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Infoleht

Kirde-Eesti toostuspiirkonna isolaatide naftaleeni ja fenooli isolaatide lagundamise voimekus

Eesti polevkivitoostuse piirkonnas on pikaajalise reostuse tottu kujunenud unikaalsed mik-
roobikooslused, kus baktereid on kohastunud lagundama toksilisi aromaatseid {ihendeid, nagu
naftaleen ja fenool. 1988. aastal “Estonia” kaevanduse pdlengu kustutamise jarel viidi looduses-
se laboris konstrueeritud bakteritiived, mis kandis fenooli lagundavat operoni pheBA. Antud
t00s uuriti, kas see operon on aastakiimneid hiljem looduses siilinud. 2023. aastal Kirde-Eestist
kogutud proovidest isoleeriti 89 naftaleeni lagundavat bakteritiive ning leiti, kirjeldati samadest
proovipunktidest erinevalt eraldades saadud tiive 2S2RP1, mis kannab endiselt pheBA operoni
plasmiidilisel kujul. See niitab, et biopuhastuses kasutatud tehislik operon vdib looduses piisida
ja levida, pakkudes vairtuslikku teavet tulevaste biotervenduse lahenduste jaoks.

Mirksonad: biotervendus, fenool, naftaleen, pheBA operon, polevkivitdostus

CERCS: B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, miikoloogia

Naphthalene and phenol degrading capabilities of isolates from North-East of Estonia

Long-term pollution in the industrial region of Estonia has led to development of unique
microbial communities, where the bacteria have adapted to degrading toxic aromatic com-
pounds such as naphthalene and phenol. Strains of bacteria constructed in a lab, carrying the
pheBA operon for phenol degradation were released into the environment, after the extinction
of fire in the mine “Estonia” in 1988. This study investigated whether the operon has persisted
in nature for decades. From samples collected in Northeastern Estonia in 2023, 89 naphthalene-
degrading bacterial strains were isolated. Among them, strain 2S2RP1—isolated from the same
sample points using a different approach—was found to carry the pheBA operon on a plas-
mid. Evidence that manmade operon can persist and spread in nature offers valuable for future
bioremediation solutions.

Keywords: bioremediation, phenol, naphthalene, pheBA operon, oil shale industry
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Sissejuhatus

Pdlevkivi on energiarikas maavara, mille maardlad Eestis on koondunud Kirde-Eestisse. Polevkivi
hakati kasutama tema energeetiliste omaduste tottu 1916. aastast, kui sdja tottu oli puudus
kiitustest. Jargneva sajandi jooksul on pdlevkivi taganud Eestile energiajulgeoleku, kuid see
on tulnud kohaliku looduskeskkonna arvelt. Pdlevkivi kaevanduste loomisel hivivad elupaigad
ja tootlemisel tekib hulgaliselt ohtlike jddtmeid. Alates polevkivitdostuse rajamisest Eestis on
olnud toostuse koormus loodusele pidev, see on kujundanud kiire kohanemisvoimega mikroor-
ganismide koosluseid jarjepideva selektiivse surve kaudu.

Polevkivitoostuse reostusele iseloomulikuks on fenoolsed ained ja poliitsiiklilised aromaat-
sed siisivesinikud (PAHid), millel on nii tsiitotoksilised kui kantserogeensed omadused. Fenool-
sed ained tekivad peamiselt utmise protsessis, kus hapniku ligipddsuta polevkivi piiroliiiitilisel
lagunemisel eralduvad viiksemad siisinikku, vesinikku ja hapnikku sisaldavad tihendid. PAHid
leiduvad peamiselt polevkivi utmisel tekkivas tahkes jiigis, poolkoksis. Poolkoksi ladestamisel
uhuvad nodrg- ja vihmavesi PAHid looduskeskkonda, kus need akumuleeruvad stabiilse keemi-
lise struktuuri tottu.

Pidevalt reostatud elukeskkonnas saavad eelise organismid, kellel on voime kasutada reos-
tust lisa siisinikuallikana, selle kdigus vihendades reostust. Kuid see protsess on aeglane ja eba-
usaldusviirne, sest selektiivne surve soodustab juba kooslustes olemas olnud organismide edu-
kust, kuid ei tekita uusi geene keskkonda. Samuti ohustavad selliseid kooslusi jarsud muutused
reostuse tasemes, sest ohtlikud jadtmed on suurtes kontsentratsioonides surmavad ka organismi-
dele, kes kasutavad neid substraadina. Bioaugmentatsioon on biotehnoloogiline meetod, mis
viitab uute geenide voi geenmuundatud organismide kasutamisele reostuse korvaldamiseks. Kui
1988. aastal puhkenud “Estonia” kaevanduse pdlengu kustutustoode kadigus selgus, et Onnetuse
tagajirjel tduseb fenoolse reostuse koormus jérsult, otsustati kasutada tehislikult konstrueeritud
Pseudomonas putida PaW 85 tiive reostuse leevendamiseks. See tiivi kandis pheBA operoni, mis

vOimaldab fenooli kasutamist substraadina.



Bioremediatsioon kui biotehnoloogiline meetod on pélvinud viimastel aastakiimnetel suurt
tahelepanu just selle paindlikkuse ja madala kulukuse tottu vorreldes fiitisikaliste ja keemiliste
reostuse eemaldamise meetoditega. Bioaugmentatsiooni valdkonnas on tehtud suuri edusamme,
kuid tehnoloogia suhtelise uudsuse tottu on tehtud vihe pikaajalisi uurimistoid, mis nditaksid te-
hisorganismide ja geenide elluja@mise vdimalusi looduslikes mikroobikooslustes. Uurimist6od
on ldbi viidud laboratoorsetes tingimustes ja tihti vaid iihe organismi niitel.

Antud to66 eesmérk on méddrata Kirde-Eestis isoleeritud bakteritiivede voimekus lagundada

naftaleeni ja fenooli ning kirjeldada keskkonda viidud operoni piisimist ja muutumist.



1 Kirjanduse iilevaade

1.1 Polevkivitoostus ja sellest tingitud reostus

1.1.1 Polevkivi

Polevkiviks nimetatakse kivimit, millest on voimalik termilisel to6tlemisel ehk utmisel toota
0li ja seda reeglina rohkem kui 20% ulatuses algsest orgaanilisest ainest. Polevkivitoostuses
on kasutusel kukersiit, kuid Eestis esineb ka graptoliitargilliit. Kukersiit koosneb orgaanilisest
osast — kerogeen ja anorgaanilisest osast, mida omakorda jaotatakse terrigeenseks materjaliks —
savimineraalid ja karbonaatseks aineks ehk lubimineraalid. (Aaloe & Soesoo, 2006; Reinsalu,
2011)

Eesti kukersiit on tekkinud Ordoviitsiumi ajastul 450 - 480 miljonit aastat tagasi, kui Eesti
alal asus madal meri. POlevkivi anorgaaniline osa pdrineb mere pohja settinud mineraalaine-
test ja orgaaniline osa tuleneb valdavalt Gloeocapsamorpha prisca biomassist, mis Eesti ala-
del massiliselt esines. Kerogeenile iseloomuliku struktuuri annavad kaks protsessi, orgaanilise
aine lagunemine ning re-kondenseerumine amorfseteks orgaanilisteks molekulideks ja vastu-
pidavate poliimeeride selektiivne sdilimine. Nende protsesside tasakaal annab erinevate lade-
mete polevkividele erineva iseloomu. Kukersiidis on iilekaalus olnud poliimeeride selektiivne
sdilimine, tdendoliselt G. prisca rakukesta tugevuse ja stabiilsuse tottu. (Lille, 2002)

Nime Gloeocapsamorpha prisca andis kukersiidis leidunud jdlgedele vene botaanik Mihhail
Zalesski aastal 1917, kes leidis, et kivistised on kujult sarnased tanapédevase tsiianobakterite pe-
rega Gloeocapsa. Aastate jooksul on korduvalt kaheldud, kas polevkivis leiduvad struktuurid
on toepoolest fossiilid, kuna peeti ebatdenioliseks, et rakuline struktuur voiks siilida geoloogi-
liselt nii pika aja véltel. Tdnaseks on kujunenud konsensus, et tegemist on iirgsete rakukestade
fossiilidega. (Aaloe & Soesoo, |[2006; Lille, 2002)

G. prisca rakukesta peamiseks struktuurielemendiks peetakse n-alkiiiilresortsinooli (joonis



(Blokker et al.,2001), Lille (2003) on tdpsustanud, et tegemist on S-alkiiiil-1,3-benseendiooliga.
See seletab ka, miks kukersiidi termilisel to6tlemisel eraldub mirkimisvéddrne kogus fenoole.
Fenoolsed iihendeid voisid kaitsta organismi UV kiirguse eest (Lille, [2003)). Kuigi G. prisca
morfoloogia sarnaneb tugevalt tstianobakteritega, viitab n-alkiiiilresortsinooli olemasolu pigem
taimsele péritolule, mistSttu on esitatud hiipotees, et organism vois kuuluda rohevetikate hulka.
G. prisca suurt morfoloogilist varieeruvust on vorreldud rohevetikaga Botryococcus braunii,

kelle kuju soltub vee soolsusest (Blokker et al., 2001)).

Joonis 1: Lihtsustatud rekonstruktsioon G prisca mikrofossiili poliimeerist (Blokker et al.,
2001)) pohjal

1.1.2 Polevkivi kaevandamine ja tootlemine

Polevkivi on olnud Eestis ajalooliselt koige olulisem energiatdostuse toormaterjal ja on olulisel
kohal tanapdevalgi, kuid viimastel aastatel on selle osakaal vidhenenud taastuvenergia kasutuse-
levotu arvelt (joonis [2)). Pdlevkivi on Eestile taganud pikalt energiajulgeoleku, kuid pdlevkivi
kasutust piititakse vihendada, sest polevkivi kaevandamine ja tootlemine on loodusele koormav.

Eesti alal on kaks pdlevkivimaardlat: Eesti ja Tapa leiupaik. Pdlevkivi kaevandatakse neist
vaid Eesti leiupaigast, sest Tapa maardla on liiga siigaval, 60 - 170 m, ning kaevandamine ei
ole seal majanduslikult kasulik. Eestis kaevandatakse polevkivi kahel viisil: avakaevandustes
ehk karjdirides ja allmaakaevandustes. Karjddrid asuvad maardla pohjapoolsetel aladel, niditeks
Narva karjair, kus polevkivi kihid on maapinnale 1ihemal. Maardla kesk- ja Idunaosas on all-
maakaevandused, nagu “Estonia” kaevandus, sest polevkivi kihtide siigavus kasvab 16una suu-
nas Eesti aluspinna omapéra tottu. (Aaloe & Soesoo, 2006; Reinsalu, 2011; Sikk & Rebane,
2017)
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Joonis 2: Eestis toodetud elektrienergia hulk kilovatt tundides perioodil 1999 - 2023. Vordluseks
on toodud kogutoodang ja pdlevkivist toodetud elektrienergia mahud. (Statistikaamet, 2024

Eestis voeti polevkivi kasutusele aastal 1916, mille ajendiks oli sdjast tingitud kiituse puu-
dus. Esimene Olitehas, asukohaga Kohtla-Jirvel, saavutas planeeritud voimsuse 1924. aastal
(Reinsalu, 2011). Algusaastatel kasutati toOstuses nii graptoliitargilliiti kui kukersiiti, hiljem
vaid energeetiliselt efektiivsemat kukersiiti (Varb et al., 2008).

Eesti suurimad soojuselektrijaamad on Enefit Powerile kuuluvad Eesti soojuselektrijaam,
mis asub Narva ldhistel Auveres ja Balti soojuselektrijaam, mis paikneb Narva linna lihedal.
Eesti Energia alustas elektri tootmist juba 1949. aastal Kohtla-Jirve elektrijaamas. Eesti dlitehased
kuuluvad ettevotetele Enefit Industry, mille tehased on Enefit 280 ja Enefit 140, asukohaga Au-

veres (,,Enefit Power AS jaguneb aprillist kaheks ettevotteks: Enefit Industry AS ja Enefit Power

0U*,2025) ja|[Viru Keemia Grupp (VKG), millel on viis tehast Kohtla-Jirve tostusterritooriumil
(,,Tehnoloogia®, 2018).

Eesti polevkivitoostus kasvas ja 1980. aastaks iiletas suurima kaevanduse, “Estonia”, rikas-
tatud pdlevkivi toodang 6 miljoni tonni piiri (Varb et al., [2008). Aastatel 1999 — 2023 kasutati
elektrienergia tootmiseks keskmiselt 10,2 miljonit tonni pdlevkivi aastas (joonis [3) (Statisti-
kaamet, 2024).

Eestis toodetakse polevkivist peamiselt soojus- ja elektrienergiat, keemia- ja 6litodstus kasu-
tab toodetud pdlevkivist ligikaudu 20% (Liive, 2007). PSlevkivi termilist lagundamist hapniku
ligipdisuta nimetatakse utmiseks (Reinsalu, |2011; Sikk & Rebane, 2017). Utmise saadusteks on
0li ja uttegaas, mille eraldumine algab 325 — 350 °C juures. Temperatuuril 450 — 500 °C tekib
tahke jadk ehk poolkoks. Temperatuuri tdusmisel lagunevad kerogeenis leiduvad poliimeerid
ja kergemad hapnikku ja vesinikku sisaldavad siisiniku iihendid aurustuvad ning moodustub

gaas ja Oli, mille kondenseerimisel tekivad Olifraktsioon ja uttevesi (Sikk & Rebane, [2017). Kui
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Joonis 3: Elektrienergia tootmiseks tarbitud polevkivi kogused (tuhat tonni) aastatel 1999 - 2023

hapnik ja vesinik on pdlevkivist ammendunud, jddvad alles lendumatud siisinikuiihendid, mis

moodustavad poolkoksi orgaanilise osa (Jiirs & Reinsalu, [2015).

1.1.3 Moju keskkonnale

Keskkonnale avaldab mérkimisviirset moju nii pdlevkivi kaevandamine, kui tootlemine. Ava-
kaevandamine muudab drastiliselt maastikku, pohjustab mullakatte ja looduslike 6kosiisteemide
hivimist ning tekitab tolmu- ja miirasaastet. Allmaakaevandamine, kuigi maapinnalt vihem
mirgatav, pOhjustab sageli maapinna vajumist (subsidentsi) ja mojutab pohjaveereZiimi, muu-
tes vee litkumist ja keemilist koostist. (Reinsalu, 2011

Polevkivi tootlemisel tekivad jadatmed igas etapis, mis koik kujutavad looduskeskkonna-
le erineval médral ohtu. Jaidtmed vdivad olla tahked (joonis 4), vedelad, kui ka dhku paisku-
vad. Polevkivi polemise tahke jddk on pdlevkivituhk, mis on valdavalt anorgaaniline materjal.
Polevkivituhka iseloomustab madal orgaaniliste ainete sisaldus, sest orgaaniline materjal on
poletatud. Korgetel temperatuuridel hakkab lagunema ka polevkivi anorgaaniline osa, mille tu-
lemusel tekivad aluselised oksiidid, peamiselt kaltsiumoksiid ja kaaliumoksiid, mis muudavad
tuha transpordi- ja norgvee leeliseliseks (pH 11 - 13) (Sikk & Rebane, 2017). Alates 2019.
aastast ei klassifitseerita Eestis polevkivituhka enam ohtlikuks jddtmeks. See otsus tugineb as-
jaolule, et polevkivituhk sarnaneb oma omadustelt kivisdetuhaga, mida enamikus maailma rii-
kides ohtlikuks ei peeta. Samuti on kaasaegsetes poletuskateldes vihenenud tuha orgaaniline
jadksisaldus, mistottu on oht keskkonnale viiksem (Kliimaministeerium, 2019).

Polevkivi utmisel tekkiv tahke jadk on poolkoks, mis erinevalt tuhast on ohtlik jdidde, kuna

sisaldab suurel mééral orgaanilist ainet, soltuvalt tehnoloogiast 7 - 16% (Jiirs & Reinsalu, 2015;
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Kattai, |2003). Kattai (2003) mirgib, et poolkoksi saab kiill pdletada, muutes selle ohutumaks,
kuid selline kiitlus pole majanduslikult tasuv. Vorreldes virskelt ladestatud ja kaua seisnud
poolkoksi norgvett, on tuvastatud, et PAHide kontsentratsioonid ei vihene méarkimisviirselt
ajas. See viitab sellele, et saasteained ei immobiliseeru poolkoksis, vaid jdtkavad keskkonna
reostamist pikaajaliselt (Jefimova et al., 2014).

Utmisel tekib vedel jadk - uttevesi ehk fenoolvesi. See sisaldab suurt kontsentratsiooni
fenoole, sdltuvalt tootmisprotsessist vOib tekkiva vee fenoolide sisaldus varieeruda 4-22 g/l.
Uttevesi sisaldab lisaks ka orgaanilisi happeid (nt sipelghape), aluseid (nt ammoniaak) ja ke-
tooniihendeid (Jiirs & Reinsalu, [2015). Uttevee fenoolid tuleb enne veekeskkonda juhtimist
eemaldada — see protsess ehk defenoleerimine toimub tavaliselt keemilise ekstraheerimise abil,
kus kasutatakse nditeks butiiiilatsetaati voi muid sobivaid estreid. Uttevee keskkonnale kahju-
tuks tegemiseks seda ka poletatakse, kui puuduvad ressursid defenoleerimiseks voi soov fenoole
edasi to0delda (Aivar Pau, 2019).

Fuuss on pdlevkivi todtlemisel tekkiv pigi-laadne jddde, mis koguneb dlimahutite pohja vee
ja mehaaniliste lisade settimisel (Jiirs & Reinsalu, 2015). Fuussid on ohtlikud jddtmed, sest
sisaldavad suures hulgas PAHe ja fenoolseid aineid (Kattai, 2003). Fuusse ladestati poolkoksi
migedel basseinides, kust ohtlikud ained said levida filtratsiooni teel timbritsevasse keskkonda
(Kattai, [2003).

Polevkivi termilisel tootlemisel tekib ka Shusaaste, mille hulka kuuluvad peen (particulate
matter PMS5, 1abimoot ;5 um) ja eriti peenosakesed (PM2,5, 1d8bimoot ;2,5 um), limmastikoksiidid
(lammastikoksiid ja limmastikdioksiid), vddveldioksiid (78% Eesti vdidveldioksiidi heitest tu-
leneb energiatdostusest) ja vesiniksulfiid — mis tekib peamiselt 8li tootmisel, (Keskkonnaagen-
tuur 2021). Ajalooliselt on dokumenteeritud tolmuheitmed ja suures hulgas raskemetalle, aastas
paiskus tolmuga ohku 400 kg kaadiumi, 32 700 kg pliid, 1160 kg uraani ja 9026 kg arseeni (Pa-
rahhonski, [1991; Turbas, |1991).

Riskid keskkonnale on ka dnnetused ja pdlengud, iihte sellist juhtumit on kirjeldatud jargnevas

16igus.

1.2 Estonia kaevanduse poleng

1988. aastal 3. novembril puhkes Estonia kaevanduses ligikaudu 65 meetri siigavusel 4. paneel-
strekis poleng (Parahhonski, |1991; Varb et al., [2008). Tulekahju stittimise pohjuseks nimetati

ametlikult lintkonveieri siittimist, kuid tolleaegne “Eesti Pdlevkivi” tootmiskoondise peadirek-

12



1800 Vaartus

1700
1600
1500
1400
1300
1200
1100
1000
900
800
700
600

2001 2003 2005 2007 2009 2011 2013 2015 2017 2019 2021

Aasta

Joonis 4: Polevkivi utmisel tekkinud jaidtmete hulk (tuhandetes tonnides) aastatel 1999 - 2023
(Statistikaamet, 2024))

tor O. Sullakatko tddeb, et tegelik pohjus pole teada, sest puuduvad faktid ja siittimise pohjus
oli tuletatud loogika ja kogemuse alusel (Sullakatko, [2018)).

Tulekahju kustutati ligikaudu kahe kuuga, mille sisse mahtusid edutud kustutustodd maa
all, maapealse infrastruktuuri ehitamine ja 16puks kolde piiramine ja limmatamine. Tulekahju-
ga voitlemine maa all muutus tule levides vOoimatuks suure temperatuuri, paksu suitsu ja vee-
auru tottu, mis muutis kaevanduse lae varisemisohtlikuks. Kustutustdod jidtkusid maa pealt, kus
tihenduse loomiseks kaevandusega puuriti iile kahesaja 120 mm puuraugu. Libi puuraukude
juhiti kaevandusse inertgaasi ja veeauru segu. Puurakukude kaudu rajati ka kolde timber be-
toontdkked ja kolle uputati veega, kuni veepiir oli 3,3 m korgusel ning iilejddnud ruum tédideti
lammastikuga. (Parahhonski, 1991)

Betoontoketega isoleeritud ala uputanud vees lahustusid pdlevkivi termilisel lagunemisel
tekkinud fenoolid. Lippmaa ja Pihlak (1988) hindasid, et lahustunud vois olla 60 - 70 kg fe-
noole. Suurema looduskatastroofi ennetamiseks kasutati vee bioloogilist puhastamist labora-
toorselt konstrueeritud Pseudomonas putida PaW85 fenooli lagundavaid tiivesid (Peters et al.,
1998)). Tiived tootati vilja 1989. aasta jaanuari 10puks ja esimene suuremahuline katse viidi 1dbi
veebruaris, kus rikastusvabriku rongasbasseini (15 tonni vett) viidi 200 1 biomassi. Katsetus oli
edukas ja rOngasbasseinis langes fenoolide sisaldus 24-1t ug/l 6-le pg/l. 21. mirtsiks 1989 oli
kustutusvesi jahtunud piisavalt, et sinna lasta bakterid. Ldbi puuraugu lasti kaevandusse 400 1

biomassi (A. Heinaru, 1991)).
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1.3 Aromaatsed ithendid

Aromaatsed tihendid on looduses laialt levinud ja need on suure mitmekesisusega, varieerudes
aromaatsete tuumade arvu, ehituse ja korvalahelate poolest. Aromaatne iihend on orgaaniline
tihend, mis sisaldab aromaatset tuuma. Aromaatne tuum on tsiikkel, mis allub Hiickeli reegli-
tele, mis ennustavad tsiikli pi-orbitaalide kattumist ja elektronide delokalisatsiooni. Elektronide
delokaliseerumise omadus annab tuumale suure keemilise stabiilsuse ja vOib mojutada asen-
dusriihmade omadusi, niiteks fenool on sarnaste alifaatsete alkoholidega vorreldes happelise-
mate omadustega. Samuti mdjutab aromaatsete tuumade suur stabiilsus keemilisi reaktsioone,
andes pigem asendusreaktsiooni tsiikli katkemise asemel. (Viht, 2018)

Aromaatseid iihendeid on iga organismi koostises. Niiteks sisaldavad aromaatset tuuma
aminohapped histidiin, feniiiilalaniin, tiirosiin ja triiptofaan. Samuti sisaldavad kdik nukleosii-
did heterotsiiklilist aromaatset tuuma. Lisaks on aromaatsus iseloomulik ka teatud looduslikele
poliimeeridele, nagu ligniin, mis on taimedes oluline struktuurne komponent. (Viht, 2018)

Poliitsiiklilised aromaatsed siisivesinikud (PAH) on kahest voi enamast kondenseerunud aro-
maatsest tuumast koosnevad iihendid. Kdige lihtsam PAH on kahest benseenituumast koosnev
naftaleen, seetottu kasutatakse seda tihti mudeliihendina PAHide lagundamisradade uurimisel
bakterites (Seo et al.,[2009). PAHid tekivad mittetdieliku pOlemise tagajirjel ja nende kontsent-
ratsioon suureneb loodusikult peale metsatulekahjusi (Rao & Parsai, 2023). Kuigi PAHe tekib
ka looduslike protsesside tagajirjel, on nende sisaldus keskkonnas mirgatavalt kasvanud inim-
tegevuse tagajdrjel, eriti todstusliku pdletamise ja transpordi tottu, mis on kaasa toonud laialdase
reostuse Okosiisteemides (Preuss et al.,[2003). Samuti esinevad fenoolsed iihendid looduslikult,
tekkides nditeks aromaatsete aminohapete lagundamisel, kuid inimtegevuse tottu vabaneb neid
keskkonda kiiremas tempos, kui neid laguneb, pdhjustades fenoolset koormust keskkonnale

(Schie & Young, 2000).

1.3.1 Naftaleen

Naftaleen on poliitsiikliline aromaatne siisivesinik, mis koosneb kiimnest siisiniku aatomist ja
kaheksast vesiniku aatomist. See on kristallilise struktuuriga tahke aine, mille sulamispunkt
on 80 °C ja keemispunkt 218 °C. Naftaleeni teeb ohtlikuks selle kantserogeensed omadused,
naftaleeni aurudega kokku puutunud rottidel tekkis vorreldes kontrollgrupiga sagedamini epi-

teelkudede kasvajaid (Preuss et al.,[2003). Rakkudesse sattudes siinteesivad keha omased mitte-
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spetsiifilised ensiilimid naftaleenist miirgisemad metaboliidid (Travkin & Solyanikova, 2021).
Kokel et al. (2006) katsed varbussidega niitasid, et naftaleeni kantserogeensuse pohjuseks on
selle moju apoptoosi efektiivsusele.

Naftaleeni, nagu ka teisi PAHe, loetakse kriitiliseks keskkonna reostajaks, sest aromaat-
sus tagab suure keemilise stabiilsuse, mille tottu ihend akumuleerub keskkonda (Travkin &
Solyanikova, |2021). PAHidest lahustub vees kdige paremini naftaleen (31,7 mg/l) (Preuss et
al., 2003), seega saab naftaleen kergesti levida saasteallikast kaugemale.

Naftaleeni lagundavat aktiivsust on leitud mitmete bakteri perekondade seas, eeskitt Gram-
negatiivsete bakterite hulgas, kellel on suur metaboolne mitmekesisus aromaatsete iihendite
lagundamisel. Aeroobsetes tingimustes algab naftaleeni katabolism naftaleendioksiigenaasi va-
hendusel, mis lisab kaks hiidroksiiiilriihma naftaleeni 1 ja 2 positsiooni ning moodustab cis-
naftaleen-1,2-dihiidrodiooli (joonis [6] joonis [3). Selle iihendi dehiidrogeenib cis-dihiidrodiool
dehiidrogenaas 1,2-dihiidroksiinaftaleeniks, mis laguneb jirjestikuste reaktsioonide kaudu sa-
litstilaadiks. Titipiliselt dekarboksiileeritakse salitsiilaat katehhooliks, mille edasine lagunda-
mine toimub ortho- vdi meta-16hustamise raja kaudu, tekkivad 16pp-produktid sisenevad 16puks
tsitraaditsiiklisse. Osa mikroorganisme lagundab salitsiilaati hoopiski gentisaadi rajas (Travkin
& Solyanikova, 2021)).

Pohjalikult on kirjeldatud naftaleeni degradatsiooni plasmiidil NAH7 (Pseudomonas putida
G7), kus on kaks operoni, nah operon vastutab naftaleeni salitsiilaadiks muundamise ja sal
operon - salitsiilaadi edasise lagundamise eest (Seo et al., 2009) (joonis [5)).

Anaeroobsetes tingimustes on naftaleeni lagundamine oluliselt aeglasem. Peamiselt on te-
gemist nitraati ja sulfaati redutseerivate bakteritega. Naftaleeni lagundamise voimet omasid

nditeks Deltaproteobacteria puhaskultuur ja Peptococcaceae koosluse osana. (Chen et al.,[2022)

1.3.2 Fenool

Fenool ehk hiidroksiibenseen on tahke, virvitu voi valge kristallilise struktuuriga aine. Fenooli
sulamistemperatuur on 41 °C ja keemistemperatuur 182 °C. Vees lahustumine on mdddukas voi
madal (84 g/1 20 °C), fenool lahustub paremini orgaanilistes lahustites (Borealis AG, 2021)). Fe-
noolsed ained on Eesti riigis seadusega reguleeritud, iihealuseliste fenoolide piirnorm reovees,
sealhulgas kaevandus- ja karjddriveele, on 0,1 mg/l (Teataja, 2019).

Fenooli miirgisus tuleneb selle voimest hdirida rakumembraani struktuuri ja funktsiooni.

Fenool interakteerub membraanilipiididega, pohjustades membraani ldbilaskvuse suurenemist
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Joonis 5: Naftaleeni lagundamises osalevate geenide paiknemise ja organiseerituse mitmeke-
sisus erinevates Pseudomonas liikides ((A) Pseudomonas putida G7, (B) Pseudomonas putida
tiivi NCIB9816-4, (C) Pseudomonas putida AKS, (D) Pseudomonas stutzeri AN10, (E) Pseudo-
monas putida CSV86). Geenid paiknevad kas plasmiididel, kromosoomil voi transponeeruvatel
elementidel. Rohelisega on tihistatud iilemise raja geenid (nah operon), kollasega alumise raja
geenid (sal operon), roosaga gentisaathappe rada (sgp/gen operon). Helesinisega on tédhistatud
transposaasid ja integraasid, mustade kastidega IR-elemendid, punase kastiga tRNA geen koos
att-solmpunktiga, heleroheline niitab operonide regulaatoreid ning must nool membraantrans-
port valku. (Phale 2019

ning ldbi selle raku surma. Rakusurma viltimiseks on fenooli resistentsetel tiivedel rakumemb-
raani lipiidide struktuuri stabiliseerimise mehhanismid, néiteks rasvhapete cis-konfiguratsioonist
trans-konfiguratsiooni muutmine voi kiillastumata rasvhapete kiillastamine, et tagada membraa-
ni jdikus (Schie & Young, 2000).

Aeroobsel fenooli lagundamisel esimene ja méérav etapp on fenooli hiidroksiitilrithma suh-
tes ortho asendisse teise hiidroksiiiilriihma lisamine, mille tulemuseks on katehhooli teke. Seda
reaktsiooni kataliiiisivad fenooli hiidroksiilaasid, mis vdivad olla iihe komponentsed (nditeks
fenooli 2-monooksiigenaas PheA) voi multikomponentsed (néditeks DmpKLMNOP) (Joonis [7)).
Multikomponentsed fenooli oksiigenaasid on laiemalt levinud ja funktsionaalselt paindlikumad.
Need koosnevad mitmest alaiihikust, millest suurim (LmPH) sisaldab kataliiiitlilist tsentrit. Fu-
tamata et al. jagasid LmPH(d fiilogeneetiliste ja kineetiliste omaduste pohjal kolme grup-
pi. Praimeritega pheUl ja pheUf saab Futamata sonul peamiselt amplifitseerida I ja III grupi

LmPH geene.
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Katehhool Salitsiilaat Gentisaat

Joonis 6: Naftaleeni aeroobse lagundamisraja skeem (Seo et al., 2009) pohjal

1.4 Biotervendus, bioaugmentatsioon

Bioremediatsioon on protsess, kus elusorganismide, enamasti mikroorganismide abil, leeven-
datakse voi eemaldatakse keskkonnast reostus. See tehnoloogia on pilvinud méarkimisvéérset
tahelepanu tinu oma tShususele ja keskkonnasobralikkusele vorreldes traditsiooniliste keemi-
liste meetoditega. Bioremediatsiooni oluline suund on bioaugmentatsioon, mis hdlmab spetsii-
filiste mikroorganismide tiivede lisamist saastunud keskkonda, et tdhustada saasteainete lagu-
nemist (Mokrani et al., 2024).

Kirde-Eesti to0stuspiirkonnas on reostuse vihendamiseks kasutatud biotervendust mitmel
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Joonis 7: Fenooli aeroobse lagundamisraja skeem Zhou et al. (2016) ja Mahiudddin ez al. (2012)
pohjal

korral véga positiivsete tulemustega. 1988 pdlengu tagajirjel reostunud vee biopuhastamiseks
kasutati bioaugmentatsiooni (A. Heinaru, 1991). Hiljem on samas piirkonnas lédbi viidud pika-
ajalised biotervenduse katsed, mida on kirjeldanud Juhanson et al. (2009). Uuriti fenooli lagun-
davate Pseudomonas tiivede, sealhulgas Pseudomonas fluorescence tiive PC20, ellujdémist ja
kataboolset aktiivsust bioaugmentatsiooni ja fiitopuhastuse kombinatsioonis poolkoksimigedel.

Tiive PC20 oli voimalik tagasi testida enam kui 40 kuud peale loodusesse viimist.

1.4.1 Operoni pheBA paritolu ja tiive PC20 iseloomustus

Operon pheBA pirineb Pseudomonas sp. tivest EST1001, mida esmakordselt kirjeldasid Ki-
visaar, Habicht ja Heinaru 1989. aastal ilmunud artiklis. EST1001 on spontaanse mutatsiooni
tagajirjel m-ksiileeni kasutamise voime kaotanud Pseudomonas sp. S13 tiive derivaat. Tiive
S13 eraldas pinnaseproovist P. A. Williams aastal 1976. (Kivisaar et al., 1989)

Operon pheBA koosneb geenidest pheB, mis kodeerib 1,2-dioksugenaasi (C120, EC:1.13.11.1)
ja pheA, mis kodeerib fenooli 2-monooksugenaasi (PMO, EC:1.14.13.7). pheB ja pheA geenid
asuvad kahe IS elemendi vahel, IS7472 iilesvoolu ja IS1411 allavoolu (joonis ). IS elemendid
ja IS-laadsed elemendid (ARMphe) voimaldavad kataboolsete geenide horisontaalset iilekannet
(Peters et al., 1998). pheBA transkriptsioonil osaleb LysR perekonna transkripsiooniregulaator
catR, mis paikneb kromosoomis ning osaleb ka catBCA regulatsioonis (Kasak et al., 1994).

Fenooli lagundamise raja esimest kahte ensiiiimi kodeeritakse pheBA operonilt. “Estonia”

kaevanduse pdlengu jédrgsel biopuhastamisel kasutati fenoolide rikka vee puhastamiseks phe BA
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Joonis 8: Pseudomonas putida EST1001 pheBA operoni skemaatiline iilevaade (Peters et al.,
2004).

operoniga bakteritiive. Kuna pheBA geenid périnevad Rootsist isoleeritud tiivest S13 ning lisa
laborikatsetega tekkinud pheBA operoni (pheBA geenid koos IS elementidega) mujalt maailmast
ei ole sellise jirjestusega tiivesid isoleeritud, vOib pheBA operoni pidada unikaalseks/kunstlikuks
jarjestuseks. Kuigi enne polengut ei uuritud, kas Eesti looduses leidub sellist operoni kandvid
tiivesid voib siiski oletada, et koik tiived, millel on hiljem tuvastatud pheBA operon on selle
omandanud horisontaalse geeniiilekande kdigus (Peters et al.,|1998). See on andnud ainulaadse
voimaluse uurida kooslusesse viidud tehisliku geeni piisimist ja voi muutumist looduses. Opero-
ni pheBA tuvastamist looduses on kirjeldanud mitmed teadustodd, loetelu toddest skemaatilisel

ajajoonel kujutatud joonisel [9]

1994 voetakse
1988 puhkeb proovid, mida 2013 O t.%023 a.’,‘[t“dd
tulekahju kirjeldatakse Peters Ispuu 06s uuritava
et.al. 1997 pro(l)wd

— : — : >
1990 2000 2010 2020
1993-1995 voetakse
proovid, mida
kirjeldatakse Heinaru et.
al. 2000

Joonis 9: Ajajoon alates 1988 tulekahjust “Estonia” kaevanduses kuni kidesolevas t6os kirjelda-
tud proovide kogumiseni aastal 2023. Joonisele on mérgitud proovivotu ajad ning teadustood,
kus kirjeldatakse pheBA operoniga tiivede voi jirjestuste tuvastamist.

Kuus aastat pérast “Estonia” kaevanduse pdlengujdrgset biotervendust, 1994. aastal polevkivitoostuse
piirkonnas veekogudest voetud proovidest isoleeriti 41 tiive, mis kasvasid fenoolil. Katabolis-
mi radade uurimiseks kasutati hiibridiseerimisel pheA, dmpKLMNOP ja tbuD proove. Koige
enam, 18 tiive, hiibridiseerusid dmpKLMNOP prooviga. Nendest neljal oli ka madalal tasemel
hiibridisatsioon thuD-ga. pheA prooviga hiibridiseerusid 13 tiive, mis kdik olid pirit poolkok-
simdgedest allavoolu jddvatest proovipunktidest (Joonis ) 1 (7 tiive) ja 2 (6 tiive). 10 tiive ei

ndidanud hiibridisatsiooni tihegi uuritud prooviga. Tapsemalt kirjeldati iiheksat (9) pheA proo-
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viga hiibridiseerunud tiive, nendest kaheksal oli liks voi mdlemad IS elemendid séilinud samas
jarjestuses, nagu biotervendamisel kasutatud PaW85 baasil konstrueeritud tiivel. Andmed ei
kinnita algse PaW8&5 tiive ellu jddmist. (Peters et al., 1998)

Ka E. Heinaru et al. (2000) avaldatud artiklis kirjeldatakse aastatel 1993-1995 voetud proo-
videst eraldatud 39 fenooli ja p-kresooli lagundavat tiive, millest tiheteistkiimnel tehti kindlaks
pheA olemasolu. Nendest proovidest isoleeriti Pseudomonas fluorescence tiivi PC20 proovi-
punktist 1 (joonis[I0b). Tiivi PC20 kannab kolme plasmiidi: pPHE20, pNAH20 ja pG20 ( koik
on IncP-9 mittesobivusgrupi plasmiidid). Mobiliseeritav pPHE20 sisaldab pheBA operoni ja to-
lueeni transporterit kodeerivat ala, iilekandumiseks vajab plasmiidil pPNAH20 paiknevaid geene.
Plasmiidilt pG20 ei kodeerita metaboolseid geene, aga kodeeritakse raskemetallide transporte-
reid. Seda kinnitas ka pG20 kandvate tiivede kasv korgematel vase ja tsingi ioonide kontsent-
ratsioonidel. pG20 on tdendoliselt ise edasikanduv, sellel on olemas fra geenid. Konjugatsiooni
katsetes siiski pG20 edasi ei kandunud, samal ajal kui pPHE20 ja pNAH?20 kandusid retsipienti.
Seega ei osale pG20 teiste plasmiidide konjugatsioonil. pPHE20 oli ainus samas artiklis uuritud
pheBA operoni kandvatest plasmiididest, millel oli sédilinud katkestamata IS7411, samuti leidub
PC20 kromosoomis IS1411 element kahes koopias. ((Elken et al.,[2020)

23 aastat hiljem ehk 2012. aastal kogutud proovidest (joonis[I0k) isoleeritud DNAIt tuvastati
pheBA operon. Neljast analiitisitud proovist iihes (nr 3, joonis [10¢) saadi pheA spetsiifiliste
praimeritega amplifitseerides geenifragment, mis oli identne tiive PC20 vastava jédrjestusega.
Lisaks tehti kindlaks, et kolmandast proovipunktist isoleeritud DNA sisaldab pheBA kandva
plasmiidi pPHE20 jérjestust, millest jdreldati, et operon on sdilinud ja iile kandunud plasmiidsel

kujul. (Oispuu, 2013)
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2. Eksperimentaalne osa

2.1 Too eesmargid

2023. aastal toodi erinevatest Ida-Virumaa pdlevkivitoostusega seotud aladelt ning
iimbritsevatest jogedest keskkonnaproovid, et isoleerida aromaatseid ithendeid lagundavaid
bakteritiivesid, kasutamaks neid tulevikus reostunud alade bioremediatsioonis. Lisaks sooviti
leida pheBA operoni. 1988. aastal Ida-Virumaal puhkenud “Estonia” kaevanduse pdlengu
kustutustodde kdigus saastunud kustutusvee puhastamiseks kasutati just seda operoni kandvat
tiive. Sellest tulenevalt on antud uurimistod eesmargid jargmised:
e kirjeldada pdlevkivitoostuse piirkonna vee- ja setteproovidest isoleeritud naftaleeni
minimaalsdotmel kasvavate tiivede fiilogeneetilist mitmekesisust;
e miirata naftaleeni ja fenooli lagundamisradade votmeensiiiime kodeerivate geenide
jérjestused;
e kirjeldada kiesoleva t660 raames isoleeritud tiive 2S2RP1 pheBA operoni kandvat

plasmiidi.
2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Proovide kogumine ja tiivede isoleerimine

Antud t60s kirjeldatud bakterid eraldati 13 proovipunktist (joonis 9, lisa 1) 15. septembril
2023. Kolm proovi voeti VKG ldhistelt (punktid 1, 2, 3), liks poolkoksi médgede ldhistelt
(punkt 4) ja kaheksa proovi veeteedega iihendatud paikadest toostuse mojualalt allavoolu
(punktid 5 - 12). Proovipunktide paiknemine on toodud joonisel 10. Proovipunkt 13 asus

Rannapungerja joel ning on kaugemal polevkivitodstuse piirkonnast.
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Joonis 10. proovipunktid on tdhistatud hallide nooltega ja margitud 1 - 13.
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Proovid sdilitati 4 °C juures kuni viljakiilvideni, mis teostati 18.09. Véljakiilvideks lisati 1 g
sedimendi proovi kohta 9 ml 0,9% NaCl lahust vdi tehti veeproovidest lahjendused. Proovid
kanti 2,5 mM fenooli, 2,5 mM naftaleeni ja 2,5 mM m-toluaadi minimaalsdotmetele ((1xM9
(10xM9: 70 g I'' Na2HPO4, 30 g I'' KH2PO4, 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'' CaCO3, 51,3 ml I'!
HCI, 4,5 g I'' FeSO4 * TH20, 1,44 g1 ZnSO4 * 7TH20, 1,12 g I MgS04 * 4H20, 0,25 g I
CuS04 * 5H20, 0,28 g I'' CoSO4 * H20, 0,06 g I"' H3BO3; Bauchop ja Elsden, 1960); 1,5%
agar) ning R2A sootmele. Kéesolevas t00s kisitletakse naftaleeni s66tmel kasvama ldainud
tiivesid, mis margistati koodidega VN voi SN, vastavalt vee- voi sedimendiproovist saadud
isolaadid.

pheBA operoni kandvate tlivede isoleerimiseks teostati rikastuskiilvid fenooli
minimaalsootmetel (hallitusseente kasvu pérssimiseks lisati sootmele 50 ug/ml
tsiikloheksimiid (Acros Organics)). Voeti 250 ml kolvid 50 ml veeprooviga ning lisati fenooli
16ppkontsentratsiooni 2.5 mM. Samuti voeti 5 g sedimendiproovi, millele lisati 45 ml 2,5 mM
fenooli minimaals6dde. Mdlemad proovid pandi loksutile (25 °C; 100 rpm; Infors HT
Multitron). Seitsme pdeva moddumisel tehti kolbidest iimberkiilvid uude fenooli
minimaalsootmesse (5 ml suspensiooni +45 ml 2,5 mM fenooli soéodet). Tiivede
isoleerimiseks tehti kiilvid 2,5 mM fenooli s66tmeplaatidele. Esimesest ja teisest rikastusest

périnevate tiivede koodid sisaldavad vastavalt tdhiseid R ja 2R.

Otsekiilvide tassidelt kiilvati 2,5 mM fenool + 50 ug/ml tsiikloheksimiid (Acros Organics) ja
kingB tassidele sektoritesse erinevad kolooniad, mis said tdhised VP, SP fenooli otsekiilvid
vee ja sedimendi proovist, VT, ST tolueeni otsekiilvid vee ja sedimendi proovist voi VN, SN

naftaleeni otsekiilvid vee ja sedimendiproovist.

Vee rikastusprooviks lisati 50 ml proovile fenooli 2,5 mM konsentratsioonini ja sedimendi
rikastusprooviks lisati 5 g (punktidel 1, 4, 5, 10, 12), 4g (punktil 11) v&i 2,5 g (punktidel 2, 3)
sedimenti vastavalt 50 ml, 40 ml vdi 25 ml M9+ME+2,5 mM fenooli so6tmesse, mida hoiti

250 ml kolvides 25 °C juures 100 rpm loksutis.

Teiseks rikastuseks tosteti 5 ml esimest rikastust 45 ml M9+ME+2,5 mM fenooli +

seenemiirgi sOGtmesse.
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Rikastuskiilvidest tehti viljakiilvid 2,5 mM + 50 ug/ml tsiikloheksimiid tassidele. Erinevad
kolooniad kiilvati 2,5 mM fenool + 50 ug/ml tsiikloheksimiid ja kingB tassidele sektoritesse
ja sedimendi rikastused téhistati SPR ja vee rikastused tihistati VPR.

Puhaskultuuride saamiseks tehti naftaleeni minimaalséotmel vilja kasvanud visuaalselt
erinevatest kolooniatest lahjenduskiilvid R2A sootmele (0,5 g ' parmiekstrakt, 0,5 g 1!
peptoon, 0,5 g I'' CAA, 0,5 g I'! gliikoos, 0,5 g I"! lahustuv tirklis, 0,3 g I"' Na-piiruvaat, 0,3 g
I'' K,HPO,, 0,05 g I'' MgSO,, 15 g 1" agar). Pikaajaliseks siilitamiseks kasvatati isoleeritud ja
tuvastatud tiived lile66 R2A vedelsootmes 30 °C, 180 rpm juures. Tiived sdilitati -80 °C
kraadi  juures R2A  ja  gliitserooli  1:1 segus CELMS  kollektsioonis.
(https://eemb.ut.ee/celms/main_list.php).

2.2.2 Fiisioloogilised testid

Uuritud tiivedel méaérati tsiitokroom c¢ oksiidaasi olemasolu oksiidaastesti ribadega
(Sigma-Aldrich) ja fluorestseeruvate siderofooride tootmist KingB sé6tmel (20 g” peptoon,
10 g' gliitserool, 1,5 g! MgS0O4 * H20, 1,5 g' KH2PO4, 15 g agar, pH 7,2; Millipore).
Tiived kanti 2,5 mM fenooli ja 2,5 mM salitsiilaadi minimaalsd6tmetele, et maddrata nende
voime kasutada fenooli ja salitsiilaati siisinikuallikana. Katehhooli 2,3-dioksiligenaasi
olemasolu tuvastamiseks kanti fenooli ja salitsiilaadi minimaalsé6tmel kasvavale
bakterimassile 5 pl 0,5% katehhooli lahust, positiivse tulemuse korral vérvus biomass

kollaseks.

2.2.3 PCR ja geelelektroforees

DNA eraldamiseks suspendeeriti vdike kogus iile60 kasvatatud rakke (R2A s6dde, 30 °C
juures) 25 ul mQ vees. Rakud liiiisiti 15 minuti jooksul 96 °C juures PCRi masinaga
(Eppendorf Mastercycler). Liisaat tsentrifuugiti 1 min 13 000 rpm juures (Heraeus Biofuge
Pico). DNA amplifitseerimiseks kasutati PCRi. Reaktsioonisegu 16ppmahuga 25 pl sisaldas
1oppkonsentratsioonidega puhver 2,5 mM (75 mM Tris-HCl, pH 8,8; 20 mM
(NH,),SO,-MgCl,; 0,01% Tween20), 2,5 mM MgCl,, 0,8 uM praimereid F ja R (Tabel Y),
0,2 mM nukleotiide (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0,5 U Tag DNA Polymerase (Thermo Fisher
Scientific). 16S rRNA geenifragmendi amplifitseetimiseks lisati PCR segusse raku liisaadi

supernatanti 0,5 ul ja nahG, LmPH ning pheA amplifitseerimiseks liisaadi supernatanti 3 pl.
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PCR programm geenifragmentide amplifitseerimiseks algas iihekordse denaturatsiooni
etapiga 95 °C juures 180 s. Jargnes kolme etapiline tsiikkel 35 korduses, mille esimene etapp,
denaturatsioon, kestis 45 s 94 °C juures, teine etapp, praimerite seondumine kestis 45
sekundit, praimeritele vastaval temperatuuril (16S rDNA, nahG ja pheA konstantsel
temperatuuril vastavalt tabelile 1, LmPH korral 5 tstiklit 58 °C juures, 5 tsiiklit 57 °C juures
ja 25 tstiklit 56 °C juures), ning kolmas etapp elongatsioon kestis 90 s 72 °C juures. Viimane

etapp oli elongatsioon temperatuuril 72 °C 480 s.

Tabel 1. T60s kasutatud praimerid

Marklaud Praimeri jérjestus 5°-3’ t°C produkti viide
nimetus pikkus, ap
16S rDNA PCR1 AGAGTTTGATCATGGCTCAG 53 ~480 Weisburg et
SEQI GTATTACCGCGGCTGCTGG al., 1991
Vedler et
al., 2000
nahG nahGF3 GGGCTTGAGGACGCCTATTTC 61 Barrow 2022
nahGR2 GTTGCACACGACAGGCA TGAG
LmPH pheUf CCAGG(C/G)(C/GIT)GA(G/A)AA(A/G)G [ 58—56 [ ~580 Futamata et al
pheUr AGA(A/G)GAA(G/A)CT 2001
CGG(A/T)A(G/A)CCGCGCCAGAACCA
hed PheAl CAGGATCGAATATCGGTGGCCTCG 61 947 :
P PheA2 CTTCACGCTGGCGTAACCAATCGC Hlelr;a;r9u7€t
al.,

Eeldatud suurusega geeniproduktide tuvastamiseks PCR-i segust kasutati geelelektroforeesi.
Selleks valmistati 1% agaroosgeel TAE puhvriga (50 mM Tris-atsetaat, ImM EDTA; pH 8,2),
millele lisati DNA visualiseerimiseks 0,5 pg/ml etiidiumbromiidi. 6 pl PCR produkti segati 1
pl laadimispuhvriga, produktide suuruste hindamiseks kasutati 3 pl GeneRuler 1 kb plus
DNA ladder (Thermo Fisher Scientific) suurusmarkerit. Forees viidi ldbi TAE puhvris 17

minutit 100 voldi juures. Tulemused visualiseeriti UV valguslaual.
Antud t66s kasutati multikomponentse fenooli hiidroksiilaasi tuvastamisel referentsina

Pseudomonas pseudoalcaligenes tiive C70, mis eraldati 2008. aastal Soome lahe pindmisest

veekihist Narva ldhistelt. Sellel on multikomponentne fenooli hiidroksiilaas ja kaks
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fiillogeneetiliselt erinevat C230 geeni. (Joesaar, 2017; Velder 2013) nahG ja pheA

positiivseks kontrolliks kasutati tiive PC20.

2.2.4 Sekveneerimine
Amplifitseeritud 16S rRNA ja LmPH geenifragmendid sekveneeriti kasutades Sangeri

metoodikat. PCR produktid t66deldi 0,36 U ul'l Exo I (Thermo Scientific, Leedu) ja 0,14 U

pl'l SAPiga (Thermo Scientific, Leedu) 15 minutit 37 °C juures ja ensiitimid inaktiveeri 15

minuti jooksul 80 °C juures (Eppendorf Mastercycler).

Reaktsioonisegu 10ppmahuga 10 pl koostati vastavalt BigDye Terminator v3.1 (Applied
Biosystems, Leedu) kiti juhendile. Sekveneerimisreaktsioon teostati PCR-1 masinas, esimeses
etapis 15 sekundi jooksul DNA ahelad denatureeriti 95 °C juures, teises etapis toimus
praimerite seondumine 10 sekundi jooksul (vastavalt Tabelis Y toodule) ja kolmandas etapis
toimus 45 sekundit DNA siinteesi 60 °C juures. Tsiiklit korrati 35 korda.

Reaktsioonisegust DNA sadestamiseks lisati 10 ul proovile 2 pl dekstraani, 30 pl kiilma 96%
etanooli ja pandi 15 minutiks -20 °C juurde kiilmkappi. Peale 15 minuti méddumist proovid
tsentrifuugiti (Eppendorf Centrifuge 5418 R; 15 minutit 14 000 rpm; 4 °C). Supernatant
eemaldati veejoa pumbaga. DNA sade pesti 200 pl 70% etanooliga. Peale proovide segamist
tsentrifuugiti DNA 4 minutit 4 °C juures. Supernatant eemaldati taas veejoa pumbaga ja
proovidel lasti lahtise korgiga kuivada, kuni kogu etanool oli dra auranud. Sademele lisati 10
pul 100% formamiidi. Geenifragmentide nukleotiidne jérjestus médrati tdisautomaatse
kapillaarsekvenaatoriga 3730x] DNA Analyzer (Applied Biosystems) Genoomika instituudi

tuumiklaboris.

2.2.5 Jarjestuste bioinformaatiline analiiiis

Sekveneeritud 16S rRNA ja LmPH geenifragmentide jarjestustele leiti vasted blastn
programmiga NCBI veebirakenduse abil (Basic Local Alignment Search Tool,
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Vasteid otsiti nuccore ehk core nucleotide andmebaasist

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/), kust on vélja filtreeritud keskkonna proovide ja

tundmatute tiivede andmed, ja RefSeq andmebaasist (https:/www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/).
Andmete visualiseerimiseks puu kujul joondati nukleotiidsed jérjestused MEGA 11
programmiga MUSCLE algoritmiga (Edgar, 2004). Fiilogeneetilise puu koostamiseks
kasutati programmi MEGA 11 ja naabrite iihendamise meetodit (Saitou & Nei 1987). Puu
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usaldusvairsuse hindamiseks teostati bootstrap analiilis 1000 korduses. Puu visualiseeriti

veebirakendusega iTOL v7 (https://itol.embl.de/).

2.2.6 Operoni pheBA kandev tiivi

Tiivi 2S2RP1 genoomne DNA eraldati Wizard genomic DNA purification (Promega, A1120)
kitiga ning sekveneeriti Prof. Christopher Voigt laboris (Massachusetts Institute of
Technology, USA). Genoomi annotatsioon viidi 1dbi tarkvaraga Bakta v1.6.1

(https://www.github.com/oschwengers/bakta), kasutades andmebaasi versioon 4.0. Kasutatud

meetod pohineb Oschwengersi jt (2021) kirjeldatud td6vool. Genoomi vorreldi tiilip tiivedega
TYGS programmi abil (https://tygs.dsmz.de/).

Genoomi ja plasmiidi visualiseerimiseks kasutati programmi Proksee veebirakendust
(https://proksee.ca/). Genoomis spetsiifiliste jirjestuste tuvastamiseks viidi 1dbi jarjestuse

vOrdlus blastn programmiga Proksee keskkonnas.
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2.3 Tulemused ja arutelu

Kirde-Eesti on podlevkivi kaevandamise ja toStlemise piirkond. Pdlevkivi tootlemine saastab
iimbritsevat keskkonda ning pideva reostusega aladel on vilja kujunenud spetsiifilised
mikroobikooslused. 1989. aastal kasutati piirkonnas biotervendusel tiive, millesse oli viidud
plasmiid laboris konstrueeritud pheBA operoniga (Peters et.al, 1997). Looduslike
mikroobikoosluste uurimine on oluline, et tuvastada reostust lagundavaid tiivesid, millel on
potentsiaali tulevikus biotervenduseks kasutamisel, ning jilgida varasema biotervenduse

moju kooslusele.

2.1 Isoleeritud tiivede fiillogeneetiline mitmekesisus

2023. aastal voeti kolmeteistkiimnest proovipunktist (joonis 10) vee- ja sedimendiproovid
ning tehti véljakiilvid naftaleeni minimaals66tmele. Morfoloogiliselt erinevatest kolooniatest
tehti lahjenduskiilvid ning puhaskultuuridel médrati tslitokroom ¢ olemasolu, siderofooride
tootmine, vdime kasvada fenoolil ja salitsiilaadil, katehhooli 2,3-dioksiigenaasi olemasolu
ning fiilogeneetiline kuuluvus 16S rRNA geenifragmendi alusel (Lisa 2 ja 3). Too kdigus
kirjeldati 89 naftaleeni lagundavat tiive, millest 57 eraldati sedimendiproovidest ja 32 tiive
veeproovidest.

Tiivede jaotumist proovipunktide vahel niitab joonis 11. Kdige enam erinevaid puhaskultuure
proovitiilipide peale kokku isoleeriti proovipunktist 5, kust voeti vaid sedimendiproov ning
saadi 15 tiive. Proovipunkt 5 asus tugeva jédkreostusega alal, niinimetatud “fenoolisoos”, mis
voib olla ka seletus suurele naftaleeni lagundavate tiivede arvukusele. Kdige enam tiivesid
veeproovide 10ikes, seitse tiive, eraldati proovipunktist 2. Antud proov vdeti VKG uuest
kanalist, mis asub poolkoksi priigila lahedal, kus reostuskoormus vdib olla suur.

Koige vdhem arv tiivesid, iiks, eraldati proovipunktist 7. Selles proovipunktis voeti proov
kraaviveest, mis oli ligikaudu 300 m eemal Kohtla joest, mille valgalal asub VKG dlitehas ja
poolkoksi priigila. Tdendoliselt on kontakt joega médrav naftaleeni lagundavate tiivede
arvukusele, mida tdestab ka see, et proovipunktist 6, mis asub punktist 7 vaid 1,3 km
kaugusel Kohtla joel, on tiivede summaarne arv 7. Proovipunktidest, kus voeti nii vee- kui
sedimendiproov, leiti kdige vdiksem arv tiivesid punktist 3, kust eraldati veest kaks tiive ja
sedimendist tlivesid ei saadud. Proovipunktist 3 voeti proovid biotiigist poolkoksi priigila

korvalt ja tiivede vdhesust voib seletada fakt, et tegu on seisuveekoguga ja vorreldes jogedest
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voetud proovidega on vesi liiga hapnikuvaene naftaleeni aeroobsetele lagundajatele.
Naftaleeni lagundavaid tiivesid ei tuvastatud proovipunktist 13, mis vdeti Rannapungerja
joest Jaruska silla juurest, ligikaudu 43 km kauguselt poolkoksi priigilast, eeldatavalt selle
mojualast viljas. Rannapungerja jokke ei suubu poolkoksi priigilaga iihenduses olevaid
vooluveekogusi, seega on eeldatavalt madal PAHide sisaldus ja puudub selektiivne surve

naftaleeni lagundamisele.

Veeproovidel moddeti ka pH ja koigil peale iihe jdid vadrtused vahemikku 7,15 - 8,87. Selles
vahemikus voib leiduda nii neutrofiile kui alkalifiile. Kdige erandlikum oli poolkoksimée
jalamilt, punktist 4, voetud proovi pH, kus selle véartus oli 10,9, mida taluvad vaid alkalifiilid
(Heinaru et.al. 2022). Andmetest ei tule vidlja seost saadud tlivede arvu ja pH vahel.
Proovipunktist 11, kus saadi kdige enam tiivesid veeproovist oli vee pH 8,03 ja punktis 7, kus

saadi koige vihem vee tiivesi oli pH vééartus 8,06 (Lisa 1).

Proovides ei madratud naftaleenilagundajate iildarvukust, kuid proovipunktist eraldatud
erinevate tiivede arvu pohjal saab hinnata naftaleeni lagundavate bakterite mitmekesisust.
Naftaleeni lagundavate bakterite mitmekesisus oli suurim jidkreostusega alal (punkt 5).
Viikseim reostus oli piirkondades (punkt 7, 13), mis asusid kaugemal joest, mille valgalal

asub Olitehas ja poolkoksi priigila.

16
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Tuvede arv
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[ 11 .1 [
3

<4 58 6 7V 8V 9V 10 11 128 13V

Proovipunkt

M veeproovidest eraldatud naftaleeni lagundavad tlved

sedimendiproovidest eraldatud naftaleeni lagundavad tived

Joonis 11. Naftaleeni minimaalsootmelt isoleeritud tiivede arv proovipunktide kaupa, vilja on
toodud vee- ja sedimendiproovidest isoleeritud tiivede arvud.
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Isoleeritud tlivedel sekveneeriti 16S rRNA geenifragmendi jérjestus, mida vorreldi BLAST
programmi abil nuccore andmebaasis olevate jdrjestustega (Lisa 2 ja 3). Eraldatud tiived
kuulusid kahte riiki, Pseudomonadati (64) ja Bacillati (23) jagunedes vastavalt Gram

negatiivseteks ja Gram positiivseteks bakteriteks.

Pseudomonadati riigist olid esindatud hdimkonnad Bacteroidota ja Pseudomonadota.
Bacteroidota hdimkonda esindab vaid {iks tiivi. Pseudomonadota hdimkond jagunes
Gammaproteobacteria ja Betaproteobacteria klassideks, millest oli suures iilekaalus
Gammaproteobacteria (98 %) (Lisa 1). Ka teistes toodes on PAHidega saastunud looduslikes
kooslustes peamine hdimkond Pseudomonadota. Erinevalt antud t66s saadud tulemustest on
seevastu  sageli  Gammaproteobacteria  klassi  korval  tugevalt esindatud ka
Alphaproteobacteria klass, millest tihti on vélja toodud perekond Sphingomonas

(AITKELDIYEVA, 2020; Alquati, 2005, Bastiaens 2000).

Riik Baccillati oli esindatud hdimkondadega Actinomycetota ja Bacilli, millest viimane oli
esindatud vaid iihe tiivega. Erinevalt antud ja eelmainitud t66dest on leitud ka kooslusi, kus
domineerivad hoopis Gram positiivsed bakterid, néiteks Alquati (2005) poolt kirjeldatud
Itaalia reostunud pinnase proovid, kus arvukaimad perekonnad olid hdimkonna
Actinomycetota esindajad Rhodococcus ja Arthrobacter, kes on molemad esindatud ka

kdesolevas t00s uuritud proovides.

16S rRNA geenijdrjestuse jargi kuulusid tiived 20 erinevasse perekonda (Lisa 2 ja 3). Kdige
arvukamalt oli esindatud perekond Pseudomonas, kuhu maéérati 30 tiive 89-st, millest 21
eraldati sedimendiproovidest ja 9 veeproovidest. Mdlemas proovitiilibis olid veel esindatud
14 tiivega Acinetobacter, millest 10 eraldati sedimendiproovidest ja 4 veeproovidest ning
Rhodococcus, mida eraldati 7 kummastki proovitiiiibist. Vee- ja sedimendiproovides kattusid
veel perekonnad Stenostreptomonas ja Microbacterium kuue ning kahe tlivega vastavalt.
Ainult sedimendiproovides olid esindatud iihe kuni nelja tiivega perekonnad Citrobacter,
Arthrobacter, Oerskovia, Pseudarthrobacter, Burkholderia, Leifsonia, ja Paenibacillus.
Ainult veeproovides olid esindatud tihe voi kahe tiivega perekonnad Erwinia, Serratia,
Phytopseudomonas, Aeromonas, Rahella, Pantoa, Pseudoclavibacter, Acidovorax ja
Sphingobacterium.

Naftaleeni lagundavad tiived kuulusid iiksikutesse klassidesse, kuid tlivede perekondade
mitmekesisus oli suur. Kusjuures oli erinevate perekondade arv suurem veeproovidest parit

tivede seas.
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Joonis 12. Sedimendiproovidest eraldatud tlivede

fillogeneetiline puu 16S rRNA

geenifragmendi pohjal. Puul on toodud referentstiived liigi nime ja GenBank ID numbriga.

Puu on jaotatud klasside alusel nelja

klastrisse:

A Betaproteobacteria, B

Gammaproteobacteria, C Bacilli; D Actinomycetes. Klastris B kolmnurgaga mérgitud
Pseudomonas rihm on toodud joonise korval vilja. Puu koostati naabrite tihendamise
meetodil. Moodtkava vastab 0,1 ap vahetusele 1 ap kohta. Puule on mirgitud bootstrap

vadrtused alates 50.
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Sekveneeritud 16S rRNA geenijédrjestuse pohjal koostati kaks fiilogeneetilist puud, iiks
sedimendiproovidest saadud tlivedele (joonis 12) ja iiks veeproovidest saadud tiivedele
(joonis  13). Mbdlemal puul jaotusid tiived klasside pohjal nelja klastrisse.
Sedimendiproovidest eraldatud tiivede puul olid need (A) Betaproteobacteria, (B)
Gammaproteobacteria (C) Bacilli, (D) Actinomycetes. Veeproovidest eraldatud tiived puul
olid need (A) Betaproteobacteria, (B) Sphingobacteria, (C) ActinomycetesActinimycetes, (D)

Gammaproteobacteria.
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Joonis 13. Veeproovidest eraldatud tiivede fiilogeneetiline puu 16S rRNA geenifragmendi
pohjal. Puul on toodud referents tiived liigi nime ja GenBank ID numbriga. Puu on jaotatud
klasside alusel nelja klastrisse: A Betaproteobacteria; B Sphingobacteria; C Actinimycetes; D
Gammaproteobacteria. Klastris D kolmnurgaga maérgitud Pseudomonas rithm on toodud
joonise korval vilja. Puu koostati naabrite ithendamise meetodil. Mddtkava vastab 0,1 ap
vahetusele 1 ap kohta. Puule on mérgitud bootstrap véartused alates 50.
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2.2 Naftaleeni ja fenooli lagundamise votmeensiiiimide tuvastamine ja

iseloomustamine

Saastunud veest ja sedimendist eraldatud naftaleeni lagundavatel tiivedel uuriti naftaleeni ja
fenooli lagundamisradade votmeensiiiimide olemasolu vastavate geenide amplifitseerimise
abil. Tiivedest otsiti naftaleeni lagundamisraja alumise sal operoni salitsiilaadi
1-hiidroksiilaasi kodeerivat geeni nahG, fenooli multikomponentse hiidroksiilaasi suurimat
subiihikut kodeerivat geeni LmPH ja monokomponentse fenooli hiidroksiilaasi kodeerivat
geeni pheA. Samuti kirjeldatakse antud t66s 1dhemalt eraldatud tiivede fiisioloogilisi nditajaid
(tstitokroom ¢ olemasolu, siderofooride tootmist, vOimet kasvada fenoolil ja salitsiilaadil,
katehhooli 2,3-dioksiigenaasi olemasolu; lisa 2, 3) ja nende seoseid tuvastatud kataboolsete

geenidega.

Tsiitokroom c oksiidaas oli 24 sedimendiproovidest eraldatud tiivel ja 11 veeproovidest
eraldatud tiivel (lisa 2, 3). Uldiselt on perekonda Pseudomonas kuuluvatel tiivedel olemas
tsiitokoom ¢ oksiidaas. Fluorestseeruvaid siderofoore (samuti iseloomulik tunnus
pseudomonaadidele) tootsid 16 sedimendiproovidest eraldatud tiive ja 9 veeproovidest

eraldatud tiive (lisa 2, 3).

Salitsiilaadi minimaals66tmel kasvasid 30 sedimendiproovist ja 14 veeproovist eraldatud tiive
(lisa 2, 3). Salitsiilaat on naftaleeni lagundamise raja vaheprodukt, seega voib jdreldada, et
need tiived kasutavad naftaleeni lagundamiseks vaheproduktina salitsiilaati. Teised 45 tiive
kasutavad tdendoliselt naftaleeni lagundamiseks monda teist vahelihendit, néiteks
3,4-dihiidroksiibensoehapet, = vO0i  vajavad  salitsiilaadi  lagundamise  ensiliiimide
transkribeerimiseks naftaleeni lagundamise rajas varem tekkivaid vahelihendeid (Travkin
2021).

Naftaleeni lagundamisraja alumise sal/ operoni geeni nahG ei tuvastatud esimesel
kolmandikul testitud tiivedest ja seetdttu otsustati lopetada nahG geeni tuvastamine.
Pohjused, miks nahG ei Onnestunud tuvastada, esiteks tiived kasutavad salitsiilaadi
lagundamiseks gentisaadi rada, vdi lagundamisrada, mida pole veel histi kirjeldatud. Teiseks,
geeni tuvastamine vois osutuda voimatuks ka tehnilistel pohjustel, praimeripaar nahGF3 ja
nahGR2 oli disainitud kindlate tiivede (P. pseudoalcaligenes C70, P. fluorescens F PC20, P.
putida tiived G7 ja NCBI 98 16-4) nahG geeni mddramiseks (Smirnova, 2019).

Fenooli minimaalsd6tmel kasvas 26 sedimendiproovidest ja 12 veeproovidest eraldatud tiive
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(Lisa 2 ja 3) . Sedimendiproovidest eraldatud tiivede puhul tuli esile proovipunkt 2, kust
eraldatud tlivedest 71% suutsid kasutada fenooli siisinikuallikana. Kdrge fenooli lagundavate
tiivede osakaal on ootuspirane, kuna proov voeti VKG uue kanali juurest, mis asub poolkoksi
priigila 1dhedal, kus fenoolne reostus voib olla suur. Ootuspdrane on ka fenooli lagundavate
tiivede suur osakaal, 60%, proovipunktis 5, mis voeti “fenoolisoost”. Kolme tiive, SSN3b,
5SN8a ja 6SN8, fenooli minimaalsddtmel kasvanud biomassid varvusid kollaseks katehhooli
lahuse lisamisel, mis néitab, et fenool lagundatakse katehhooli meta rajas katehhooli
2,3-dioksiigenaasi abil. Veeproovidest eraldatud tiivedest kodige enam leidus fenooli
lagundajaid proovipunktis 1, Kohtla-Jirve reoveepuhasti, kus puhastatakse ka
polevkivitdostuse reovett..

Naftaleeni minimaals6dtmetelt isoleeritud tiivede seast ei leitud iihtegi monokomponentse
fenooli hiidroksiilaasi kodeerivat geeni phed (mis kuulub pheBA operoni) kandvat tiive (lisa
2, 3). pheBA operon on loodusesse viidud laboris konstrueeritud operon, mida looduses ei
esine ning mis eeldatavalt kandub iile horisontaalse geeniiilekande kaudu fluorestseeruvate
pseudomonaadide vahel. Seetdttu oli oluline testida ka isoleeritud tiivedel tsiitokroom c
oksiidaasi ja siderofooride olemasolu. Multikomponentse fenooli hiidroksiilaasi suurt
subiihikut kodeeriva geeni jirjestuse (edaspidi LmPH) amplifitseerimisel andsid oodatava
suurusega PCR produkti kaheksa sedimendist ja kaks veeproovist eraldatud tiive. Kdik
ennustatava aminohappelistele jarjestustele ldhimad vasted kuulusid hdimkonda
Pseudomonadota kuuluvatele tiivedele. 1VN2B ennustatav valgujdrjestus oli 1ldhim
Betaproteobacteria klassi esindajale, iilejadnutel oli 1dhim vaste Gammaproteobacteria klassi
esindajate seas. Aminohappeliste jdrjestuste pohjal koostati fiilogeneetiline puu (joonis 14),
kus jagunevad mainitud klassid selgelt erinevatesse klastritesse. Vorreldes 16S rRNA
geenifragmendi ja LmPH ennustatava aminohappelise jirjestuse pohjal madratud liike,
selgub, et uuritud tiivedel langevad kokku neljal tiivel perekonnad ja kuuel tiivel sugukonnad.
Sellest vaib jareldada, et midratud LmPH fragmendid on omased nendele perekondadele voi

sugukondadele.

Uheksal fenooli minimaalsédtmel kasvanud tiivel tuvastati LmPH geen, kuid 17 tiive ei
andnud LmPH geeni amplifitseerimisel positiivset vastust (lisa 2, 3). Selle pdhjuseks vodib
olla, et tiivi ei kasuta fenooli hiidrokstileerimiseks multikomponentset fenooli hiidroksiilaasi
vaid monooksiigenaasi, vOoi samuti ei pruugi to60s kasutatud praimeri paar, pheUF/pheUR, olla

piisavalt universaalne, et amplifitseerida koiki esineda vdivaid LmPH geene. Samuti tasub
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mirkida, et ka minimaals6otmel on osad tlived vOimelised kasvatama maérgatava koguse

biomassi hoolimata sellest, et nad ei kasuta siisinikuallikana minimaals66tmesse lisatud

thendit.

Tabel x. Isoleeritud tiivede LmPH ennustatava aminohappelise jirjestuse vordlemisel RefSeq

andmebaasiga saadud ldhimad vasted koos GenBank ID ja identsusprotsendiga

Identsus-
Tivi protsent [Ldhim vaste GenBank ID

2SN18a 99.4 |Pseudomonas aestuarii WP 271348355.1
5SN2a 97.8 |Pseudomonas moorei WP 090323224.1
5SN7c¢ 96.3 [Metapseudomonas resinovorans WP 028629172.1
5SN8a 99.4  |Pseudomonas moorei WP _090323224.1
6SN1 97.04 |Metapseudomonas resinovorans WP _028629172.1
6SN8 95.7 |Halopseudomonas laoshanensis WP 149331175.1
6SN12 97.0 [Metapseudomonas resinovorans WP _028629172.1
10SN8 198.8 Acinetobacter albensis WP 092717879.1
IVN2B [97.2 Ottowia pentelensis WP 377479812.1
10VN3A [98.8 Acinetobacter sichuanensis WP 107008821.1
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Puu moaotkava: 0.1 +

 E— WP 377479812.1 Ottowia pentelensis

700 L 1vN2B
[ WP 107008821.1 Acinetobacter sichuanensis

! 10VN3A
100 _EWP 092717879.1 Acinetobacter albensis
9L 10SN8

6SN8
8 89 2SN18a
T[{ WP 271348355.1 Pseudomonas aestuarii
&lwP 172148010.1 Pseudomonas tumugii

9 6SN12

TLL(SSN1

3L 5SN7¢c
5SN8a
o] 5SN2a

% | WP 017132918.1 Pseudomonas agarici

66| WP 090323224.1 Pseudomonas moorei
55l\WP 096512131.1 Pseudomonas izuensis

Joonis 14. Isoleeritud tiivede LmPH ennustatavate aminohappeliste jdrjestuste pohjal
koostatud fiilogeneetiline puu. RefSeq andmebaasist on voetud referentsjirjestused on puul
toodud RefSeq ID numbri ja liigi nimega. Modtkava vastab 0,1 ah vahetusele 1 ah kohta.
Puule on mairgitud bootstrap véértused alates 50. Puu genereeritud naabriteiihendamise
meetodil programmiga MEGAT11. Puule on mirgitud bootstrap véirtused alates 50.

Varasemalt jouti jareldusele, et erinevatest proovipunktidest saadud tiivede arv sdltus punkti
asukohast. Samuti sdltus proovipunkti asukohast naftaleeni lagundavate tiivede vdimekus
fenooli lagundada. Fenool oksiideerub hapnikuga kokkupuutel, seega allika ldheduses on
lahustunud fenooli kontsentratsioon suurem (proovipunkt 2). Seevastu on fenool piisiv
orgaanilistes lahustites ja voib ajapikku vélja lahustades saastada jadkreostuse néol
keskkonda pikalt (proovipunkt 5). Kéesolevas uurimistods kirjeldati tiivesid, mis kasvasid
salitsiilaadi minimaals66tmel ja neid, mis ei kasvanud, seega on naftaleeni lagundamisrajad
mitmekesised ja voivad erineda vaheiihendte voi transkriptsiooni mehhanismide poolest.
Fenooli hiidroksiilaasi transleeritud aminohappelised jérjestused sarnanesid mitmete liikide
esindajate LmPH valgu jérjestusega, mis sarnanesid omakorda 16S rRNA geeni jargi

madratud perekondade v4i sugukondadega.
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2.3 Tiive 2S2RP1 plasmiid ja pheBA operon

Bioaugmentatsiooni pikaajaliste tagajirgede hindamiseks otsiti koigist 2023. aastal
Kirde-Eestis eraldatud tiivedest phed geeni. pheA geen on iseloomulik operonile pheBA ning
seda kandvat tiive kasutati 1988. aastal puhkenud “Estonia” kaevanduse pdlengu jérgsel
fenooliderikka kustutusvee biopuhastamisel. pheBA operoni kandvaid tiivesid ei leitud
naftaleeni minimaals66tmelt isoleeritud tiivedel. Samal ajal kdesoleva tdoga isoleeriti
tooriihmas tiivesid ka fenooli minimaalsodtmetelt ja tehti ka rikastuskatsed fenooliga
(peatiikk 2.2.1). Esimesest rikastuskatsest eraldatud tiivedest iihel, 2SRP2, ja teisest
rikastuskatsestithel, 2S2RP1, tiivel tuvastati pheBA operon. Modlemad tiived eraldati
proovipunktist 2, VKG uuest kanalist, mis asub poolkoksi priigila jalamil. Varasematel
kordadel, kui loodusest on tuvastatud pheBA operoni, on seda leitud Kohtla joe 1dhedalt enne
selle suubumist Purtse jokke, Heinaru (2000) punkt 1 (joonis 9b) ja Oispuu punkt 3 (joonis
9¢). Nendele punktidele on kdesolevas t66s uuritud proovidest kdige ldhemal punktid 10-12
(joonis 10), kuid nendest proovidest ei saadud iihtegi pheBA operoni kandvat tiive. Heinaru
(2000) to0os leiti pheBA operon veel punktist 8 (joonis 9b), mis asus poolkoksi priigila jalamil,
nagu ka punkt, millest eraldati antud t60s kirjeldatud tiivi.

Kéesolevas t60s kirjeldatakse jargnevalt tdpsemalt tiive 2S2RP1 ning pheBA operoni. Tiivel
2S2RP1 sekveneeriti tdisgenoom ja assambleeriti nelja kontiigi koostoOpartneri poolt
Massachusettsi Tehnoloogia Instituudis. Tiive 2S2RP1 assambleerimisel saadud kontiigid
olid jargmiste suurustega: kontiig 1: 7,1 Mbp, kontiig 2: 14,6 kbp, kontiig 3: 93,8 kbp ja
kontiig 4: 39,6 kbp, mis on Inc-9 grupi plasmiid.

TYGS platvormi abil viidi l1dbi kogu genoomi pdhine taksonoomiline analiiiis bakteritiivele
2S2RP1 kontiigi 1 pdhjal. Genoomi vorreldi TYGS andmebaasis olevate tiiiip-tiivedega
MASH algoritmi ja 16S rRNA geenijérjestuse alusel. Edasi hinnati digitaalse DNA-DNA
hiibridisatsiooni (dDDH) véértusi. Tiivi nditas korgeimat dDDH véaartust (52%) liigi
Pseudomonas silesiensis suhtes, jdddes siiski alla liigilise piiri (70%). Analiilisi tulemusel
jéreldati, et tiivi 2S2RP1 vdib esindada potentsiaalselt uut liiki.

16S rRNA geeni téispika jirjestuse blastn 100% identsusega vaste oli tiivi Pseudomonas sp.
ALK-5 (CP185906.1), mis eraldati Antarktikas 2021. Samuti oli 100% identsus
Pseudomonas sp. MPC-6 (CP034783.1), mis eraldati 2016 ka Antarktikast. MPC-6 tiivel on
kolm plasmiidi, millel ei olnud sarnasust 2S2RP1 kontiig 4-ga. 99,93% identsus saadi ka P.
fluorescence tiive PC20 16S rRNA geeni (AY538264.1) jéarjestusega, lisaks oli kontiig 4 viga
sarnase suurusega kui PC20 plasmiid pPHE20 (K'Y503036.1).
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Pseudomonas fluorescence tiivi PC20 eraldati 1994. aastal Kirde-Eesti pdlevkivitoostuse
piirkonnast ja sellel on vdime lagundada fenooli ja naftaleeni Fenooli ja naftaleeni
kataboolsed geenid on mdlemad plasmiidsed, fenooli kataboolsed geenid paiknevad
plasmiidil pPHE20 ja naftaleeni kataboolsed geenid plasmiidil pNAH20. Tiivel PC20 on ka
kolmas plasmiid, pG20, millel ei ole kataboolse funktsiooniga geene (Elken, 2020).

Tiive 2S2RP1 kontiig 4 sarnaneb struktuurilt ja geenide jdrjestuselt plasmiidiga pPHE20
(100% identsus 100% kattuvus), hinnates visuaalselt geeniklastreid joonis 15t x. Jarjestusi
analiiiisides selgus, et pheBA operon paikneb uuritava tiive plasmiidil samas jirjestuses
(joonis 15). Jérjestuste joonduse visualiseerimiseks on kasutatud dotploti (joonisel 16), kus
parimat joondust tdhistav joon on kahes osas pidev ja katkemine tuleneb alguspunktide
erinemisest (Cabanettes, 2018).

Konjugatsiooni katsetes kandus tiivest PC20 konjuganti iile pPHE20 koos pNAH20, mille
pohjal Elken et.al (2020) npiistitasid hiipoteesi, et pPHE20 vajab pNAH20 geene
horisontaalseks geeni iilekandeks. Huvitaval kombel kannab 2S2RPI1 tiivi iiksnes
pPHE20-sarnast plasmiidi. Tulenevalt 2S2RP1 kontiigi 4 sarnasusest plasmiidiga pPHE20
voib eeldada, et ka see on mobiliseeritav plasmiid, mis vajab horisontaalseks
geeniiilekandeks konjugatiivset plasmiidi voi kromosomaalseid tra-geene (Frost 2005).
2S2RP1 kontiigil 3 on mitu ennustatavat tra-geeni: traC, D, E, F, G, I, K, L, M, N ning trbA,
B, C, D, I, J. Lisaks on traJ-II RNA tuvastatud kontiigidel 2 ja 3. Need leiud viitavad
voimalusele, et 2S2RP1 genoomis kodeeritud tra-geenid voivad tdita pNAH20 rolli ja
voimaldada pPHE20-laadse plasmiidi iseseisvat mobiliseerimist ilma teise plasmiidide

konjugatsiooni mehhanismideta.

Joonis 15. 2S2RP1 kontiig 4 ja pPHE20 geenide paiknemise vordlus, tumedam joon tdhendab
suuremat identsust ja heledam védiksemat. Joonis tehtud Clinker tarkvaraga
(github.com/gamcil/clinker)
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Joonis 16. Dotplot 2S2RP1 kontiig 4 ja pPHE20 suhtest. X-teljel asub 2S2RP1 kontiig 4 ja
y-teljel pPHE20. Tédpid, mis moodustavad joone vastavad parimate jérjestuste kattuvatele
nukleotiididele. Joonis tehtud blastn veebirakendusega.

Kéesolevas t00s uuritud proovipunktide ala kattub Peters et al (1997), Heinaru et al (2000) ja
Oispuu (2013) tdddes kirjeldatud proovipunktide aladega. Aastakiimneid pdlevkivitddstusest
parineva reostuse surve all olnud piirkonnast on nii kultiveerimis- kui ka DNA-—pdhiste
meetodikatega tuvastatud pheBA operoni kandvaid tiivesid vi jirjestusi. Oispuu nditas oma
bakalaureuse t66s (Oispuu, 2013), et koosluse DNAIt oli vdimalik amplifitseerida vaid
pPHE20 repA geeni jarjestus, kuid mitte pG20 ja pNAH20 omasid. Voib oletada, et kaks
viimast plasmiidi ei ole pdlevkivitoostusest ldhtuva reostusega piirkonnas elavatele
bakteritele eluliselt nii olulised kui pheBA operoni kandev pPHE20.

Juhanson et al., (2009) kirjeldatud poolkoksi priigilas ldbi viidud bioaugmentatsiooni
eksperimendis oli kolme aasta moddudes voimalik uuritud Pseudomonas tlivedest tagasi
testida vaid tiive PC20.

Voéimatu on méiidrata plasmiidi péritolu, kas plasmiid on séilinud ajast, mil PC20 esimest
korda eraldati Heinaru et al., (2000) t66 raames aastal 1994, voi plasmiid on iilekandunud
Juhanson et al., (2009) katse raames 2004 - 2006 taas loodusesse viidud PC20 tiivelt, kuid
molemal juhul tdhendab plasmiidi tuvastamine, et see on looduses piisinud {ile kiimne aasta.
Seega on 2S2RP1 tiive plasmiid Kirde-Eesti looduses ddrmiselt vastupidav ja eeldatavalt on
tiivel konjugatsioonivoimekus, mis on tdestatud, et tdstab biotervenduse efektiivsust (Bathe

2005). Nendel pdhjustel on tiivi 2S2RP1 véga hea kandidaat bioaugmentatsiooniks tulevikus.
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Kokkuvote

Kirde-Eestis on asunud toostuspiirkond juba natuke alla saja aasta, mille kdigus on see
mojutanud keskkonda reostus survega ja selle tagajirjel mojutanud koosluseid.
Mikroorganismid reostunud piirkondades kohastuvad tingimustele ja orgaanilise reostuse
korral lagundavad seda energia ja siisinikuallikaks. Nende koosluste mdistmine aitab leida
viise, kuidas veelgi efektiivsemalt rakendada mikroorganisme saastuse eemaldamisel.

Antud bakalaureusetod eesmirk oli Antud t66 eesmaérgiks oli isoleerida bakteritiivesid, mis
suudavad lagundada aromaatseid tihendeid (eriti naftaleeni ja fenooli), ning tuvastada pheBA
operoni olemasolu. 2023. aasta siigisel koguti vee- ja seteteproove 13 erinevast Ida-Virumaa
punktist, millest eraldatud 89 isolaati suutsid kasutada naftaleeni ainsa siisinikuallikana.
Nende hulgas maiirati tiivede taksonoomia 16S rRNA geenifragmeni pohjal, fiisioloogilised
tunnused ning voime lagundada fenooli ja salitsiilaati. S Amplifitseeritud phed, nahG ja
LmPH jarjestused sekveneeriti ja analiilisiti.

T66 tulemusena leiti, et koige suurem aromaatseid iihendeid lagundavate bakterite
mitmekesisus esines “fenoolisoos” nime kandvas piirkonnas. Kdikidest 2023. aastal voetud
proovidest leiti kaks pheBA operoni kandvat tlive, millest 2S2RP1 kirjeldatakse
pohjalikumalt antud t66s. Tiive genoom sekveneeriti ja pheBA operon tuvastati plasmiidil,
mille iilesehitus sarnaneb 1994. aastal eraldatud P. fluorescens PC20 plasmiidiga pPHE20,
kuid tiive 2S2RP1 pheBA operon samas jirjestuses. Operon ise sarnaneb 1988. aastal Estonia
kaevanduse pdlengu jérgselt biopuhastusel kasutatud tiive omaga. See viitab, et pheBA
operon on sdilinud looduses iile 30 aasta ning tdendoliselt levinud horisontaalse
geenililekande kaudu erinevatesse fluorestseeruvatesse perekonna Pseudomonas liikidesse.
Kokkuvdttes nditab  uurimistod, et polevkivitoostuse mdjualadel on  kujunenud
spetsialiseerunud mikroobikooslused, mis suudavad lagundada reostusaineid, ning et
tehislikult keskkonda viidud kataboolsed geenid vdivad piisida looduses pikaajaliselt.
Uuringu tulemused loovad eeldused edasiseks bioremediatsiooni arenguks ja looduslike

puhastusprotsesside tohustamiseks.
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Naphthalene and phenol degrading capabilities of isolates from North-East of Estonia
Adeele Must
Summary

The oil shale industry has significantly shaped the environmental landscape of northeastern
Estonia through long-term pollution with aromatic hydrocarbons, such as phenol and
naphthalene. These pollutants have led to the emergence of unique microbial communities
capable of degrading toxic compounds. In 1988, following a fire in the Estonia mine, a
laboratory-engineered Pseudomonas putida strain carrying the synthetic pheBA operon was
released into the environment to remediate phenol-contaminated water. This study, conducted
in 2023, investigates the persistence and distribution of such catabolic capacities in bacteria

currently inhabiting the oil shale-affected environment.

1. To describe the phylogenetic diversity of strains capable of growing on minimal medium

with naphthalene:

Sediment and water samples were collected from 13 locations in northeastern Estonia. From
these, 89 bacterial strains capable of utilizing naphthalene as a sole carbon source were
isolated. Based on 16S rRNA gene sequencing, the strains represented diverse taxa, primarily
within the Pseudomonadota phylum, with Pseudomonas being the most abundant genus. The
highest diversity was observed in heavily contaminated areas, such as a so-called "phenol

swamp," suggesting a strong selective pressure for hydrocarbon degraders.
2. To identify the key genes involved in naphthalene and phenol degradation:

Isolated strains were tested for the presence of functional genes associated with aromatic
compound catabolism. PCR and sequencing analyses confirmed the presence of genes such
as nahG (involved in naphthalene degradation) and phedA/LmPH (linked to phenol
degradation). These findings demonstrate that natural microbial communities in the region

maintain diverse metabolic pathways for breaking down environmental pollutants.
3. To characterize the plasmid carrying the pheBA operon in strain 2S2RP1:

A strain designated 2S2RP1 was found to carry the pheBA operon on a plasmid. Genome

sequencing and annotation revealed that the operon’s structure is consistent with the synthetic
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construct introduced during the 1989 bioremediation effort. This confirms that the engineered
operon has persisted in the environment for over three decades and may have been

horizontally transferred between bacterial hosts.

The results of this study demonstrate that the artificial pheBA operon introduced in 1989 has
not only persisted in northeastern Estonia’s polluted ecosystems but remains functionally
intact in at least two bacterial hosts. This supports the idea that genetically engineered
elements used in bioaugmentation can be stable in the long term and may contribute to
natural pollutant degradation processes. These findings are valuable for the future

development of sustainable bioremediation strategies.
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LISA

Lisa 1. Proovipunktid, sonaline kirjeldus, veeproovide puhul on mérgitud vee pH.

Proovipunkt | Proovid voetud Kirjeldus pH

1 vee- ja sedimendiproov | Puhasti aerotank/aktiivmuda 7,15

2 vee- ja sedimendiproov | VKG uus kanal vesi/sediment 7,75

3 vee- ja sedimendiproov | Kdige kaugem bassein vesi/sediment | 8,84

4 vee- ja sedimendiproov | Poolkoksi mée jalamilt kraav 10,9
vesi/sediment

5 sedimendiproov Fenoolisoo

6 vee- ja sedimendiproov | Kohtla jogi, Roodu; vesi/sediment 8,18

7 veeproov Kraav konveieri juurest 8,06

8 Veeproov Purtse jogi, Liiganuse kirik 8,3

9 veeproov Kohtla jogi, Liiganuse kirik 8,05

10 vee- ja sedimendiproov | Kraav Piissi alajaama vesi/sediment 7,95

11 vee- ja sedimendiproov | Kohtla jogi, Piissi alajaama turbiini 8,03
lahedalt

12 sedimendiproov Kohtla jogi, Piissi alajaama turbiinist
iilesvoolu sediment

13 veeproov Rannapungerja jogi, Jarsuka sild 8,4
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Lisa 3 Sedimendiproovidest eraldatud tiivede feno- ja genotiilipilised nditajad. Tabelis on

toodud tlivele antud kood, 1dhimad GenBank andmebaasist leitud organismid 16S rRNA

geenifragmendi ja LmPH geenifragmendi pdhjal, mdlemad koos GenBank ID numbri ja

identsusprotsendiga. Vilja on toodud ka oksiidaas testi, KingB, fenooli ja salitsiilaadi

Orn biand voi vahe biomassi

minimaal s66tmel saadud tulemused ning PCR-1 tulemused. 6
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Lisa 2

Sedimendiproovidest eraldatud tiivede feno- ja genotiilipilised niitajad. Tabelis on toodud

ladhimad GenBank andmebaasist leitud organismid 16S rRNA

tivele antud kood,

geenifragmendi ja LmPH geenifragmendi pdhjal, mdlemad koos GenBank ID numbri ja

identsusprotsendiga. Vilja on toodud ka oksiidaas testi, KingB, fenooli ja salitsiilaadi

minimaal s66tmel saadud tulemused ning PCR-i tulemused.
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