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Infoleht

Lainemere pinnavee ja setete mikroobide mitmekesisus kiilmal perioodil:

naftasaaduste lagundamise kataboolne potentsiaal

Naftareostuse risk Ladnemerel suureneb iga aastaga tiheneva laevaliikluse tottu. T6Gs uuriti
talvisel perioodil Lidfinemere pinnaveest ja setetest isoleeritud naftasaadusi lagundavaid
baktereid ning mikroobikoosluste muutumist erinevatel temperatuuridel toornafta lisamisel.
Analiitisil  selgus, et erinevad keskkonnategurid (soolsus, temperatuur, alkaanide
kontsentratsioon jne.) mojutavad mikroobikoosluste koostist. 16S rRNA geeni fiilogeneetilise
analiiiisi alusel domineerisid talvisel perioodil isoleeritud tiivede hulgas hdimkonnad
Proteobacteria ja Actinobacteria. Leiti, et Ladnemere bakterid on vdimelised lagundama
erinevaid alifaatseid ja aromaatseid siisivesinikke ning nende lagundamiseks vajalik

kataboolsete geenide hulk ja mitmekesisus on suur.

Mairksonad: Ladnemeri, bakterid, naftasaaduste lagundamine, kooslused, kataboolsed geenid

CERCS: B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, miikoloogia

Biodiversity of the Baltic Sea surface water and sediment bacteria during the cold
period: catabolic potential of degradation of oil products

The risk of oil pollution in the Baltic Sea is growing due to increased traffic in each year. In
this study oil products degrading bacteria were isolated from the Baltic Sea surface water and
sediment samples taken during the winter period. Effect of different environmental factors
(salinity, temperature, concentration of alkanes etc.) on the bacterial community composition
was considered. The microcosm experiments at different temperatures and with addition of
crude oil were conducted. The results showed that different environmental factors had a
significant influence on the bacterial communities. Based on the phylogenetic analysis of the
16S rRNA genes of isolates in the winter period samples revealed the domination of phyla
Proteobacteria and Actinobacteria. The number of detected catabolic genes in isolates is
high, they are phylogenetically diferent. That reveals the good catabolic potential of the Baltic
Sea bacterial communities in degradation of crude oil .

Keywords: Baltic Sea, bacteria, degradation of oil products, communities, catabolic genes

CERCS: B230 Microbiology, bacteriology, virology, mycology



Sisukord

KASUTATUD LUHENDID ......coiviiiiiiiieieieeeeecte ettt 5
SISSEJUHATUS ...ttt bbbttt bbbt 6
1. KIRTANDUSE ULEVAADE .......ccitiiieiititeeeete ettt 7
| B 1S3 1<) o PR UPR PRI 7
1.2 Reostus kui Ladnemere Peamineg ONt...........ccooiiiiiiiiiieiese e 8
1.2.1 REOStUS LAANCIMETES .. vvvveiiiiiiiiieiiiiiiie e esiiiie e sttt et a et e s st e e e e e s anbra e e e annnreee s 8
1.2.2 Laevaliiklus LAANCMETE] .......ccocvviiiiee e 8
L.2.3 HELCOM ...ttt ettt bttt et 9

1.3 TOOMNATLA ...t bbbttt b et 9
1.4 Bakterite roll naftasaaduste lagundamisel .............ccoooiiiiinii 10
1.4.1 Alkaanide [agundaming ..o 10
1.4.2 Aromaatsete tihendite 1agundamine ............ccocoeeiiiiiieniciiecie e 12

1.5. Ladnemere mikroobiKoOSIUSEd.........ccuviiiiiiiiiiiiiiii e 15

2. EKSPERIMENTAALNE OSA ...ttt 20
2.1 TOO €ESMATZIA ...t 20
2.2 Materjal ja MetOOUIKA. ........ceeiuiiieireeii et 20
2.2.1 Veeproovide votmine, filtreerimine ja DNA eraldamine ............cccoceeiiiiiicinnnnnn 20
2.2.2 Mikrokosmid ja bakteritlivede 1SOl€ErImMINe............cccvervviiiiiiiiiiieneeeeeseeee e 20
2.2.3 Geenifragmentide amplifitSEErimiNe .........ccoveiiiiiiien e 21
2.2.4 GEEIEIEKITOTOMBES ... it 23
2.2.5 SEKVENEETTIMINEG ..ottt bbbttt be e 23
2.2.6 Sekveneeritud jarjestuste analliliS.........ccoverrirrieiiiiiie e 23
2.2.7 Denatureeriva gradiendiga geelelektroforees (DGGE) .......cccccvvvvveienciencienennnn 24
2.2.8 Geenifragmendi klooniraamatukogude KooStamine............ccocvvvvveieneiencnenennnn 24

2.3 TulemuSed Ja arUelU ........c.veoiiii e 26
2.3.1 Proovipunktide KIrJeldus ..o e 26

2.3.2 Toornafta ja temperatuuri moju mikrokosmide bakterikooslustele - 16S rRNA



geenifragmendi jarjestuste DGGE profiilide analtiis............coovviieiiiiiiiiiiiiiieeee e 31

2.3.3 Tiivede isoleerimine ja identifitSEETIMING ........ccveviieeiiiiiiiiiciiei e 34
2.3.4 Alkaanide lagundamisel osalevate votmeensiilimide tuvastamine...............c.......... 37
2.3.5 Aromaatsete iihendite lagundamisel osalevate votmeensiilimide tuvastamine ....... 44
KOKKUVOTE ...ttt 48
SUMIMAIY ...ttt ettt s b et et e e be e et e e shb e e m b e e e b e e e mb e e sbeeambeeabeeenbeennneenes 49
KIRJANDUSE LOETELU. ..ottt 50
KASUTATUD VEEBIAADRESSID ......occiiiiiiiiiieeees e 59
LISAD LISA L .ttt bbb et bbb 60
LISA 2 o 61
LIS 3 o 62
LISAAA L. 63
LESB 4B 64
LESE DA e 65
LLISA OB ..ttt 66
LLISA B ... 67
LIS 7 e 68
LISA 8 ... 69



KASUTATUD LUHENDID

ah - aminohape

AIlkB - membraaniseoseline alkaani hiidroksiilaas

ap - aluspaar (base pair)

C120 - katehhooli 1,2-dioksiigenaas

C230 - katehhooli 2,3-dioksiigenaas

DGGE - denatureeriva gradiendiga geelelektroforees
HELCOM - Lddnemere merekeskkonna kaitse komisjon ehk Helsingi komisjon
LmPH - multikomponentse fenooli hiidrokstilaasi suur subiihik
P340 - protokatehhuaadi 3,4-dioksligenaas

PCR - poliimeraasi ahelreaktsioon

PHE - fenool

SAL - salitsiilaat

TN - toornafta



SISSEJUHATUS

Lddnemerd iseloomustab tihe inimasustus rannikualadel, aktiivne laevaliiklus merel ja
unikaalne Okosiisteem, mis muudab selle ainulaadseks veekoguks vorreldes teiste
maailmameredega. Kahjuks loetakse Léddnemerd ka iiheks enim saastatumaks mereks
maailmas. Tdsiseks reostusallikaks peetakse tihedat laevaliiklust (igas kuus 1dbib Ladnemerd
kuni 5000 erinevat alust), mille kdigus satub pidevalt vette toornaftat 1dbi juhuslike lekete.
Lisaks mereddrsele kaubandustegevusele ja merel toimuvale liiklusele, koormab Lé&nemerd
suure hulga jogede suubumine merre, mis kannavad kaasas maismaalt périt
pollumajanduslikke kemikaale nagu ldmmastik, fosfor, erinevad herbitsiidid ja
antibakteriaalsed ained kui ka toostuslikud kemikaalid nagu naftasaadused ja fenoolsed
tthendid. Samuti muudab suure hulga magevee sissevool Liddnemere riimveeliseks ning
mdjutab oluliselt mere soolsust, mistdttu on see teiste maailmameredega vorreldes tunduvalt

magedam.

Merel ja rannikualadel toimuv vilgas majandustegevus pakub kohalikele elanikele hulgaliselt
tookohti, mis muudab Laddnemere saastatuse aktuaalseks probleemiks ja oluliseks
keskkonnariskiks. Hetkel on vaid vdimalik ennustada, millist ©koloogilist katastroofi

pohjustaks mone suure naftatankeri voi sadama dnnetus.

Bakteritel on téhtis roll erinevate kemikaalide lagundamisel mere keskkonnas. Praeguseks on
teada, millised on peamised hdimkonnad Ladédnemere mikroobikoosluses ning kuidas nende
osakaalud muutuvad erinevate keskkonna tegurite mdjul. Enamus uurimustéid on
keskendunud soojal perioodil kogutud proovidest koosluste iseloomustamisele, kuid vihem

on uuritud talviseid kooslusi.

Kéesoleva t60 eesmirgiks on iseloomustada naftasaadusi lagundavaid baktereid, kes on
isoleeritud Lé&nemere setetest ja pinnaveest voetud proovidest kiilmal perioodil. Uurida,
kuidas mdjutavad erinevad keskkonnategurid (vee soolsus, temperatuur jne.) sealset
mikroobikooslust, et paremini mdista selles toimuvaid muutusi ning mikroobide reageerimist
reostusele. Sellepdrast on oluline uurida naftasaaduste bioloogilist lagunemist ja selles
osalevaid baktereid ning nende kataboolseid ensiilime, et tulevikus to6tada vilja strateegiaid

naftareostuste bioloogiliseks likvideerimiseks ehk bioaugmentatsiooniks.

T66 valmis projekti OILMICROB (ERA-NET RusPlus Programm) raames ning isoleeritud
tived sdilitatakse Haridus- ja teadusministeeriumi poolt rahastatavas looduslike ja
laboratoorsete mikroobitiivede kollektsioonic CELMS (RLTMRCELMS).



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Lisinemeri

Ladnemeri on noor ja védga ainulaadne veekogu oma bioloogiliste, geokeemiliste ja
fiitisikaliste omaduste poolest (Reunamo, 2015) olles maailma suuruselt teine riimveekogu,
millest suurem on vaid Must meri. Lddnemere pindala on 377 000 km?, koos Taani vdinade ja

Kattegatiga 415 000 km? (Riemann et al., 2008).

Mobtteliselt voib Ladnemere jagada kaheks osaks — pohjaosaks ja Ava-Ladnemereks. Pohjaosa
moodustavad Botnia laht ja Botnia meri ning Soome laht. Ava-Laédnemeri jaguneb pdhja- ja
1dunaosaks ning Lédne- ja Ida-Gotlandi basseiniks. Ainsa tthenduse maailmamerega tagavad
kitsad Taani vdinad — madalamates osades jaéb siigavus ainult 8-18 meetri vahele, mistdttu
loetakse Ladnemerd poolkinniseks mereks. Seetdttu on soolase merevee sissevool piiratud —
umbes 475 km?® aastas. Samaaegselt toimub riimvee véljavool Pdhjamerre, mis moodustab
ligikaudu 940 km? ning maismaalt lisandub pidevalt magevett (ca 660 km? aastas) enam kui
250 joest (Ruskule et al., 2009). Need samaaegselt toimuvad protsessid loovad riimveelised
tingimused, kus keskmine soolsus Taani vdinades on 10-35%., Lid&nemere avaosas 6—8%o
ning viheneb Soome ja Pdhjalahe sopi suunas, jdddes vahemikku 3—6%o, mis on ookeani

soolsusega (umbes 35%o) vorreldes viga madal (Sjoqvist et al., 2015)

Riimvee viljavool toimub pinnakihis, samaaegselt voolab soolasem vesi sisse pinnaaluses
veekihis, mille tulemusena on vesi selgepiiriliselt kihistunud soolsuse gradiendi jargi,
jagunedes madalama soolsusega pinnakihtideks ning suhteliselt suure soolsusega
stivakihtideks (Ruskule et al., 2009). Nende kahe erineva soolsusega kihi vahele jddvat
ohukest veekihti, nimetatakse soolsushiippekihiks ehk halokliiniks, mis eraldab madalama
soolsusega pinnavee kihte umbes 70 — 100 meetri siigavusel, kust alates soolsus pdhja suunas
muutub viga jarsult (Ojaveer et al., 2010) Peale selle toimub kihistumine ka kiilmema
pohjavee ja soojema pinnavee vahel, mis tekitab termokliini. Kihistumine takistab
hapnikurikka pinnavee segunemist pdhjaveega, mis tekitab siigavamates kihtides hapnikuvaba
keskkonna. Selle tulemusena jddvad saaste- ja toitained pohjakihtidesse I0ksu, tekitades
»surnud tsoone”, mis moodustavad kuni neljandiku Lé&nemere pohjast. Sddrastes karmides

tingimustes elamine on enamikele mereorganismidele raske katsumus (Ruskule et al., 2009).

Riimveeline keskkond, aeglane veevahetus Pohjamerega ning lithike geoloogiline ajalugu
(umbes 10 000 aastat) on tinginud eukariiootsete organismide vidikese liigilise koosseisu

vastupidiselt prokariiootidele (Paavola et al., 2005). Bakterite voime kiiresti paljuneda on
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andnud neile evolutsioonilise eelise kohastuda nende tingimustega lithikese aja jooksul,

muutes mikroorganismide kooslused vaga mitmekesiseks (Herlemann et al., 2016).

Taolises noores ja muutuvas 0kosiisteemis, kus bioloogiline mitmekesisus ei ole eriti rikkalik,
kannab iga liik oma rolli kogu siisteemistruktuuri ja diinaamika siilitamisel. Seega voib iihe
liigi kadumine pdhjustada kogu struktuurile p6drdumatut kahju, sest tikski teine liik ei ole
voimeline teda asendama. See muudab Léédnemere véga ainulaadseks, kuid samal ajal hapraks
Okosiisteemiks, mis on erinevate keskkonna muutuste ja reostuste suhtes vidga tundlik.
Kahjuks on Ladnemeri nimetatud koige saastatumate merede hulka maailmas (Ruskule et al.,
2009).

1.2 Reostus kui Liinemere peamine oht

1.2.1 Reostus Liinemeres

Kdige suurem oOkoloogiline probleem Lé&inemeres on eutrofeerumine. Korge toitainete
kontsentratsioon pohjustab vetikate vohamist ning tekib orgaanilise aine iiletootmine, mis viib
kogu oOkoslisteemi tasakaalust vilja. Kodige ilmekam nidide eutrofeerumisest on vetikate

oitsemine suvel suurtel merealadel (Ruskule et al., 2009).

Teine oluline probleem on inimtekkeliste ohtlike ainete (niiteks dioksiinid, poliiklooritud
bifeniiiilid, ravimijadgid, 10hkekehad, to0stusjddgid, elavhdbe ja pestitsiidid) sattumine mere
Okosiisteemi. Mitmed kemikaalid akumuleeruvad toiduahelas ning vdivad pdhjustada
mereorganismide miirgistust. Uheks selliseks kemikaaliks on metiiiilelavhdbe, mida eelmisel
sajandil toostuste reoveega hulgaliselt merre juhiti. Praegu jouab see erinevate meresaaduste
kaudu inimeste toidulauale (Garnaga, 2012; Rheinheimer, 1998). Naiteks on tiheldatud, et
moned Ladnemerest piiiitavad kalaliigid on niivord saastunud, et ei sobi enam inimese
toidulaual kasutamiseks, kuna mojuvad kahjulikult inimorganismi hormoon- ja

immuunsussiisteemile (Ruskule et al., 2009).

1.2.2 Laevaliiklus Liinemerel

Lidnemeri kuulub ka kd&ige tihedama laevaliiklusega piirkondade hulka maailmas.
Igapdevaselt viibib merel umbes 2000 registreeritud laeva ning igas kuus 1dbib Ladnemerd
kuni 5000 erinevat alust (Suzdalev et al., 2014). Tahtsamad laevateed kulgevad ldbi Taani
vdinade, iiletades Ava-Lédnemere, et jouda Soome lahe sadamatesse. Umbes pooled

Lainemerel litkuvatest kaubalaevadest veavad kaubana konteinereid, ro-ro veoseid, véetist,
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teravilja, puitu, metalli ja siitt. Teise poole moodustavad naftatankerid ja reisilaevad (Ruskule

et al., 2009).

Soome lahe ddres asub kokku 17 naftasadamat, mis kaitlevad naftat ja erinevaid naftasaadusi.
Nendest kuus asub Soomes, kuus Eestis ja viis Venemaal. Suurimad neist on Skoldvik,
Muuga, Primorsk, Vysotsk, St. Petersburg ja Ust-Luga. 2020. aastaks hinnatakse Léd&dnemere
kaudu veetava nafta ja naftasaaduste koguseks kuni 200 miljonit tonni aastas. Sddrane suur
liiklustihedus Ladnemerel tostab naftalekete toimumise tdendosust mitmekordselt. (Brunila ja

StorgArd, 2014).

1.2.3 HELCOM

Moistes Lidnemere majanduslikku, kultuurilist ja iihiskondlikku véértust ja vajadust koigile
Ladnemere-darsetele riikidele, sOlmiti 1974. aastal riikidevaheline Ladnemere kaitse
konventsioon. Seda seati juhtima alaline rahvusvaheline komisjon peakorteriga Helsingis,
rohkem tuntud Helsingi komisjoni ehk HELCOM (Ldidnemere merekeskkonna kaitse
komisjon) leppena. Leppe eesmirgiks on ennetada erinevate reostusallikate sattumist merre,
tehes koostood Taani, Rootsi, Soome, Saksamaa, Eesti, Lati, Leedu, Poola, Venemaa ja
Euroopa Liiduga, koordineerides rahvusvahelist koostood merekeskkonna kaitseks vastavalt
kaitsekonventsioonis ettendhtud punktidele. HELCOM-i t66 jaguneb viide valdkonda:
laevandus, mereohutus, maismaalt périnev reostus, eluslooduse kaitse ja keskkonnaseire.
HELCOM-i tulevikundgemuseks on tasakaalus tootav Ladnemere keskkond mitmekiilgsete
bioloogiliste komponentidega, mille tulemuseks on hea 0Okoloogiline keskkond ning
jatkusuutlik majanduslik ja sotsiaalne tegevus. Selle tihise eesmérgi ja visiooni nimel tootavad

Léadnemere-adrsed riigid, koondades oma joud HELCOM-i (http://www.helcom.fi/about-us).

1.3 Toornafta

Toornafta on kompleksne segu, koosnedes tuhandetest orgaanilistest iihenditest. Toornafta
koostis soltub leiukohast, kuid kirjanduse andmeil moodustavad alkaanid keskmiselt 30%,
tsiikloalkaanid 49%, aromaatsed iihendid 15% ja asfalteenid 6% kogumahust. PGhiliselt
koosneb nafta siisinikust ja vesinikust, kuid véiksemates kogustes sisaldab ka hapnikku,
vaavlit, lammastikku ja eriti véikestes kogustes teisi metallorgaanilisi tihendeid (Viggor et al.,
2013). Poliitsiiklilised aromaatsed stisivesinikud (PAH) on koige levinum orgaaniliste

tthendite rithm ning on kdige toksilisem osa toornaftast (Adbel-Shafy ja Mansour, 2016).

Erinevad naftasaadused satuvad merre juhuslikest naftaleketest, naftatankerite Onnetustest,
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nafta puurimisel leiukohtadest ning terminalidest. Lisaks on maismaalt périnev olme- ja
reovesi markimisvéirseks reostusallikaks (Kostianoy et al., 2005). 2017. aasta HELCOM-i
aruande kohaselt on avastatud Olireostuste arv ja kogumaht aasta aastalt vihenenud, kuid
probleem on siiski aktuaalne. Kokku avastati 2017. aastal 154 erinevat leket, millest 52 leidis
kinnitust, et tegemist oli dlilekkega. Ulejdianud lekete puhul oli tegemist kas kaladli, taimedli
vOi reoveega (Lisa 1). Tegemist on labi aastate kdoige madalama avastatud Slilekete arvuga.
Koigist avastatud 52 naftalekkest 43 olid viiksemad kui 1 m®. Suuremaid leide oli kolm, mis
olid vastavalt 6 m3 1,8 m® ja 1,4 m® (Lisa 2). Veel kiimme aastat tagasi oli avastatud
olilekkeid iile kahesaja ning viis aastat tagasi iile saja (Lisa 3) (HELCOM, 2018).

1.4 Bakterite roll naftasaaduste lagundamisel

Vorreldes Ladnemerd teiste meredega, on naftakatastroofi tagajdrjed sellel looduse
seisukohalt palju raskemad. Seda pohjustab Lédnemere madal soolsus, akvatooriumi viike
mahutavus, pohjapoolne asend ning vdhene veevahetus. Kuna tegemist on viikese suletud
merega, kiirendab see merre sattunud nafta kandumist rannikualadele. Pohjapoolne kiilmem
kliima ning hapnikuvaene keskkond aeglustavad omakorda nafta bioloogilist lagunemist.

Samuti raskendab naftakatastroofi likvideerimist talvine jddkate (Kaldma, 2007).

Bakteritel on oluline roll naftasaaduste ja teiste ohtlike kemikaalide lagundamisel mere
Okoslisteemis. Kuna tegemist on madala soolsusega veekoguga, erinevad siinsed
bakterikooslused tunduvalt mujal maailmameres olevatest kooslustest. Tundes nende
koosluste struktuuri ja seda, kuidas nad reageerivad erinevatele tingimustele, aitab meil
paremini mdista ja hinnata, kuidas erinevad faktorid mdjutavad Lédnemere Okosiisteemi

funktsiooni ja tasakaalu (Reunamo, 2015)

1.4.1 Alkaanide lagundamine

Alkaanid on kiillastunud siisivesinikud, mis koosnevad siisiniku ja vesiniku aatomitest. Nad
voivad olla lineaarsed (n-alkaanid), tsiiklilised (tsiiklo-alkaanid) voi hargnenud (iso-alkaanid).
Alkaanid, mis sisaldavad iihte kuni nelja siisiniku aatomit (nt propaan ja metaan) on
toatemperatuuril gaasilised. Molekulid viie kuni viieteistkiimne siisiniku aatomiga (nt heksaan
ja heptaan) on toatemperatuuril vedelad ning iile 15 siisiniku aatomit sisaldavad alkaanid on
juba tahkes olekus. Alkaanid moodustavad kuni 50% toornafta koostisest sdltuvalt leiukohast.
Samuti toodavad alkaane paljud elusorganismid nagu taimed, rohevetikad, bakterid voi

loomad. See selgitab, miks alkaane leidub viikestes kontsentratsioonides enamikes pinnase ja
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veekeskkondades (Labinger ja Bercaw, 2002).

Alkaanid on mittepolaarsed hiidrofoobsed molekulid, kus siisinike vahel asuvad viga piisivad
tihekordsed sidemed. Nende 16hkumiseks kulub viga palju energiat, mis muudab alkaanide
lagundamise mikroorganismidele keeruliseks (Stauffer et al., 2008). Sellest hoolimata
kasutavad paljud mikroorganismid, nditeks hdimkonnad Actinobacteria, Bacteroidetes,
Firmicutes ja Proteobacteria ning seened, erinevaid alkaane siisiniku- ja energiaallikana (van
Beilen et al., 2003; Harayama et al., 1999; Hamamura et al., 2008; Margesin et al., 2003;
Viggor et al., 2013; Binadzadeh et al., 2009). Paljud bakterid kasutavad siiski eelistatud
stisinikuallikana alkaanide asemel pigem teisi substraate (Margesin et al., 2003). Samas
eksisteerib  ka baktereid, mis kasvavad ainult alkaanidel, neid nimetatakse
stisivesinikklastilisteks bakteriteks (Yakimov et al., 2003). Niiteks perekonda Alcanivorax
kuuluvad tiived suudavad lagundada nii lineaarseid kui hargnenud ahelaga alkaane, kuid ei
suuda kasutada teisi energiaallikaid nagu aromaatsed iihendid ja suhkrud. Puhtas merevees
leidub Alcanivorax sp. vidhe ja ilmselt kasutab ta substraadina vetikate ja muude
mereorganismide poolt toodetud alkaane. Samas on tdheldatud, et naftareostuse jérel tduseb
perekond Alcanivorax sp. arvukus hiippeliselt, mistottu voib arvata, et need tiived méangivad

olulist rolli bioremediatsioonis (Brooijmans et al., 2009).

Alkaanide biodegradatsioon vOib toimuda nii aeroobsetes kui ka anaeroobsetes tingimustes.
Esimesel juhul kasutatakse elektronide aktseptorina hapnikku, teisel juhul nitraati, sulfaati,
rauaiooni vOi siisihappegaasi. Juhul kui n-alkaanid sisaldavad kahte vOi enamat siisiniku
aatomit, kulgeb aeroobne lagundamine terminaalset rada mdoda, 1dbi terminaalse
metiitilrithma oksiideerimise ning tekib primaarne alkohol. Edasise oksiideerimise tulemusena
saab sellest aldehiiiid, mis konverteeritakse rasvhappeks, millest B-oksiidatsiooni rajas tekib
rasvhappe atsetiiil-CoA (van Beilen et al.,, 2003). Samuti on tuntud ka n-alkaanide
subterminaalne lagundamine. Esmalt tekib alkaanist sekundaarne alkohol, mis
konverteeritakse temale vastavaks ketooniks ja seejdrel oksiideeritakse estriks. Ester
hiidroliitisitakse esteraasi poolt alkoholiks ja rasvhappeks. Mdlemad rajad, nii terminaalne kui
ka subterminaalne, vGivad eksisteerida korraga samas mikroorganismis (Whyte et al., 1998).
Kuigi rasvalkoholide ja rasvhapete oksiideerimine on mikroorganismide seas vdga levinud,
nouab alkaani molekulide aktiveerimine ensiilime, mis on vdhem levinud, kuid samas
kuuluvad nad erinevatesse ensiilimide klassidesse (Yakimov et al., 1998). Mikroorganismid,
kes kasutavad energia allikana lithikese ahelaga gaasilisi alkaane (C2-C4), omavad enamasti

ensililimi metaani monooksiigenaas. Keskmise ahela pikkusega vedelaid (C5-C16) voi pikema
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ahelaga tahkeid alkaane (>C16), lagundatakse sageli membraanseoseliste alkaani
hiirdoksiilaasidega (AlkB). Pikkade alkaanide (>C16) lagundamiseks kasutatakse peamiselt
kahte tiiiipi alkaani hiidroksiilaase - AImA ja LadA (Ayala ja Torres, 2004). LadA on kahest
komponendist koosnev ekstratsellulaarne termofiilne flaviinisdltuv oksiigenaas, mis kuulub
bakteriaalsete lutsiferaasi valkude perckonda ning oksiideerib C10-C30 alkaane. AImA on
flaviinseoseline Baeyer-Villiger tiiiipi tsiitoplasmaatiline monooksiigenaas, mis oksiideerib
C20-C36 alkaane (Throne-Holst et al., 2006).

1.4.2 Aromaatsete ithendite lagundamine

Toostusliku tegevuse tagajarjel satub keskkonda suurel hulgal aromaatseid ja poliitsiiklilisi
aromaatseid susivesinikke, mis moodustavad olulise osa looduskeskkonnas leiduvatest
inimtekkelistest saasteainetest nagu néiteks: benseen, tolueen, fenool, kresoolid, salitsiilaat,
naftaleen jne. Suur enamus nimetatud ihenditest mdjuvad elusorganismidele
kantserogeenselt, toksiliselt voi on muul viisil mutageensed (Mishra et al. 2001).
Aromaatsete iihendite hulk toornaftas varieerub 5% kuni 30% soltuvalt leiukohast

(Vanhoenacker et al., 2015).

Aja jooksul on mitmed mikroorganismid, pohiliselt bakterid ja seened, dppinud aromaatseid
tthendeid lagundama (Mishra et al., 2001). Selleks kasutatakse erinevaid kataboolseid radasid
(Joonis 1), mis paiknevad kas plasmiidis v3i kromosoomis. Juba 1994.a kirjeldati perekonda
Pseudomonas kuuluvate bakterite vdga head benseeni, tolueeni, ksiileeni ja naftaleeni

lagundamise voimet (Williams ja Sayers, 1994).

Benseen ja tolueen esinevad looduslikult naftas ja kivisdes ning on peamised bensiini
komponendid. Toostuslikult toodetakse tolueeni lahustite ja teiste kemikaalide 1dhteainena.
Tolueeni ja teiste aromaatsete ithendite esmane lagundamine on mikroorganismidele kodige
keerulisem, mis tuleneb benseenituuma keemilisest stabiilsusest. Tuuma destabiliseerimiseks
ja edasiseks degradeerimiseks aeroobsetes tingimustes kasutatakse hapnikku. Selleks on
bakteritel kahte tiilipi ensiiime — dioksiigenaasid ja monooksiigenaasid. Dioksiligenaasid
kataliitisivad cis-dihiidrodioolprodukti moodustumise ning see toodeldakse
dehiidrogeenimisega 3-metiiiilkatehhooliks. Monooksiigenaasid hiidroksiileerivad tolueeni
ortho-, meta- vdi para-asendis, millele jiargneb teine hiidroksiililimine sama voi erineva
hiidroksiilaasiga katehhooli moodustumiseks (Parales et al., 2008). de Lima-Morales et al.,
2016 nditas oma artiklis kahe Pseudomonas veronii tiive esinemist benseeniga Saastunud
aladel, kellel olid unikaalsed kataboolsed rajad benseeni degradeerimiseks, sisaldades
geeniklastrit, mis kodeerib isopropiililbenseeni dioksiigenaasi (de Lima-Morales et al., 2016).
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Fenooli lagundamiseks kasutavad mikroorganismid fenooli hiidroksiilaase, mis
hapnikuaatomi lisamisega aromaatsele tuumale konverteerivad fenooli katehhooliks (Dagley
ja Gibson, 1965). Fenooli hiidroksiilaasid jagunevad kahte gruppi - ithekomponentsed ja
multikomponentsed, mikroorganismide seas esineb rohkem viimati nimetatud hiidroksiilaase
(Futamata et al., 2001). Fenooli lagundamise voimet on kirjeldatud paljudel erinevatel bakteri
perekondadel nagu néiteks: Acinetobacter, Alcaligenes, Thauera, Azoarcus, Comamonas,
Pseudomonas, Bacillus (Cordova-Rosa et al .,2009; Valle et al., 2004; Sueoka et al., 2009).

Naftaleen on aromaatne bitsiikliline siuisivesinik, mida leidub erinevates naftasaadustes.
Tegemist on koige lihtsama ja poliitsiiklilistest aromaatsetest iihenditest (PAH) koige
paremini vees lahustuva iihendiga, mistdttu kasutatakse seda uurimaks bakterite vOimet
lagundada PAH-e. Baktereid, kes suudavad naftaleeni kasutada energia allikana on néiteks
perekonnad: Pseudomonas, Rhodococcus, Sphingomonas, Alcaligenes, Burkholderia,
Streptomyces, Polaromonas, Ralstonia ja Mycobacterium (Seo et al., 2009; Nair et al., 2008;
Pawar et al., 2013). Tavaliselt toimub naftaleeni lagundamine iile salitsiilaadi. Tuntuim
naftaleeni lagundamise rada paikneb Pseudomonas putida tiive G7 plasmiidil pNAH7.
Naftaleeni degradeerivaid ensiliiime kodeerivad geenid paiknevad kahes operonis: iilemises
operonis paiknevad naftaleeni salitsiilaadiks konverteerivate ensiilimide geenid ja alumises
operonis asuvad geenid, mis kodeerivad salitsiilaadi edasist lagundamist katehhooliks ning

jargnevateks pohiainevahetuse vaheiihenditeks vajaminevaid ensiiime (Yen ja Gunsalus,
1985).

Salitsiilaadi lagundamist on samuti palju uuritud just perekonna Pseudomonas tiivedel
(Sazonova et al., 2008; Chakrabarty, 1972; Joesaar et al., 2017; Ahn et al., 2017). Salitsiilaadi
lagundamiseks on kaks rada, iihe raja vaheiihendiks on katehhool ja teisel gentisaat (Civilini
et al., 1999). Salitsiilaat muudetakse kas salitsiilaadi 1-hiidroksiilaasi abil katehhooliks (Bosch
et al. 1999) voi salitsiilaadi 5-htidroksiilaasi (Fuenmayor et al., 1998) abil gentisaadiks.
Gentisaadi rada on vihem levinud kui katehhooli rada. Katehhooli aromaatne tuum
16hustatakse kas katehhooli 1,2-dioksiigenaasi voi 2,3-dioksiigenaasiga (An et al., 2001),
samas kui gentisaat degradeeritakse gentisaadi 1,2-dioksiigenaasiga (Chua et al., 2001).
Gram-positiivsetes bakterites, sealhulgas Streptomyces spp. on leitud, et salitsiilaadi
lagundamiseks voib iihel bakteril olla olemas nii katehhooli kui ka gentisaadi rada (Grund et
al., 1990).

Katehhooli dioksiigenaasid on looduses laialt levinud metalli sisaldavate bakteriaalsete

ensiiimide klass, mis méngivad olulist rolli aromaatsete iihendite lagundamises ldbi
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aromaatse tuuma avamise. Katehhooli dioksiigenaasid jagunevad kaheks grupiks:
intradioolsed (ortho rada, nt katehhooli 1,2-dioksiigenaas) ja ekstradioolsed (meta rada, nt
katehhooli 2,3-dioksiligenaas) dioksiigenaasid. See soltub sellest, millises orientatsioonis
toimub aromaatse tuuma avamine (Broderick, 1999). Ekstradioolsed ensiiiimid 16huvad
aromaatse tuuma hiidroksiileeritud siisiniku aatomi ja kdrvaloleva mittehiidroksiileeritud
siisiniku vahelt ning intradioolsed dioksiligenaasid I6huvad tuuma kahe hiidroksiiiilriihma

vahelt (Harayama ja Rekik et al., 1989).

Bakteriaalne aeroobne aromaatsete {ihendite lagundamine toimub mitmeetapiliselt. Esmalt
muudetakse substraat dihiidroksiiaromaatseks vaheiihendiks, milleks on kas katehhool,
gentisaat, protokatehhuaat voi nende derivaadid (Joonis 1). Selles etapis osalevad ensiitimid
nagu mono- ja dioksiigenaasid kataliilisivad iithe voi kahe hapniku aatomi sisestamist
aromaatsele ithendile hiidroksiiiilriihmana (van der Meer et al., 2002). Katehhool ja
protokatehhuaat suunatakse edasi kas ortho- voi meta katabolismiratta. Ortho-
lagundamisrajas kataliiiisib benseenituuma avamist katehhooli puhul katehhooli 1,2-
dioksiigenaas (C120) ja protokatehhuaadil protokatehhuaadi 3,4-dioksiigenaas (P340).
Ornston ja Stainer nditasid Pseudomonas putida rakkudes protokatehhuaadi ja katehhooli
kataboliseerimisel kahe paralleelse ortho-lagundamisraja olemasolu (Ornston ja Stanier,
1966). C120 ensiiiimi aktiivsaidis asub Fe(Ill), kuhu reaktsiooni kdigus seondub esmalt
substraat, tekitades Fe®* ja katehholaadi kompleksi ning seejirel hapnik. Edasiste
reaktsioonide kaigus lagundatakse aromaatne tuum Ccis,cis-mukonaadiks, mis 15puks
konverteeritakse suktsinaadiks ja see omakorda siseneb pdhiainevahetusradadesse (van der
Meer, 1997). P340 lagundab aromaatse tuuma 3-karboksii-cis,cis-mukonaadiks, mis edasi
siseneb pdhiainevahetusse atsetiiiil-CoA-na. Katehhooli ja protokatehhuaadi meta rajas
lagundamist viivad 1dbi vastavalt katehhooli 2,3-dioksiigenaas (C230) ja protokatehhuaadi
4, 5-dioksiigenaas (P450). C230 aktiivtsentris asub Fe?*. Reaktsiooni kidigus avatakse
aromaatne tuum hiidroksiiiilriithmade korvalt, mille tulemusena tekib 2-hiidroksiimukonaat-6-
semialdehiiiid ning jidrgnevate reaktsioonide kéigus konverteeritakse tekkinud substraat
pliruvaadiks ja atseetaldehiiiidiks (Joonis 1) (Harwood ja Parales, 1996). Gentisaadi
lagundamist  kataliitisib  gentisaadi  1,2-dioksligenaas  (G120) ning moodustub
maletililpiiruvaat (Harpel ja Lipscomb, 1990).
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Joonis 1. Aromaatse tuumaga Tiihendite lagundamine aeroobsetes tingimustes (C120
katehhooli 1,2-dioksiigenaas, P340 protokatehhuaadi 3,4-dioksiigenaas, C230 katehhooli
2,3-diokstigenaas, P450 protokatehhuaadi 4,5-dioksiigenaas, G120 gentisaadi 1,2-
dioksiigenaas), modifitseeritud joonis (Harwood ja Parales, 1996).

1.5. Laanemere mikroobikooslused

Liadnemere mikroobikooslusi on siiani uuritud védga palju 16S rRNA geeni pdhiste
analiiisidega (Edlund et al., 2008; Koskinen et al., 2011). Madala soolsuse tottu erinevad
siinsed bakterikooslused tunduvalt mujal maailmameres olevatest kooslustest (Reunamo,
2015). Ténu unikaalsele keskkonnale voib Lédnemerest leida koos nii mere-, riim-, kui ka

magevee bakteri liike (Koskinen et al., 2011).

Koskinen koos tookaaslastega kogus 2008.a veeproove kahest erinevast Lé&nemere
piirkonnast. Proovid vdeti Soome lahe avamere osast kolmest erinevast proovipunktist 1 m ja
30 m stligavuselt veepinnast ning 1 m kauguselt merepdhjast. Samuti koguti veeproovid
ranniku ldhedalt 1 m ja 10 m sligavuselt (Joonis 2). Bakterite mitmekesisuse ja struktuuri
uurimiseks kasutati 16S rRNA geeni V3 segmendi 454 piirosekveneerimist. Saadud
uurimustulemused nditasid, et erinevatelt sligavustelt voetud proovide bakterikooslused on
erinevad, kuid omavahel olid sarnasemad samalt siigavuselt voetud veeproovide kooslused.
Koosluste 16S rRNA geeni jérjestuste analiilis néitas, et 53% kdikidest jérjestustest sarnanesid
Gammaproteobacteria klassi kuuluvate bakterite jarjestustega, millest kdige arvukamalt oli

esindatud koikides proovipunktides perekond Pseudomonas (45% jérjestustest). Teine koige
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enam esindatud perekond oli Oleispira (9%), kelle jérjestused proovipunktide 16ikes olid viga
ebaiihtlaselt jaotunud (99% jérjestustest leiti iihest proovipunkti kooslusest). Teised
kooslustes  esindatud suurema osakaaluga klassid olid Flavobacteria (13%),
Betaproteobacteria (7%), Alphaproteobacteria (6%) ja Actinobacteria (4%) (Koskinen et al.,
2011).

100% —

= Acinetobacter ® Arcobacter = Bacillariophyta

™ Cellvibrio ® Chlorophyta % Crenothrix

= Cryptomonadaceae = Desulfobacterium C ® Desulfobacula

® Erythrobacter ® Flavimonas Flavobacterium

® Fluviicola ® Gplla » Haliangium

= Leucothrix = Maricaulis B Mariniflexile

® Marinomonas L Mmhylobactcrd ® Oceanospirillum

® Oleispira a # Opitutus ¥ Polaribacter

B Polaromonas L Pscudom)nase Rhodobacter

® Rubritalea Shewanella Subdivision 3 (genera incertae sedis)

® Sylfurimonas ® Verrucomicrobiaceae (genera incertae sedis) WS3
Xiphinematobacteriaceae (genera incertae sedis) Other genera

Joonis 2. 2008. aastal voetud Laddnemere rannikuldhedase (KV) ja kolme erineva avamere
proovipunkti (LL7, LL12, ja TPDEEP) koosluste seitsme kdige suurema osakaaluga
bakteriperekonna suhtelised arvukused. Proovipunktide jirel olevad numbrid (1m, 10m, 30m
jne.) nditavad, kui siigavalt veeproov vdeti. a - Oleispira; b - Sulfurimonas; ¢ -
Desulfobacterium; d - Methylobacter; e - Pseudomonas; f - Crenothrix; g - Desulfobacula.
(Koskinen et al., 2011).

Riemann jt. (2008) kogusid oma uurimistéds 2003. aastal maértsist kuni oktoobrini ja 2004.
aasta mais pinnaveeproove lithest Lidnemere keskosas paiknevast uurimisjaamast umbes 3
meetri stigavuselt iga ithe kuni kolme nidala tagant, et uurida bakterikoosluste hooajalist
muutumist varieeruvates keskkonnatingimustes. Téaielikuma iilevaate saavutamiseks kasutati
koosluste uurimiseks DNA-pohiseid (16S rRNA geenifragmendi klooniraamatukogude
koostamine, 16S rRNA geenifragmendi DGGE profiilide analiiiis) ja kultiveerimis-pdhiseid
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(tiivede isoleerimine mikrokosmidest ja erineva koostisega agarplaatidelt) meetodeid. Nende
uuring nditas, et LidfAnemere pinnavee mikroobikooslused on pigem tiilipilised magevee
bakterikooslused ning puuduvad mitmed merekeskkonnale tiitipilised taksonid. Agarplaatidelt
isoleeriti kokku 209 bakteritiive, mis jagunesid hdimkondadesse Alphaproteobacteria (37%),
Actinobacteria  (27%) ja Bacteroidetes (20%), Gammaproteobacteria (12%),
Betaproteobacteria (3%) ja Firmicutes (iiks isolaat). 16S rRNA geenifragmendi
klooniraamatukogudest saadud 151 klooni jirjestuste analiiiisi tulemusel olid kooslustes
esindatud hdimkonnad Bacteroidetes (28%), Verrucomicrobia (20%), Cyanobacteria (19%),
Actinobacteria (13%), Planctomyces (6%), Alphaproteobacteria (5%), Gammaproteobacteria
(5%) ja Betaproteobacteria (4%) (Joonis 3).

14 april 2 July 8 October 17 May
2003 2003 2003 2004
(39) (33) (68) (69)

4 Y

(45) (37) (59) (10)

B l
C % of all % of all
isolates clones
(209) (151)

== Actinobacteria
= -Froteobactena
s 3-Proteobacteria
=3 y-Proteobacteria
wmm= Bacleroidetes
wmmm Cyanobacteria
m=== Planctomyces
m== Verrucomicrobia
mmmms Other groups

Joonis 3. Ladnemere keskosast erinevatel ajahetkedel voetud proovidest isoleeritud tiivede (A)
ja koosluste 16S rRNA geenifragmendi klooniraamatukogude kloonide (B) jirjestuste
mitmekesisus klassi tasemel. Proovide summeeritud isolaatide ja kloonide fiilogeneetiline
kuuluvus (C), koguarv on mérgitud diagrammi kohale. (Riemann et al., 2008).

Vorreldes agarplaadilt isoleeritud ja klooniraamatukogude jérjestuste pdhjal saadud tulemusi,
el esinenud plaadilt isoleeritud tiivede seas suuri hooajalisi erisusi, kuid margati olulisi
muutusi koosluste klooniraamatukogudes aastaaegade vahetumisel. Nditeks véhenes
Verrucomicrobia osakaal 38%-It kevadel 9-19%-ni suvel, samas tousis Bacteroidetes oskaal
13%-It 38%-ni siigisel. Samuti tousid Gammaproteobacteria ja Planctomyces esindajate
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osakaal siigisel. Koosluste muutumise olulisteks teguriteks peeti toitainete kittesaadavust,

fiitoplanktoni biomassi kontsentratsiooni ja vee temperatuuri (Riemann et al., 2008).

2011. aasta talvel ja 2012. aasta suvel kogus Rieck (2015) oma uurimisriithmaga kolmest
erineva soolsusega Léadnemere piirkonnast pinnaveeproove, et vorrelda sealseid
mikroobikooslusi suve- ja talveperioodil, kasutades proovide 16S rRNA geeni V3 ja V4
segmendi jérjestuste sekveneerimiseks 454 piirosekveneerimist. Saadud tulemused néitasid, et
talveperioodil voetud proovide mikroobikooslused olid mitmekesisemad kui suvel kogutud
proovide omad. Koikides proovipunktides olid domineerivateks klassideks Alfa-, Beta-,
Gamma- ja Deltaproteobacteria ning Bacteriodetes (Joonis 4).
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. l . I Bacteroidetes_Flavobacteria
90.00 90.00 other Bacteroidetes
Chlamydiae
£0.00 80.00 = =
S s =1 = = Chlorobi
o e
S S |
00— i - — 7000 = Chloroflexi
@ @ ‘
e 660 ! 2 &5 # Cyanobacteria
< ]
= = u Deferribacteres
= i =
= 00 = 0w 1 = Firmicutes
= ] = =
s < = Planctomycetes
o 00 3 o 00 Y
.E' E = Alphaproteobacteria
@ 3000 = 30.00
— ..5 m Betaproteobacteria
@ @
- S
20.00 20.00 = Gammaproteobacteria
® Deltaproteobacteria
10.00 10.00 -
. other Proteobacteria
0.00 — - - 0,00 = . . . - = Epsilonproteobacteria
& & r & S 53 & o Iy o &
& ¢ & ¢ N & & & §® N AR
£ B &5 aes o RSN iF 58 PN Spirochactac

& 3 j » v7 > 3¢ <7
< < Q QT X < A < ¥ = Vermucomicrobia

®other bacteria

Joonis 4. Ladnemere pinnaveeproovidest (A - suvi, B - talv) eraldatud osakestele kinnitunud
(PA) ja vabalt elavate (FL) bakterikoosluste suhtelised arvukused Kklasside tasemel,
modifitseeritud joonis (Rieck et al., 2015).

Viiksem osakaal koosluses oli Flavobacteria, Actinobacteria, Planctomycetes,
Cyaonobacteria ja Verrucomicrobia esindajatel. Talveperioodil domineerisid peamiselt
Alpha-, Gammaproteobacteria, Bacteroidetes, Verrucomicrobia ja Actinobacteria esindajad
ning suveperioodil Planctomycetes, Cyanobacteria, Bacteroidetes, Alpha-, Beta- ja
Gammaproteobacteria. Lisaks mairgati, et Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria ja
Planctomycetes suhteline arvukus suurenes merevee soolsuse toustes, samas kui
Actinobacteria, Betaproteobacteria ja Bacteroidetes suhteline arvukus soolsuse toustes
véhenes oluliselt (Rieck et al., 2015).
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Bakteritel on tdhtis roll erinevate kemikaalide lagundamisel mere keskkonnas. Pracguseks on
teada, millised on peamised hdimkonnad Lédnemere mikroobikoosluses ning kuidas nende
osakaalud muutuvad erinevate keskkonna tegurite mojul. Enamus t6id on keskendunud soojal
perioodil kogutud proovidest koosluste iseloomustamisele, kuid vihem on uuritud talviseid
kooslusi. Erilist huvi pakuvad kooslused/mikroobid, kes vastutavad naftasaaduste (suurima
toendosusega toimuda voiv reostus) lagundamise eest talvisel ajal kui vilistemperatuur on
madal ja meri kaetud jadga. Uute tiivede isoleerimine ja iseloomustamine aitab meil paremini
moista mikroobikooslustes toimuvaid muutusi ning nende reageerimist reostusele.
Kataboolsete ensiitimide uurimine, aitab leida uusi potentsiaalseid tiivesid, keda kasutada
bioremediatsiooni strateegiate véljatootamisel ja parandamisel, et saavutada erinevate

toksiliste tihendite efektiivne lagundamine aastaringselt.
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 Too eesmirgid

Kéesoleva uurimist66 eesmarkideks on:

a) hinnata kiilmal perioodil Laanemere pinnavee ja setete mikroobikoosluste kataboolset
potentsiaali erinevate naftast parinevate siisivesinike lagundamisel;

b) isoleerida ja iseloomustada mikroobitiivesid, keda oleks v&imalik kasutada
bioaugmentatsioonil dlireostuse likvideerimiseks;

C) tuua vilja geneetilised tegurid, mis vastutavad aromaatsete ja alifaatsete iihendite

katabolismi eest.

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Veeproovide votmine, filtreerimine ja DNA eraldamine

Veeproovid voeti 2016. aasta jaanuaris kolmest Lddnemere piirkonnast umbes 0,5 m
siigavusest veekihist (TU Mereinstituut, Arno Pdllumée) ning viiest proovipunktist rannikul.
Lisaks veeproovidele voeti rannikult ka sedimendiproovid. Tépsed asukohad on mirgitud

Joonisel 5. Veeproovid toodi laborisse 10-liitristes steriilsetes kanistrites.

Koosluste DNA eraldamiseks filtreeriti veeproovid tihe liitri kaupa 14dbi 0,22 um poori suuruse
ja 47 mm diameetriga steriilsete filtrite (Sartotius AG, Saksamaa). Filtrid paigutati -80 °C
juurde steriilsetes koekultuuritopsides kuni DNA eraldamiseni. Filtritelt koosluse DNA
eraldamiseks kasutati MO BIO PowerSoil™ DNA Kit’i (MO BIO Laboratories, Inc.,
Carlsbad), jargides tootjapoolset protokolli.

2.2.2 Mikrokosmid ja bakteritiivede isoleerimine

Mikrokosme kasvatati 250 ml Erlenmeyer’i kolbides, millesse lisati 50 ml merevett voi 5 g
sedimenti ning 45 ml sama proovipunkti filtersteriilitud merevett ja toornaftat
16ppkontsentratsiooniga 1%. Kolbe inkubeeriti ringloksutil 100 rpm/min kolm nédalat
temperatuuridel 4 °C, 10 °C, 15 °C ja 20 °C. Kolme nddala moddudes voeti kolbidest
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koosluse DNA eraldamiseks 40 ml proovi ning eraldati sellest bakterirakud
tsentrifuugimisega 5000p/min 25 minutit. Saadud bakterimassist eraldati koosluste DNA
vastavalt punktis 2.2.1 kirjeldatule.

Mikroobid isoleeriti vee- ja sedimendiproovide otsekiilvidest kui ka mikrokosmidest.
Viljakiilvid tehti proovide erinevatest lahjendustest minimaals66tme plaatidele, mis sisaldasid
1x mineraalainete segu M9 (Adams, 1959), 1x mikroelementide segu (Bauchop ja Elsden,
1960) ja 1,5% agarit. Tassi kaanele asetati filterpaber, millele lisati 200 pl substraati
(heksadekaani, heptaani, diiselkiitust, toornaftat). Naftaleeni lisati tassi kaanele Kkristallidena.
Lisaks tehti viljakiilvid selektiivsootmetele, kus substraadiks kasutati naatriumsalitsiilaati (1,3

mM) véi fenooli (2,5 mM).

Kiilve inkubeeriti 3 nddalat 20 °C juures. Puhaskultuuride isoleerimiseks tehti lahjenduskiilv
morfoloogiliselt erinevatest kolooniatest R2A tassidele. Oved kdrvaldati kasutades BOX-PCR
metoodikat (Louws et al., 1994), analiiiisides puhaskultuuride genoomseid sdrmejalgi. Saadud

puhaskultuure séilitati gliitseroolis -80 °C juures.

2.2.3 Geenifragmentide amplifitseerimine

Geenide (16S rRNA, C230, LmPH, alkM, alkB, almA) fragmendid amplifitseeriti PCR
meetodil. PCR reaktsioonisegu 10ppmaht oli 25 ul, mis sisaldas 1x 16ppkontsentratsiooniga
PCR puhvrit [75 mM Tris-HCI, pH 8,8; 20 mM (NH4)2SOg4; 0,01% Tween 20], 2,5 mM
MgClz, 0,2 mM igat nukleotiidi (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0,8 uM praimereid (Tabel 1),
0,5 U Tag DNA Polymerase (Thermo Scientific™, Leedu) ja 0,5-3 ul raku liisaati.
Liitisimiseks kuumutati rakke 96 °C juures 15 minutit ning rakukestad eraldati
tsentrifuugimisel 13000 x g, 1 min. Amplifikatsiooniprogramm algas initsiatsioonietapiga 95
°C 5 minutit. Jargnevad etapid kordusid 30 tsiikli véltel: DNA ahelate denaturatsioon 95 °C 1
minut, praimerite seondumine vastava seondumistemperatuuri juures (Tabel 1) 1 minut, DNA
stintees 72 °C juures vastavalt eeldatava produkti suurusele arvestusega, et 1000 ap siinteesiks

kulub tiks minut. Peale viimast tsiiklit toimus 16ppekstensioon 72 °C 10 minutit.
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Tabel 1. T66s kasutatud praimerid

Praimeri o § o0 =
Sihtméark nimetus 5’>3’ jarjestus g = g E S Viide
geen 28 | iz |38
> = .=
32| 2E | &3
AGAGTTTGATCATGGCTC Weisburg et
PCRI AG al.,
(1991)
55 2 ~1500
PCRII TACGGTTACCTTGTTACG
ACTT
16S rRNA
GTATTACCGCGGCTGCTG Vedler et
SEQ1 a 57 1 480 | 1™ (2000)
PRBA338f* ﬁgTCCTACGGGAGGCAGC Lane (1991)
53 1,5 ~220 Muvzer et
PRUN518r | ATTACCGCGGCTGCTGG Y
al. (1993)
AIKBE! TACGGNCACTTYTACVYC Viggor et
GA al., (2013)
alkB . | CCRTARTGYTCGAGRTAG 50 ! ~370
AlIkBR
TT
AIKME CGIGIIGCIACICCTGAAGAT _
alkM CCAGC 50 1 -370 Margesin et
ITTATTITTCCAICTATGCTC al., (2003)
AIKMR TGG
. TTCGTTCWGAYTCKGATA
AciAlmaF .
almA TGTC 50 1 ~700 Kiéesolev
AciAlmaR CTTGGWGTAAAGTGTTTC t60
ATATCC
heUf CCAGGSBGARAARGAGAR
LmPH P GAARCT s . 20 | Futamata et
CGGWARCCGCGCCAGAAC al., (2001)
pheUr CA
Pheh-3F CGKATGACSTACGGCTGG
LmPH ATGGGCG 605 1 -870 Sandhu et
Pheh-3R ACGTCCTGTTCGATGATCT ' al., (2009)
CCTTGATCCGC
RHO-f GCCGCCACCGACAAGTT Tancsics et
€120 RHO-r | CACCATGAGGTGCAGGTG | ' ! 630 | a1, (2008)
ACiC120F CGTGCWGATGARGCHGAT )
C120 GC 57 1 512 Kiesolev
. ACGIGTYGCRAADGCAAA to0
AciC120R
GTC
ORF-E AGGTGWCGTSATGAAMA
AAGG Junca et al.
2 60->55 1 ~ !
€230 TYAGGTSAKMACGTTCAK i 930 (2004)
ORF-R
GAA
M13-F CATTTTGCTTGCCGGTCA . . Thermo
Vektor 50 Variee | Varieer Scientific™
pTZ57RIT M13-R AACAGCTATGACCATG rub ub Leedu !
Kordus- CTACGGCAAGGCGACGCT Varieer | Louws et
jérjestus BOXAIR | 5ace 23268 | 198 | T h | Al (1994)

* GC-klmaber (CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG, Muyzer et al., (1993)) on
lisatud praimeri 5’ otsa.
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2.2.4 Geelelektroforees

PCR edukust kontrolliti geelelekroforeesil 100 V juures 1x TAE puhvris. Geelina kasutati
0,8% agaroosgeeli 1x TAE puhvris, millele lisati DNA visualiseerimiseks etiidiumbromiidi
(0,5 pg mlt). Geeli hambasse kanti 6 pl proovi, mis segati eelnevalt 1 pl laadimispuhvriga
(6x MassRuler™ Loading Dye Solution; 10 mM Tris-HCI, pH 7,6; 0,03% broomfenoolsinine;
60% gliitserool; 60 mM EDTA; (Thermo Scientific™, Leedu)). Produkti suuruse hindamiseks
kasutati 1 kb suurust DNA suurusmarkerit (GeneRuler™; Thermo Scientific™, Leedu). Geeli

pildistati UV transilluminaatoril.

2.2.5 Sekveneerimine

Amplifitseeritud geenifragmentide sekveneerimiseks toddeldi PCR segu praimerite
16hkumiseks ja nukleotiidide inaktiveerimiseks ensiilimidega eksonukleaas I (Exol; Thermo
Scientific™, Leedu; 1dppkontsentratsiooniga 0,36 U ul?) ja kreveti aluselise fosfataasiga
(SAP; Thermo Scientific™, Leedu; 1dppkontsentratsiooniga 0,14 U pl?) 37 °C 15 minutit.
Seejdrel ensiitimid inaktiveeriti 80 °C juures 15 minutit. Sekveneerimiseks kasutati BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit-i (Applied Biosystems Inc., USA) vastavalt

tootjapoolsele protokollile.

Sekveneerimisreaktsioon viidi 1dbi PCR programmiga, mis koosnes 30 tsiiklist. Iga tsiikkel
sisaldas kolme etappi: DNA ahelate denaturatsioon 95 °C 15 sekundit, praimerite seondumine
vastaval seondumistemperatuuril (Tabel 1) 10 sekundit ning DNA siintees 60 °C juures 45
sekundit.  Geenifragmendid  sekveneeriti  Applied  Biosystems  tdisautomaatse

kapillaarsekvenaatoriga 3730xI DNA Analyzer.

2.2.6 Sekveneeritud jérjestuste analiiiis

Sekveneeritud jérjestuste analiilisimiseks kasutati programmi BioEdit 7.2.5 (Hall, 1999).
Saadud geenijérjestusi vorreldi BLAST (The Basic Local Tool Alignment Search Tool)
otsingumootori abil jérjestustega GeneBank andmebaasis
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Vastavate fiilogeneetiliste puude tegemiseks
kasutati Mega (verisoon 7.0.21) programmi (http://www.megasoftware.net/).
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2.2.7 Denatureeriva gradiendiga geelelektroforees (DGGE)

16S rRNA geenifragmentide DGGE analiiis (Muyzer et al.,, 1993) viidi ldbi
INGENYphorU-2 x 2 elektroforeesisiisteemiga (Ingeny International, Holland) vastavalt
tootjapoolsele protokollile, kasutades 40-60% denatureeriva gradiendiga (100%
denatureeriv gradient sisaldab 7 M uureat ja 40% formamiidi) 10% poliiakriiiilamiidgeeli
(akriitilamiid-bisakriiiilamiid 37,5:1), mis oli valmistatud 1xTAE puhvris. Poliimerisatsiooni
kataliisaatoriteks ~ olid ~ ammooniumperoksiisulfaat (APS; 04 pul mlY) ja
tetrametiiiiletiileendiamiin (TEMED; 0,53 pl ml™). Geeli hambad valmistati denaturantideta
akriiiilamiidide lahusest. Uhte geelihambasse kanti ~500 ng koosluse DNA-It
amplifitseeritud 16S rRNA geeni PCR produkti (eelnevalt PCR produkt sadestati 25 min -
20°C juures 1/10 mahu 5M NaCl ja 2 mahu 96% etanooliga; tsentrifuugiti 13000 x g, 15
min; sade pesti 200 ul 70% etanooliga; tsentrifuugiti 13000 x g, 4 min; sade lahustati 25 pl
vees. DNA kontsentratsioon mdddeti spektrofotomeetriga NanoDrop ND-1000 (NanoDrop
Technologies, USA)) ja 6 pl laadimispuhvri (6x MassRuler™ Loading Dye Solution;
Fermentas, Leedu) segu. Elektroforees viidi 1dbi 1x TAE puhvris konstantsel temperatuuril
60 °C, 13 tundi, 100 V pinge juures. Geeli viarviti 15 minutit MilliQ vees, kuhu lisati
etiidiumbromiidi (EtBr; 0,5 pg 1Y) ning parast pesti geeli 15 minutit MilliQ vees. Geeli
pildistamiseks kasutati Molecular Imager® Gel Doc™ XR (Bio-Rad Laboratories, Inc.,
USA) UV transilluminaatorit ja arvutiprogrammi Quantity One® (Bio-Rad Laboratories,
Inc., USA). DGGE geelipildi analiiiisiks kasutati GelCompar II (Applied Maths BVBA,
Belgia). Andmestiku korrastamisel jérgiti Lenskaja (2014) kirjeldatud protokolli.
Dendrogrammi koostamisel kasutati densitomeetriliste kdverate pohist Pearson’i produkt-
moment Kkorrelatsiooni sarnasuse koefitsenti, 0,35% optimisatsiooniga. Sarnasusmaatriks

leiti aritmeetilisi keskmisi kasutavat kaalumata paaride meetodit (UPGMA).

2.2.8 Geenifragmendi klooniraamatukogude koostamine

DNAIt amplifitseeritud geenifragmendid puhastati geelist kasutades QIAquick Gel Extraction
Kit (Qiagen) ja ligeeriti vektorisse pTZ57R/T kasutades InsTAclone™ PCR Cloning Kit-i

(Thermo Scientific™, Leedu) jirgides tootjapoolset protokolli.

Ligaasisegu (10ul) sadestati 25 pl 96% etanooli ja 1 pul 5SM NaCl lahuse lisamisega. DNA
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sadenemiseks asetati proovid 20 minutiks -20 °C juurde, seejarel tsentrifuugiti 15 minutit 4 °C
juures 13 000 x g ning pesti kaks korda 150 ul 70% etanooliga. Saadud sade kuivatati ning

voeti tiles 5 pul mQ vees.

Sadestatud ligaasisegu viidi elektroporatsiooni teel E. coli DH5a kompetentsetesse
rakkudesse. Kompetentsete E. coli rakkude saamiseks kiilvati 120 pl iiledo kasvatatud
rakukultuuri 5 ml LB-vedels66tmesse ning kasvatati 2 tundi 37 °C juures. Seejérel eraldati
rakud s66tmest tsentrifuugimise teel 13 000 x g 1 minut. Saadud rakumassi pesti kaks korda
kiilma 500 pl steriilse mQ veega ja kaks korda kiilma 200 pl 10% gliitserooliga. Peale seda
suspendeeriti rakud 50 pl 10% gliitseroolis.

Kompetentsetele rakkudele lisati 2,5 pl sadestatud ligaasisegu ning pipeteeriti
elektroporatsioonikiivetti. Elektroporatsioon viidi 1dbi “BioRad” elektroporaatoriga “E. coli
pulser” pingel 2500 V. Peale elektroporeerimist valati kiivetti LB sdddet proovi
tihtlustamiseks ning kallati tagasi katseklaasi. Seejdrel kasvatati rakke tund aega 37 °C juures
ning peale seda kontsentreeriti rakud tsentrifuugimisega ning plaaditi LB-tardso6tmele, kuhu
oli selekteerimise eesmirgil lisatud ampitsilliini (Amp, 150 pg ml?! ), isopropiiiil-B-D-
tiogalaktopiiranosiidi (40 pg ml™?) ja 5-bromo-4-kloro3-indoliiiil- B-D-galaktopiiranosiidi (40
ng ml?t) ning kasvatati {ile6d 37 °C juures. Kloneerimise dnnestumist kontrolliti sini-valge

testi abil. Edasises t00s kasutati valgeid kolooniaid.

Viljavalitud bakterikolooniad kiilvati steriilse tikuga Amp-ga LB-tardsodtmega tassile ning
kasvatati 37 °C juures iiledo. Insertsiooniga vektori olemasolu kontrolliti vektori praimeritega
(Tabel 1) ldbi viidud PCR reaktsiooniga. LB-Ampi-tardsdotmel iile6o kasvanud rakke lisati
PCR segusse steriilse pipetiotsikuga. PCR tulemust kontrolliti geelelektroforeesiga (2.2.4).
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2.3 Tulemused ja arutelu

Ladnemerd iseloomustab tihe inimasustus rannikualadel, aktiivne laevaliiklus merel ja vilgas
kaubandustegevus arvukates kaubasadamates, mis on pdhjustanud Ladnemere saastumise
erinevate naftasaaduste ning to0stusest ja poOllumajandusest pidrit kemikaalidega
(Rheinheimer, 1998). Bakteritel on oluline roll nende kahjulike ainete kdrvaldamisel mere
Okosiisteemist (Reunamo, 2015). Kuigi Lidnemere mikroobikoosluste liigilist mitmekesisust
on kisitletud paljudes teadusartiklites (Edlund et al., 2008; Koskinen et al., 2011; Riemann et
al., 2008; Rieck et al., 2015), on senini vihe uuritud nende kataboolset potentsiaali erinevate
naftast périnevate ja teiste kemikaalide lagundamisel. Senised uuringud on kisitlenud
naftasaaduste lagundamist soojal perioodil (Reunamo, 2015; Viggor et al., 2013; Reunamo,
2013; Vedler et al., 2013). Kuna tegemist on pdohjapoolse kiilmema kliimaga alaga, mis
aeglustab nafta bioremediatsiooni, on ka oluline uurida naftasaaduste bioloogilist lagunemist

ja selles osalevaid mikroobikooslusi kiilmal perioodil.

2015. aastal algatati kolme riigi (Eesti, Soome, Venemaa) tihisprojekt OILMICROB (ERA-
NET RusPlus Programm). Projekti eesmérgiks oli hinnata L&&nemere mikroobikoosluste
naftasaaduste kataboolset potentsiaali nii pinnavee proovides kui ka setetes kiilmal ja soojal
perioodil (suvi ja talv). Lisaks seati eesmirgiks isoleerida mikroobe, keda oleks voimalik
kasutada tulevikus naftareostuse likvideerimisel. Kéesolev bakalaureusetod on osa
OILMICROB projektist ning eesmérgiks on uurida Lddnemerest 2016. aaasta talvel voetud
proovidest 1soleeritud bakteritiivede alkaanide ja aromaatsete {iihendite lagundamise

kataboolset potentsiaali.

2.3.1 Proovipunktide kirjeldus

2016. aasta jaanuaris voeti vee- ja sedimendi proovid kolmest Ladnemere piirkonnast (Joonis
5A) - Tallinna lahest (A), avamerelt (B) ja Narva lahest (C). Tallinna lahest voeti veeproov
umbes 6 km kauguselt Tallinna sadamast, tiheda mereliiklusega piirkonnast. Proovipunkt C
asub kahe kilomeetri kaugusel Narva joe suudmest, mistttu on see teistest enam mdjutatud
magevee sissevoolust. Avamerelt voetud proovipunkt (B) asus kdige kaugemal rannikust,

tihedatest laevateedest eemal.

Lisaks voeti vee- ja sedimendiproovid viiest punktist rannikul: Sillamie, Kdsmu, Muuga,
Tallinn ja Védna-Joesuu (edaspidi kasutatakse tekstis lithidalt vaid nimetust Viddna) (Joonis

5B). Sillamée, Muuga ja Tallinna proovipunktide puhul on tegemist sadama piirkondadega,
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kus toimub aktiivne laevaliiklus. Tallinna sadam koosneb kauba- ja reisisadamate
kompleksist, mis tegeleb kaupade kéitlemise, reisijate teenindamise ja laevandusega ning on
iks suurimaid sadamate komplekse Ladnemere ddres. Muuga sadam on suurim, kaasaegseim
ja sligavaim kaubasadam Eestis, olles iiks Euroopa moodsamaid sadamaid. Muuga sadamas
lastitakse ~ ja  ladustatakse  toornaftat,  naftasaadusi ja  teisi  transiitkaupu
(http://www.ts.ee/tutvustus). Sillamde sadam on tdielikult renoveeritud Eesti suuruselt teine
merekaubasadam, mille struktuurid véimaldavad koikide kaubagruppide késitlemist alates
naftatoodetest kuni konteinerkaupadeni. Eeldades, et sadamate ldhikonnas on vesi rohkem
reostunud, voeti vordluseks veeproovid ka eeldatavalt puhastelt rannikualadelt Kdsmust, mis

on Lahemaa rahvuspargi ala ja Védnast, mis on avalik rand.

Helsinki
O,

‘” * Stockholm 'l @ ﬂ @ Ta I l i n n@q««% y\—\“\/@/\
b Tallinn i oy ' q

Ty

_oRiga

100 km

Joonis 5. T6os uuritud proovipunktide asukohad.

Paneel A. Avamere proovipunktid (A- Tallinna laht, B - avameri, C - Narva laht).

Paneel B. Ranniku vee- ja sedimendi proovipunktid (1 - Sillamée, 2 - Kédsmu, 3 - Muuga, 4 -
Tallinn, 5 - Viina-Joesuu).

Ladnemere keskmine soolsus, mis Taani vdinades on umbes 10-35%o0 vdheneb Léadnemere
keskosa suunas (6-8%o) ning kahaneb veelgi Soome ja Pohjalahe sopi suunas, jaddes
vahemikku 3—6%o (Sjoqvist et al., 2015). Kéaesolevas to6s uuritud proovipunktides jdi soolsus
vahemikku 3,4-6,7%o.. K&ige suurem soolsus (6,7%o) oli avamerelt voetud proovipunktis (B)
ning madalaim (3,4%0) Narva lahes (C), kuhu suubub Narva jogi. Rannikudirsete

proovipunktide soolsused jdid vahemikku 4- 6%o (Tabel 2).
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Tabel 2. T66s kasutatud proovide analiitiside tulemused. Alkaanide kontsentratsioonid ja 16S
rRNA geeni koopiate arvukus méérati projekti OILMICROB koostodpartneri poolt (Yan et
al., 2018).

Koht Tahis [Kirjeldus [Juhtivus  |Soolsus|pH [C10-|{C10-|C21-| 16S rRNA geeni
(mS m) |(%o) C40 |C21 |C40 [koopiate a_rlvlt(JkiuVsaine
(mr?] g gL'_ll;lﬁ)i 1%%25 Ijélg kool;)iat L
it A | avameri | 1061 60 | - | 0| 0| 0| 4325410
Avameri|B avameri | 1176 6,7 S T I I I ) 2,41+0,33x108
|| avameri| 625 34 |~ | 0| o|o]| ®*63+189%I0°
Sillamie |1V vesi 700 40 |85 0 | 0| O 4,20+1,88x10°®
Kismu |2V vesi 940 57 |77 0 0] O 2,98+0,78x10°8
Muuga |3V vesi 900 4,3 781 0 0 0 5,5143,51x108
Tallinn |4V vesi 990 52 |80 0 0 0 7,1843,90x108
Vidna |5V vesi 990 60 |76 0| 0| O 4,1343,15x10°8
Sillamde 1S |sediment 36 - 741 0| 0| O 5,94+0,719x 10’
Kismu [2S |[sediment 89 - 6,6 |220| 0 |130 5,3240,71x10°
Muuga |3S [sediment 38 - 75/ 0 0] 0 4,62+1,83x10’
Tallinn |4S |sediment| 64 ~ 89|24 | 0 |19 4,3140,90x10’
Vidna |5S |sediment| 37 - |87 0| 0|0 1,31+0,236x10°

(I3

parameetrit ei méératud; “0” - méadratud parameeter on madalam méédramispiirist; 16S
rRNA geenifragmendi arvukused on esitatud keskmine+standardhélve.

Naftareostuse kindlaks tegemiseks maiérati proovipunktidest voetud vee- ja sedimendi
proovidest summaarne alkaanide kontsentratsioon (C10-C40) ja eraldi fraktsioonide C10-C21
ja C21-C40 kontsentratsioonid (Tabel 2). Koikide proovipunktide puhul, v.a Kéidsmu
(proovipunkt 2) ja Tallinna (proovipunkt 4) sedimendiproovides, jdid tulemused
midramispiirist madalamale. Tallinna sadama ldhedalt voetud sedimendiproovis saadi
alkaanide summaarseks kontsentratsiooniks (C10-C40) 24 mg kg™ ja fraktsiooni C21-C40
kontsentratsiooniks 19 mg kg, mis viitab naftareostuse esinemisele. Kismu proovipunkt, mis
asub Lahemaa rahvuspargi alal suurtest laevateedest ja sadamatest eemal ning oli eeldatavalt
koige vahem reostunud, médrati sedimendiproovis kodige korgem alkaanide sisaldus (Tabel 2).
Alkaanide C10-C40 ja C21-C40 kontsentratsioonideks mirati vastavalt 220 mg kg™ ja 130

mg kgl V&ib oletada, et tegemist ei ole mitte naftareostuse vaid lagunevatest vetikatest
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péarinevate alkaanidega, sest jdd alt voetud proov koosnes suures enamuses surnud vetikate
biomassist.

Bakterite 16S rRNA geeni koopiate arvukus méirati proovides kasutades RT-PCR meetodit
(Tabel 2). Koikides veeproovides, nii avamere kui ranniku proovipunktide, saadi sarnased
vaartused, mis jaid suurusjarku 108 koopiat L. Samas sedimendiproovides olid erinevused
suuremad. K&ige suurem arvukus mdddeti Kidsmu sedimendiproovis (10° koopiat g™) samas
kui sadama piirkondades (Sillamie, Tallinn, Muuga) jdid arvukused suurusjirku 10 koopiat
gl Koérgem arvukus Kismu sedimendiproovis vdib olla seotud sellega, et see sisaldas
erinevalt teistest rohkelt surnud vetikate biomassi. 2008. ja 2009. aasta augustis ja septembris
kogutud avamere veeproovides (kdesoleva tooga kattuvad proovipunktid A, B ja C) saadi
kasutades RT-PCR metoodikat mikroobide arvukused samuti 10® koopiat L™ (Tiirik et al.,
2014), mis lubab oletada, et iildine mikroobide arvukus ei soltu viga oluliselt aastaajast.
Kéesoleva t66 kédigus méadrati ka kultiveeritavate bakterite arvukusi nii R2A agarplaatidelt kui
ka minimaalsd6tmega selektiivtassidelt (substraadina kasutati naatriumsalitsiilaati, fenooli,
heptaani, heksadekaani, diiselkiitust v0i toornaftat). Veeproovides (avamere ja ranniku) jéaid
arvukused R2A sddtmega tassidel suurusjirku 10* CFU ml™ ning selektiivtassidel vahemikku
10%-10%® CFU ml?. Sedimendiproovides olid arvukused kdrgemad, R2A tassil vastavalt 10°
CFU ml? ning substraadiga tassidel suurusjirgus 102 CFU mlI. Kultiveeritavate mikroobide
madal arvukus vorreldes DNA-pohise arvukuse miidramise meetodil saadud véirtustega

nditab kui vajalik on bakterite kasvatamise tingimuste uurimine ja tdiustamine.
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Joonis 6. Ladnemere bakterikoosluste mitmekesisus hdimkondade tasemel suvisel ja talvisel
perioodil. Paneel A - 2008. ja 2009. aasta suvel voetud avamere veeproovide bakterikooslused
hdimkondade tasemel (Tiirik et al., 2014). A - Tallinna laht; B - avameri; C - Narva laht; D -
Liivi laht. Paneel B - 2016. aasta talvel voetud vee- ja sedimendi ning avamere proovide
kooslused hoimkondade tasemel (avaldamata andmed, OILMICROB). 1 - Sillamée; 2 -
Kédsmu; 3 - Muuga; 4 - Tallinn; 5 - Vidéna; A - Tallinna laht; B - avameri; C - Narva laht. V -
rannikuddrne veeproov; S - rannikuddrne sediment.
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2016. aasta talvel kogutud vee- ja sedimendi proovide mikroobikoosluste uurimiseks
analliiisiti bakteriaalse 16S rRNA geeni jérjestuste amplikone (metoodika Yan et al., 2018.,
praimerid (5°-3”) 341F_lllum ATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGACTC
CTACGGGAGGCAGCAG; 806R_Illum GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCC
GATCTGGACTACHVGGGTWTCTAAT, avaldamata andmed, OILMICROB).
Domineerivateks hoimkondadeks olid Proteobacteria, Bacteroidetes ja Actinobacteria
(Joonis 6). Koige suurema osa moodustasid Proteobacteria esindajad, kelle osakaal erinevate
proovipunktide kooslustes jdid vahemikku 50-90%. Tiirik et al. 2014 uurimisto6 tulemused
2008. ja 2009. aasta suvel voetud Tallinna, Narva, Soome ja Liivi lahe veeproovidest niitasid,
et soojal perioodil domineerivad hdimkonnad Actinobacteria ja Proteobacteria ning
arvukamalt leidub veel Bacteroidetes, Cyanobacteria ja Firmicutes hdimkondade esindajaid.
Talve- ja suveperioodi proovide tulemuste vordlemisel on maérgata olulist muutust
héimkondade Actinobacteria ja Proteobacteria suhtelistes arvukustes. Kui suvel
domineerivad Actinobacteria esindajad (umbes 50% kooslusest), siis talvel nende osakaal
langeb oluliselt (kuni 10% kooslusest) ning domineerivaks saavad Proteobacteria esindajad.
Vorreldes suveperioodiga on talvel hdimkonna Bacteroidetes osakaal poole vorra suurem,
moodustades umbes 20% kooslusest. Saadud tulemused nditavad, et samal ajal erinevatest
proovipunktidest voetud veeproovide mikroobikooslused on omavahel sarnased. Talvel
kogutud sedimendiproovide liigiline rikkus on suurem kui sama perioodi veeproovidel, kuid
domineerivad bakterithdimkonnad on kdikides rannikudirsetes proovipunktides samad ning

sarnase osakaaluga (Joonis 6).

Soolsus on peamine tegur, mis kontrollib elustiku jaotumist veekeskkonnas ning enamus
veeorganisme on kohanenud eluks kas soolases voi magedas vees (Herlemann et al., 2011).
Uldiselt on leitud, et klasside Alpha- ja Gammaproteobacteria osakaal soolsuse gradiendi
toustes kasvab, samal ajal kui niiteks Betaproteobacteria osakaal vidheneb (Bouvier ja del
Giorgio, 2002; Rieck et al., 2015). Madalama soolsusega piirkondades domineerivad aga
Actinobacteria ja Betaproteobacteria ning soolsuse toustes muutuvad dominantseteks Alpha-
ja Gammaproteobacteria esindajad (Herlemann et al., 2011). Soome koostodpartnerite poolt
saadud tulemustes kajastub sarnane seaduspira avamerelt voetud veeproovides (Joonis 6).
Proovipunktis C, kus soolsus oli kdige madalam (3,4%o) (Tabel 2), oli Actinobacteria osakaal
mitu korda suurem ning Proteobacteria esindajate hulk tunduvalt viiksem vorreldes
avamerelt voetud veeprooviga, kus soolsus oli poole vorra kdrgem (6,7%o). Samuti niitas
meie tooriihmas varem ldbiviidud uuring, et soolsus on oluline mojutegur Laidnemere

pinnavee bakterikoosluste alkB geeni mitmekesisusele (Viggor et al., 2015).
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Mitmetel keskkonnateguritel (vee soolsus, temperatuur, naftasaaduste kontsentratsioon,
jadkate merel jne.) on vdga oluline roll mere mikroobikoosluste kujunemisele. Kuidas ja kas
need tegurid mdjutavad mikroobikoosluste vdimet lagundada erinevaid naftasaadusi, vajab

veel uurimist.

2.3.2 Toornafta ja temperatuuri méju mikrokosmide bakterikooslustele - 16S rRNA
geenifragmendi jirjestuste DGGE profiilide analiiiis

Kiitusereostus on iiks vdimalikest Li&nemerel toimuda vdiva dnnetuse tagajérgedest, mille
kdigus voib keskkonda sattuda viga suurtes kogustes ohtlike iihendeid. Selgitamaks
Ladnemere mikroobikoosluste mitmekesisuse muutumist kui kasvukeskkonda on lisatud
toornaftat (1% Idppkontsentratsioon), viidi kdesolevas to0s 1dbi mikrokosmi katsed ning
koosluste analiiiisiks kasutati 16S rRNA geenifragmendi DGGE (denatureeriva gradiendiga
geelelektroforees) analiiiisi (Joonis 8). Katsetes kasutati Tallinna sadama-alalt (4) ja Véina
rannast (5) voetud vee- (V) ja sedimendi (S) proove. Temperatuuri mdju hindamiseks

inkubeeriti kolbe nelja erineva temperatuuri, kas 4°C, 10°C, 15°C voi 20°C juures.

DGGE geelipildilt eristuvad selgesti algse mereveeproovi (Joonisel 8 mairgitud rohelisega)
koosluste “sdrmejélg” mustrid mikrokosmide koosluste mustritest. Eristumine on mérgatav

bandide intensiivsuse, asetuse kui ka arvu poolest (Joonis 7 ja 8).

Toornafta lisamisel vdhenes koikides katsetes (4VS, 4SS, 5VS ja 5SS) bakterikoosluste
mitmekesisus mérgatavalt - vdhenes béandide arv (Joonis 7) ning tekkisid dominantsed
bandid, mis osaliselt kattusid sama proovi toornaftata katse (4V, 4S, 5V ja 5S) koosluste
dominantsete bandide asukohtadega (Joonis 8). DGGE geelipildi korrastatud andmestikult
programmiga GelCompar |l koostatud dendrogrammilt on néha, et proovipunkti piires nii
vee- kui ka sedimendiproovide toornaftata ja toornaftaga koosluste profiilid klasterduvad

lahedastesse Klastritesse (Joonis 8).

Mitmekesisuse vihenemist on nédidatud ka meie toorithma varasemas artiklis (Viggor et al.,
2013), kus katsete rikastamisel diiselkiituse, pdlevkividli ja toornaftaga, langes koosluste
mitmekesisus koige rohkem. Tulemused iihtivad ka teiste toorithmade andmetega, mis
toestavad, et selektiivse surve tulemusel vdheneb mikroobikoosluste mitmekesisus ning on
soodustatud spetsiifiliste bakterikoosluste tekkimine (Ogino et al., 2001; Roling et al. 2002;
Reunamo, 2015).
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Joonis 7. 16S rRNA geeni DGGE geeli korrastatud andmestiku analiiiisil tuvastatud béndide
arv Ladnemere mikroobikoosluste (alg) ning erinevatel temperatuuridel 14bi viidud
mikrokosmide koosluste profiilidelt. Paneelidel A ja B on niidatud vastavalt Tallinna ja
Viidna proovipunkti mikrokosmide profiilidelt saadud andmed (4 - Tallinn, 5 - Vééna; V -
veeproov, VS - veeproov + toornafta, S - sedimendiproov + steriilne merevesi, SS -
sedimendiproov + steriilne merevesi + toornafta).

Koosluse diinaamikas on oluliseks teguriks ka temperatuur. DGGE geelipildilt (Joonis 8) on
ndha, et sama proovi inkubeerimisel erinevatel temperatuuridel on dominantsete béandide
asetus erinev. Kdige enam erinevad iiksteisest 4 °C ja 20 °C juures kasvanud mikrokosmide
kooslused, nende profiilid paiknevad dendrogrammil reeglina iiksteisest kaugemal. Béndid,
mis domineerivad 4 °C juures on reeglina vihem intensiivsed 20 °C juures ning on lisandunud
teistsuguse asetusega domineerivad bandid. Samas vee- ja sedimendiproovide kooslused, mis
kasvasid 10 °C ja 15 °C juures, olid omavahel kdikides Katsetes sarnased ning paiknevad
dendrogrammil 1&hestikku. Kuigi temperatuur on oluline mikroobikooslusi mdjutav tegur, on
moned bakteriliigid laiema temperatuurioptimumiga kui teised. Seda on ndha ka
mikrokosmikatsetest eraldatud koosluste DGGE profiilidelt, kus mdned dominantsed bandid
on vaadeldavad koikidel kasutatud temperatuuridel. Sarnase tulemuse said oma uurimistods
Coulon et al., 2007, kui 2004. aasta novembris kogutud Thamesi joe veega viidi labi
mikrokosmide katsed 4, 12 ja 20 °C juures, kuhu oli lisatud toornaftat. 7 pdeva méddudes olid
bakterite arvukused koige kdorgemad 20 °C juures inkubeeritud mikrokosmides. Koosluste
16S rRNA geeni fiilogeneetiline analiiiis néitas, et moned perekonnad nagu Thalassolituus,
Cycloclasticus ja Roseobacter olid esindatud nii 4 kui ka 20 °C juures labiviidud
mikrokosmides, mis tdestas nende head temperatuuri taluvust. Oleispira antarctica 16S rRNA
jarjestusega 98% ulatuses identsed jdrjestused domineerisid ainult 4 °C katsetes ning

nimetatud baktereid voiks kasutada kiilmas kliimas naftasaaduste bioremediatsioonil.
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Joonis 8. 2016.a talvel kogutud Tallinna lahe (4) ja Vidna (5) vee (V)- ja sedimendi (S)
proovide (algsed proovid téhistatud rohelisega) ning nendega 4 (téhistatud sinisega), 10, 15 ja
20 °C (tdhistatud punasega) juures lidbiviidud mikrokosmide (toornaftata ja 1% toornaftaga)
koosluste 16S rRNA geenifragmentide DGGE (denatureeriva gradiendiga geelelektroforees)
analiitisi pohjal koostatud dendrogramm ja korrastatud andmestik. V - veeproov; VS -
veeproov + substraat; S - sedimendiproov + steriilne merevesi; SS - sedimendiproov +
steriilne merevesi + substraat.

Ka perekonda Rhodococcus kuuluvad liigid on voimelised lagundama naftasaadusi nii kiilmas
Arktikas (Eriksson et al., 2001), kui ka soojas merevees (Carla et al., 2005).

Temperatuuril on oluline roll ka bakterite ainevahetuse kiirusele. Samuti mojutab see
naftasaaduste lagundamist, muutes nafta keemilisi ja fiilisikalisi omadusi ja seeldbi ka selle

biodegradatsiooni. Seetdttu on oluline uurida naftat lagundavate bakterite kooslusi ning
33



kuidas temperatuur mojutab selle toimimist, et koostada uusi teadmistepohiseid strateegiaid

saastatud alade tohusamaks bioloogiliseks puhastamiseks.

2.3.3 Tiivede isoleerimine ja identifitseerimine

2016. aasta jaanuaris kogutud proovidest eraldati kokku 91 morfoloogiliselt erinevat
bakteritiive, millest 73 tiive isoleeriti vee- ja sedimendiproovide otsekiilvidest
selektiivtassidele ning 18 tiive mikrokosmidest (Lisa 4A, 4B, 5A ja 5B). Isoleeritud tiivede
16S rRNA geeni nukleotiidseid jarjestusi (403-460 ap) vorreldi BLAST otsingumootoriga
GenBank andmebaasis leiduvate nukleotiidsete jarjestustega (Lisa 4A, 4B, 5A ja 5B).
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Joonis 9. Isolaatide 16S rRNA geenifragmendi jéarjestuste vordlemisel GenBank andmebaasist
leitud 1ahimate vastete fiilogeneetiline kuuluvus hdimkondade 1dikes.

Tulemustest selgus, et kdige suurema osa (71%) isoleeritud tiivedest kuulusid hdimkonda
Proteobacteria (Joonis 9), kellest valdav enamus (86%) olid klassi Gammaproteobacteria
esindajad ning neist omakorda 80% kuulusid perekonda Pseudomonas. Suuruselt teine
hdimkond oli Actinobacteria (24% koigist isolaatidest), kus domineerisid perekonda
Rhodococcus kuuluvad liigid. Mitmed uurimused on ndidanud, et just klassi
Gammaproteobacteria esindajad on peamised 6li lagundajad mere bakterikooslustes (Wang et
al. 2010; Head et al. 2006; Baelum et al. 2012). Samas aktinobakterid on peamised

naftasaaduste lagundajad mullas (Chikere et al. 2009; Alvarez et al. 2011).
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Vorreldes projekti OILMICROB Soome partnerite analiiiisitud koosluste (Joonis 6B) ja
kdesoleva t60 isolaatide (Joonis 9) 16S rRNA geeni jérjestuste andmeid, on ndha, et
domineerivad hdimkonnad kattuvad. Samas on isoleeritud tlivede mitmekesisus palju
véiksem, sest need eraldati agarplaadil kasvavatest kolooniatest. Suur osa merebakteritest pole
kultiveeritavad (Simu et al. 2005) ning seetdttu on mitmekesisus isolaatide seas madalam kui

DNA-pdhist koosluse analiiiisimeetodit kasutades.

Kéesoleva t60 kdigus koostati isoleeritud tiivede 16S rRNA geenifragmentide (403-460 ap) ja
GenBank andmebaasist voetud referentsjdrjestuste pohjal fiilogeneetiline puu (Joonis 10).
Bakteritiivede jarjestused moodustasid flilogeneetilisel puul viis klastrit. Esimesse nelja
klastrisse (I, 1, 1, 1V) kuulusid gramnegatiivsed ning viiendasse klastrisse (V)
grampositiivsed bakterid. Gramnegatiivsetest bakteritest olid esindatud klassid Gamma- (I

klaster), Beta- (1), Alphaproteobacteria (111) ning Flavobacteria (1V).

Toornafta erinevate komponentide lagundamisvoime selgitamiseks kasvatati isolaate
naatriumsalitsiilaati (SAL), fenooli (PHE), tolueeni (TOL) vdi heksadekaani (Hd) sisaldavatel
minimaalsdotmega tassidel. Kasvu hinnati moodustunud biomassi hulga jirgi (vOrreldes
kasvuga substraadita minimaalsootme tassil (Lisa 4A, 4B, 5A ja 5B). Vihemalt iihel
substraadil hésti kasvanud tiivedel testiti alifaatsete ja/vdi aromaatsete siisivesinike
lagundamiseks vajalike kataboolsete geenide olemasolu. Koaikidest (91) wuuritud
bakteritiivedest tuvastati 49 isolaadil (Joonis 10, rohelised numbrid) iiks vO1 enam
jargnevatest kataboolsetest geenidest: alkaani hiidroksiilaasid (alkB; alkM); flaviinseonduv
alkaani monooksiigenaas (almA); multikomponentne fenooli hiidroksiilaas (LmPH);
katehhooli 2,3-dioksiigenaas (C230), katehhooli 1,2-dioksiigenaas (C120). 42 tiivel (Joonis
10, oranzid numbrid) ei onnestunud eelnevalt nimetatud geene olemasolevate praimeritega
tuvastada, edaspidi kasutatakse nende tiivede korral nimetust kataboolsete geenideta tiived
(Lisa 5A ja 5B). Kataboolsete geenide tuvastamine kasutatud praimeritega (Tabel 1) dnnestus
enamasti bakteritiivedega, kes kuuluvad tuntud kataboolsete omadustega perekondadesse
nagu nditeks Pseudomonas, Rhodococcus, Acinetobacteria, Sphingomonas jt (Lisa 4A ja 4B).
Samas ei leitud ligi pooltel, enamasti salitsiilaadil voi heksadekaanil hésti kasvanud
Pseudomonas perekonda kuuluvatel tiivedel iihtegi eelnevalt nimetatud kataboolset geeni
(Lisa 5B). Uhelt poolt lubab see oletada, et Liinemere mikroobikooslused on erinevad seni
Kirjeldatutest, kuid samas on oluline roll ka kasutatud praimeritel. Molekulaarbioloogiliste
meetodite areng ning genoomide sekveneerimise andmete hulga suurenemine annab

voimaluse uurida ka vihe uuritud mikroobide kataboolsete geenide mitmekesisust.
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Joonis 10. 16S rRNA geenifragmendi jarjestuste (403-460 ap) pohjal koostatud
fiilogeneetiline puu. Rohelised numbrid tdhistavad kataboolsete geenidega ning oranzid
numbrid kataboolsete geenideta isolaate. Klastrite numbrid mérgivad Gamma- (klaster 1);
Beta- (klaster 11); Alphaproteobacteria (klaster I11) ja Flavobacteria (klaster 1V) klasse ning
klaster V' Gram-positiivseid baktereid. GenBank andmebaasist voetud referentsjérjestuste
puhul on mirgitud vastava tiive GenBank ID number ja bakteri nimi. I klastris kolmnurgana
maérgitud Pseudomonas rithm on eraldi vélja toodud joonise paremale kiiljele. Fiilogeneetiline
puu on koostatud ldhinaabrite iihendamise meetodil. Bootstrap vairtused on mérgitud alates
50%. Mdotkava vastab 0,05 ap asendusele tlihe ap kohta.
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2.3.4 Alkaanide lagundamisel osalevate votmeensiiiimide tuvastamine

Isoleeritud 91 tiivest 33 kasvas hésti heksadekaanil (Lisa 4A, 4B, 5A ja 5B), mis viitab nende
voimele lagundada alkaane. Alkaanide lagundamiseks on mikroobidel véiga erinevaid
ensiilime, neist tuntumad ja levinumad on alkaani hiidroksiilaasid - leitud on iile 250
homoloogi ning nende esinemist on kirjeldatud umbes 45 bakteriliigis (van Beilen ja Funhoff,
2007). Kiesolevas toos kasutati kolme erinevat praimeripaari alkaanide biodegradatsioonil

osalevate ensiilime kodeerivate geenide alkB, alkM ja almA tuvastamiseks (Tabel 1).

Universaalseid praimereid (Viggor et al. 2013) kasutades amplifitseeriti alkB geeni jérjestused
29 bakteritiivel (Lisa 6 ja 7). Jarjestuste sekveneerimisel tuvastati iiheksal tiivel topelt
piikidega kromatogramm, mis viitas enam kui ithe alkB geeni jdrjestuse olemasolule iihes
bakteritiives. Uksikute geenide jirjestuste saamiseks puhastati alkB geenifragment ning
kloneeriti. Kloneeritud jarjestuste sekveneerimisel tuvastati kuuel tiivel kolm, kahel tiivel neli
ja thel tiivel viis alkaani hiidroksiilaasi geeni (Lisa 7). Ka teiste uurimisriimade t66des on
ndidatud, et looduses eksisteerib bakteritiivesid, kellel on korraga mitu erinevat alkB geeni.
Niiteks perekondadel Rhodococcus, Aquabacterium, Alcanivorax ja Solimonas on Kirjeldatud
mitme alkB homoloogi esinemist (Nie et al., 2014; van Beilen at al., 2002; Takei et al., 2008;
Whyte et al., 2002). alkB geenid vdivad paikneda kas kromosoomis (Schneiker et al., 2006)
vOi plasmiidis (van Beilen et al., 1994), mis loob vdimaluse horisontaalse geeniiilekande
toimumiseks. alkB geenide horisontaalset iilekannet erinevatesse perekondadesse kuuluvate
bakterite vahel on varem ndidatud. Naiteks Pseudomonas putida erinevate tiivede alkaani
hiidroksiilaaside jéarjestuste uurimisel leiti, et nii geenide jérjestused kui ka organisatsioon on
sarnased perekonna Alcanivorax alk geeniklastritega (Reva et al., 2008). Marin et al., 2003
nditasid, et erinevate alkaani hiidroksiilaaside esinemine iihes organismis tagab laiema

substraadi spetsiifika.

Korrastatud 51  alkaani  hiidroksiilaasi  jérjestused transleeriti  ennustatavateks
aminohappelisteks jdrjestusteks (101-106 ah), vorreldi BLAST otsingumootoriga GenBank
andmebaasis olevate aminohappeliste jirjestustega ning koostati fiilogeneetiline puu
isoleeritud bakteritiivede ja referentstiivede jérjestustest (Joonis 11). Fiilogeneetilisel puul
moodustasid koige suurema rithma (17 tiive) perekonda Pseudomonas kuuluvad ithe AlkB
jarjestusega tiived (Lisa 6). AlkB aminohappelisijarjestusi vorreldes leiti liigiliselt kdige
lahedasemad vasted jargmistele pseudomonaadidele: P. protegens, P. fluorescens ja P.
putida. Heksadekaani aurudes kasvades andsid need uuritud 17 tiive reeglina ndrga kasvujélje

(Lisa 4B). Kodige parema kasvujilje heksadekaanil andis tiivi 84, kelle AIkB jérjestus oli 98%
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identne P. putida AIKB jarjestusega. Kdige pohjalikumalt ongi uuritud P. putida GPol tiive,
kelle alkaanide lagundamist kodeerivad geenid paiknevad OCT plasmiidis ning on vdimeline
lagundama alkaane ahela pikkusega C18-C28 (Smits et al. 2002).

Tiived 83, 167 ja 180 kuulusid 16S rRNA geeni fiilogeneetilise analiiiisi alusel liiki P. veronii,
kuid omasid 98-100% identset P. fluorescens AlkB jarjestust. Tivi 137 kuulus 16S rRNA
geeni analiiisi pohjal liiki P. antarctica, kuid omas 88% identset P. protegens AlkB
aminohappelist jirjestust. Selline erinevus voib viidata bakterite vahelisele horisontaalsele
geeniiilekandele. (van Beilen et al., 2003). 2008. ja 2009.aasta suvel kdesoleva todga osaliselt
kattuvatest proovipunktidest kogutud veeproovidest isoleeritud AIkB jérjestust omanud
pseudomonaadid jaotusid vordselt P. fluorescens ja P. anguilliseptica AlkB jérjestustega
sarnaste jérjestuste rithmadesse (Viggor et al., 2015). Samas talvistes proovides domineerisid
tiived, kelle vastavad jérjestused olid identsed P. fluorescensi AIkB jarjestustega. Erinevust

voib seletada bakteriliikide erineva temperatuuritaluvusega.

AlkB fiilogeneetilisel puul moodustavad teise suure rithma hdimkond Actinobacteria
perekonda Rhodococcus kuuluvate isolaatide AIkB jarjestused (Lisa 7; Joonis 11). Koigil
tiheksal tiivel esines mitu alkB geeni jérjestust (kaks kuni viis) ning nad kasvasid vdga hésti
heksadekaani aurudes (Lisa 4A). GenBank andmebaasis AlkB jdrjestusi vorreldes saadi
liigiliselt 1dhimad vasted jargmiste rodokokkidega: R. fascians, R. sovatensis, R. gingshengii
ja R. erythropolis (Lisa 7). Tiivel 36 leiti kolm erinevat AlkB jérjestust, millest kaks olid
sarnased vastavalt R. gingshengii ja R. erythropolis AIKB jarjestustega. Samas 16S rRNA
geeni analiiisi alusel oli nimetatud tiivi ldhedane R. degradans jarjestusega (Lisa 4A).
Sarnaselt iilal kirjeldatuga on tdendoliselt tegemist horisonaalse geeniiilekandega, kus tiks liik
on omandanud teise liigi geenid. Samas tiivi 217 kuulus 16S rRNA geeni fiilogeneetilise
analtiiisi alusel Rhodococcus fascians tiivede hulka ning temas tuvastatud kolm erinevat AlkB
jarjestust olid samuti 94-98% identsed R. fascians tiivede AIkB jirjestustega. Sarnaselt
kdesolevale todle isoleeriti 2008. ja 2009. aasta suvistest proovidest kaheksa tiive, kes
kuulusid perekonda Rhodococcus ning kuuel neist tuvastati rohkem kui iiks alkB geen
(Viggor et al., 2015). Erinevates kirjandusallikates ndidatakse, et mitme erineva alkaani
hiidroksiilaasi geeni omamine voimaldab Rhodococcus liikidel lagundada véga erineva ahela
pikkusega alkaane ning lai substraadispekter muudab nad viga efektiivseteks alkaanide
lagundajateks keskkonnas (Takei et al. 2008; Cappelletti et al. 2011; van Beilen et al. 2002).
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Pseudomonas rihm
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&4/ WP 057004670 P. veronii 3/3
KT229464 P. fluorescens 2B8 57| KT229496 R. erythropolis C1RHp1 3/3
167 gs| 144 3/3
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KT229465 P. fluorescens 2B9 3/4
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74 451108 4/5
WP053133997 Pseudomonas sp. MIACH 49 44
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KT229458 P. fluorescens 2811 64 4/4
61 I{ 171 92 1/3
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- KT229499 P. fluorescens C2Rd24 KT229454 Rhodococcus sp. 2A59
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189 1/4
WP040268524 P. rhodesiae 132 1/3
KT229463 P. fluorescens 2B89 144 1/3
KT229459 P. fluorescens 2B27 1/4
WPO071493123 P. azotoformans KT229495 R. erythropolis C1RHp1 1/3
54|_| KT229471 P. fluorescens 2C5 KT229508 R. gingshengii D1RHp1 1/4
238 108 2/5
?7 KT229469 P. fluorescens 2C49 2/4
322/3
M——=5136 2/3
%144 273
2/4
KT229497 R. erythropolis C1RHp1 2/3
2/3
KT229505 R. gingshengii D1RHp1 2/4
— 195 1/3
— 29
H |KT229478 R. fascians 2D43 1/2
217 1/3
59}, KT229468 Rhodococcus sp. 2G1
1| 'KT229484 R. fascians 2D82 1/2
KT229476 Rhodococcus sp. 2D19 1/2
0.2 KT229450 R. fascians 2A2 1/2
' 107
35

86 WP063972701 Dietzia cinnamea

Pseudomonas riihm
a7

KT229474 Acidovorax valerianellae 2C79
WP058088019 Agquabacterium parvum
100 | 5 KT229455 P. anguilliseptica 2A60
58 I KT229503 P. anguilliseptica CRTN26

s|r 84
\{KT229457 P. putida 2A8
KT229510 P. putida D1RTN2

Joonis 11. Tiivede ennustatavate alkaani hiidroksiilaasi (AlkB, 101-106 ah) aminohappeliste
jarjestuste pdhjal koostatud fiilogeneetiline puu. GenBank andmebaasist voetud jarjestuste
puhul on maérgitud vastava tiive GenBank ID number ja bakteri nimi. Kolmnurgana maérgitud
Pseudomonaste rithm on eraldi vélja toodud joonise vasakul poolel. Vérviliselt on tdhistatud
mitut AIkB jérjestust omavad tiived. Puu on koostatud ldhinaabrite tihendamise meetodil.
Bootstrap véirtused on margitud alates 50%. Mdodtkava vastab 0,2 ah asendusele iihe
aminohappe kohta.
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Varasemates uuringutes on ndidatud perekonda Rhodococcus kuuluvate isolaatide viga head
temperatuuritaluvust, kusjuures erinevad liigid vdivad naftasaadusi lagundada nii kiilmas

Arktikas (Eriksson et al., 2001), kui ka soojas merevees (Carla et al., 2005).

16S rRNA geeni fiilogeneetilise analiiiisi pdhjal Dietzia maris liiki méératud bakteritiivel 35
(identsus 99%) tuvastatud AlkB jérjestus oli 85% ulatuses identne Dietzia sp. AIkB
jarjestusga (Lisa 7; Joonis 10). Kuigi kdesolevas t60s uuritud tiive kasv testitud substraatidel
ei olnud vorreldes kasvuga minimaaltassil viga tugev (Lisa 4A), on Kirjanduse andmetel
perekonna Dietzia esindajad head alkaanide lagundajad (Bihari et al. 2011; Weiwei et al.
2017). Alonso-Gutierrez’e to0rithm néitas, et peale Olireostust domineeris proovis Dietzia sp.
tiivi HOB, kes lagundas alifaatseid ja ka hargnenud ahelaga alkaane (ahela pikkusega C12-
C38). Lisaks tuvastasid nad, et heksadekaanil kasvades tekkis vaheproduktina 8-heksadekeen,
mis viitas uudsele alkaanide degradeerimise rajale. Nad markisid, et perckond Dietzia
alkaanide lagundamisvoimet tasub Kkindlasti edaspidi uurida, sest saadud tulemused viitasid

uutele potentsiaalsete lagundamisradade olemasolule. (Alonso-Gutiérrez et al. 2011)

To0s isoleeritud bakteritiivi 107, kes 16S rRNA geeni fiilogeneetilise analiiiisi alusel méarati
liiki Mycobacterium setense (Lisa 4; Joonis 10), omas perekonna Mycobacterium sp. AlkB
jarjestusega 96% identset AlkB jérjestust (Lisa 7) . Sarnaselt eelpool kirjeldatud tiivega ei
olnud ka selle uuritud tiive kasv testitud substraatidel vorreldes kasvuga minimaaltassil eriti
tugev, koige parem kasv oli heksadekaanil (Lisa 4A, Joonis 11). Kirjanduse andmetel
peetakse perekonna Mycobacterium esindajaid headeks aromaatsete iihendite lagundajateks.
Mitmetel Mycobacterium liikidel on védga lai substraadispetsiifika, tdnu millele on neid
kasutatud bioaugmentatsioonil (Bottger et al., 1997; Hennessee ja Li, 2016; McLellan et al.,
2002; Das, et al., 2015; Kim et al., 2010).

Tiivi 29 oli 16S rRNA geeni analiilisi pdhjal kdige ldhedasem (97% identsust) liigile
Williamsia limnetica (Lisa 4A, Joonis 10). Nimetatud tiivi andis vdga hea kasvujilje
heksadekaani aurudes. Williamsia limnetica on hiljuti avastatud ja kirjeldatud bakteriliik, kes
isoleeriti Izniki jérve sedimendist Tiirgis (Sazak ja Sahin, 2012). Kuna tegemist on uue
liigiga, puuduvad kirjanduses andmed nimetatud bakteriliigi naftasaaduste lagundamise
voimest. Perekonda Williamsia kirjeldati esmakordselt 1999.aastal (Kémpfer et al., 1999).
Seetottu pole ka teiste perekonna esindajate kohta eriti palju andmeid aromaatsete ja
alifaatsete tihendite lagundamisest. Moned uuringud siiski néitavad, et Williamsia perekonna
esindajaid leidub Oliga saastunud aladel ja nad suudavad siisivesinikke kasutada
energiaallikana (Obuekwe et al., 2009; Giebler et al., 2013).
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Kéesolevas uurimistods isoleeriti seitse (192, 235, 216, 157, 67, 165 ja 179) heksadekaanil
kasvavat Acinetobacter perekonda kuuluvat tiive (Lisa 4B). Kuigi tegemist on hdimkonda
Gammaproteobacteria kuuluva perekonnaga on nende membraaniseoselise alkaani
hiidroksiilaasi (tdhistatakse AlkM) kodeerivate geenide jérjestused nii palju erinevad, et
eelnevalt nimetatud universaalsete AlkB praimeritega antud tiivede korral produkti ei
onnestunud amplifitseerida. Seepérast kasutati Acinetobacteria perekonda kuuluvate tiivede
korral kirjanduses ilmunud AIkM praimereid (Tabel 1). Lisaks testiti tiivedel AlmA
praimeritega (Tabel 1) tsiitoplasmaatilise flaviinseoselise  Baeyer-Villiger tiiiipi
monooksiigenaasi olemasolu, mis osalevad pikkade alkaanide (C20-C36) lagundamisel
(Throne-Holst et al., 2006). Kuuel tiivel (157, 67, 165, 192, 179 ja 235) seitsmest detekteeriti
alkM geeni olemasolu (Lisa 8; Joonis 12).

165
gu‘ 157
l 67
BOL ENU18721 A. bohemicus ANC3994
2 235
192
179
WP010326608 A. lwoffii
‘ — CAGBB276 Acinefobacter sp. ADP1
a3 ACHE9966 A. oleivorans DR1 AlkiM_2
82 5| [ EEY93765 A. junii SH205
55| [T AAY26148 A. venetianus 6A2 AlkM_2
75| ABB40596 A. venetianus VE-C3
] EEY89828 A. Iwoffii SH145
" — ENV43610 A. schindleri CIP107287

56
a0

65

AET34457 A. radioresisfens 513
AAY26149 A. venetianus BA2 AlkM_1
78 [~ CAB51021 A. calcoaceticus 69-V
100 L
ADI91565 A. oleivorans DR1 Alki_1
01 [ENU37158 A. parvus DSM16617
90 L £5K54132 A. fjernbergiae DSM14971

Joonis 12. Acinetobacter tiivede ennustatavate AIkM aminohappeliste jérjestuste (94 ah)
pOhjal koostatud fiilogeneetiline puu. GenBank andmebaasist voetud jarjestuste puhul on
toodud bakteri GenBank ID number ning vastava bakteri nimi (mitut AIkM jérjestust omavad
tiived on tdhistatud rohelise vérviga). Fiilogeneetiline puu on koostatud ldhinaabrite
tthendamise meetodil. Bootstrap véartused on mérgitud alates 50%. Mddtkava vastab 0,1
aminohappe asendusele {ihe aminohappe kohta.

Nendest kolm tiive (192, 165, 179) andsid hea kasvujélje heksadekaani aurudes (Lisa 4B).

Samas kdigil seitsmel isoleeritud tiivel tuvastati almA geen (Joonis 13; Lisa 8). Wang ja Shao
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uurisid almA geeni mitmekesisust nii merebakterite kui ka oliga reostunud kooslustes ning
nditasid selle suurt esinemissagedust siisivesinikke lagundavates bakterites. Oletati, et
nimetatud geenil on oluline roll pika ahelaga alkaanide lagundamisel merekeskkonnas (Wang
ja Shao, 2012).

] 165
100
67
100 157
WP004650462 Acinetobacter bohemicus
g7| | 216
[ 91l WP074946194 Acinetobacter hohemicus
WP075174618 Acinetobacter indicus
. WPOE7726620 Acinetobacter sp. SFC
1
77 179
235
57— 192
WP010112128 Acinefobacter sp. P8-3-8
57| WP004977900 Acinefobacter johnsonii
WP044436541 Acinetobacter ursingii
54 |WF'{J‘I 3196781 Acinelobacter oleivorans
100/\WP075431077 Acinetobacter calcoaceticus
0.02
—

Joonis 13. Acinetobacter tiivede ennustatavate AlmA aminohappeliste jarjestuste (209-210
ah) pohjal koostatud fiilogeneetiline puu. GenBank andmebaasist voetud jirjestuste puhul on
toodud bakteri nimi ning vastav GenBank ID number. Fiilogeneetiline puu on koostatud
lahinaabrite ithendamise meetodil. Bootstrap vdirtused on margitud alates 50%. Mddtkava
vastab 0,02 aminohappe asendusele ithe aminohappe kohta.

Kéesolevas t60s kasutatud almA geenifragmendi tuvastamiseks kasutatud praimeri paar oli
disainitud ainult perekonna Acinetobacter vastavaid jérjestusi kasutades. Seetdttu ei anna
antud t06s saadud tulemused terviklikku pilti pikkade alkaanide lagundamisel olulise AImA

mitmekesisusest Ladnemere mikroobikooslustes.

Perekonna Acinetobacter liikide vastu tuntakse suurt huvi tinu nende laiale substraadi
spetsiifikale ja headele tulemustele erinevates keskkonna ja biotehnoloogilistes rakendustes
(Abdel-El-Haleem, 2003; Applegate et al., 1998; Hay et al., 2000). Hiinas labiviidud
uurimist6os néidati, et moned Acinetobacter tiived voivad kasvada fenooli ja heksadekaani

segul, kusjuures eelistatud substraadiks oli fenool. Heksadekaani juuresolekul fenooli
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lagundamise efektiivsus tousis, kuid fenooli manulus pérsis heksadekaani lagundamist (Sun et
al.,, 2012). Osad kiesolevas tods perekonda Acinetobacter kuuluvad isolaadid on samuti
voimelised kasvama nii heksadekaanil kui ka fenoolil. Seega oleks huvitav uurida, kuidas
toimub nende kahe substraadi segu lagundamine Lé&dnemerest isoleeritud perekonda

Acinetobacter kuuluvates tiivedes.

Saadud tulemused néitasid, et Liinemere mikroobide alkaani hiidroksiilaaside jérjestused on
mitmekesised ning paljude isoleeritud tiivede kasv alkaanidel on hea. Sellest 1dhtuvalt voib
arvata, et Léadnemere bakterikooslustel on hea kataboolne potentsiaal alkaanide

lagundamiseks.
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2.3.5 Aromaatsete ithendite lagundamisel osalevate votmeensiiiimide tuvastamine

Uhe- ja multikomponendilised fenooli hiidroksiilaasid kataliiiisivad fenooli lagundamist
katehhooliks (Dagley ja Gibson, 1965). Looduses on levinumad multikomponentsed fenooli
hiidroksiilaasid (mPH) ning neid on kirjeldatud erinevatel bakteriperekondadel (Hermann et
al., 1995; Bertoni et al., 1996; Cafaro et al., 2004). Fenooli lagundamisel tekkinud katehhool
lagundatakse kas katehholi 1,2- (C120) voi 2,3-diokiigenaasi (C230) poolt (Harayama et al.,
1992).

Kéesolevas uurimistods tuvastati LmPH (Large subunit of Multicomponent Phenol
Hydroxylase) geeni esinemine 17 tiivel (Lisa 6, 7 ja 8) perekondadest Pseudomonas (7),
Acinetobacter (4) ja Rhodococcus (6), kes kdik kasvasid véga hésti fenooli ning mitmed tiived

ka naatriumsalitsiilaadi minimaaltassidel (Lisa 4A ja 4B).

LmPH fiilogeneetilisel puul moodustasid eraldi klastri perekonda Acinetobacter kuuluvad
tived 157, 67, 165 ja 192 (Joonis 14, Lisa 8) ning katehhooli lagundamine toimus neis

ensutimi C120 abil.

18
66| 40
JX177818 Pseudomonas sp. A8
WP 046040337 Pseudomonas fluorescens
83| 137
50| 131
a8 JX177820 Pseudomonas sp. 2Bsal

1
W{ JX1TT7822 Pseudomonas sp. 2B1
WP 027616242 Pseudomonas sp. URHB0OO15

g7 |JX177800 Pseudomonas stutzeri 2Aphe2
60 4

L WP022964425 Pseudomonas pelagia

6B WP033045110 Pseudomonas putida
ag | 202

[ JX177804 Pseudomonas pseudoalcaligenes C70
' JX177805 Pseudomonas stulzeri 2A38
— WPO75168451 Acinetobacter baumannii
JX177836 Acinetobacter sp. D14
JX1T7T7837 Acinetobacter sp. D19

91

100

165

58l 157
67
WP0E8886233 Acinetobacter cellicus

100 | 192
L CP010351 Acinetobacter Jjohnsonii XBBA1
S —
0.05

Joonis 14. Tiivede ennustatavate LmPH ennustatavate aminohappeliste jérjestuste (173 ah)
pOhjal ldhinaabrite iihendamise meetodil koostatud flilogeneetiline puu. GenBank
andmebaasist voetud jarjestuste puhul on toodud bakteri nimi ning vastav GenBank ID
number. Bootstrap vadrtused on margitud alates 50%. Mdodtkava vastab 0,05 ah asendusele
tihe ah kohta.
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Koik nimetatud tiived kasvasid hésti fenoolil ning tiivi 192 (Lisa 4B), kelle LmPH jarjestus
erines koige rohkem teiste omast, ka salitsiilaadil. Perekonna Acinetobacter erinevaid liike
peetakse olulisteks liikmeteks mulla mikroobikoosluses, sest osalevad aromaatsete iihendite
lagundamisel ning neid on vdimalik kasutada ka saastunud pinnase bioaugmentatsioonil (Yu
et al. 2005).

212
0.1 108
72
136
64 L Rhodococcus gingshengii D1RHp1
241

100 | WP029256437 Rhodococcus erythropolis

70| 144
J WP019745628 Rhodococcus erythropolis

174
32

51 84

69

Rhodococcus erythropholis C1RHp1

- WP037230996 Rhodococcus wratislaviensis
60 | WP073358735 Rhodococcus jostii

91

WP060652636 Rhodococcus pyridinivorans
CP015961 Dietzia timorensis 1D05-A0528

gal WP007628974 Dietzia cinnamea

KWR69936 Arthrobacter sp. W1

Joonis 15. Isoleeritud Gram-postiivsete tiivede C120 ennustatavate aminohappeliste
jarjestuste (187 ah) pohjal ldhinaabrite ihendamise meetodil koostatud fiillogeneetiline puu.
GenBank andmebaasist vdetud jarjestuste puhul on toodud bakteri nimi ning vastav GenBank
ID number. Bootstrap véartused on margitud alates 50%. Modtkava vastab 0,1 aminohappe
asendusele ihe aminohappe kohta.

Fenoolil kasvanud pseudomonaadidel 18, 40, 137, 131, 1, 4, 202 tuvastatud LmPH jérjestused
moodustasid fiilogeneetilisel puul eraldi klastri (Joonis 14, Lisa 6), mille sees on omakorda
toimunud rithmitumine. Pseudomonaadidel on kirjeldatud katehooli lagundamist nii C120 kui
ka C230 abil. Kdigil uuritud tiivedel testiti C230 olemasolu tassil kasvanud biomassi
pritsimisega katehhooli lahusega (positiivse raktsiooni korral virvus biomass kollaseks) kui
ka C230 kodeerivate geenide amplifitseerimisega. PCR-ga tuvastati C230 olemasolu kokku
kaheksal tiivel (Lisa 6). Nendest kuus tiive (201, 92, 180, 234, 202, 4) kuulusid perekonda
Pseudomonas ja kaks tiive (16, 26) perekonda Sphingobium (Lisa 6), kusjuures tiived 201 ja

26 omavad kahte erinevat C230 jarjestust. Katehhooliga pritsides saadi positiivne tulemus
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veel tiivedega 167, 148, 38, kuid mitte PCR meetodit kasutades. Uuritavade tiivede hulgas
moodustus kolm rithma: LmPH+/C230+ (202, 4), LmPH+/C230- (18, 40, 137, 131, 1) ja
LmPH-/C230+ (201, 92, 180, 234, 16, 26). Kahte viimasesse rithma kuuluvad tiived kasvasid
histi  fenooli ja/voi tolueenil, mistdttu voivad nad kasutada tdiesti erinevaid

lagundamisradasid ning vajavad edasist uurimist.

I 165
99
67
= J ‘ 157
53 . .
WP004649107 Acinetobacter bohemicus
M 179

WP075166608 Acinetobacter indicus
WP017400587 Acinetobacter radioresistens
s [ WP061524973 Acinetobacter venetianus

L

96

—_ " WP018678155 Acinetobacter tjernbergiae
0.01

Joonis 16. Acinetobacter tiivede C120 ennustatavate aminohappeliste jérjestuste (151 ah)
lahinaabrite ithendamise meetodil koostatud fiilogeneetiline puu. GenBank andmebaasist
voetud jérjestuste puhul on toodud bakteri nimi ning vastav GenBank ID number. Bootstrap
vairtused on margitud alates 50%. Moodtkava vastab 0,01 aminohappe asendusele iihe
aminohappe kohta.

Pseudomonas sp. tiivi 202 LmPH jérjestus klasterdus fiilogeneetilisel puul (Joonis 14)
lahestikku P. pseudoalcaligenes tiive C70 (eraldatud Ladnemere suvistest proovidest, Vedler
et al., 2013) jarjestusega ning molemad tiived omasid kahte erinevat C230 jarjestust. Kuid
erinevalt tiivest C70 (Joesaar et al. 2017), ei leitud tiivel 202 vdimet kasvada salitsiilaadil.
Kirjanduses on néidatud, et kahe vO1 enama katehhooli dioksiigenaasi omamine aitab bakteris
hoida rakusisese katehhooli kontsentratsiooni madalana ning hoiab dra iihendi toksilisuse
moju organismile (Jimenez et al., 2014; JGesaar et al., 2017). Klasterdumist samasse
klastrisse suvistest proovidest isoleeritud tiivedega on ndha ka tiivede 4 ja 2Aphe2, 1 ja 2B1
ning 18, 40, 137, 131 ja A8 puhul (Joonis 14), seejuures kattuvad ka loetletud tiivede C230

andmed.

Rhodococcus perekonda kuuluvatel isolaatidel tuvastati LmPH kodeeriv geen kuuel (36, 108,
212, 24, 32, 174) tivel (Lisa 7), kelle kasv fenooli sisaldaval minimaaltassil oli vdga hea.
LmPH aminohappelised jérjestused olid omavahel identsed ning kodige 1dhedasemad bakteri R.
erythropolis fenooli hiidroksiilaasi jarjestustele. Katehhooli lagundmine toimub Rhodococcus

perekonna erinevates tiivedes modda katehhooli ortho-rada (Joonis 1). Gram-positiivsete
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bakterite perekondadest parinevatel isolaatidel detekteeriti LmPH olemasolu veel Arthobacter
sp. tiivel 2 (Lisa 7). Samuti fenoolil kasvanud Dietzia sp. tiivel 35 detekteeriti C120, kuid
kahjuks mitte LmPH (Joonis 15; Lisa 7).

JXATT7775 Pseudomonas stutzeri 2Atol1
58 YP709322 Pseudomonas putida pWW53 (plasmid)
671201 2
JXATTTT3 Pseudomonas stutzeri B10v
201_1
NP 542866 Pseudomonas putida pWWO (plasmid)
5|92
JX177782 Pseudomonas sp. 2A9
s

234
"1 'vP008004814 Pseudomonas migulae D2RT (plasmid)

JX177735 Pseudomonas pseudoalcaligenes C70a
J_ 202
|_F JX177784 Pseudomonas anguilliseptica C10
58 ‘{J){W??SS FPseudomonas anguilliseptica 2C51

83
86

JX177761 Pseudomonas anguilliseptica D57

4

‘ WP043152429 Sphingobium sp. Ant17 (1)
16

100f, 6 1
WP043152429 Sphingobium sp. Ant17(2)
— AAD11448 Sphingomonas sp. ABAN3
0.1 q |AAS46988 Sphingomonas sp. A1-13
99 '26 2

Joonis 17. Isoleeritud tiivede C230 ennustatavate aminohappeliste jarjestuste (245 ah)
ldhinaabrite ithendamise meetodil koostatud fiilogeneetiline puu. GenBank andmebaasist
voetud jérjestuste puhul on toodud bakteri nimi ning vastav GenBank ID number. Bootstrap
vadrtused on margitud alates 50%. Mootkava vastab 0,1 aminohappe asendusele iihe
aminohappe kohta.

Jutkina et al. 2011 néitasid, et Lddnemere pinnaveest eraldatud tiivedest 29% omab iihte voi
enamat plasmiidi, mis toendoliselt voivad kanda ka mitmesuguseid kataboolseid geene.
Seetdttu voiks ka kdesolevas tods isoleeritud tiivedel méérata plasmiidide olemasolu ning

struktuuri.

Naatriumsalitsiilaadi, poliiaromaatsete iihendite lagundamisel tekkiv vaheilihend, kasutamist
isolaatide poolt kiill testiti (Lisa 4A, 4B, 5A, 5B), kuid vastavate kataboolsete geenide

tuvastamiseni kdesolevas t60s ei joutud.
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KOKKUVOTE

Laanemeri on suuruselt teine riimveeline veekogu maailmas, kus elavad koos nii mere-,
mage-, kui ka riimvee organismid. Kahjuks peetakse Ladnemerd iiheks enam saastatumaks
mereks maailmas. Tihe laevaliiklus ning aktiivne inimtegevus merel ja rannikul tdstavad
naftalekete ja suurdOnnetuste toimumise toendosust mitmekordselt. Bakteritel on tihtis roll
inimeste poolt merekeskkonda paisatud ohtlike kemikaalide lagundamisel. Tundes nende
koosluste struktuuri ja reaktsiooni erinevatele tingimustele, aitab see meil paremini maoista ja

hinnata, kuidas erinevad faktorid mojutavad Lidnemere 6koslisteemi funktsiooni ja tasakaalu.

Kédesoleva bakalaureusetoé pohieesmdrgiks oli hinnata Lifnemere pinnavee ja setete
mikroobikoosluste kataboolset potentsiaali erinevate naftast périnevate siisivesinike
lagundamisel kiilmal perioodil. Samuti sooviti vilja tuua geneetilised tegurid, mis vastutavad
aromaatsete ja alifaatsete lihendite katabolismi eest. Viimaseks eesmérgiks oli isoleerida ja
iseloomustada mikroobitiivesid, keda oleks vdimalik kasutada bioaugmentatsioonil

olireostuse likvideerimiseks. Antud t66s saadud tulemused voib kokku votta jargnevalt:

1. vee soolsusel, temperatuuril ja naftasaaduste kontsentratsioonil on oluline mdju
mikroobikoosluste koostisele;

2. toornafta lisamise tagajdrjel vihenes bakterikoosluste mitmekesisus vorreldes algsete
veeproovide mitmekesisusega;

3. tiivede 16S rRNA geeni fiillogeneetilise analiiiisi alusel domineerisid talvisel perioodil
isoleeritud tiivede hulgas hdimkonnad Proteobacteria ja Actinobacteria;

4. naftasaadusi lagundavaid kataboolseid geene (alkB, alkM, almA, LmPH, C120,
C230) tuvastati perekondadel Pseudomonas, Rhodococcus, Acinetobacteria,
Sphingomonas, Dietzia, Mycobacterium, Williamsia, Arthrobacter ja Aeromicrobium;

5. perekonda Rhodococcus kuuluvatel tiivedel leiti 3-5 jérjestuselt erinevat homoloogset
alkB geeni;

Kiéesoleva bakalaureusetod tulemused néitavad, et Liddnemerest isoleeritud bakteritiivede
kataboolsed geenid on mitmekesised ning tiived suudavad lagundada erinevaid naftast
parinevaid iihendeid. Seega voib jdreldada, et L&dnemere mikroobikooslustel on hea

kataboolne potentsiaal naftasaaduste lagundamiseks.
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Biodiversity of the Baltic Sea surface water and sediment bacteria during the cold

period: catabolic potential of degradation of oil products

Kevin Liivapuu

Summary
The brackish Baltic Sea water is under permanent oil pollution pressure due to heavy ship
traffic that leads to high risk for oil pollution. Bacteria are key players in biodegradation of
the oil derived petroleum hydrocarbons in oil-polluted environments. Despite to the sensitive
and unique nature of the Baltic Sea, only very few studies dealing with the biodegradation
potential of oil components by microbial communities are available. Moreover, there is no

data concerning the activity of biodegradative bacterial communities at the winter time.

The main aim of this study was to characterize the biodegradative microbial communities of
the sediment and surface water samples of the Baltic Sea taken at winter time. The genetic
factors responsible for the catabolism of aromatic and aliphatic compounds were also sought.
The final goal was to isolate and characterize microbial strains that could be used in

bioremediation experiments. The results of the study can be summarized as follows:

1. salinity, temperature and concentration of oil products have a significant influence on
the composition of microbial communities;

2. addition of crude oil to the microcosms reduced the diversity of bacterial communities
compared with the diversity of the original water samples;

3. analysis of 16S rRNA gene sequences showed that the phyla Proteobacteria and
Actinobacteria are dominant in the cold period;

4. catabolic genes (alkB, alkM, almA, LmPH, C120, C230) responsible for degradation
of oil products were identified in the genera Pseudomonas, Rhodococcus,
Acinetobacteria, Sphingomonas, Dietzia, Mycobacterium, Williamsia, Arthrobacter
and Aeromicrobium;

5. almost all strains from the genus Rhodococcus had multiple alkB genes.

The results of this study show that the catabolic genes isolated from the Baltic Sea bacterial
strains are diverse and capable of degrading various compounds from crude oil. Thus, it can
be concluded that the Baltic Sea microbial community has a good catabolic potential for the

degradation of oil pollution.
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Lisa 4A

Isolaatide feno- ja genotiitipilised tunnused (kasutatud praimeritega tuvastati kataboolsed

geenid).
Isoleerimine o < Kasv
Lihim kultiveeritav organism, x %
Tiivi = 16S rRNA geeni jirgi (403- 3 2
§ s| & 460 ap) S S
S5l @ 0] S [SAL|PHE|TOL| Hd
a|O]| L =
wn
Actinobacteria
217 |3V| O | TN |Rhodococcus fascians NRO37021 | 97 |- C +++
195 [2V]| O | SAL |Rhodococcus yunnanensis NRO43009 | 99 [+++ |- +++
36 |[2S| O | PHE |Rhodococcus degradans NR145886 | 100 |- ++ +++
144 [4S| O | Hp |Rhodococcus erythropolis NRO037024 | 98 |- ++ +++
32 [5S| O| TN |Rhodococcus gingshengii NR043535 | 98 |- ++ +++
174 | B | O | SAL |Rhodococcus jialingiae NR115708 | 98 |- ++ +++
212 |2V| O | Hd [Rhodococcus jialingiae NR115708 | 100|- ++ +++
241 [2V| O | D [Rhodococcus erythropolis NR119125| 98 |[C [C |C +++
108 |2Vv| O | TN |Rhodococcus gingshengii NR043535 | 100]- ++ ++
107 [3S| O | TN |Mycobacterium setense NR116291 | 98 | - C - +
29 [2Vv]| O | Hd |Williamsia limnetica NR117925| 97| - C - [+t
188 [5V| M| TN |Aeromicrobium panaciterrae [ NR041382| 98 - - - C
115 [5V| M| TN |Aeromicrobium gingsengisoli [ NR041384 (98| C - C | ++
35 |1S| O| TN |Dietzia maris NR116685| 99 | - C - C
2 |4V| O | SAL |Arthrobacter antarcticus NR115079 | 99 ++ [+++| C [ C
Alphaproteobacteria
16 | 55| M | TN [Sphingobium hydrophobicum | NR152071| 98 |++pr| - c|C
148 |5S| M | TN |Sphingobium hydrophobicum | NR152071| 99 - - | A -
26 [4V|M | TN |Sphingobium xenophagum NR026304 | 98 [++pr| - cC|C

Tabelis on toodud
tulemused ning kdige 1ahimad kultiveeritavad organismid 16S rRNA geeni (403-460 ap) jargi
koos GenBank ID numbri ja identsusprotsendiga. Tahistused: 1 - Sillamée; 2 - Kédsmu; 3 -
Muuga; 4 - Tallinn; 5 - Vaina; A - Tallinna laht; B - avameri; C - Narva laht. V -
rannikuddrne veeproov; S - rannikuddrne sediment; (+++) - véga tugev kasv; (++) - tugev
kasv; (+) - kasv; (-) - kasv puudub, pr — biomass vérvus pruuniks; O - otsekiilv; M -
mikrokosm; Hd - heksadekaan; TN - toornafta; NAH - naftaleen; SAL - naatriumsalitsiilaat;
PHE - fenool; D - diisel; Hp — heptaan; TOL — tolueen.

hdimkondlik kuuluvus, tiive number, proovipunkti téhis, kasvutesti

63



Lisa 4B

Isolaatide feno- ja genotiitipilised tunnused (kasutatud praimeritega tuvastati kataboolsed

geenid) !
Isoleerimine Q < Kasv
Liahim kultiveeritav organism, X %
Tiivi - § 16S rRNA geeni jargi (403- g é
Sl1Z| & 460.ap) & |8 |sAL|PHE|TOL| Hd
a |O < -
wn
Gammaproteobacteria
157 | C | O | PHE |Acinetobacter kyonggiensis NR116714199| - [(+++| nd | C
67 | C | O [NAH]Acinetobacter kyonggiensis NR116714199| C [(+++| nd | C
165 [ C | O [ PHE |Acinetobacter kyonggiensis NR116714 199 - | ++ | nd [ ++
192 | 4S| O | PHE |Acinetobacter baumannii NR117677 | 98 | +++ | +++ [ nd | ++
179 [3S| O | TN |Acinetobacter Iwoffii NR113346 | 98 | - + - |+
235 [3V| O | PHE |Acinetobacter baumannii NR117677 | 98 | - - - C
216 [5S| M| TN |Acinetobacter junii NR117623 | 99 | +++ [ +++| - C
57 [3V| O |[NAH|Pseudomonas fluorescens NR113647 |1 99 | - - - C
83 [1S|{ O| D |Pseudomonas veronii NR112075 | 100| - - - C
167 [ B |{M | TN |Pseudomonas veronii NR112075 | 100| - - | +++| C
238 | B | O | SAL |Pseudomonas fluorescens NR113647 |1 99 | - - - C
84 [A|O| D |Pseudomonas putida NR113651 98 | - - - |+t
54 [2V| O |[NAH|Pseudomonas marginalis NR112072 | 100| - - - C
74 A | O| D [Pseudomonasmarginalis NR112072 |100| - - - C
76 [3S| O| Hd |Pseudomonas migulae NR114223 199 | - - - C
160 [1V| O TN [Pseudomonas meridiana NR025587 |1 99 | - - - C
171 |3V| O | PHE |Pseudomonas marginalis NR112072 |100| - - - C
176 |3V| O | SAL |Pseudomonas marginalis NR112072 |100| - - - Cc
184 [ 2S| O | SAL |Pseudomonas trivialis NR028987 | 100| ++ | - - C
189 [ A [ O [NAH|Pseudomonas miguale NR114223 199 | - - - C
180 |5V[M | TN |Pseudomonas veronii NR112075 |100| - C |+++| C
201 |5V| M| TN |Pseudomonas synxantha NR113583 |100| - C|+++]| C
131 [1V| O [ SAL [Pseudomonas meridiana NRO25587 | 99 | ++ | +++| - C
137 [3V| O | PHE |Pseudomonas antarctica NR025586 |100| ++ [ +++| +++| C
1 A | O | PHE |Pseudomonas cedrina NR042147 1100 C | +++| - C
40 |5S| O | PHE |Pseudomonas fluorescens NR113647 | 99 | +++ | +++| - C
18 |5S(M | TN [Pseudomonas mandelii NR114216 |100| ++ | +++| - C
4 B | O | PHE |Pseudomonas guineae NR042607 1100 - | ++ | - +
202 | C | O | PHE |Pseudomonas xanthomarina NRO41044 |1 99| - [+++| + [ C
92 [4v[M | TN |Pseudomonas guineae NR042607 1 100| - - + |+t
234 |4V| M| TN |Pseudomonas syringae NRQO74597 | 100 + + |+ | C

L. Kasutatud lithendid on toodud Lisas 4A.

64



Lisa 5A

Isolaatide feno- ja genotiiiipilised tunnused (kasutatud praimeritega kataboolseid geene ei
tuvastatud)*

Isoleerimine E ;\a Kasv
Tini| 3 s g Lihim kulﬁvtﬁef.ita\.forganism,ms § §

5 S| 2 | rRNA geeni jirgi (403-460 ap) = £ [SAL|PHE|TOL| Hd

a O] =)

Actinobacteria
136 4V | O | PHE |Arthrobacter antarcticus NR115079| 99 | + | +++| - C
58 [ 4S | O | Hd |Arthrobacter oryzae NRO41545| 99 | C | ++ | - C
49 [ 4v | O [ D |Arthrobacter oxydans NR026236| 99 | C CcC| +
141( 1S [ O [NAHIJArthrobacter psychrochitiniphilus |NR104702| 98 | ++| + [ C [ C
162 C [ O | SAL|Microbacterium oleoivorans NR042262| 97| C | ++ | C | C
134 4V | O [ SAL|Microbacterium thalassium NR0424811 98| C | C | + | C
534S | O| D [Micrococcus luteus NRO75062| 99 |+++| ++ | + | C
Alphaproteobacteria
132| 2V | O [ SAL|Agrobacterium fabrum NRO74266| 100 | ++ | +++ | - C
38 | C [ O [PHE|Brevundimonas vesicularis NR113586| 98 |+++| +++ [+++| C
59 [ 3S | O | Hd [Methylobacterium extorquens NR112230| 100 | +++| +++ | - C
52 | 4V | O | D [Methylobacterium fujisawaense NR025374]| 100| - | ++ | - C
Bacteroidetes
111( 3V | O | Hd |Flavobacterium hercynium NR042520| 98 | - - - |+
25 | 1S | O | PHE [Flavobacterium piscis NR133746| 98 | - - - |+t
Betaproteobacteria
128| 5V | O [ SAL|Comamonas phosphati NR147778| 96 | ++ | - - |
205| C | M| TN |Variovorax ginsengisoli NR112562| 99 | ++| C | - C
Deinococcus-Thermus
69 | A | 0] | TN |Deinococcusseou|ensis |NR146689| 99 | - | ++ | - | C
Firmicutes
166| 3S | 0 | TN |Exiquobacterium oxidotolerans |NR024812| 99 | + | C | C | C

L. Kasutatud lithendid on toodud Lisas 4A.
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Lisa 5B

Isolaatide feno- ja genotiiiipilised tunnused (kasutatud praimeritega kataboolseid geene ei
tuvastatud)*
Isoleerimine a S Kasv
= X S
Tini| 3 s g Léihimkultive:e.llita\.forganism, 16S = g
5 S| 8 | rRNAgeeni jirgi (403-460 ap) ‘f% £ [SAL|PHE(TOL| Hd
A o =)
Gammaproteobacteria
71| A | O | SAL|Aeromonas salmonicida NR113635| 100 + | ++ | - C
56 | 3V | O |NAH|Pectobacterium carotovorum NR118225| 99 | ++ | ++ | - C
172 A | O [ SAL|Pseudomonas arsenicoxydans NR117022]| 100 |+++| C | - C
43 | 2V | O [ Hp |Pseudomonas asturiensis NR108461| 100 | +++| +++ | - C
37 | A | O [PHE|Pseudomonas asturiensis NR108461| 100| + | + - C
219| 1V | O [ SAL|Pseudomonas austeriensis NR108461| 100| + | C - C
239| 5V | O [ SAL|Pseudomonas fluorescens NR113647| 99 | ++| C - C
228| 2V | O [NAH|Pseudomonas guineae NR042607| 100| - - - |+
85 | A | O| Hd [Pseudomonas guineae NR042607| 99 | - - -+
98 [ 2V | O | Hd [Pseudomonas guineae NR042607| 99 | - - -+
94 [ 4V | M| TN [Pseudomonas guineae NR042607| 100| - - - +
191| 5V [ M [ TN |Pseudomonas guineae NR042607| 99 | - - -+
199( 5V [ M [ TN |Pseudomonas guineae NR042607| 99 | - - -+
101| 5V | O [ Hd |Pseudomonas guineae NR042607| 100| - - - |+
168 A | O [SAL|Pseudomonas koreensis NR025228| 99| + | C | - +
156 A [ O | D |Pseudomonas marincola NR117186| 99 | ++ | - - -
24 | 5S [ O | Hp |Pseudomonas migulae NR114223] 100 | +++| +++ | - C
152 C [ M | TN |Pseudomonas punonensis NR109583| 99 | C | + - C
198 C [ O [ SAL|Pseudomonas putida NR113651| 99 |+++| C | - C
153( 4V [ M | TN |Pseudomonas taeanensis NR116651| 99 | - | ++ [ C [ +++
2141 A | O | D |Pseudomonas taiwanensis NR116172| 99 |+++| +++ | - C
200| C | O [SAL|Pseudomonas xanthomarina NR041044] 99 | - C - +
242 C | O [ PHE|Pseudomonas xsanthomarina NR041044]| 99 | - - -
109| 5S | O | TN |Shewanella baltica NR025267| 99 |+++ C+| ++
31| 55 [ O | TN |Shewanella baltica NR025267| 99 | - + - C

L. Kasutatud lithendid on toodud Lisas 4A.
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Lisa 6

Isoleeritud tiivede AIkB, LmPH ja C230 ennustatavate aminohappeliste jirjestuste
vordlemisel GenBank andmebaasist saadud 1dhimad vasted

@ e [a)] > [a) —~ - . . [a) —
.. |2 g kuIItJia\‘::;:litav % ej? Léhimlfultiveeritav % gj? Lecl)rllgn;nl?sjrl:\(l:e;?rygav % gj./
Tidi2 21 organism AlKB 3 g | organismLmPH 3 B | jirgi (263-270 ah; 3 B
2| jiirgi (101-106 ah) 8 g | Jargi(Ar3an) 3 £ | halliga tahistatud) 3 £
57 1 [P.fluorescens AKP07098 91
83 | 1 |P.fluorescens AKP07062 100
167| 1 [P.fluorescens AKP07061 98
238 1 |P.fluorescens AKP07066 99
84 | 1 |P.putida AKP07101 98
54 | 1 [Pseudomonassp. |ADA71114 100
74 | 1 [Pseudomonassp. |ADA71114 100
76 | 1 |Pseudomonassp. |ADA71100 100
160 1 |Pseudomonassp. |ADA71128 99
171 1 |Pseudomonassp. |ADA71095 100
176 1 |Pseudomonassp. |ADA71095 99
184 1 |Pseudomonassp. |ADA71128 100
189| 1 [Pseudomonassp. |ADA71098 100
180| 1 [P.fluorescens AKP07062 100 P. migulae AFS60529 100
201 | 1 |Pseudomonassp. |ADA71106 100 Pseudomonassp. |AGT56843 100
131| 1 [Pseudomonassp. |WP100943344 | 90 [P. putida AAWG66703 | 99
137| 1 [P.protegens AKPO07087 88 |P. putida AAWG6703 | 99
1 Pseudomonassp.  |AFS60606 100
40 P. putida AAWG66703 (100
18 P. putida AAWG66703 (100
4 P. mendocina AAWG66691 | 100|P. mendocina AAWS81667 |100
202 P. mendocina AAWG66694 [100(P. putida BAE44409 96
92 P. stutzeri AFS60532 100
234 P. migulae AFS60529 100
16 Sphingomonas sp. |AAD11448 99
26 Sphingomonas sp. |AAD11448 99
148

Tabelis on margitud tiive number, AIKB homoloogide arv, ldhim kultiveeritav organism
vorreldud valgujarjestuse pohjal GenBank andmebaasis ning vastava tiive GenBank ID
number ja identsusprotsent. Halliga tdhistatud lahtrid mérgivad tiivesid, kelle biomass

pritsimisel katehhooliga tuvastati varvusreaktsioon, mis on iseloomulik C230 aktiivsusele.
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Lisa 7

Isoleeritud tiivede AIkB, LmPH ja C230 ennustatavate aminohappeliste jirjestuste
vordlemisel GenBank andmebaasist saadud 1dhimad vasted

(<5}
[=2)
o ~ —~ —~
% L.ﬁhim. 5 3\0/ Lahim kultiveeritav 5 §/ L&him kultiveeritav 2 E\O/
Tiivi § kUIt'_Vee':;\tIT(VB g é organism LmPH § é organism C120 é é
é J;giq'(flml 06 ah) g % jargi (173 ah) g % (151-189 ah) jargi 5 %
<
1 |Rhodococcussp. [KQU53855 94
217 2 |R.fascians WP037172464 | 98
3 |Rhodococcussp. |ACR56750 97
1 |Rhodococcussp. [AKPO07051 75
195| 2 [R.sovatensis AML79720 86
3 |Rhodococcussp. |WP084345768 | 90
1 |R.gingshengii CDI44596 97
36 | 2 |Rhodococcussp. [AGC27138 100 R.erythropolis |WP020909387|100| R.gingshengii | WP083056447 100
3 |R.erythropolis BAG06232 99
1 |Rhodococcussp. [AGC27138 100
144 2 |[Rhodococcussp. |AEY77899 100 nd Rhodococcus sp. | WP080909840( 99
3 |R. gingshengii CD144591 100
1 [Rhodococcussp. |AGC27138 100
32 | 2 |Rhodococcussp. |AEY77899 100 R.erythropolis |WP020909387|100| Rhodococcussp. |WP080909840( 99
3 |Rhodococcussp. |ABJ16481 100
1 |Rhodococcussp. [AGC27138 99
174| 2 |Rhodococcussp. [AJE25655 99 [ R.erythropolis |WP020909387| 99 | Rhodococcus sp. |WP080909840| 99
3 |Rhodococcussp. |AEY77899 100
1 |Rhodococcussp. [AGC27138 100
2 |Rhodococcussp. [AEY77899 99 . . .
212 R. erythropolis  |WP020909387|100| R.gingshengii | WP083056447 100
3 |Rhodococcussp. |AJE25655 99
4 [Rhodococcussp. |ABJ16481 100
1 |Rhodococcussp. [AGC27134 100
2 |Rhodococcussp. |AEY77865 99 . . -
241 R.erythropolis  |WP020909387|100| R.gingshengii | WP083056447| 99
3 |Rhodococcussp. |ABJ16481 100
4 [Rhodococcussp. |AGC27138 100
1 |R.erythropolis BAG06234 98
2 |Rhodococcussp. |AGC27138 100
108| 3 [R.erythropolis BAG06235 100| R.erythropolis [WP020909387|100( R.gingshengii  [WP083056447 (100
4 [Rhodococcussp. |ABJ16481 100
5 |Rhodococcussp. |AEY77902 100
107| 1 [Mycobacteriumsp.|WP105366145 | 96
29 | 1 [Williamsia sp. WP084835456 | 95
188| 1 [Aeromicrobiumsp.|WP108577032 | 93
155| 1 [Aeromicrobiumsp.| WP108577033| 93
35 | 1 |Dietziasp. ACR56752 85 D. cinnamea WP007628974 | 92
2 Arthrobacter sp. WP105649967 | 99

Tabelis on maérgitud tiive number,AlkB homoloogi jirjekorra number, 1dhim kultiveeritav
organism vorreldud valgujérjestuse pohjal GenBank andmebaasis ning vastava tiive GenBank
ID number ja identsusprotsent.
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Lisa 8

Isoleeritud tiivede AIkM, AImA, LmPH ja C120 ennustatavate aminohappeliste jarjestuste vordlemisel GenBank andmebaasist saadud lahimad vasted

2 g S 8| Lahim o |g|  Lam a S
Lihim kultiveeritay X £ Lihim Kultiveeritav X < . . X < kultiveeritav X S
. . . e . S a . o c @a kultiveeritav c %) . c 0
Tiivi | organism AlkM jérgi (101 3 7 | organism AlmA jirgi (209- 3 2 . 3 2 | organismC120 3 2
= = = £ | organism LmPH e = e = =
106 ah) S S 210 ah) S S 2 S S jargi (151-189 S S
O e U S | Jargi(173ah) Q e ah) O =
157 |Acinetobacter sp WP086166382 | 99 |Acinetobacter kyonggiensis | WP092692380 | 99 |Acinetobacter sp. | AFS60621 100 |Acinetobacter sp. |WP086185313 | 100
67 |Acinetobacter sp. WP086166382 | 99 |Acinetobacter kyonggiensis | WP092692380 [ 99 |Acinetobacter sp. [AFS60621 100 [Acinetobacter sp. |WP086185313 | 100
165 [Acinetobacter sp. WP086166382 | 99 |Acinetobacter sp. WP086184231 | 99 |Acinetobacter sp. |AFS60621 100 |Acinetobacter sp. |WP086185313 | 100
192 |Acinetobacter sp. WP067722776 | 97 |Acinetobacter sp. WP086194660 | 97 |Acinetobacter sp. |WP005172219 | 99 nd
179 |Acinetobacter sp. WP067867362 | 96 |Acinetobacter sp. WP086194660 | 94 A. bohemicus WP004649107 | 95
235 [Acinetobacter sp. WP067722776 | 97 |Acinetobacter sp. WP086194660 | 97
216 Acinetobacter bohemicus WP074946194 | 100

Tabelis on mérgitud tiive number, ldhim kultiveeritav organism vorreldud valgujérjestuse pdhjal GenBank andmebaasis ning vastava tiive GenBank 1D

number ja identsusprotsent.
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