest tulenevalt on kdesoleva
uurimistéo eesmargid jargmised:
e Saada tilevaade Kohtla-Jérve pdlevkivitdostuse piirkonnas elavate fenooli oma ainsa
stisiniku- ja energiaallikana kasutatavatest bakteritest ja nende multikomponentse
fenooli hiidroksiilaasi suure subiihiku mitmekesisusest

e Selgitada vilja, kas pheA geeni esineb veel Kohtla-Jarve pdlevkivitoostuse piirkonnas

2.2. Materjal ja metoodika
2.2.1 Keskkonnaproovide votmine ja tiivede isoleerimine

Kohtla-Jarve polevkivitodstuse piirkonnast voeti 2023. aastal vee- ja sedimendiproovid (Joonis
9). Proove lahjendati fiisioloogilise lahusega (0,9% NaCl) ning tehti viljakiilvid 2,5 mM fenooli
(100 %, Sigma-Aldrich) sisaldavale minimaals66tmele (1xM9 (10xM9: 70 g 1! NaHPO4, 30
g I't KH,PO4, 5 g I'! NaCl, 10 g I'! NH4CI, pH 6,8; Adams, 1959), 1x mikroelementide segu
ME (400xME: 10,75 g I'! MgO, 2 g I'! CaCOs3, 51,3 ml I HCL, 4,5 g I'! FeSO4 * 7TH,0, 1,44 ¢
11 ZnSO4 * TH20, 1,12 g I' MgSO4 * 4H,0, 0,25 g I'' CuSOs4 * 5H20, 0,28 g I'! CoSO4 * H>0,
0,06 g I H3BOs; Bauchop ja Elsden, 1960); 1,5% agar), millele oli lisatud eukartiootide kasvu
pirssimiseks tsiikloheksimiidi (Idppkontsentratsioon 50 pg ml!; Acrosorganics, 95%). Lisaks
tehti rikastuskatse, kus 250 ml Erlenmeyeri kolbidesse pandi 45 ml 2,5 mM fenooli
minimaalsdddet ning 5 g sedimenti vdi veeproovide korral 50 ml proovi ning lisati fenool ja
MO. Kolvid asetati iiheks nddalaks loksutile (100 pooret/min) (Infors HT Multitron) 25 °C
juurde. Seitsme pdeva moddumisel tehti rikastuskultuuridest lahjendused ning kiilvid fenooli
sisaldavatele minimaalsdotmetele. Lisaks jétkati sedimendiproovidega rikastuskatset - 45 ml

2,5 mM sootmele lisati 5 ml esimesest rikastusest. Nddala moodudes tehti uuesti proovidest
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véjakiilvid fenooli minimaals6dtmetle. S66tmeplaatidel véljakasvanud erineva morfoloogiaga
kolooniatest tehti lahjenduskiilvid R2A sé6tmele (0,5 g 1! parmiekstrakt, 0,5 g 1" peptoon, 0,5
g I'! CAA, 0,5 g I'! gliikoos, 0,5 g I'! lahustuv térklis, 0,3 g I'! Na-piiruvaat, 0,3 g 1! KoHPOs,
0,05 g I'! MgSOs, 15 g I'! agar; BD) puhaskultuuride saamiseks. To6 kdigus eraldatud tiived
sdilitatakse CELMS kollektsioonis (https://eemb.ut.ee/celms/main_list.php).
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Joonis 9. Proovivotukohad

2.2.2 Fluorestseeruvate siderofooride tootmise kontroll

Perekonda Pseudomonas kuuluvate tiivede identifitseerimisel on oluline tunnus vdime toota
siderofoore. Selle tunnuse madramisekstehti joonkiilv kdigist tiivedest KingB (20 g 1! peptoon,
10 g I'! gliitserool, 1,5 g I'! MgSOs4 * 7H,0, 1,5 g I'' KH,POs, 15 g I'! agar, pH 7,2) (Millipore)
sootmeplaatidele ning inkubeeriti toatemeratuuril 24 h. Seejirel vaadeldi tasse UV

valguslaual (Uvitec Cambridge Uvidoc HD6), kus siderofoore tootvad tiived fluorestseerusid.
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2.2.3 Poliimeraasi ahelreaktsioon (PCR)

PCR jaoks esmalt bakterid kiilvati uuele R2A sd6tmeplaadile kasvama 24 tunniks. Siis tehti
katsutisse bakteriliisaat 25 pl vee ja pipeti otsikutdie biomassiga. Jargmiseks liiiisiti rakke,
kuumutades neid 96 °C juures 15 minutit. Rakukestade eraldamiseks tsentrifuugiti (Eppendorf
Centrifuge 5418 R) liisaate 1 min 13 000 rpm juures.

PCR segu koostis 2,5 mM puhver (75mM Tris-HCI, pH 8,8; 20 mM (NH4)>SOs-MgCl»; 0,01%
Tween20), 2,5 mM MgCl,, 0,8 uM praimerid vastavalt amplifitseeritavale geenile (Tabel 1),
0,2 mM nukleotiide (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0,5 U Taq DNA Polymerase (Thermo Fisher
Scientific) ja 3 pul bakteriliisaat.

Geenifragmendi amplifitseerimiseks, kasutati PCR programmi, mis algas iithekordse DNA
denaturatsiooniga 180 s 95 °C, sellele jdrgnes 35 tsiiklit DNA denaturatsioon 45 s 94 °C,
praimerite seondumine 45 s (16S rRNA ja pheA puhul iiks temperatuur (Tabel 1); LmPH puhul
5 tstiklit 58 °C, 5 tsiiklit 57 °C ja 25 tsiiklit 56 °C; C230 puhul 10 tsiiklit jérjestikust
temperatuuri langemist 60 °C-It 56°C-le ja 25 tsiiklit 56 °C), elongatsioon 90 s 72 °C ja kdige
viimaks ithekordne 10plik elongatsioon 480 s 72 °C.

Tabel 1. T66s kasutatud praimerid (R -G voi A; Y -Cvoi T; M-AvoiC; K-Gvoi T; S-C
voiG;, W-AvoiT;B-C,GvoiT)

Sihtmérk | Praimeri 5> — 3’ jérjestus Seondumis- | Produkti Viide
geen nimetus temperatuur | pikkus
(°C) (ap)
16S rRNA | PCRI AGAGTTTGATCATGGC |53 ~1500 Weisburg
TCAG etal., 1991
SEQI GTATTACCGCGGCTGC |57 ~480 Vedler et
TGG
al., 2000
pheA pheAl CAGGATCGAATATCGG |61 947 Heinaru et
TGGCCTCG al., 1997
pheA2 CTTCACGCTGGCGTAA
CCAATCGC
LmPH pheUf CCAGGSBGARAARGAG | 58—56 ~580 Futamata
ARGAARCT etal., 2001
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pheUr CGGWARCCGCGCCAGA
ACCA

2.2.3. Geelelektroforees

Geelelektroforeesi kasutati tuvastamaks kas PCR-I saadi eeldatud suurusega produktid. Selleks
valmistati IXTAE puhvriga (0,4 M tris atsetaat, 0,01 M EDTA; pH 8,3) 1% agaroosgeel, millele
lisati DNA visualiseerimiseks etiidiumbromiidi (0,5 pg ml™") (Sigma-Aldrich). Geeli esimesse
kaevukesse lisati produktide suuruse hindamiseks 3 ul DNA suurusmarkerit (GeneRuler™ 1
kb Plus, Thermo Fisher Scientific). Enne geelile kandmist vérviti 6 ul PCR produkti 1 pl
laadimispuhvriga (6x MassRuler™ Loading Dye Solution; 10 mM Tris-HCI, pH 7,6; 0,03%
broomfenoolsinine; 60% gliitserool; 60 mM EDTA; (Thermo Fisher Scientific)). Elektroforeesi

(100 V, 18 min) (Advance Mupid-exU) jdrel pildistati geel UV valguslaual.

2.2.4. Geenifragmentide sekveneerimine

Enne sekveneerimist puhastati PCR segu dNTP-st ja praimeritest. Selleks lisati 5 ul PCR segule
1 pl kreveti aluselist fosfataasi (SAP; Thermo Fisher Scientific; 1d0ppkontsentratsiooniga 0,14
U pl'!Y) ning 1 pl eksonukleaasi (Exol; Thermo Fisher Scientific; 1dppkontsentratsiooniga 0,36
U ul'h). Saadud proov asetati PCR masinasse (Eppendorf Mastercycler personal) ning kiivitati
jérgmine programm: 15 minutit 37 °C (ensiiimide todtemperatuur) ja 15 minutit 80 °C
(ensiitimide inaktiveerimine).

Puhastatud proov sekveneeriti BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit-i (Applied
Biosystems Inc.) vastavalt tootja protokollile. Sekveneerimisreaktsiooni PCR programm
koosnes 35 tstiklist, igas tsiiklis DNA denaturatsioon 15 s 95 °C, praimerite seondumine 10 s
vastavalt praimerile (16S rRNA ja pheA puhul iiks temperatuur (Tabel 1); LmPH puhul 5 tsiiklit
58 °C, 5 tsiiklit 57 °C ja 25 tsiiklit 56 °C; C230 puhul 10 tsiiklit jérjestikust temperatuuri
langemist 60 °C-1t 56°C-le ja 25 tsiiklit 56 °C), elongatsioon 45 s 60 °C.

Sekveneerimine telliti teenusena ja selle jaoks kasutati Genoomika instituudi tuumiklabori
Applied Biosystems tdisautomaatset kapillaarsekvenaatorit 3730x] DNA Analyzer.

2.2.5 Jarjestuste analiiiis
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Sekveneerimisel saadud jirjestused analiiiisiti kasutades BioEdit (versioon 7.7.1) programmi.
Geenide vastavust kontrolliti ja otsiti referentstiivesid BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) otsingumootoriga.

Joondamiseks ja puu tegemiseks kasutati MEGA 12 programmi.

2.3. Tulemused ja arutelu

Kidesoleva t60 eesmérgiks oli  uurida fenooli hiidroksiilaaside — mitmekesisust
polevkivitdostuspiirkonna veekogudes elavates bakterites. Fenooli hiidroksiilaasid jagunevad
vastavalt subiihikute arvule kahte gruppi: multi- ja monokomponentsed. Multikomponentsed
fenooli hiidroksiilaasid koosnevad kuuest subiihikust ning on looduses kdige enam esindatud
(Peters et al., 1997) Monokomponentseid fenooli hiidroksiilaase esineb looduses harvemini.
1989. aastal kasutati Ida-Virumaa pdlevkivi todstuspiirkonnas Estonia kaevanduse pdlengu
kustutamisel tekkinud fenoolide rikka vee puhastamiseks Eesti alal mitteesinevat
monokomponentset fenooli hiidrokiilaasi sisaldavat pheBA operoni kandvat/kandvaid
Pseudomonas putida PaW 85 tiive/tiivesid (Parakhonsky, 1995; Peters et al., 1995; Peters et al.,
1997).

Aastatel 1993-1995 koguti proove Kohtla-Jirve poolkoksimégesid iimbritsevatest kraavidest
ning Kohtla ja Purtse jogedest. Nendest proovidest isoleeriti 11 pheBA operoni omavat tiive.
Nendest 11 tiivest kaheksa oli P. fluorescens, kaks P. putida ja iiks P. corrugata. Proovipunkt,
kust enim pheBA operoniga tiivesid leiti, jdéb kéiesoleva t66 punktist 9V (Joonis 8) natuke
Liiganuse poole. (Heinaru et al., 2000)

2012. aastal voeti proove Kohtla-Jirve poolkoksimdgesid timbritsevatest kraavidest ning
Kohtla ja Purtse jogedest, mis olid pideva pdlevkivitdostusest ldhtuva reostuse surve all.
Keskkonna proovidest eraldatud DNAIt dnnestus phed geenifragment amplifitseerida Piissi
alajaama juurest voetud proovist, mis langeb kokku kidesoleva t66 10V ja 11V (Joonis 8)
proovivdtupunktide asukohaga. (Oispuu, 2013)

Enne kiesoleva t60 jaoks proovide kogumist piistitati hiipotees, et kui pheBA operon on
keskkonnas alles, on ta fluorestseeruvaid siderofoore tootvas Pseudomonas sp. tiives, mis saab

fenooli kasutada ainsa siisiniku- ja energiaallikana.

2.3.1.Tiivede isoleerimine

24



Tiivede isoleerimiseks voeti proovid pideva pdlevkivitdostusest tingitud reostuse all olevatest
Kohtla-Jérve piirkonna veekogudest ja nende sedimentidest (Joonis 9). Veeproovidel moddeti
ka pH ja hinnati veekvaliteeti visuaalselt ja olfaktoorselt. Eesti voolavates veekogudes peaks
pH viéirtus jddma vahemikku 6-9 (Reovee puhastamise ning heit- ja sademevee suublasse
juhtimise kohta esitatavad nduded, heit- ja sademevee reostusnditajate piirmdirad ning nende
nduete tditmise kontrollimise meetmed, 2017). Peaaegu kdikidel kdesoleva t66 raames kogutud
veeproovidel jdi pH vahemikkku 7-9 (Lisa 1). Vaid proovipunktis 4V (poolkoksi mée jalamilt
tulev kraav) oli pH viirtus 10,9. Vee visuaalsel ja olfaktoorsel hindamisel ei tdaheldatud
saastumist kusagil peale veeproovivotupunkti 4V, kus oli vesi oranzikat virvi ja 16hnas
aromaatika jarele.

Veeprooviidest eraldatud tiivedel on multikomponentse fenooli hiidroksiilaasi suure subiihikut
kodeeriva LmPH geeni (edaspidi LmPH) esinemine harvem kui sedimendiproovidest eraldatud
tiivedel, vélja arvatud esimesed kaks proovivdtupunkti, kus veeproovi rikastuskatse (peatiikk
2.2.1.) LmPH geeniga tiivede sisaldus oli kdrgem sedimendiproovi rikastuskatse kiilvidest.
Proovivotupunktide 1V ja 1S puhul (puhasti aerotank) on loogiline, et vees leidub rohkem
baktereid kuna puhasti aerotangis kéib vesi ringi pidevalt ja bakteritel pole vdimalust settida.
Punkti 2V ja 2S puhul jdrelduste tegemiseks peaks veeproovidega rohkem katseid tegema ja
kirjeldama punkti asukohta, kuna pH 7,95 (Lisa 1) ei indikeeri kdrgemat reostust kui teistes
punktides.

Fenooli lagundavate bakteritiivde isoleerimiseks tehti proovidest véljakiilvid fenooli
minimaalsdotmetele, nii algsetest proovidest kui ka fenooli minimaalsddtmetel teostatud
rikastuskultuuridest. Kokku saadi 268 tiive (Joonis 10), neist 77 tootis KingB s66tmel UV-
valguses fluorestseeruvaid siderofoore. pheAd ja LmPH spetsiifiliste praimerite abil kontrolliti
mono- ja mulikomponentse fenooli hiidroksiilaasi kodeerivate geenide olemasolu isolaatides.
Positiivne LmPH tulemus saadi 87 tiivel (Joonis 10) ja neist kahel tuvastati lisaks ka pheA.
Mbolemad pheA geeniga tlived saadi punktist 2 (Viru Keemia Grupi uus kanal, poolkoksi priigila
laheduses) (Joonis 9) voetud sedimendi proovi rikastuskatsetest— 2SRP2 esimesest rikastusest
ja 2S2RP1 teisest rikastusest. Tiivede 2SRP2 ja 2S2RP1 genoomide sekveneerimine teostati
koostdopartnerite poolt Massachusettsi Tehnoloogia Instituudis, kust selgus, et molemal tiivel
on plasmiidsed pheBA operonid. Operoni pikaajaline sdilimine selektiivse surve tingimustes
niitab, et seda kandvatele bakteritel on oluline roll fenooli lagundamisel. Kuna fenoole tekib

lisaks pdlevkivitoostuse ka farmaatsia-, nafta-, paberi- ja puidutdostuses (Ventura et al., 2020)
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on oluline teada kuidas fenoole keskkonnast eemaldada saab. Laboratoorseid katseid
bioaugmentatsiooni voimalustest on tehtud palju. Kohtla-Jarve juhtumiga sarnane on néiteks
Pepper ja teiste (2002) labiviidud katse, kus néidati, et mujalt reostuspiirkonnast eraldatud tiive
lisamine keskkonda kiirendab ohtlike ainete lagundamist. Paraku tdnapdeval on seaduste tottu
raskendatud bioaugmentatsiooni rakendamine looduses ning seepirast on oluline siigavuti
analiiisida Kohtla-Jarve ja sellega samalaadseid bioaugmentatsioonikatseid (Chemla et al.,

2025).
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Joonis 10. Kéesolevas t60s otsekiilvidest (A), esimesest (B) ja teisest (C) rikastuskatsest
isoleeritud tiivede arvud. Sinisega on tihistatud LmPH geenita, oranziga LmPH geeniga ja tiived
lillaga LmPH ja pheA geeniga tiived.
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LmPH sisaldavate tiivede osakaal suurenes fenooli minimaalsd6tmel teostatud rikastuskatsete
kéigus: otsekiilvidest saadud tiivedest kandsid LmPH geeni 12%, esimese rikastuskatsest 44%
ja teisest rikastuskatsest, mis tehti ainult sedimendiproovidele, 53%. Sellest voib jireldada, et
siinses tO60s uuritavat LmPH geeni sisaldavad tiived lagundavad fenooli efektiivsemalt kui
teised bakterid ehk toimus selektiivne surve. Seda jireldust toetab ka Kafilzadeh ja Mokhtari
(2013) 1abi viidud uurimus, kus néidati, et perekonda Pseudomonas ja Acinetobacter kuuluvad
fenooli lagundavad tiived on fenooli lagundamises efektiivsemad kui teised fenooli lagundavad
bakterid. Jareldust saab kinnitada kontrollides kdigi selle t66 raames isoleeritud tiivede fenooli
lagundamise efektiivsust.

Saadud perekondade médramiseks analiiiisiti nende 16S rRNA geeni jirjestusi.

2.3.2. Tiivede 16S rRNA geenijirjestuste analiiiis

Selles t60s kasutati tiivede perekonna midramiseks universaalset 16S rRNA geenijérjestuste
analiilisi, sest 16S rRNA geen esineb kdikides bakteritiivedes.

16S rRNA geen sekveneeriti 80-1 85-st analtiiisitud LmPH geeni sisaldavatest tiivedest. Viiel
tiivel ei sekveneeritud 16S rRNA geeni jdrjestust, kuna to6grupis teostatud morfoloogiliste ja
keemiliste katsete tulemusena oldi kindlad, et tegemist on samade tiivedega. Kasutades
BLAST otsingumootorit leiti isolaatide 16S rRNA geeni nukleotiidsetele jérjestustele suurima
identsusprotsendiga referentstiived GenBank andmebaasist (Lisa 2).

BLAST tulemuste analiilisist selgus, et koik analiiiisitud tiived kuulusid hdimkonda
Pseudomonadota. 80-st tiivest 79 kuulusid Gammaproteobacteria klassi, nendest 66 tiive
kuulusid perekonda Pseudomonas ning koondusid flilogeneetilise puu peal esimesse klastrisse
(I) (Joonis 11.1 ja 11.2). Ulejaanud 13 Gammaproteobacteria klassi tiive kuulusid perekonda
Acinetobacter ning koondusid puu peal teise klastrisse (II). Uks tiivi kuulus klassi
Betaproteobacteria perekonda Alcaligenes ja moodustas kolmanda klastri (IIT).

Varasemalt Kohtla-Jirve pdlevkivitodstuse piirkonnas lébi viidud uuringus domineerisid
isoleeritud tlivedest perekonna Pseudomonas esindajad (Heinaru et al., 2000), seetdttu oli
perekonna Pseudomonas iilekaal oodatav. Pseudomonas spp. omavad tdostuspiirkondade
saastatud keskkondades olulist rolli oma vdimega lagundada aromaatilisi siisivesinikke (Yu et
al., 2001).

Samuti oli perekonna Acinetobacter esinemine keskkonnas oodatav, kuna Heinaru ja teised

(2000) identifitseerisid oma t6ds 39-st tiivest iihe Acinetobacter perekonna esindaja. Siinse t60
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raames identifitseeriti 16S rRNA jargi 80-st tlivest 13 Acinetobacter perekonna esindajat. Selle
perekonna esindajaid, kes omavad mPH, on leitud ka véljaspool Eestit fenooli sisaldavas
keskkonnas (Paller et al., 1995; Sabri et al., 2025; Divari et al., 2003).

Saastumata keskkonna sedimendi- ja veeproovidest on eraldatud perekondade Pseudomonas,
Staphylococcus, Micrococcu, Klebsiella, Vibrio, Enterococcus, Salmonella, Escherichia ja
Bacillus esindajaid (Ulfat et al., 2024). Kdigis neis perekondades ei leidu fenooli lagundada
suutvaid tiivesid. Fenooli sisaldavast keskkonnast on varasemalt isoleeritud fenooli
minimaalsdotmega tiivesid perekondadest Pseudomonas, Acinetobacter, Klebsiella, Bacillus,
Burkholderia, Brevibacterium, Staphylococcus (Kafilzadeh ja Mokhtari, 2013; Shebl et al.,
2024) ja Alcaligenes (Manafi et al., 2011).

Kéesolevas to0s ei kirjeldata tiivedesid, milles LmPH ei detekteeritud, kuid t66grupis
analliisiti ka nende 16S rRNA geenijirjestusi. Analiiiisist selgus, et tiived kuulusid
perekondadesse Serratia, Raoultella ja Klebsiella (selts Enterobacterales), Stenotrophomonas
(klass Lysobacterales), Comamonas (klass Betaproteobacteria), Chryseobacterium (hdimkond
Bacteroidota), Pseudarthrobacter, Microbacterium, Acinomycetota ja Rhodococcus (riik
Baccillati). Neid tiivesid oleks huvitav edasi uurida, et selgitada nende rolli fenooli lagundavas
koosluses.

Fiilogeneetilist puud uurides (Joonis 11.1 ja 11.2) on ndha puu harudel otsekiilvide ja eri
rikastuskatsetest tehtud tiivede koondumist. Sellest voib jiareldada, et proovide rikastamisel
muutub seal eri tlivede elujoulisus. Otsekiilvidest isoleeritud tiivedel esineb LmPH geeni
harvem, kuid rikastuskatsetes saadud tlivedel sagedamini, mis néitab, et LmPH-ga tiived on
elujoulised fenooli lagundamisel. Sellest vOib omakorda jireldada, et véiksema
fenoolisisaldusega keskkonnas on teistel tiivedel mingi eelis ja oleks huvitav edasi uurida, kas
selleks eeliseks on uuritava LmPH geeni puudumine. Siis peaks vilja selgitama kuidas uuritavat
LmPH geeni mitte omavad tiived lagundavad fenoole ning mis keskkonna tingimused nende
fenooli lagundamist mojutavad. Nendest teadmistest tulenevalt saaks valida fenooli sisaldava
keskkonna bioaugmentatsiooni jaoks teisi tiivesid.

Kiesolevas t60s 16S rRNA geenijdrjestuse analiiiisi pdhjal on selles t60s LmPH geeni
sisaldavate bakterite hulgas suures iilekaalus klassi Gammaproteobacteria esindajad ning
nendest enim perekonna Pseudomonas esindajad (Joonis 11.1 ja 11.2).

Bakterite paremaks iseloomustamiseks uuriti ka nende mPH suure subiihiku geeni.
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Joonis 11.1. 16S rRNA geenijérjestusel pdhinev naabrite ithendamise meetodiga arvutatud
juurimata fiillogeneetiline puu 121 taksoniga. Bootstrapi vairtused on 1000 kordused ja nende
vadrtused on mirgitud alates 50%. Modtkava vastab 0,05 asenduse iihe aluspaari kohta.
Sulgudes toodud GenBank ID. Fluorestseeruvate siderofooride tootvatele tiivedele margitud
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“+”, mitte tootvatele tiivedele ei ole midagi margitud ja informatsiooni puudumisel “n.d.”.
Roosaga maérgitud otsekiilvist, kollasega mairgitud rikastuskiilvist ja sinisega méirgitud
kahekordsest rikastuskiilvist saadud tiived. I- Pseudomonas perekond, II— Acinetobacter
perekond, 11— Alcaligenes perekond.
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Joonis 11.2. 16S rRNA fiilogeneetilise puu harupuud. Bootstrapi védértused on 1000 kordused
ja nende vairtused on mérgitud alates 50%. Sulgudes toodud GenBank ID. Fluorestseeruvate
siderofooride tootvatele tiivedele mérgitud “+”, mitte tootvatele tiivedele ei ole midagi mérgitud
ja informatsiooni puudumisel “n.d.”. Roosaga mérgitud otsekiilvist, kollasega mérgitud
rikastuskiilvist ja sinisega mérgitud teisest rikastuskiilvist saadud tlived ning punasega nédidatud
pheBA operoniga tiived.
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2.3.3. mPH geenide analiiiis

Fenooli siisiniku- ja energiaallikana kasutamiseks on vaja bakteritel vastavaid kataboolseid
ensiiiime. Uks nendest ensiiiimidest on multikomponentne fenooli hiidroksiilaas. mPH koosneb
kuuest subiihikust ja iiheks subiihikuks on LmPH, mida ka selles t66s analiiiisiti. Siinses t60s
kasutati LmPH geeni tuvastamiseks praimereid pheUf/pheUr, kuid paraku seonduvad need
praimerid vaid klassi Betaproteobacteria ja Gammaproteobacteria kuuluvate tiivede LmPH
geenile (Futamata et al., 2001).

Kokku sekveneeriti 87 tiivel LmPH geen. 70 tlive sekveneeritud LmPH périneb perekonna
Pseudomonas esindajatelt, 14 tiivel Acinetobacter esindajatelt, iihel tlivel Alcaligenes
perekonna esindajalt ning kahe tiive puhul (1VRP3, 2SRP9) ei ole kindel (Joonis 12.1 ja 12.2).
LmPH geeni jargi kuulub perekonda Acinetobacter iiks tiivi rohkem kui 16S rRNA geeni jargi.
Selle pdhjuseks voib olla Acinetobacter ja Pseudomonas perekonna LmPH valgujirjestuse
sarnasus.

LmPH ennustatavate aminohappeliste jirjestuste fiilogeneetilisel puul saab eristada nelja
klastrit (Joonis 12.1). Esimesse klastrisse (I) on koondunud enamus perekonna Pseudomonas
esindajaid. Teise klastrisse (II) on koondunud enamus (12 14-st) Acinetobacter perekonna
esindajaid ja iiks Alcaligenes perekonna esindaja. Kolmandasse klastrisse (III) on koondunud
iilejadnud kaks Acinetobacter perekonna esindajat ning neljandasse klastrisse (IV) on
koondunud iilejadnud neli perekonna Pseudomonas esindajat.

Anomaalne on IV klastri paiknemine fiilogeneetilisel puul— referentstiive jdrgi parinevad need
perekonnast Pseudomonas, aga fiilogeneetilise puul jddvad nad teistest Pseudomonas
perekonna esindajatest kaugele. Seda vdiks ldhemalt uurida, esmalt miérates nende liigi
mikrobioloogiliste meetoditega ja seejirel sekveneerides nende LmPH geeni uuesti ja seekord
taies pikkuses.

GenBank ID-ga AY8757xx.1 referentstiivede LmPH geen on sekveneeritud Heinaru ja teiste
(2000) t66 raames. LmPH fiilogeneetiliselt puu pealt (Joonis 12.2) on niha, et need geenid on
endiselt keskkonnas alles kuigi vaadeldes nende tiivede 16S rRNA geenide vasteid (Joonis 12.1,
Lisa 2) on seal liigiline lahknevus. Liigilisest lahknevusest voib jéreldada, et perekonna
Pseudomonas eri liikide vahel on toimunud horisontaalne geeniiilekanne.

Uldiselt jaotusid tiivede 16S TRNA geenijirjestused ja LmPH ennustatavad aminohappelised
jarjestused samadesse klastritesse, kuid esines ka tiivesid, mis puude peal eri harudesse jaotusid.

Naditeks tiivede 10SRP4 ja 10SRP5 LmPH ennustatav aminohappeline jérjestus on sarnane
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(Joonis 12.2), aga 16S rRNA geeni nukleotiidne jérjestus mitte (Joonis 11.2). Selline valgu- ja
nukleotiidijérjestuse lahknemine kinnitab horisontaalset geenililekannet ja ka niitab, et
geenijdrjestus voib kanduda paljude perekonna Pseudomonas liikide vahel. Horisontaalse
geeniiilekande kinnitamiseks oleks vajalik Pseudomonase perekonda kuuluvate isoleeritud
tiivede tipsem identifitseerimine. Identifitseerimisel saaks teha ka skeemi geeni(de)
kandumisest liikide vahel.

Nii 16S rRNA geeni kui ka LmPH jérjestuse analiiiisil oli perekonna Pseudomonas esindajad
suures lilekaalus (70 87-st).

LmPH ennustatavate aminohappeliste jérjestuste fiilogeneetilisel puul (Joonis 12.1) ei
koondunud tiived perekondade jérgi, sellest v3ib jéreldada, et LmPH geenid on tiivedesse
sattunud horisontaalse geenililekande tulemusena, mitte eraldi evolutsioneerunud. Jarelduse

kinnitamiseks oleks jéllegi vajalik geenide téies pikkuses sekveneerimine ja analiiiisimine.
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Joonis 12.1. LmPH ennustatavatel aminohappelistel jarjestustel pohinev naabrite {ihendamise
meetodiga arvutatud juurimata fiilogeneetiline puu 109 taksoniga. Bootstrapi vadrtused on 1000
kordused ja nende védrtused on mairgitud alates 50%. Modtkava vastab 0,05 aminohappe
asendusele ithe aminohappe kohta. Sulgudes toodud GenBank ID. Fluorestseeruvate
siderofooride tootvatele tiivedele mérgitud “+”, mitte tootvatele tiivedele ei ole midagi mérgitud
ja informatsiooni puudumisel “n.d.”. Roosaga mérgitud otsekiilvist, kollasega mérgitud
rikastuskiilvist ja sinisega mérgitud kahekordsest rikastuskiilvist saadud tiived. I- Pseudomonas
tiived, II- muud Pseudomonadota Kklassi tiived, III— Acinetobacteria tived, IV— Pseudomonas
sp. tiived.
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Pseudomonas 1

Pseudomonas 2

2 P. putida (AB016858.1) + — 2VRP3
531 11SRP2 + 2vP8
11SRP3A + 4S2RP1B
12S2RP10 + 51 | 4SRP2
58 | 1S2RP1 + 4VP1
| 2vPR7 4VP6
6SRP2 + sa||4VPT
P. kermanshahensis (CP099575.1) + P. mendocina (AY875722.1) +
8 Ip_putida (FJ975150.1) + P. mendocina (AY875732.1) +
6S2RP3 + 94 | P. fluorescens (AY875743.1) +
582RP1 + P. fluorescens (AY875737.1) +
60|| 12SRP5 + g5 | 9S2RP2 +
12S2RP2 + 5S2RP3 +
1 |11SRP4 + 5S2RP4 +
10SRP6 + 5S2RPS +
11SP6 7 5SRP5 .
P. fluorescens (CP078138.1) + P. mendocina (AY875729.1) +
s || 7vPR2 P. mendocina (AY875726.1) +
7VP4 + 2VPR4 +
6SP1 9 2S2RP2 +
5 5SP6 + 1SRP5A +
5SP5B + 12S2RP4 +
& Fen - 2S2RP4
11S2RP3 =
12S2RP6 + — 2S2RP5 +
12S2RP5 + P. pseudoalcaligenes (JX177804.1) +
1VRP6 + P. fluorescens (LR134300.1) +
B6SRP11 + 88 1‘8’2&1 +
6SRP6 +
P. putida (AB016859.1) + LQ;MFTR?B N
P. putida (CP029693.1) +
— 12SRP7 152RP4 +
: pa
| 1VPR7B +
12SRP1A + .
SSRPG + Acinetobacter
100 | Alcaligenes faecalis (CP071957.1)
Q§_[ 11SRP5 + —i 2VP7
5SRP1 6SRP7
SPRED o 51{ 6SRP12
z’ °W.Z:e %g?g;:;:) A radioresistens (CP124683.1)
sspR‘g' 4"1( s 98 || 6SRPBA
12S2RP8 + 13VPR1B
10SRP4 80 | 2VRP8
|_L— P. fluorescens (DQ387868.1) + AV,
2SP5B + 6SRP8B
A. piscicola (CP167896.1)

6SRP1A
9 [ 2VRP2
12SRP6A
1252RP1
10SRP2

Joonis 12.2. LmPH ennustatavatel aminohappelistel jérjestustel pohinev fiilogeneetilise puu
harupuud. Sulgudes toodud GenBank ID. Fluorestseeruvate siderofooride tootvatele tiivedele
mirgitud “+”, mitte tootvatele tiivedele ei ole midagi mirgitud ja informatsiooni puudumisel
“n.d.”. Roosaga margitud otsekiilvist, kollasega mérgitud rikastuskiilvist ja sinisega margitud
kahekordsest rikastuskiilvist saadud tiived ning punasega nididatud pheBA operoniga tiived.
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KOKKUVOTE

Polevkivitoostus saastab iimbritsevat keskkonda ja selle pidrast esineb Kohtla-Jarve

polevkivitoostuse piirkonna veekogudes fenoole lagundavaid baktereid.

Kiesoleva t60 eesmirkideks oli saada tilevaade Kohtla-Jarve pdlevkivitdostuse piirkonna

veekogudes leiduvatest bakteritest ja nende multikomponentse fenooli hiidroksiilaase

kodeerivate geenide (mPH) mitmekesisusest. Taheti ka teada, kas 1989. aastal Estonia

kaevanduse kustutusvette viidud pheBA operon on looduses sdilinud. To6 tulemused saab

kokku votta jargnevalt:

1.

Kohtla-Jarve podlevkivitoostuse piirkonnas esinevatest kultiveeritavatest fenooli
lagundavatest bakteritest umbes pooltel on vdoimalik detekteerida LmPH geen;

pheBA operon detekteeriti kahes tiives;

mPH esinemissagedust bakterites kasvab proovi rikastuskatsetega;

koik analiitisitud bakterid kuuluvad Pseudomonadota hdimkonda ja valdav enamus
Gammaproteobacteria klassi;

analiiisitud bakteritest enamus kuuluvad perekonda Pseudomonas ja paljud

kuuluvad perekonda Acinetobacter.

Siinses t00s saadud tulemuste podhjal on polevkivitddstuse reostuse mdju all olevates

veekogudes palju fenooli lagundavaid baktereid ning nende multikomponentse fenooli

hiidroksiilaasi mitmekesisus on suur.
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Multicomponent phenol hydroxylase diversity from bacteria isolated from Kohtla-Jirve
oil shale industry region
Triinuliis Sillakivi
Summary
Oil shale industry contaminates its surrounding areas. Oil shale thermal treatment has toxic by-
products such as semi-coke and tar. In Estonia until the year 1970. tar was deposited mixed
with semi-coke in the semi-coke mountains and because of this to this day the mountains
leachate toxic compounds like phenol to its surrounding areas. In 1988 there was a big fire in
the mine “Estonia” and a lot of water was pumped to the shafts to extinguish it. The water was
polluted with phenols and to clean the water in 1989 Pseudomonas putida PaW85 with the
phenol degrading catabolic pheBA operon was introduced into the water. One of the proteins
the pheBA operon codes for is a monocomponent phenol hydroxylase, but a lot of phenol
hydroxylases are multicomponent (mPH). Because of the constant pollution in the surrounding
area the pheBA gene cluster can remain in the environment.
This paper started because there was interest if the pheBA operon was still present in the
ecosystem. It was decided to also study the diversity of multicomponent phenol hydroxylases
in bodies of water surrounding the Kohtla-Jarve’s oil shale industry
The goal of this paper is to learn about the diversity of the bacteria carrying the genes for
multicomponent phenol hydroxylase, more precisely the large subunit of multicomponent
phenol hydroxylase (LmPH).
The results and conclusions of the study are summarized as follows:
1. about a third of the cultivable bacteria isolated from bodies of water surrounding Kohtla-
Jarve’s oil shale industry, there is possible to detect the LmPH gene;
2. the pheBA operon was detected in two isolates;
3. enriching the environmental sample with phenol increases the bacteria present with
mPH;
4. all of the analyzed bacteria belongs to the Pseudomonadota phylum and most of them
belong to the Gammaproteobacteria class;
5. most of the bacteria analyzed in this study belong to the Pseudomonas genus and a lot

of the analyzed bacteria belong to the Acinetobacter genus.
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LISA 1.

Proovivdtu kohad tdiendavate kommentaaridega ja koordinaatidega.

Kood | Kirjeldus Koordinaadid pH | Rikastus | Saadud LmPH | pheA
tiivesid + +
v Puhasti 59°24'14.1"N 7,15 20 8 0
aerotank 27°14'48.4"E
1S Aktiivmuda 59°24'15.1"N 5¢g 25 10
27°14'37.3"E 0
2V VKG uus | 59°2326.4"N 7,75 17 10 0
kanal vesi 27°11'58.6"E
2S VKG uus 2,5 24 16 2
kanal sediment
3V Bassein koige | 59°23'30.5"N 8,84 9 1 0
kaugem, vesi | 27°11'59.5"E
3S Bassein kdige 2,5 5 0 0
kaugem,
sediment
4V Poolkoksi mée | 59°24'06.4"N 10,9 6 6 0
jalamilt kraav, | 27°13'48.6"E
vesi,
oranzikas,
16hnab
aromaatika
jérele
4S Poolkoksi mée 5 8 4 0

jalamilt kraav,

sediment
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58 Fenoolisoo 59°23'19.2"N 24 17
(raudtee 27°11'07.1"E
ldahedalt),
sediment

5V 0 0

6V Kohtla  jogi, | 59°22'06.9"N 8,18 5 0
Roodu; vesi 27°11'07.7"E

6S Kohtla  jdgi, 23 11
Roodu;
sediment

A% Kraav 59°21'46.9"N 8,06 10 3
konveieri 27°09'57.0"E
juurest, vesi

8V Purtse  jogi, | 59°22'42.7"N 8,3 2 1
Liiganuse kirik | 27°02"23.5"E

ov Kohtla  jogi, | 59°22'49.8"N 8,05 4 1
Liiganuse kirik | 27°0226.9"E

10V | Kraav, Piissi | 59°21'39.1"N 7,95 9 1
alajaama, vesi | 27°04'15.7"E

10S Kraav, Pissi 16 13
alajaama,
sediment

11V | Kohtla  jogi, 8,03 2 0
Piissi alajaama
(truubi
ldhedalt)

118 Kohtla  jogi, | 59°21'46.5"N 28 11
Piissi alajaama | 27°04"27.7"E
(truubi
ldahedalt),
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sediment

kivide pealt

128

Kohtla  jogi,
Piissi alajaama
(truubi
ldahedalt),
sediment

tlesvoolu

22

13

13V

Rannapungerja
jogi  (Jaruska
sild)

59°00'44.8"N
27°08'16.6"E

8,4

Kokku

268

128
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LISA 2.

Sekveneeritud tiivede LmPH ja 16S rRNA referentsid koos identsusprotsentidega. Tulbas “F1”

on margitud fluorestseeruvate siderofooride tootmine.

Tuvekood

VP

2VP7
2VP8
4VP1
4VP3
4VP6

4VP7
7VP4
SP
2SP5B

S5SP4A
5SP5B
5SP6
6SP1

11SP6
VRP
1VRPI

1VRP3

BLAST
otsingumootoriga leitud

LmPH geeni ldhim vaste

Alcaligenes faecalis

JLAF9

P. mendocina PC2
P. mendocina PC12
P. mendocina PC9
P

. mendocina PC12

. mendocina PC2

o

P. fluorescens MYb115

P. silesiensis G3

. fluorescens MYb115
. fluorescens MYb115
. fluorescens MYb115

. fluorescens MYb115

P. fluorescens MYb115

P. putida PP27

P. oryzae KCTC 32247

Identsus-

protsent

96,39%
100%
99,80%
99,59%
100%

98,71%
95,37%

95,33%

98,92%
98,21%
98,75%
98,39%

96,26%

99,30%
97,36%

BLAST otsingumootoriga
leitud 16S rRNA geeni

ldhim vaste

Alcaligenes aquatilis 05-
101

P. peli KR2-15
P. alcaliphila Akg2
P. mendocina Lma2

P. mendocina Lma?2

P. alcaligenes NCIMB
9867

P. fluorescens Cr2

P. gessardii BHU1

P. cedrina subsp. fulgida
NTCCI12

P. fluorescens PF53
P. kermanshahensis F8
P. gessardii BHU1

P. cedrina subsp. fulgida
NTCCI12

P. putida BKP CB24

P. oryzae KCTC 32247

Identsus-

protsent

97,65%
98,30%
97,65%
99,78%
99,57%

99,36%
99,34%

98,71%

100%
99,78%
98,72%
100%

100%

99,36%
97,64%

Fl

n.d.
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1VRP4

IVRP5SA

1VRP5B

1VRP6

1VRP7B
2VRP1
2VRP2
2VRP3
2VRP4
2VRP6

Tuvekood

VRP
2VRP7

2VRP8

7VRP2

I13VRP1B
SRP
ISRPSA
ISRP8

2SRP1

P. pseudoalcaligenes C70 96,25%
A. wuhouensis WCHA60 92,78%

P. fluorescens

NCTC10783 99,64%
P. aeruginosa LmPHAT2 99,74%

P. aeruginosa LmPHAT2 98,40%

A. defluvii WCHA30 99,18%
A. piscicola p38 94,05%
P. mendocina PC2 89,62%
P. mendocina PC6 99,28%

P. oryzae KCTC 32247  93,96%

BLAST
~Identsus-
otsingumootoriga leitud
protsent
LmPH geeni ldhim vaste

P. putida PP112420 94,61%

A. defluvii WCHA30 92,53%

P. fluorescens MYb115 99,30%

A. radioresistens

DSSKY-A-001 91,22%

P. mendocina PC9 100%
P. aeruginosa LmPHAT2 99,41%

Pseudomonas sp. AN-1  99,40%

P. monteilii

BGRI_EBC_SK23-T4  99,36%

A. wuhouensis WCHA60 99,79%

P. putida NTM22 99,79%
P. monteilii

BGRI _EBC SK23-T4 99,57%
P. monteilii

BGRI _EBC SK23-T4 99,78%
A. bohemicus OX0601 99,79%
A. sichuanensis ZHX-1 99,79%
P. mendocina Lma2 99,31%
P. putida NTM22 99,79%
P. oryzae ISEMO5 99,32%

BLAST otsingumootoriga
Identsus-
leitud 16S rRNA geeni
protsent
l1dhim vaste

P. putida ATCC 11172 99,15%

A. beijerinckii XA-2 99,78%

P. cedrina subsp. fulgida

NTCCI12 100%
A. bohemicus OX0601 99,79%
P. putida HAMBI 6 100%
P. plecoglossicida IN88 99,58%
P. linyingensis OX0613 99,79%

Fl
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2SRP2

2SRP8
2SRP9
4SRP2
SSRP1
5SRP4
SSRP5
SSRP6

SSRP9

6SRPI1A
6SRP2

6SRP6

6SRP7

6SRPSA

6SRP&B
6SRP9

6SRP11

6SRP12

10SRP2

P. fluorescens PC17 98%

P. fluorescens MYb115 99,61%
P. oryzae KCTC 32247 97,24%
P. mendocina PC12 100%
P. arsenicoxydans ACM1 91,65%
P. putida P-8 92,64%
P. fluorescens PC22 93,00%
P. putida P-8 92,64%
P. putida P-8 93,06%
A. piscicola p38 94,16%
P. kermanshahensis F8  97,78%
P. putida PC16 91,57%
A. radioresistens
Sample9 3 90,99%
A. radioresistens
Sample9 3 91,01%
A. radioresistens
Sample9 3 90,32%
P. putida JBC17 90,69%
P. putida JBC17 90,84%
A. radioresistens
Sample9 3 92,01%
A. piscicola p38 94,67%

P. syringae pv. actinidiae

PSA835

P. cedrina subsp. fulgida
NTCCI12

linyingensis OX0613
nitroreducens 0802
synxantha VMSES25B

putida JH10

P.

P.

P.

P.

P. brassicacearum 330
P. mohnii HMF2783
P. putida JH10

A.

sichuanensis

WCHAc060041
P. putida ORM603-1

P. antarctica KJPB54
A. beijerinckii F68
A. johnsonii M19

A. johnsonii M19
P. antarctica KIPB54

P. antarctica KJPB54

A. beijerinckii F68

A. sichuanensis

WCHAc060041

98,98%

100%

99,57%
99,57%
99,79%
99,79%
99,79%
99,57%
99,79%

99,79%
99,57%
99,36%

99,77%

99,79%

99,79%
99,36%
99,36%

99,77%

99,79%
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10SRP4

Tuvekood

SRP

10SRP5
10SRP6
10SRP8

11SRP2
11SRP3A
11SRP4
11SRP5
11SRP6
12SRP1A

12SRP5

12SRP6A
12SRP7

S2RP

1S2RP1

1S2RP2

1S2RP4

1S2RP5

P. putida PC16 88,38%
BLAST

otsingumootoriga leitud Identsus-
LmPH geeni ldhim vaste protsent
P. putida JBC17 92,89%
P. putida SEHOI1 98,81%
A. defluvii WCHA30 86,18%
P. putida MHF 7109 95,81%
P. putida MHF 7109 95,88%
P. putida P-6 93,04%
P. putida JBC17 92,89%
P. mendocina PC9 100%
P. putida JBC17 93,31%
P. putida P-6 92,77%
A. piscicola p38 93,31%
P. putida P-6 98,82%
P. monteilii
NMI10873 11 99,12%

P. aeruginosa LmPHAT2 99,47%

P. putida PP27 98,95%
P. fluorescens
NCTC10783 99,82%

P. huaxiensis

WCHPs060044 99,57%
BLAST otsingumootoriga

leitud 16S rRNA geeni Identsus-
lahim vaste protsent
P. graminis DSM 11363 99,55%
P. kermanshahensis F8 99,57%
A. tibetensis YL-1 99,58%
P. plecoglossicida
CSOGLBS587 99,78%
P. putida S1(6) 99,57%
P. putida ORM603-1 99,58%
P. graminis AFS095146 100%
P. putida HAMBI 6 100%
P. graminis P_N7 99,78%
P. putida ORM603-1 99,57%
A. sichuanensis
WCHAc060041 99,79%
P. putida JH10 99,57%
P. putida
BGRI_EBC SD23-T2 99,58%
P. putida

BGRI _EBC SD23-T2 99,36%
P. putida BKP CB24 99,36%
P. plecoglossicida
CSOGLBS587 99,78%

Fl
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2S2RP1
2S2RP2
2S2RP4
2S2RP5
4S2RP1B
5S2RP1
5S2RP2
5S2RP3
5S2RP4
5S2RP5
6S2RP3

11S2RP3

12S2RP1

Tuvekood

S2RP

12S2RP2
12S2RP4
12S2RP5
12S2RP6
12S2RP8

12S2RP10

. fluorescens P69

. mendocina PC9

. mendocina PC6

. mendocina PC9

. fluorescens PC12
. kermanshahensis F8
. fluorescens PC18
. fluorescens PC18
. fluorescens PC32
. fluorescens PC18
. putida SEHO1

. fluorescens MYb115

A. piscicola p38

BLAST
otsingumootoriga leitud

LmPH geeni ldhim vaste

P. kermanshahensis

Mr36

P. mendocina PC9
P. putida JBC17
P. putida JBC17
P. putida JBC17

P. putida MHF 7109

99,20%
100%

92,58%
98,75%
100%

92,58%
93,19%
93,00%
92,77%
93,42%
98,76%
99,46%

94,63%

Identsus-

protsent

92,88%
94,08%
91,73%
91,80%
92,63%
94,04%

. brassicacearum 330
. putida ATCC 11172
. umsongensis CY-1
. umsongensis CY-1
. nitroreducens 0802
. kermanshahensis F8

. brassicacearum 330

P

P

P

P

P

P

P. brassicacearum 330
P. alliivorans K16

P. brassicacearum 330
P. putida SEHO1

P. gessardii BHU1

A

) sichuanensis

WCHAc060041

BLAST otsingumootoriga
leitud 16S rRNA geeni

ldhim vaste

P. kermanshahensis F8
P. putida ATCC 17527
P. antarctica KJPB54
P. antarctica KJPB54
P. graminis P_N7

P. putida S1(6)

99,59%
99,78%
99,15%
99,57%
99,79%
99,57%
99,78%
100%

100%

99,79%
99,57%
99,79%

99,79%

Identsus-

protsent

99,78%
99,78%
99,36%
99,36%
99,79%
99,57%

Fl
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