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INFOLEHT

Salitstilaadi ning metttlsalitstlaatide lagundamine erinevates perekonna Pseudomonas
litkides

Salitsiilaat on polutsiuklilise aromaatse Uhendi, naftaleeni, lagundamise kéigus tekkiv
vaheiihend, millel on toksiline toime isegi seda lagundavatele mikroorganismidele. P.
pseudoalcaligenes tivi C70 omab redundantseid salitsilaadi 1-hidroksulaase ja
redundantseid katehhooli 2,3-dioksuigenaase, mis on vGtmeensulmid salitstilaadi edasises
lagundamises. Kdesolevas t06s vorreldi tiive C70 kasvuparameetreid ning geeniekspressiooni
tasemeid ilma redundantsete salitsiilaadi lagundamise geenideta referentstiivedega, P.
fluorescens PC20 ja P. putida NCIB 9816-4. Lisaks selgitati MGE insertsiooni mdju P. putida
vOimele lagundada salitstilaati ja metullsalitsilaate. Kasutatud tingimustel ei olnud tiivel C70
eelist salitstilaadi ega metullsalitsiilaatide lagundamisel referentstiivede suhtes.

Mérksonad: Salitstilaadi 1-hldroksulaas, katehhooli dioksugenaasid, aromaatsed hendid,

redundantsus, Na-salitsulaat, qRT-PCR
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Degradation of salicylate and methylsalicylates in different species of the family

Pseudomonas

Salicylate is an intermediate in the degradation of naphthalene and has a toxic effect even on
bacteria which are capable of degrading it. P. pseudoalcaligenes strain C70 possesses
redundant salicylate 1-hydroxylase genes and redundant catechol 2,3-dioxygenase genes,
which are key enzymes in the metabolism of salicylate. In this study, the growth parameters
and gene expression levels of strain C70 were compared to those of reference strains, P.
fluorescens PC20 ja P. putida NCIB 9816-4. Additionally, the effect of an MGE insertion on
P. putida strain NCIB 9816-4’s ability to degrade salicylate and methylsalicylates was studied.
Under the conditions utilized in this study strain C70 did not have an advantage in degrading

salicylates or methylsalicylates compared to the reference strains.

Keywords: Salicylate 1-hydroxylase, catechol dioxygenases, aromatic compounds,

redundancy, Na-salicylate, gRT-PCR

B230 Microbiology, bacteriology, virology, mycology
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KASUTATUD LUHENDID

C120 - katehhooli 1,2-dioksuigenaas
C230 - katehhooli 2,3-dioksuigenaas
MGE - mobiilne geneetiline element

SH - salitsulaadi 1-htdroksulaas

HMS - 2-hldroksumukonosemialdehitid
SAL - Na-salitstlaat

MSAL - metldlsalitsilaat



SISSEJUHATUS

Uhed levinumad ja vastupidavamad saasteained, mis tekivad kaasaegses toGstuses on erinevad
aromaatsed uhendid. Aromaatseid Uhendeid iseloomustab benseenituuma sisaldamine, mis
muudab need raskesti lagundatavateks. Neid tekib to0stuses vahethendite, jaatmete ja I16pp-
produktide né&ol ning neid leidub ka toornaftas. Aromaatsed hendid satuvad keskkonda
suuremahuliselt néiteks pestitsiidide kasutamisel, téostuslike heitvete vale késitlemise kaigus
vOi ka nafta kditlemisega seotud 6nnetuste tdttu. L&&nemerel on suur oht reostuse tekkeks
tiheda laevaliikluse ja fossiilkltuste transpordi tottu. Laevadnnetus on Kkatastroofiliste
tagajargedega kohalikule okosusteemile, kui tekkinud reostuse kdrvaldamine on aeglane ja

ebaefektiivne.

Aromaatseid Uhendeid sisaldava reostuse, nagu nafta, puhastamisel on keeruline kasutada
flilsikalisi meetodeid, eriti kui reostus peaks tekkima veekogul. Selliste Gnnetuste tagajargede
leevendamiseks on otstarbekam rakendada biotervendust ehk elusorganismide abil keskkonna
puhastamist. Fulsilise keskkonnapuhastamise asemel, rakendab see meetod mikroorganisme,
mis lagundavad saasteained kahjututeks tihenditeks. Biotervenduses kasutatakse aromaatseid
thendeid lagundavaid keskkonnabakterid, mille kataboolset potentsiaali on pd&hjalikult
eelnevalt uuritud. Igas keskkonnas ja iga saasteaine puhul ei sobi samad bakterid,
eelteadmised vBimaldavad kokku panna optimaalseid kooslusi ning stimuleerida nende kasvu

Oigete lisanditega.

Kéesoleva t00 eesmaérkideks olid selgitada Pseudomonas pseudoalcaligenes tiive C70
vOimekust lagundada Na-salitsulaati (kirjapildi lihtsustamiseks kasutatakse edaspidi valjendit
salitsiilaat) ja erinevaid metiulsalitsiilaate vorreldes kahe referentstiivega perekonnast
Pseudomonas ning tuvastada Pseudomonas putida tiive NCIB 9816-4 naftaleeni lagundamise
operoni inserteerunud mobiilse geneetilise elemendi (MGE) moju selle v6imele lagundada
salitsiilaati ja mettilsalitsiilaate. Salitstilaadid valiti kdesoleva t66 substraadiks, sest need on

kesksed vahetihendid mitmete aromaatsete Uhendite lagundamisradades.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE
1.1. Aromaatsete Gihendite aeroobne lagundamine bakterites

Aromaatsed ihendid on heterogeenne molekulide grupp, mille Ghiseks tunnuseks on vahemalt
Uhe benseenituuma sisaldamine. Aromaatsed thendid esinevad looduslikult aromaatsetes
aminohapetes, ligniinis ning tekivad ka metsapdlengutes (Freeman ja Cattell, 1990; Seo et al.,
2009), kuid suuremas koguses satub neid keskkonda erinevate t0ostusprotsesside kaigus
(Lijinsky, 1991; Seo et al., 2009). Benseenituum on keemiliselt inertne struktuur, mis muudab

aromaatsed ihendid véga stabiilseteks.

Aromaatsed Uhendid saab jaotada vastavalt struktuurile kolme gruppi: polutsiklilised,
asendusrihmadega ja heterotsiiklilised aromaatsed uhendid. Polutsuklilised aromaatsed
uhendid lahustuvad halvasti vees ja adsorbeeruvad pinnase osakestel (Means et al., 1980;
Peng et al., 2008), mistdttu kuhjuvad need keskkonda (Cerniglia, 1992; Giger ja Blumer,
1974; Peng et al., 2008).

Aromaatseid Uhendeid lagundavad peamiselt mikroorganismid, kellele need on energia- ja
susinikuallikateks (Pérez-Pantoja et al., 2019). Aromaatsete ihendite aeroobne lagundamine
bakterites vOib toimuda erinevate ensimaatiliste radade kaudu, millede keskseteks
vahetiihenditeks on katehhool, gentisaat ja protokatehhuaat (Nogales et al., 2017). Keskkonnas
leiduvad aromaatsed hendid ja ka nende lagundamise kéigus tekkivad vahelihendid vdivad
olla mikroorganismidele toksilised. Néaiteks katehhoolid on reaktiivsed ja vdivad kergesti
oksudeeruda, moodustades DNA-d kahjustavaid hapnikutihendeid (Li ja Trush, 1994).
Katehhoolid  vdivad héirida rakumembraani  elektrontranspordiahelat,  rikkudes
membraanipotentsiaali (Schweigert et al., 2001A). Katehhoolid inaktiveerivad ka ensiiime
nende sulfhidrudlgruppidele seondumise, enstitimide ristsidumise ja enstiimide kofaktorite,
naiteks metalliioonide, sidumise kaudu (Li et al., 1997; Schweigert et al., 2001B;
Stoyanovsky et al., 1995). Uurimist6dd on naidanud, et kasvukeskkonda kogunev katehhool
on kasvu inhibeeriva toimega isegi seda lagundavatele esniumidele, katehhooli

dioksligenaasidele (Mufioz et al., 2007).

Uldiselt voib jaotada aromaatsete ihendite lagundamise kahte pohietappi. Esmalt toimub
mono- vdi diokstigenaasi abil benseenituuma hidroksileerimine, mille kdigus véheneb selle
inertsus. Teises pdhietapis IBGigatakse benseenituum lahti. Paljud lagundamiserajad
koonduvad selles etapis Uksikutele tsentraalsetele vahelihenditele, mis lagundatakse edasi

pdhiainevahetuse metaboliitideks. (Pérez-Pantoja et al., 2019)



1.1.1. Aromaatse tuuma lI6hustamist labi viivad enstimid

Aromaatse tuuma I6hustamisel on enim kasutatavad enstimid erinevad dioksligenaasid, mis
teostavad  hapnik-soltuvat  benseenituuma  I8ikamist.  Dioksugenaasid  jagunevad
intradioolseteks, mis on Fe®*" s@ltuvad, ning ekstradioolseteks, mis on Fe?" s@ltuvad
(Harayama ja Rekik, 1989). Intradioolsed ensulimid, nditeks katehhooli-1,2-diokstigenaas
(C120), ldikavad katehhooli C-C sideme katki kahe kdrvuti asetseva hldrokstilrihma
kandva susiniku vahelt, mille tulemusel tekib cis,cis-mukoonhappe. Ekstradioolsed enstiimid,
sealhulgas katehhooli 2,3-diokstigenaas (C230), I6ikavad katehhooli C-C sideme katki
hidrokstulrihmaga sdsiniku ja hidrokstulrihmata stsiniku vahelt, et moodustada 2-
hidroksiimukonosemialdehiiud (HMS) (Williams ja Sayers, 1994).

Intra- ja ekstradioolsed diokstigenaasid périnevad erinevatest evolutsioonilistest liinidest ja
need erinevad nii struktuuri kui ka aminohappelise jérjestuse poolest, mistottu on neil erinev
substraadispetsiifilisus, vastupidavus stressile, jne (Vaillancourt et al., 2006). Intradioolsete
dioksugenaaside kitsam substraadispetsiifilisus tuleneb nende sdltuvusest kahest kdrvuti-
paiknevast hudroksutlrihmaga sisinikust, et labi viia oma reaktsiooni. Ekstradioolsete
dioksugenaaside puhul lagundatava molekuli struktuurile sellist tingimust ei ole ja seet6ttu
on nad laiema substraadispetsiifilisusega ning on v@imelised lagundama peale katehhoolide

ka teisi Uhendeid, nagu salitstilaat, gentisaat ja 2-aminofenool (Vaillancourt et al., 2006).
1.1.2. Ekstradioolsed diokstigenaasid

Ekstradioolsed dioksiigenaasid on heterogeenne ja erinevatest evolutsioonilistest liinidest
pdlvnev enstiimide grupp, mis on jaotatud kolmeks superperekonnaks. Esimest
superperekonda ehk tiidp 1 ekstradioolseid dioksligenaase iseloomustab PROSITE
konsensusjarjestus ning teist superperekonda ehk tlp Il ekstradioolseid diokstigenaase
iseloomustab sama konsensusjarjestuse puudumine. Tulp Il ekstradioolseid dioksuigenaase on
vahem leitud ja uuritud kui talp | ekstradioolseid dioksugenaase. (Eltis ja Bolin, 1996) Tulp
Il ekstradioolsed dioksiigenaasid kuuluvad kupiinide superperekonda ning sisaldavad

iseloomulikke B-lehtedest koosnevaid domaane (Dunwell et al., 2001).

Ekstradioolsete dioksligenaaside hulgas on toimunud mitmekesistumine enamasti koos
bakteriaalse liigitekkega. Seda néitab ekstradioolsete dioksligenaaside alamperekondade
kokkulangevus bakteriaalse 16S rRNA geenide flllogeneesiga. Samas, ei ole see
kokkulangevus tdielik, sest on toimunud ka kataboolsete geenide horisontaalne tlekanne

erinevate liikide vahel (Laurie ja LIoyd-Jones, 1999).



Katehhooli 2,3-diokstigenaasid (C230) on grupp ekstradioolseid dioksligenaase, mida on
pdhjalikult uuritud nende voimalike biotehnoloogiliste ja biotervenduslike rakenduste tottu.
C230 on aromaatsete thendite lagundamise votmeensiiimina levinud paljudes bakterite
perekondades, sealhulgas Pseudomonas, Burkholderia, Stenotrophomonas, Gordonia,
Thauera ja teised (Zeng et al., 2020). Koéik seni leitud C230-id on struktuurilt
homotetrameerid ning tildiselt sisaldavad Fe?*, aga on néiteid ka C230-idest, mis asendavad
Fe2* iooni Mn?* iooniga (Bugg, 2003).

Mitmetes bakteriliikides on kirjeldatud redundantsete C230-ega tivesid, mille funktsiooni
rakus ei pruugita esmapilgul osata seletada (Keil et al., 1985; O’Donnell ja Williams, 1991).
Redundantsus tahendab, et Gihes organismis on vahemalt 2 sama funktsiooniga geeni. Kuigi
sellised duplikatsioonid vd@ivad vahendada genoomi stabiilsust, on v@imalik, et mitme
geenikoopia olemasolu pakub siiski eelist iliksiku geeniga liikide suhtes (O’Donnell ja
Williams, 1991). Jiménez et al. (2014) leidsid, et redundantsed katehhooli diokstigenaasid
vBimaldasid Pseudomonas putida tiivel mt-2 paremini toime tulla kdrgematel bensoaadi
kontsentratsioonidel, sest need hoidsid rakusisese katehhooli kontsentratsiooni madalal.
Eelnevalt mainitud autorid pakkusid samuti, et geenide redundantsus soodustab geneetilist
kohastumist ja uute biokeemiliste funktsioonide teket.

1.1.3. Intradioolsed dioksligenaasid

Erinevalt ekstradioolsetest diokstgenaasidest, parinevad kdik seni kirjeldatud intradioolsed
dioksugenaasid samast evolutsioonilisest liinist (Vaillancourt et al., 2006). Guzik et al. (2013)
jaotasid intradioolsed dioksuigenaasid kolme klassi: katehhooli 1,2-diokstigenaasid (C120),
protokatehhuaadi  3,4-dioksiigenaasid ja hiidroksiikinooli  1,2-dioksiigenaasid.  Uks
pdhjalikumalt uuritud intradioolne dioksligenaas on Rhodococcus erythropolis AN-13 C120
(Murakami et al., 1997; Vaillancourt et al., 2006).

Murakami et al. (1997) jaotasid C120-id kolme alamperekonda nende
substraadispetsiifilisuse jargi. Esimene perekond sisaldab klorokatehhoolide suhtes kdrge
aktiivsusega ensuime. Teise perekonda kuuluvad ensiimid, millel on kérge aktiivsus ainult
asendusteta katehhooli v6i katehhooli ja 4-metiilkatehhooli suhtes. Viimane alamperekond
koosneb ensutimidest, millel on kdrge aktiivsus 3- ja 4-metlitlkatehhoolide suhtes. Kuigi need
C120-id erinevad substraadispetsiifilisuse poolest, on nende struktuurid sarnased. C120-i
subuthikud, mis on 29,0 - 38,6 kDa suurused, moodustavad homodimeeri, mida seob kokku
helikaalse tdmbluku motiiv (Guzik et al., 2013; Vetting ja Ohlendorf, 2000). C120-i

subihikutele on iseloomulikuks kahe immobiliseeritud fosfolipiidi olemasolu, aga nende
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funktsioon pole veel teada. Arvatakse, et need vdivad olla regulatoorse voi isegi efektor
funktsiooniga. C120-ide kataltiutilised domeenid koosnevad kahest paralleelsest 3-lehest, mis
moodustavad v@ileiva struktuuri simmeetriliselt mélemas subihikus (Vetting ja Ohlendorf,
2000). C120-i perekonnaliikmed on peamiselt puhastatud ja iseloomustatud

gramnegatiivsetest bakteritest (Pérez-Pantoja et al., 2019).
1.2. Naftaleeni aeroobne lagundamine

Naftaleen on lihtsaima struktuuriga polltsukliline aromaatne thend, mis koosneb kahest
benseenituumast. Oma vdrdlemisi lihtsa struktuuri tottu on ta aromaatsete tihendite hulgast
suurima lahustuvusega ja heaks mudeliks ka suuremate ning keerulisemate struktuuridega
aromaatsete Uhendite lagundamise uurimiseks. Naftaleeni tekib mitmetes naftatoostuse
protsessides, fossiilkiituste pdletamisel ja ka looduslikult esineva mittetdieliku polemise
puhul, nditeks metsapdlengutes. (Seo et al., 2009) Naftaleeni kasutatakse keemiatddstuses
pohiliselt erinevate Uhendite slinteesis prekursorina ning igapaevaelus voib seda leida ka
koitdrjevahendites (Preuss et al., 2003). Naftaleen on inimestele ohtlik, sest v6ib pdhjustada
nii hemoludtilist aneemiat kui ka kasvajate teket (Eaton ja Chapman, 1992).

10
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Joonis 1. Naftaleeni lagundamine salitsiilaadiks koos reaktsioone labi viivaid ensulime
kodeerivate naftaleeni Ulemises operonis paiknevate geenide nimetustega Pseudomonas
putida tive G7 néitel (Seo et al., 2009, modifitseeritud). Enstitimide taispikad nimed on
leitavad Joonise 2. allkirjas.
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Naftaleeni lagundamise bakteriaalseid radasid on palju uuritud ning dldistades koosnevad
need kahest pShietapist, mille eest vastutavad tavaliselt kaks erinevat operoni. Esimeses etapis
toimub naftaleeni molekuli (he aromaatse tuuma I6hkumine, mille tulemusena tekib
salitsulaat (Joonis 1) (Takizawa et al., 1994). Selles reaktsioonide jadas osalevaid ensulime
kodeerivad geenid paiknevad naftaleeni lagundamise raja tlemises ehk nah operonis (Joonis
2). Teises etapis toimub naftaleeni lagundamise raja alumiselt ehk sal operonilt kodeeritud
enstimide toimel salitsiilaadi lagundamine Ule katehhooli, et moodustada tsitraaditsikli
vaheiihendid (Joonis 2) (Yen ja Gunsalus, 1985). Nii nah kui ka sal operon on reguleeritud
nende vahel paikneva geeni nahR poolt kodeeritud salitsulaat-sdltuva regulaatoriga, mille
puudumisel ei toimuks transkriptsiooni kummaltki operonilt (Joonis 2) (Yen ja Gunsalus,
1985).

Salitsiilaadi lagundamise alternatiivseks teeks on lagundamine ule gentisaadi, kuid see rada
on véhemlevinud ning seetdttu ka véhem uuritud kui eelnevalt kirjeldatud lagundamisrada
(Zhou et al., 2001). Gentisaadi raja geenide paigutus erineb arhetiilipsest naftaleeni
lagundamise raja tlemise ja alumise operoni struktuurist (Xi-Hui et al., 2005). Néiteks on
Ralstonia sp. tlives U2 kirjeldatud gentisaadi rada kodeeritud ihelt operonilt, mis sisaldab nii
naftaleenist salitstilaadi kui ka salitsulaadi lagundamiseks (le gentisaadi jaoks vajalikke valke

kodeerivaid geene (Joonis 4 ja Joonis 6) (Zhou et al., 2001).

Pnah >nahAaAbAcAdBFCQED| |nahR Pr||Psal > nahGTHINLOMKJXY

Joonis 2. Naftaleeni lagundamise raja tlemine ja alumine operon Pseudomonas putida tive
G7 plasmiidis NAH7. Naftaleeni raja Glemise ehk nah operoni geenid: nahA - naftaleeni

dioksugenaas; nahB - cis-dihtidrodiooli dioksiugenaas; nahF - salitsttlaldehididi
dehudrogenaas; nahC - 1,2-dihudroksiinaftaleeni diokstigenaas; nahQ - dibensotiofeeni
oksldatsiooni valk; nahE - 2-hudroksiibensullpiruvaadi aldolaas; nahD - 2-

hidroksukromeen-2-karboksilaadi isomeraas. Naftaleeni raja alumise ehk sal operoni geenid:
nahG - salitsulaadi 1-htidroksulaas; nahT - kloroplast-tutpi ferredoksiin; nahH - katehhooli
2,3-dioksugenaas; nahl - 2-hudroksimukonosemialdehiiiidi hudrolaas; nahL - 2-okso-4-
pentenoaadi hidrataas; nahO - atseetaldehiilidi dehudrogenaas; nahM - 4-hudroksi-2-
oksopentanaadi aldolaas; nahK - 4-okaslokrotanaadi dekarbokstlaas; nahJ - oksalokrotanaadi
tautomeraas; nahX - teadmata funktsiooniga valk; nahY- naftaleeni kemotaksise valk; nahR -
LysR tldpi transkriptsiooni aktivaator. (Sota et al., 2006, pdhjal)

Pseudomonas putida tive G7 plasmiidil NAH7 paiknevad nah ja sal operon on Uhed
pohjalikumalt uuritud naftaleeni lagundamisraja enstitime kodeerivatest struktuuridest (Dunn
ja Gunsalus, 1973). Ulemine operon nahAaAbAcAdBFCQED (Joonis 2) koosneb kiimnest
geenist, mis kodeerivad enstlime naftaleeni lagundamiseks salitsiilaadini (Joonis 1) (Eaton,

12



1994). Esmalt hidroksuleerib multikomponentne naftaleeni diokstigenaas (nahAaAbAcAd)
naftaleeni 1,2-positsioonis ning tekib cis-(1R, 2S)-naftaleeni dihtdrodiool, mis
dehudrogeenitakse 1,2-dihiidrokstinaftaleeniks cis-dihiidrodiooli dehiidrogenaasi (nahB) abil.
Edasi toimub 1,2-dihlidroksiinaftaleeni benseenituuma I6ikamine dihiidrokstinaftaleeni
dioksiligenaasiga (nahC), et moodustada 2-htidroksukromeen-2-karbokstlaat. See omakorda
lagundatakse hudrokstbensuttlplruvaadiks 2-hudroksiikromeen-2-karboksulaadi isomeraasi
(nahD) poolt ning  2-hudroksiibensullplruvaadi aldolaasi (nahE) toimel moodustub
salitstiilaldehiitid ja puruvaat. Ulemise operoni viimaseks reaktsiooniks on salitstitilaldehitidi
lagundamine salitstilaadiks, mida katalutsib salitsiitlaldehtiidi dehtiidrogenaas (nahF) (Joonis
1) (Barnsley, 1976B; Davies ja Evans, 1964; Eaton ja Chapman, 1992; Habe ja Omori, 2003).
nah operon on positiivselt reguleeritud salitstlaadist sGltuva LysR tulpi transkriptsiooni
aktivaatoriga (nahR) (Peng et al., 2008; Yen ja Gunsalus, 1985).

1.3. Na-salitstlaadi lagundamine

Salitsulaat ei ole ainult naftaleeni lagundamise vaheuhend, vaid see on ka salitstiilhappe néol
taimehormoon ja erinevate ravimite, néiteks aspiriin, stinteesis kasutatav komponent (Price et
al., 2000; Vlot et al., 2009). Salitstilaadi lagundamine saab toimuda kolme erineva raja kaudu:
katehhooli meta rada, katehhooli ortho rada ja gentisaadi rada (Joonis 4). Kdigi kolme raja
I6pp-produktideks on erinevad tsitraaditsiikli vaheiihendid (Habe ja Omori, 2003). Katehhooli
meta ja ortho raja esimene ensiiim on salitsilaadi 1-hudroksulaas (SH), mis on (he
subiihikuga flavoproteiinne monooksugenaas, mis dekarboksuleerib ja hudroksuleerib
salitsulaadi katehhooliks (Costa et al., 2019). Gentisaadi rada seevastu saab alguse salitsiilaadi
hidroksileerimisest salitsiilaadi 5-hudroksilaasiga, mille tulemusena tekib Uksteise suhtes
para asendis paiknevate hudroksullrihmadega bensoaat ehk gentisaat. Salitstlaadi 5-
hiidrokstilaas on multikomponentne monookstigenaas, mis koosneb reduktaasist, ferredoksiini

dimeerist ja raud-vaavel valkude heksameerist (Fang ja Zhou, 2014).
1.3.1. Katehhooli meta rajaga tiived

Salitsulaadi lagundamist on p6hjalikult uuritud Pseudomonas putida tiive G7 plasmiidi NAH7
pohjal. Salitstlaadi tsitraaditsiikli vahelihenditeks Ule viimise eest vastutab naftaleeni
lagundamise alumine operon, mis koosneb kaheteistkiimnest geenist (Joonis 2)
nahGTHINLOMKJXY (Sota et al., 2006). Geen nahY ei osale otseselt katabolismis, vaid
kodeerib naftaleeni kemotaksise valku ning nahX funktsiooni pole veel tuvastatud (Grimm ja
Harwood, 1997; Grimm ja Harwood, 1999; Sota et al., 2006). Geene nahY ja nahX ei leidu
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koikides sal operonides, naiteks Pseudomonas stutzeri tuvel AN10 puudub nahY ning

Pseudomonas fluorescens tiivel PC20 puudub nahX (Joonis 3).

Pseudomonas putida tiive G7 katehhooli meta rada algab salitsulaadi dekarboksuleerimisega
SH-i poolt (nahG), et moodustada katehhool (Joonis 4). Katehhooli benseenituuma I6ikab
katki katehhooli 2,3-dioksligenaas (nahH) ning moodustub 2-hlidroksiimukonosemialdehiiid
(HMS), mis lagundatakse 2-hudroksimukonosemialdehiitidi hidrolaasiga (nahl) 2-
hidroksiimukonaadiks. ~ 2-htdrokstimukonaat  isomeriseeritakse  4-oksalokrotanaadi
isomeraasiga (nahJ) 4-oksalokrotanaadiks ning dekarboksuleeritakse seejarel 4-
oksalokrotanaadi dekarbokstlaasiga (nahK) 2-okso-4-pentenoaadiks.

T J

P. fluorescens PC20(pNAH20) nah (R | m Yy 1 ) (0 ) M m}{ l{' )
< v bL 3 ey 92 U8 9% 9s ‘J 9.
P. putida GT(NAHT) nah (R} G) bmn--mmumn
P. putida NCIB9S16-4(pDTG1) nah (R} G "1) (N Ljo M Bl
90 95 pA \\ 93 96 92 98 98 98§ W J vT

Pseudomonas sp. ND6(pND6-1) @-}};g’, - .mn--- um}{ ) nah

\\ 93 92 98 98 98 ¢

P. stutzeri AN10 nah (W H_F~RH G >~[E)l L] -Dmﬂm
x4

28 IN[ll’ 81 M 9% 9%

— 2 KD

Joonis 3. Salitstlaadi lagundamise operonid perekonna Pseudomonas tiivedes (Sota et al.,
2006, modifitseeritud).
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Joonis 4. Salitsulaadi lagundamise rajad koos lagundamises osalevate geenide nimetustega
(Habe ja Omori, 2003, modifitseeritud). Katehhooli meta rada on Pseudomonas putida tiive
G7, katehhooli ortho rada Pseudomonas reinekei tiive MT1 ja gentisaadi rada Ralstonia sp.
tlve U2 néitel (Chakrabarty, 1972; Sota et al., 2006; Zhou et al., 2001).
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2-hudrokstimukonosemialdehitidi  lagundamine vOib toimuda ka teise 2-hidroksi-
mukonosemialdehaldi hidrolaasiga (nahN), et saada otse 2-okso-4-pentenoaat (Joonis 4).
Médlema ensiiimi moodustatud 2-okso-4-pentenoaat omakorda lagundatakse 4-hudroksi-2-
oksopentanaadiks 2-okso-4-pentenoaadi hidrataasiga (nahL). Saadud 4-hldroksi-2-
oksopentanaat lagundatakse 4-hiidroksi—2-oksopentanaadi aldolaasiga (nahM) ning tekivad
plruvaat ja atseetaldehtitid, mis liituvad tsitraaditsukliga (Habe ja Omori, 2003; Yen ja
Gunsalus, 1982).

Analoogset salitsiilaadi lagundamise meta rada on kirjeldatud ka Pseudomonas stutzeri tiives
AN10, kuid erinevalt tiivest G7 paikneb selle tive salitsilaadi lagundamise operon
kromosoomis (Bosch et al., 2000). Tivel AN10 esineb ka lisaks operonisisesele SH-i geenile,
nahG, operonist valjas paiknev SH-i geen nahW (Joonis 3), mis aitab sellel tuvel toime tulla
kdrgemate naftaleeni ja salitsiilaadi kontsentratsioonidega. Tive AN10 nahW paikneb
kromosoomis 1S5-laadsete DNA insertsioonielementide vahel (Bosch et al., 2000). NahW ja

NahG kuuluvad jarjestuse analtilisi pdhjal erinevatesse SH-i perekondadesse (Joonis 5).

Pseudomonas sp. ND6 NahG (NP943122)
991 P. putida NCIB 9816-4 NahG (X83926)

) ! P. fluorescens PC20 NahG (AAY21678)
83 - P. putida G7 NahG (M60055)
97‘ || P. pseudoalcaligenes C70 NahG (ANC68233)

o5 | P. stutzeri AN10 NahG (AAD02146)
LLit Pseudomonas sp. ND6 NahU (NP943149)

’ » P. putida S-1 NahG (AB010714)
’ — Sphingomonas sp. AJ1 NahG (AB000564)
| P. pseudoalcaligenes C70 NahW (ANC68230)

100 P. stutzeri AN10 NahW (AAD02157)

Joonis 5. Tuve C70 ja GenBank andmebaasist leitud referentstivede salitsilaadi 1-
hiidroksilaaside aminohappeliste jarjestuste pdhjal koostatud fiilogeneesipuu. Hargnemiste
juures on néidatud bootstrap analiitisi (1000 replikaati) vaartused protsentides. Modtsakaala
pikkus nditab 0,5 asendust aminohappe kohta (Smirnova, 2019).

NahW eristub teistest SH-idest koodonkasutuse ja N-terminaalse konserveerunud kofaktori
sidumissaidi puudumise (GxGxxG) poolest (Bosch et al., 1999). Tive AN10 kahel SH-I on
ka erinev substraadispetsiifika, nii on NahG aktiivsus kdrgem metiulsalitsulaatide ning
NahW aktiivsus klorosalitsiilaatide puhul. (Bosch et al., 1999). Kuigi nahW paikneb
valjaspool sal operoni on see samuti positiivselt reguleeritud geeni nahR kodeeritud
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transkriptsiooni aktivaatoriga. Bosch et al. (1999) nditasid lisaks, et NahG ja NahW
aktiivsused soltusid sellest, millise asendusriihmaga salitstlaadil tive oli kasvatatud.

Pseudomonas putida tlive ND6 plasmiidil pND6-1 leiti ka kaks SH-i, nahG ja nahU, mis
erinevalt AN10 SH-i geenidest, ei paikne Uksteise vahetus laheduses, vaid umbes 73 kbp
kaugusel Uksteisest (Joonis 3). P. putida tlivi ND6 rakendab salitsiilaadi lagundamiseks samuti
meta rada. Nagu ka tiives AN10 leiduv nahW paikneb nahU véljaspool klassikalist naftaleeni
alumist operoni, kuid nahU jarjestus erineb oluliselt nahW jarjestusest (Joonis 5), sisaldades
nahW-s puuduvat konserveerunud N-terminaalset kofaktori sidumissaiti (GxGxxG).
Plasmiidil pND6-1 on ka kaks salitsutlaldehludi dehlidrogenaasi (nahF ja nahV) ning nahU
lahedal paikneb katehhooli 1,2-dioksligenaasi kodeeriv geen catA. Tive ND6 SH-ide vGime
lagundada erinevate asendusrihmadega salitstilaate on erinev, NahU aktiivsus on salitsilaati,
metullsalitsulaate kui ka klorosalitstilaate sisaldavas keskkonnas kdrgem kui NahG
aktiivsus. (Li et al., 2004; Zhao et al., 2005)

1.3.2. Katehhooli ortho rajaga tived

Pseudomonas reinekei tiives MT1 toimub salitstilaadi lagundamine katehhooliks SH-iga
(salA). Jargmisena IBigatakse katehhooli benseenituum lahti intradioolselt C120-iga (catA,
salD), et moodustada cis,cis-mukoonhappe (Joonis 4). Cis,cis-mukoonhape laktoniseeritakse
cis,cis-mukonaadi tstikloisomeraasiga (catB, salC), et moodustada uus tsukliline thend
mukonolaktoon, mis isomeriseeritakse [-ketoadipaatenoollaktooniks mukonolaktooni
isomeraasiga (catC). Edasi lagundatakse B-ketoadipaatenoollaktoon [B-ketodipaadi rajas
(Joonis 4). (Céamara et al., 2007; Chakrabarty, 1972; Habe ja Omori, 2003)

P. reinekei tivel MT1 on nii C120-ist kui ka cis,cis-mukonaadi tstikloisomeraasist mitu
koopiat, ning neid kodeerivad geenid paiknevad eraldi klastrites. Uks C120-i ja cis,Cis-
mukonaadi tsukloisomeraasi kodeerivate geenide paar paikneb klassikalises katehhooli
lagundamise Klastris ning on ekspresseeritud, kui tivi kasvab salitsiilaati sisaldaval s66tmel.
Teine paar paikneb sal klastris koos SH-i ja kahte regulaatorit SalR1 ja SalR2 (mis on
homoloogsed tlive G7 NahR-ga) kodeerivate geenidega. sal klaster on samuti ekspresseeritud
kui tivi MT1 kasvab salitsulaadil ja asendustega salitsulaatidel. Selline sal klaster on
ebatavaline, sest SH-i kodeeriv geen paikneb koos katehhooli ortho rada kodeerivate
geenidega mitte koos katehhooli meta raja geenidega nagu klassikalises naftaleeni alumises
sal operonis. Tuvel on olemas ka meta raja geenid, kuid need ei ole klasterdunud salitstlaadi
poolt indutseeritavasse operoni, mistdttu neid ei ekspresseerita salitstlaati sisaldaval s66tmel
kasvades. (Camara et al., 2007, 2009)
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Tive MT1 ortho raja ensutimid on véimelised lagundama asendusriihmadega salitsiilaate nii,
et ei teki nn. tupikihendeid (dead end products), mis on tavapérased teistes ortho rada
omavates tlvedes. Levinum lahendus asendustega (nt metlulrihm) salitsilaatide
lagundamiseks on katehhooli meta rada omavate tiivede kasutamine. (Camara et al., 2007,
2009)

Pseudomonas putida tlivi BS3701 sisaldab nii plasmiidil paiknevat katehhooli meta rada kui
ka kromosoomi erinevates osades paiknevaid kolme katehhooli ortho rada, mille C120-i
kodeerivad geenid on catA(0), catA(2) ja catA(8) (Pozdnyakova-Filatova et al., 2020). catA(0)
paikneb operonis kdrvuti bensoaadi diokstigenaasi subuhiku geeniga benA, catA(8) on osa
klassikalisest katehhooli lagundamise operonist ja catA(2) paikneb SH-i geeni nahU vahetus
laheduses. Selle tiive meta rada ei ole indutseeritav naftaleeni lagundamisel, aga sellel esineb
madal konstitutiivne ekspressioon. Tlvi BS3701 rakendab salitstlaadi lagundamiseks ortho
raja enstiime. Pozdnjakova-Filatova et al., (2020) leidsid, et kaks kolmest C120-ist (catA(2)
ja catA(8)) olid indutseeritavad ehk nende transkriptsioon téusis tive BS3701 kasvatamisel

salitsulaati sisaldaval s66tmel. (Pozdnyakova-Filatova et al., 2020)
1.3.3. Gentisaadi rajaga tived

Salitsulaadi lagundamist gentisaadi kaudu on kirjeldatud néiteks Ralstonia sp. tuves U2, kus
naftaleeni lagundamise eest vastutab plasmiidne nag operon (Fuenmayor et al., 1998), mis
koosneb geenidest nagAaGHAbAJAcBFCQEDJIKLMN (Joonis 6). Nag operon on nii geenide
jarjestuse kui ka nende homoloogia pdhjal sarnane plasmiidi NAH7 nah operoniga, kuid
eristub jargmiste oluliste aspektide poolest. Nimelt on nag operonis naftaleeni dioksiigenaasi
komponente kodeerivate geenide vahele inserteerunud salitsulaadi 5-hiidrokstlaasi
kodeerivad geenid nagGH ning on muutunud ka geenide nagJIKLMN jérjestus operoni 18pus
(Zhou et al., 2001).

Geenid naglKL kodeerivad ensiiime, mis vastutavad gentisaadi Uleviimise eest
pohiainevahetuse vahelihenditeks. Nag operonist tlesvoolu paiknevad geenid nagY ja nagR
(Joonis 6), mis kodeerivad vastavalt kemotaksise retseptorit ja plasmiidil NAH7 paikneva

geeni nahR produktile sarnast LysR-tiilipi transkriptsiooni aktivaatorit. (Zhou et al., 2001)

q_l e ) B () HE) )

Joonis 6. Ralstonia sp. tive U2 nag operon (Zhou et al., 2001).
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Gentisaadi raja esimeseks protsessiks on salitstilaadi hudrokstleerimine salitstlaadi 5-
hidrokstulaasiga (hagAaGHAD), et moodustada gentisaat (Joonis 4) (Fuenmayor et al., 1998).
Gentisaadi benseenituum IBigatakse lahti gentisaadi 1,2-dioksligenaasiga (nagl) ning
moodustub maletilpiruvaat, mis isomeriseeritakse fumariilpiruvaadiks maledilpiruvaadi
isomeraasiga (nagL). Fumarlulpuruvaat lagundatakse fumariilpiruvaadi hudrolaasiga

(nagK) tsitraaditsukli vaheuhenditeks fumaraadiks ja piruvaadiks (Zhou et al., 2001).
1.4. Funktsionaalsete rihmadega aromaatsete tihendite lagundamine

Asendusriihmadega aromaatsete Uhendite lagundamisel asendusriihmade elimineerimine (f3-
okslidatsioon, dehalogeenimine, hudroksuleerimine jne), muutmine v3&i muutumatuna
séilimine enne aromaatse tuuma IGhustamist sGltub kasutatavast bakteritlivest ning selle

geneetilisest pagasist (Nogales et al., 2017).

Asendusrihmadega salitsiilaatide lagundamine v@ib toimuda katehhooli meta/ortho rajas voi
gentisaadi rajas. Naiteks Pseudomonas putida tiivi CSV86 on vdimeline katehhooli meta raja
kaudu lagundama nii 3- kui ka 4-metulsalitsilaati, aga Pseudomonas reinekei tivi MT1

lagundab samu thendeid ortho raja kaudu (Camara et al., 2007; Mahajan et al., 1994).

Soltuvalt funktsionaalsete rilhmade paigutusest vdivad nendes radades tekkida
vaheiihenditena nn. tupikiihendid, mida ei ole jargnevad enstiimid v@imelised lagundama ja
eritatakse selle tdttu keskkonda. Enamasti ei sobi katehhooli ortho rada metileeritud
aromaatsete (Uhendite lagundamiseks kuna tekib 4-metillmukonolaktoon, mis on
tupikuhendiks ning koguneb keskkonda (Catelani et al., 1971). Samas nditeks P. reinekei tiivi
MT1 suudab 4-metttlmukonolaktooni isomeriseerida 3-metttlmukonolaktooniks ning edasi

lagundada analoogselt asenduseta mukonolaktoonile (Marin et al., 2010).
1.5. Naftaleeni ja salitsiilaadi lagundamine perekonnas Pseudomonas

Naftaleeni lagundamist perekonnas Pseudomonas kirjeldasid esmalt Davies ja Evans aastal
1964. Pseudomonase liigid on kdige laiemalt levinud saastunud keskkondade koloniseerijaid,
neid on isoleeritud nii toornafta, kivisoetdrva kui ka teiste toostuslikke saasteainetega
reostatud keskkondade proovidest (Mohapatra ja Phale, 2021). Pseudomonase liikides
paiknevad valdavalt aromaatsete Uhendite lagundamisega seotud geenid Klastritena
operonides, mis asuvad suurtel plasmiididel (Chakrabarty, 1972; Dunn ja Gunsalus, 1973;
Nogales et al., 2017). Dennis ja Zylstra (2004) pakkusid, et kataboolsete geenide paiknemine

plasmiididel ja ka mobiilsete geneetiliste elementide vahel soodustab nende kiiremat

19



muteerumist, evolutsiooni ning liikumist peremeestiivede vahel, mis annab Pseudomonase

liikidele eelise saastunud kasvukeskkondades.
1.5.1. Pseudomonas pseudoalcaligenes C70

Pseudomonas pseudoalcaligenes tivi C70 on eraldatud Laanemerest Narva lahe pindmisest
veekihist Eeva Heinaru poolt aastal 2008. Tuve genoomi sekveneerimisel tuvastati kolm
erinevat 16S rRNA geeni jarjestust, millest kaks olid sarnased Pseudomonas mendocina ning
kolmas Pseudomonas pseudoalcaligenes jérjestustega. Fenotlubiliste tunnuste ja rpoB geeni
jarjestuse anallisi pdhjal klassifitseeriti tivi C70 liiki pseudoalcaligenes (Vedler et al., 2013).
Tivi C70 on vBimeline lagundama fenooli, naftaleeni ja salitstlaati, aga ei suuda lagundada
bensoaati ega toluaati. Tuvi sisaldab hte suurt plasmiidi, millel ei ole leitud aromaatsete
uhendite lagundamisega seotud geene (Jutkina et al., 2011; Joesaar et al., 2017; Vedler et al.,
2013).

(A)
I LRGN NI Y

<:I DE>DC>E>E>E>E>I:>E>E>E>E>E>D

pheR pheKphelL pheM pheN pheO pheP pheQpheB pheC pheD pheE pheF pheG pheHphel

—

1kb
GC% 35 bp pikkuste I&ikude kaupa
14 21 28 35 42 50 57 64 71 /7885

(B)

D <2< <:IIZ> DE>|:>E>K>E>E>K>DE><J

tnpA3 nahW tnpA2 nahR nahG nahTnahH nahl nahN nahL nahO nahM nahKnaI‘i_'Jahxf"PISBmaf

—

1 kb GC% 37 bp pikkuste Iikude kaupa
27 32 38 44 49 55 61 66 72 |78 [83]

Joonis 7. Pseudomonas pseudoalcaligenes tiive C70 fenooli (A) ja naftaleeni lagundamise
raja alumise operoni (B) struktuur (JGesaar et al., 2017, modifitseeritud).

Tuves C70 paiknevad naftaleeni lagundamiseks vajalikke valke kodeerivad geenid
kromosomaalses operonis, mis on sarnane P. stutzeri tiives AN10 kirjeldatud kromosomaalse
naftaleeni lagundamise operoniga (Merike JOesaar, avaldamata andmed; JGesaar et al., 2017).
Tivel C70 on sarnaselt P. stutzeri tiivele AN10 (Joonis 3) kaks SH-i kodeerivat geeni, nahG
ja nahW (Joonis 7B). Nii sal operoni sees paikneva geeni kodeeritud NahG kui ka operonist
valjaspool insertsioonielementide vahel paikneva geeni kodeeritud NahW aminohappelised
jarjestused on mdlemas tlves identsed. Nii geen nahW kui ka terve sal operon paiknevad
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tives C70 DNA insertsioonielementide vahel ning vdib oletada, et need on omandatud
horisontaalse geenitilekande teel (JOesaar et al., 2017).

Fenooli lagundamiseks modda katehhooli meta rada on tivel C70 kromosomaalne
pheRKLMNOPQBCDEFGHI operon (Joonis 7A), mis sarnaneb Pseudomonas sp. CF600 dmp
operoniga (JOesaar et al., 2017). Seega on tuvel ka kaks redundantset C230-i, mida
kodeerivad geenid nahH ja pheB, mis périnevad erinevatest evolutsioonilistest klastritest
(Joonis 8) ning paiknevad vastavalt naftaleeni lagundamise raja alumises operonis ja fenooli
lagundamise operonis. Redundantsete C230-ide omamine muudab tive C70 véga
efektiivseks fenooli ja naftaleeni lagundajaks, eriti kui tegemist on nende ainete seguga (isegi
kdrgematel kontsetratsioonidel). Substraatide segul kasvamisel on indutseeritud nii fenooli
kui ka naftaleeni lagundamise operonid ja kaks samaaegselt tootavat C230-i takistavad

toksilise toimega katehhooli kogunemist kasvukeskkonda. (JOesaar et al., 2017)

X60740 P. aeruginosa JI104 XylE
AJ544930 Pseudomonas sp. 1YdBTEX2
YP006456976 P. stutzeri AN10 NahH
- KU695544 P. pseudoalcaligenes C70 NahH

65 lAJ544924 Pseudomonas sp. 1YB2
93

AY294313 P. putida NahH
L YP709322 P. putida MT53 pWW53 XylEI
e V01161 P. putida mt2 pWW0 XylE
P08127 P. putida G7 pNAH7 NahH
p YP002887453 P. fluorescens PC20 pNAH20 NahH
41004 NP863103 P. putida NCIB9816-4 pDTG1 NahH
NP943120 Pseudomonas sp. ND6 pND6-1 NahH
100 | AAA23353 TOL pDK1 XylE
lYP70934T P. putida MT53 pWW53 XylEll
100 X80765 P. putida H PhiH
M33263 P. putida CF600 DmpB

63 : KU695543 P. pseudoalcaligenes C70 PheB
66

X77856 P. putida P35X PhhB

Klaster |

Klaster Il

70

—i
0,02

Joonis 8. Tlve P. pseudoalcaligenes C70 ja GenBank andmebaasist leitud referentstiivede
katehhooli 2,3-diokstigenaaside aminohappeliste jarjestuste pdhjal koostatud fulogeneesipuu
Hargnemiste juures on néidatud bootstrap analiitsi (1000 replikaati) vaartused protsentides.
Mddtsakaala pikkus néitab 0,02 asendust aminohappe kohta (Jdesaar et al., 2017).

1.5.2. Pseudomonas fluorescens PC20

Pseudomonas fluorescens tiive PC20 eraldas Eeva Heinaru lda-Virumaa polevkivitdostuse
piirkonnas oleva Kohtla joe veest aastal 1994 (Heinaru et al., 2000). See tiivi lagundab nii

naftaleeni, salitsulaati kui ka fenooli ning sisaldab kolme suurt mobiilset plasmiidi.
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PNAH20 on 83 042 aluspaari (bp) pikk IncP-9 tliupi naftaleeni lagundamiseks vajalikke geene
kandev plasmiid (Joonis 9), millel on mitmeid thiseid jooni P. putida tiive NCIB 9816-4
plasmiidiga pDTG1. Samas puudub pNAH20-I insertsioonielement, mis muudab naftaleeni
alumise operoni tives NCIB 9816-4 mittefunktsionaalseks. Seega sailib tuves PC20
funktsionaalne naftaleeni lagundamise alumine operon ja selle sees ka C230-i kodeeriv geen
nahH. (Heinaru et al., 2009)

Fenooli monooksugenaasi ja katehhooli 1,2-diokstigenaasi kodeerivad geenid, pheA ja pheB,
paiknevad tiives PC20 plasmiidis pPHE20 (39 609 bp) (Joonis 9), mis ei ole iseseisvalt
konjugatsioonivdimeline, aga on mobiliseeritav pNAH20 abiga (Heinaru et al., 2009).

pPHE20 sisaldab ka ttg operoni, mis kodeerib tolueeni valjavoolupumpade-laadseid valke.

Tuve kolmandal plasmiidil, pG20 (13 3709 bp), ei ole kataboolseid geene, aga sellel
paiknevad raskemetallide suhtes resistentsust tagavate valjavoolupumpasid kodeerivate

operonide sarnased jarjestused (Elken et al., 2020).

pNAH20 —_———
83077 bp 40 000 = 60 000 ] 80 0007
B >l . ]

ruvBl intA nahABFCQED res2 nahGTHINLOMKIY nahR
pPHE20 —m0 —
39609bp 100000 T 200000

B HEH HEDHE

ntnD tnpA tnpA  tnpA pheA tnpA

catR pheB

Joonis 9. Pseudomonas fluorescens tiive PC20 plasmiidide pNAH20 ja pPHE20 aromaatsete
uhendite katabolismiga seotud 18igud (Elken et al., 2020, modifitseeritud).

P. fluorescens tuvel PC20 on lisaks plasmiidil pNAH20 paiknevale C230-ile kaks
redundantset C120-i, plasmiidil pPHE20 paiknev PheB (pheBA operon) ja kromosomaalne
CatA (catRBCA operon) (Elken et al., 2020; avaldamata genoomi andmed).

1.5.3. Pseudomonas putida NCIB 9816-4

Pseudomonas putida tiive NCIB 9816-4 eraldasid aiamullast Davies ja Evans esialgu nime
all NCIB 9816 (Davies ja Evans, 1964). Hiljem tuvastati erinevates laborites naftaleeni
katabolismi regulatsiooni mehhanismide ja plasmiidide sisalduse poolest erinevad tuved,

mille seast tlive NCIB 9816-4 iseloomustasid esimesena Serdar ja Gibson aastal 1989. NCIB
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9816-4 lagundab nii naftaleeni kui ka salitsulaati ja sisaldab thte 83 042 bp suurust plasmiidi
nimega pDTG1 (Dennis ja Zylstra, 2004).

- — —

mps 107 intA, 125 134 nah&a nah&b nahdc nahdd nahB nahF
w-iou 11?00 12?00 13?0-3 1-1-c|-uo 1scluou 16200 1?|Jlnc- 1$clu3c- 19?0-3 sunluc-
S >
M—M—#—E-—!——_-I
rahC nahQ nahE niahDr res2  tnp 266 gst 273 268 295
zcunlc.o 21000 ::zclunc. 23000 24000 zscluoo 26000 27000 ::aol-:m 29.?00 snnlnc-
> e —_— s = '
-— — — — e —

304 315 325 329 343 350 362 37 32 tnpB tnpA  tnp  nah¥
scnnlcno 31?00 szcluac- :mluc--:u 34?-:--:1 ssclnocn 36?00 3??00 ssclu:uc- :39?0-3 wnluc-
e { G e e e — ==

nah' nahd nahk nahhd nahQ nahl  nahM nahl rahH  nahT thp
wmlcno 41?00 uclu:c- 43-:|uc--:u 44-?0-:' 45c|u3cn 46'::00 -w?uc- -1-=3clu:|c- 49?0-3 5un|uc-
— — “—
nahG nahH  thp int ruvB  ruwd, 564 567 572 ssh 584 592597

Joonis 10. Plasmiidi pDTG1 kaart (osaline), koos ennustatud avatud lugemisraamidega
(ORF) ning nende transkriptsiooni suunda tahistavate nooltega (Dennis ja Zylstra, 2004).

Plasmiidil pDTG1 asuvad naftaleeni katabolismi geenid kahes operonis nagu ka tive G7
plasmiidil NAH7, kuid tiives NCIB 9816-4 paiknevad operonid on siinteesitud eri suundades
(Joonis 10). pDTG1 naftaleeni lagundamise raja alumine operon ei ole funktsionaalne, kuna
nahG ja nahT geenide vahele on inserteerunud IS element (Joonis 10) ning katehhooli
lagundamise eest vastutab selle asemel kromosomaalne katehhooli ortho rada. (Dennis ja
Zylstra, 2004) Naftaleenil ja salitstilaadil kasvanud rakkudes on indutseeritud ainult C120,
aga C230 on konstitutiivselt ekspresseeritud madalal tasemel (Heinaru et al., 2009; Serdar ja
Gibson, 1989).
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA
2.1. TOO EESMARGID

Pseudomonas pseudoalcaligenes tuvel C70 on salitsiilaadi lagundamiseks kaks salitstilaadi 1-
hiidrokstlaasi (SH). Kirjanduses on néidatud, et tiivele C70 sarnaneva Pseudomonas stutzeri
tive AN10 kahe SH-i ekspressiooni tase s6ltub kasvatusel kasutatud salitstilaadist. Samuti on
leitud, et kahe SH-ga tlvi suudab paremini kasvada kdrgematel salitsulaatide
kontsentratsioonidel ning asendusriihmadega salitstlaatidel kui the SH-ga ttived. Vordluseks
tlvega C70 valiti ihe SH-ga tiived Pseudomonas fluorescens PC20 ja Pseudomonas putida
NCIB 9816-4. Toos kasutatud tlivedel on erinev arv erinevaid katehhooli diokstigenaase,
millel vBib samuti olla oluline roll salitstilaatide lagundamisel. Antud t60 pdhieesmérkideks
olid kindlaks teha kui vdimekas on tuvi C70 salitsulaadi ja metullasendustega salitsiilaatide
lagundamisel vorreldes referentstiivedega ning selgitada tive NCIB 9816-4 naftaleeni

alumisse operoni inserteerunud MGE mdju salitstilaadi ja metdilsalitsiilaatide lagundamisele.
Selleks et tdita to0 eesmérke:

e maéarati uuritavate  tlvede kasvuparameetrid erinevatel salitstilaadi
kontsentratsioonidel;

e vorreldi tlvede kasvu metliulsalitstlaate sisaldavatel s6otmetel;

e maéarati SH-e ja katehhooli dioksligenaase kodeerivate geenide ekspressiooni tasemed

salitstilaati vOi metiililsalitstilaati sisaldavatel sodtmetel kasvanud rakkudes.
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2.2. MATERJAL JA METOODIKA
2.2.1. Bakteritived

Toos kasutatud tivesid sailitatakse Tartu Ulikooli molekulaar- ja rakubioloogia instituudis
paiknevas mikroobikollektsioonis CELMS. Tuvede koodid CELMSi andmebaasis on EEUT
C70 (Pseudomonas pseudoalcaligenes C70), EEUT PC20 (Pseudomonas fluorescens PC20),
EEUT NCIB 9816-4 (Pseudomonas putida NCIB 9816-4). CELMSi andmebaas on leitav
aadressil http://eemb.ut.ee. Kdiki tuvesid kasvatati 30 °C juures.

2.2.2. Kasvatused mikrotiiterplaatidel

Kasvuparameetrite méaaramiseks kasvatati tlvesid mikrotiiterplaatidel (Greiner Cellstar),
mille igas kaevukeses oli 150 pl R2A sdddet, kuhu oli lisatud vastavalt katsele erinevad
kontsentratsioonid salitstlaati, 3-, 4- vdi 5-metidlsalitstlaati (Sigma-Aldrich). Kasvatused
teostati salitsulaadi  kontsentratsioonidel 0,5-7 mM ja metiulsalitsilaatide korral
kontsentratsioonidel 1-3 mM. Algne sissekulv tehti nii, et so6tmega lahjendatud proovi
neelduvus oleks Asgonm=0,03. Kasvukdverate saamiseks asetati mikrotiiterplaadid
termostaadiga (30 °C) varustatud POLARstar Omega mikrotiiterplaadi lugejasse (BMG
Labtech), mis registreeris kaevukustes iga 7 minuti jarel neelduvused 580 nm juures.
Kasvukiirused arvutati poollogaritmilise teljestikuga graafiku logaritmilise kasvufaasi sirge
tdusust ning biomassi saagised saadi kasvukdverate maksimaalsete neelduvuse véartustest

minimaalsete neelduvuse vaartuste lahutamisel.
2.2.3. Polimeraasi ahelreaktsioon ehk PCR

Praimerite sobivuse kontrollimiseks rakendati poliimeraasi ahelreaktsiooni (PCR). PCR-i
reaktsioonisegu maht oli 25 pl. PCR reaktsioonisegu sisaldas: 1dppkontsentratsiooniga 1x
PCR puhver [75 mM Tris-HCI (pH 8,8); 20 mM (NH4)2SO4; 0,01% Tween 20], 2,5 mM
MgCl,, 0,2 mM ldppkontsentratsiooniga dNTP-d (dATP, dTTP, dGTP, dCTP), praimereid
I6ppkontsentratsiooniga 0,4 pmol/pl (Lisa 1), Tag DNA poliimeraasi (Thermo Fisher
Scientific) 16ppkontsentratsiooniga 0,02 U/ul ja 2 ul DNA-d. Uuritud tiivede genoomse DNA
eraldamiseks kasutati DNeasy UltraClean kitti (Qiagen) vastavalt tootja etteantud protokollile.

PCR viidi labi Eppendorf Mastercycler termotsukleris.

PCR programm:

1. DNA kaksikahelate denaturatsioon -1 min 96 °C;

25


http://eemb.ut.ee/

2. Praimerite seondumine matriitsjarjestusele - 45 s praimeri seondumistemperatuuril, mis
on toodud tabelis Lisa 1;

3. DNA slintees -45s72 °C;
Etappe 1-3 korrati 25 korda.
4. Lopusiintees - 10 min 72 °C.

2.2.4. Geelelektroforees

PCR-i produkte ja eraldatud RNA-d kontrolliti agaroosgeelelektroforeesil. Valmistati 0,8%
agaroosgeel TAE puhvris (50 mM Tris-atsetaat, LmM EDTA,; pH 8,2). Agaroosgeelile lisati
etiidiumbromiidi (0,1 pg/ml) RNA vdi DNA visualiseerimiseks. 5 pl proovi kanti tardunud
geelile segatuna 1 pl foreesivarviga (0,04% broomfenool lahustatud 50% glutseroolis).
Amplifitseeritud geenifragmentide pikkuse maaramiseks lisati geelile ka 3,5 pl DNA
molekulmassi markerit GeneRuler 1 kb plus DNA ladder (Thermo Fisher Scientific). Foreesi
viidi 1abi 100 V juures 1x TAE puhvris ning geel ilmutati ultraviolettlampidega varustatud

valguslaual.
2.2.5. Sekveneerimine

PCR-il saadud geenifragmendid sekveneeriti, et kinnitada soovitud geenide amplifikatsiooni.
PCR segu tdodeldi esmalt enstiiimidega eksonukleaas | (Exol; Thermo Fisher Scientific;
I6ppkontsentratsiooniga 0,36 U pl™?) ja kreveti aluseline fosfataas (SAP; Thermo Fisher
Scientific; Idppkontsentratsiooniga 0,14 U pl™?), et lagundada praimerid ja vabad nukleotiidid.
Eeltootluse ajal inkubeeriti proove 37 °C juures 15 minutit ning seejérel inaktiveeriti

enstimid 80 °C juures 15 minutit.

Puhastatud produktid sekveneeriti BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kitiga (Applied
Biosystems) vastavalt tootja protokollile.

Sekveneerimisreaktsioon viidi 1abi jdrgneva PCR programmiga:

1. DNA ahelate denatureerimine - 15 s 96 °C;

2. Praimeri seondumine - 10 s 58 v6i 61 °C vastavalt praimeri jarjestusele (Lisa 1);

3. DNA suintees - 45 s 60 °C.

Kolmest etapist koosnevat tstiklit korrati 35 korda.

Sekveneerimisreaktsioon viidi l&bi Eppendorf Mastercycler termotsikleris. Saadud
geenifragmendid sekveneeriti tdisautomaatse kapillaarsekvenaatoriga 3730xI DNA Analyzer

(Applied Biosystems).
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2.2.6. Sekveneeritud jarjestuste analtits

Sekveneerimisel saadud jarjestused analliusiti programmiga BioEdit 7.2 (Hall, 1999). Geenide
jarjestusi vorreldi BLAST (Basic local alignment search tool) otsingumootorit kasutades
GenBank andmebaasis leiduvate referentsgeenidega (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi)
(Altschul et al., 1990).

2.2.7.qRT-PCR

Katehhooli 1,2-diokstigenaasi (C120), katehhooli 2,3-diokstigenaasi (C230) ja salitsiilaadi 1-
hidroksilaasi (SH) geenide ekspressiooni tasemete hindamiseks ja vordlemiseks eraldati
RNA erinevatel so0tmetel kasvatatud P. pseudoalcaligenes C70, P. fluorescens PC20 ja P.
putida NCIB 9816-4 logaritmilise ja varajase statsionaarse kasvufaasi rakkudest. Rakke
kasvatati 250 ml Erlenmeyeri kolvides R2A sodtmel vBi R2A so6tmetel, millele oli lisatud
salitsulaati, 3-metlul, 4-metddil- voi 5-metullsalitstlaati Idppkontsentratsiooniga 3 mM. RNA
eraldati Nucleospin RNA 11 kitiga (Macherey-Nagel) vastavalt tootja etteantud protokollile.
RNA proove toodeldi téiendavalt kaks korda Dnaas I-ga (Thermo Fisher Scientific), et
eemaldada kogu genoomne DNA proovidest. Eraldatud RNA puhtust kontrolliti
agaroosgeelelektroforeesiga (punkt 2.2.4) ning kontsentratsioon maarati NanoDrop ND-

2000c (Thermo Fisher Scientific) spektrofotomeetriga.

gRT-PCR-i labiviimiseks kasutati Rotor-Gene Q termotsuklerit (Qiagen) ja SOLIScript 1-
step SolisGreen qPCR Kitti (Solis Biodyne). Reaktsioonisegu maht oli 10 ul ning sisaldas 10
ng RNA-d. Kasutatud praimerid on toodud tabelis Lisa 1. Referentsgeeniks oli geen polA, mis
kodeerib DNA polumeraas I-te. Proove amplifitseeriti samadel tingimustel ja vahemalt

kolmes korduses kasutades jargnevat gRT-PCR programmi:

1.50 °C 15 min

2.95°C 10 min

3.95°C 155; 58/ 61 °C (vastavalt kasutatud praimeritele, (Lisa 1)). Tsuklit korrati 40 korda.
4.40 °C 1 min

5. Sulamiskdver 72 — 95 °C, 1 kraadi kaupa, 4 s ootamist enne iga uut etappi.

Tulemused to6deldi kasutades Rotorgene 2.02 (Qiagen) programmi ja arvutused mRNA kohta
teostati LinRegPCR 2021.2 programmiga (Ruijter et al., 2009).

27


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

3. TULEMUSED JA ARUTELU
3.1. Kasv erinevatel Na-salitstilaadi kontsentratsioonidel

Varasemalt on néidatud, et Pseudomonas pseudoalcaligenes tiivel C70 on kromosoomis kaks
katehhooli 2,3-diokstigenaasi (C230) ja kaks salitstilaadi 1-htdroksulaasi (SH) kodeerivat
geeni ning tavi on vBimeline kasvama s66tmetel, mis sisaldavad nii kdrgemaid salitstlaadi
kui ka fenooli kontsentratsioone (J8esaar et al., 2017). Smirnova uuris oma t66s (2019) kas
kahe SH-i omamine annab tivele C70 eelise kasvamiseks kdrgematel salitsulaadi
kontsentratsioonidel v@rreldes kolme referentstiivega - P. fluorescens PC20, P. putida G7 ja
P. putida NCIB 9816-4. Nendest kbige tolerantsemaks osutus P. putida tivi G7, mis suutis
kasvada kiiresti isegi 25 mM salitstilaadiga minimaalso6tmel. Ka tlivi C70 suutis kasvada
kuni 25 mM salitsilaadiga minimaalsootmel, kuid alates 17 mM salitstlaadi
kontsentratsioonist ei olnud kasv enam tihtlane ning s66tmesse moodustusid rakkude klombid
(Smirnova, 2019).

Antud uurimistéos valiti heks referentstiiveks pdlevkivitdostuse piirkonnast eraldatud P.
fluorescens tuvi PC20, millel on erinevalt tiivest C70 plasmiidne naftaleeni lagundamise
operon. Teiseks tiveks valiti tiivega PC20 védga sarnast plasmiidset operoni (erinevus seisneb
ainult sal operoni inserteerunud MGE-s) omav P. putida tivi NCIB 9816-4. Mdlemal valitud
referentstiivel puudub tives C70 kirjeldatud redundantne SH-i geen nahW ja redundantne
C230-i kodeeriv geen pheB®?%° (Dennis ja Zylstra, 2004; Heinaru et al., 2009). See-eest on
tivel PC20 lisaks plasmiidsele C230-ile (NahH) iiks plasmiidne C120 (PheB¢*?©) ja (iks
kromosomaalne C120 (CatA). Tuve NCIB 9816-4 erinevus tuvest PC20 seisneb naftaleeni
lagundamise alumisse operoni inserteerunud mobiilses geneetilises elemendis (MGE), mis
inhibeerib selle operoni ekspressiooni ning pohjustab salitstilaadi lagundamise, mitte meta
raja kaudu, vaid moédda kromosomaalset katehhooli ortho rada (Dennis ja Zylstra, 2004).
Kokkuvdttes oli vordluses kolm tlive, millest tivi C70, omas redundantseid kromosomaalseid
C230-i ja SH-i geene, aga ei omanud C120-i. Teised kaks tiive, PC20 ja NCIB 9816-4,
omasid ainult Ghte plasmiidset SH-i ja C230-i ning lisaks véhemalt (ihte C120-i.
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Joonis 11. P. pseudoalcaligenes C70 (A), P. fluorescens PC20 (B) ja P. putida NCIB 9816-4
(C) kasvukdverad R2A sootmel ja R2A sootmetel, kuhu oli lisatud 0,5-7 mM salitsiilaati.
Joonistel on toodud esinduskasvukdverad.
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Esmalt selgitati, kas redundantsed SH-id ja C230-id annavad tlvele C70 eelise kasvuks
kdrgematel salitstilaadi kontsentratsioonidel vorreldes referentstiivedega. Kasvuparameetrite
uurimiseks kasvatati tiivesid mikrotiiterplaatidel R2A s66tmel, kuhu oli lisatud erinevatel

kontsentratsioonidel salitsiilaati (0,5-7 mM).

Kasvukdveratelt on nédha, et salitsiilaadi kontsentratsiooni tostmisel oluliselt pikeneb tiive C70
lag faas (Joonis 11A). Lag faaside pikkused olid sarnased (~1,5 h) kuni 2 mM salitsulaadi
kontsentratsioonini, edasisel kontsentratsiooni tdstmisel pikenes lag faas oluliselt (kuni ~13
h). Lanfranconi et al. (2009) taheldasid samuti oma uurimistoos tive AN10 lag faasi pikkuse
muutust vastavalt salitstlaadi kontsentratsioonile s66tmes ning AN10 tulemused sarnanesid
kéesolevas t66s saadud tiive C70 tulemustega. Samas tiive PC20 kasvukdveratel ei muutunud
lag faasi pikkus méarkimisvaarselt salitsulaadi lisamisel R2A s6étmele (Joonis 11B). Tuve
NCIB 9816-4 kasvukiirus vahenes salitsiilaadi kontsentratsiooni tdstmisel ning selle téttu

pikenesid nii lag faas kui ka logaritmiline kasvufaas (Joonis 11C).

Kasvukiirused arvutati kahest kasvufaasist, sest aromaatseid (ihendeid sisaldavatel so6tmetel
oli tlivede kasvukdveratel (Joonis 11) ndha iseloomulik diauksiline kasv ehk kasv koos
kohanemisega erinevatele susiniku- ja energiaallikatele. Rakud kasutavad esmalt so6tmest dra
primaarsed slsiniku- ja energiaallikad, mis on neile lihtsamini omastatavad, naiteks gliikoos.
Sekundaarsete susiniku- ja energiaallikate, nagu salitstlaat, ainevahetus on tihti primaarsete
susiniku- ja energiaallikate olemasolu puhul kasvukeskkonnas alla surutud ning aktiveeritakse
alles nende ammendumisel. Selle t6ttu tekivad iseloomulikud kahe logaritmilise ning kahe lag
faasiga kasvukdverad. Teise lag faasi ajal 16ppeb sekundaarse ainevahetuse inhibitsioon ja see
saab avalduda ning algab teine logaritmiline faas. Tihti on kaks logaritmilist faasi ka erinevate
kiirustega, sest Uhte kahest toitainest suudetakse paremini rakendada. (Basu et al., 2009;
Boulineau et al., 2013)

Kolmest tuvest oli tive C70 kasvukiirus koige rohkem mdjutatud salitstilaadi
kontsentratsioonist. Esimeses kasvufaasis langes C70 kasvukiirus maksimaalselt 0,4 h-It
umbes 0,1 ht-ni ning teises kasvufaasis 0,35 h2-It umbes 0,1 h™*-ni (Joonis 12A). Tiivel C70
oli teises kasvufaasis kiirem kasv kui teistel tiivedel kdikidel salitsulaadi kontsentratsioonidel,
aga kasvukiiruse vahenemine soltuvalt salitsiilaadi kontsentratsioonist oli kolmel tlvel

sarnane teises kasvufaasis (Joonis 12B).

Erinevalt tlvest C70 ei vahenenud tiive PC20 kasvukiirus esimeses kasvufaasis salitsulaadi
kontsentratsiooni tstmisel ja piisis suhteliselt stabiilsena vaartuse 0,8 h™* juures (Joonis 12A).
Teises kasvufaasis oli tive PC20 kasvukiirus kolmest tiivest kdige madalam, olles oma
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maksimumis 0,2 h™! ning langedes 7 mM salitstilaadi kontsentratsioonil alla 0,05 h** (Joonis
12B). Tive NCIB 9816-4 kasvukiirused olid esimeses kasvufaasis kdige madalamad ja
vaartused vahenesid salitsiilaadi kontsentratsiooni tdstmisel 0,2 h-1t 0,1 h™*-ni (Joonis 12A).
Teises kasvufaasis oli tive NCIB 9816-4 kasvukiirus teiste tivedega vorreldes vahepealne
ning salitsiilaadi kontsentratsiooni tdstmisel vihenes 0,25 hl-It umbes 0,05 h™-ni (Joonis
12B).

== C70
0.8 N ] — 0.4 = PC20
| -+ NCIB 9816-4

o-o Ll l L) l Ll I L] I L) l L] I L] I 0.0 Ll l L] l Ll l Ll ' L) l L) I L] I

Salitsiilaat (mM) Salitsiilaat (mM)

Joonis 12. P. pseudoalcaligenes C70, P. fluorescens PC20 ja P. putida NCIB 9816-4
kasvukiirused, mis on arvutatud kasvukdverate esimesest (A) ja teisest (B) kasvufaasist.
Rakke kasvatati mikrotiiterplaatidel R2A so6tmel voi R2A s66tmel, millele oli lisatud
salitsulaati (0,5-7 mM). Joonisel on esitatud 7 kasvatuse keskmised koos standardhélbega.

Jargmisena analUsiti erinevate salitsilaadi kontsentratsioonide md&ju biomassi saagisele.
Selleks arvutati esmalt saagised nii salitstilaadi lisandiga R2A so6tmetel kui ka lisandita R2A
sootmetel ning seejérel leiti nende vahe, et eristada aromaatsest Gihendist saadava biomassi
hulka (Joonis 13). Tlvi C70 andis kolmest tuvest kdige madalamad saagised ning need ei
sOltunud oluliselt so6tmele lisatud salitstilaadi kontsentratsioonist nii nagu on naidatud ka tiive
AN10 puhul (Lanfranconi et al., 2009). See-eest tiive PC20 saagis suurenes koos salitstlaadi
kontsentratsiooni tdusuga sodtmes. Ka tive NCIB 9816-4 saagis s6ltus lisatud substraadi

kontsentratsioonist, kuid alates 5 mM kontsentratsioonist saagis enam oluliselt ei muutunud.
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Joonis 13. P. pseudoalcaligenes C70, P. fluorescens PC20 ja P. putida NCIB 9816-4 saagised
lisatud salitsiilaadiga (0,5-7 mM) R2A sdotmetel. Salitstlaati sisaldaval s6dtmel saadud
saagisest on lahutatud lisanditeta R2A s66tmel saadud saagise vaartus. Joonisel on esitatud 7
kasvatuse keskmised koos standardhélbega.

Vorreldes tiivede saagiseid, lag faase ning kasvukiiruseid, on néha, et kasutatud salitsiilaadi
kontsentratsioonidel ja tingimustes ei paku redundantsed kromosomaalsed SH-id ja C230-id
eelist tivele C70 varreldes tiivega PC20, millel on plasmiidne SH ja C230. Samas on tiive
C70 kasvukiirused suuremad kui tiivel NCIB 9816-4, mis kasutab salitsiilaadi lagundamiseks

plasmiidset SH-i ja kromosomaalset C120-i.

Lanfranconi et al., (2009) leidsid, et redundantne salitstilaadi htidroksilaas nahW véimaldab
P. stutzeri tivel AN10 paremini toime tulla kérgemate salitsiilaadi kontsentratsioonidega,
takistades salitsiilaadi kogunemist rakku ja selle toksilise toime avaldumist. Oluline on
siinkohal mainida, et tivi AN10 suutis kasvada LB s66tmel, kuhu oli lisatud kuni 12 mM
salitstlaati, kuid lag faas oli siis 65 h (Lanfranconi et al., 2009). Kuna tiive C70 naftaleeni
lagundamise operonid on vadga sarnased tiive AN10 omadega vOiks eeldada, et nahW taidab
sarnast rolli ka uuritavas tuves. Referentstiivedel, PC20 ja NCIB 9816-4, puudub nahW ning
see vOib olla pohjuseks, miks nende kasvukiirused teises kasvufaasis on madalamad kui tiivel
C70.

Uks p&hjus, miks tiive C70 redundantsete salitsiilaadi lagundamise geenide m&ju avaldumine

vOis olla takistatud, on katsetes kasutatud mikrotiiterplaadile kantud sd06tme piiratud
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aereeritavus. Ahn et al. (1998) nditasid, et naftaleeni lagundavale P. putida tuvele G7 on
hapnikupuuduses naftaleen toksiline ning selle kogunemine pdhjustab rakkude surma. Kdrged
salitsulaadi kontsentratsioonid on rakkudele samuti toksilised (Pomposiello et al., 2001) ja
salitsulaadi lagundamisel osalevad SH-id ja katehhooli diokstigenaasid vajavad oma tooks
hapniku. Smirnova (2019) leidis oma t60s, et tivi C70 suutis kasvada 250 ml Erlenmeyeri
kolvides kuni 17 mM ning tived PC20 ja NCIB 9816-4 vastavalt 7 mM ning 5 mM
salitsulaadiga minimaals6otmel. Ké&esoleva t60 alguses prooviti teha kasvatusi ka
mikrotiiterplaatidel kasutades erinevate salitstlaadi kontsentratsioonidega minimaalséddet,
aga kuna koikide tuvede korral olid lag faasid pikemad siis katse 18puks oli aurumise téttu
sootme hulk markimisvéarselt vahenenud. Seetdttu kasutati kdesolevas t66s minimaalsodtme

asemel R2A s6ddet, mis tagas lihemad lag faasid.

Redundantsetel SH-idel voib olla ka teine roll kui ainult kdrgemate substraadi
kontsentratsioonidega toimetulek. Bosch et al. (1999) pakkusid valja, et teine SH-i
geenikoopia pakub tuvele AN10 evolutsioonilise eelise, vbimaldades (hes koopias
mutatsioonide kogunemise ja potentsiaalselt uue funktsionaalsuse tekke, nagu asendustega
salitsiilaatide lagundamine, ilma geeni algse funktsiooni hairimiseta. Eelnevast lahtudes
otsustati uurida tiive C70 ja referentstiivede kasvuparameetreid metdtlsalitsiilaatidel.

3.2. Kasv erinevatel metitlsalitsilaatidel

Asendusrihmadega aromaatsed thendid on dldiselt stabiilsemad kui nende asendusteta
variandid ning sellel on mitu pdhjust. Esiteks, asendustega aromaatsed hendid uldiselt
lahustuvad vees halvemini, mis tdhendab, et need on lagundavatele mikroorganismidele
vahem kéttesaadavad (Seo et al., 2009). Teiseks, asendusrihm muudab Ghendi struktuuri, mis
vOib takistada selle seondumist lagundava enstimi aktiivtsentrisse. Kolmandaks, voivad
asendusriihmadega aromaatsete Uhendite lagundamisel tekkida nn. tupikihendid, mida
bakterid ei ole vdimelised edasi lagundama. (Marin et al., 2010; Seo et al., 2009) Eelnevalt
mainitud pdhjuste tottu vOib naiteks metillsalitsilaatide lagundamine olla raskendatud isegi

tlve jaoks, mis suudab efektiivselt salitsilaati lagundada.

On leitud, et asendusrihmadega aromaatsete Uhendite lagundamisel v6ib redundantsete
kataboolsete geenidega bakteritel olla eelis vaid tihte geeni omavate bakterite suhtes. Naiteks
tive AN10 puhul on taheldatud laiemat substraadispetsiifilisust, sest selle SH-id on erineva
substraadispetsiifilisusega: NahG lagundab pigem metlulsalitsulaate ja NahW

klorosalitsiilaate (Bosch et al., 1999). Kuna tiived AN10 ja C70 on sarnaste salitsulaadi
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lagundamise operonidega, siis oletati, et tiive C70 redundantsed geenid voiksid téita sama

Ulesannet.

Eelneva hipoteesi kinnitamiseks vorreldi tuvede C70, PC20 ja NCIB 9816-4 kasvu
metlulsalitsilaatidel  (Lisa 2). Kasvuparameetrite madramiseks kasvatati rakke
mikrotiiterplaatidel R2A sd66tmel, kuhu oli lisatud salitstlaati, 3-, 4- vdi 5-metlulsalitsulaati
kontsentratsioonidel 1-3 mM. Kasvuk®verate saamiseks mdddeti proovide neelduvused
spektrofotomeetriliselt nagu eelnevas katses ning kasvukiirused arvutati samuti kahest

kasvufaasist.

Tivi C70 kasvas kdige kiiremini 4-metullsalitsilaadil, mille puhul isegi 3 mM
kontsentratsioonil ei olnud kasvukiirust inhibeerivat toimet ning kasv oli koikidel
kontsentratsioonidel kiirem kui kasv salitstlaadil (Joonis 14A). 3-metudlsalitsilaadil langes
esimese kasvufaasi kasvukiirus kontsentratsiooni tdustes 0,32 h-It 0,25 h-ni ning teises
kasvufaasis ei muutunud kasvukiirus substraadi kontsentratsiooni tdstmisel, vaid oli stabiilselt
0,25 h't. 5-metiitilsalitsiilaadil oli nii esimeses kui ka teises kasvufaasis kasvukiirus stabiilselt
vaartuse 0,3 h'l lahedal, vélja arvatud teises kasvufaasis 3 mM 5-metiiiilsalitsiilaadil, kus

kasvukiirus langes 0,2 h-ni (Joonis 14A).
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Joonis 14. P. pseudoalcaligenes C70 kasvukiirused (A) ja saagised (B). Rakke kasvatati
mikrotiiterplaatidel R2A so6tmel voi R2A sootmel, millele oli lisatud salitsilaati, 3-, 4- vOi
5-metilsalitsulaati (1-3 mM). Joonisel on esitatud 7 kasvatuse keskmised koos
standardhélbega. Kasvukiirused on arvutatud kasvukdverate esimesest (I) ja teisest (1)
kasvufaasist. SAL - salitsulaat. MSAL - metudlsalitsilaat.

Tive C70 saagis muutus kasutatud salitsulaadi ja mettdlsalitstilaadi kontsentratsioonidel

ainult vaga vahesel maéaral (Joonis 14B), sarnane tulemus saadi ka eelnevalt kirjeldatud katses
erinevate salitstlaadi kontsentratsioonidel.
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Tuve PC20 kasvukiirused metudlsalitsiilaate sisaldavatel sodtmetel olid kolmest uuritud
tivest koige suuremad (Joonis 15A). Sarnaselt kasvatusele erinevatel salitsiilaadi
kontsentratsioonidel, oli tive PC20 kasvukiirus palju suurem esimeses kasvufaasis (Joonis
15A) (Joonis 12). Tuve PC20 kasvukiirused olid koikidel so6tmetel sarnased - esimeses ja

teises kasvufaasis vastavalt 0,8 h* ja 0,12 h,
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Joonis 15. P. fluorescens PC20 kasvukiirused (A) ja saagised (B). Rakke kasvatati
mikrotiiterplaatidel R2A s66tmel voi R2A so6tmel, millele oli lisatud salitsulaati, 3-, 4- voi
5-metidlsalitsulaati (1-3 mM). Joonisel on esitatud 7 kasvatuse keskmised koos
standardhélbega. Kasvukiirused on arvutatud kasvukdverate esimesest (I) ja teisest (II)
kasvufaasist. SAL - salitsulaat. MSAL - metuulsalitsilaat.

Tive PC20 saagis sOltus salitstlaadi, 4-metlulsalitsilaadi vOi 5-metdlsalitstilaadi
kontsentratsioonist s66tmes (Joonis 15B). 3-metulsalitstlaadi lisamine ei muutnud tive
PC20 saagist vOrreldes ainult R2A so6tmel kasvanud rakkudega. Saagis tdusis kdige rohkem
salitsulaadi lisamisel ning selle katse maksimaalne saagis 1,65 tGhikut saadi 3 mM salitsiilaadil
kasvatamisel. 4- ja 5-metullsalitsilaadil kasvades olid saagise tdusud sarnased ja

maksimaalsed saagised umbes 1,45 thikut.

Tive NCIB 9816-4 puhul sbltus esimese kasvufaasi kasvukiirus vahesel maaral lisatud
salitstilaadi vdi metulsalitsilaadi kontsentratsioonist (Joonis 16A). Koikidel kasutatud
so6tmetel oli tiive kasvukiirus esimeses kasvufaasis umbes 0,18 h. Teises kasvufaasis olid
kasvukiirused reeglina kdrgemad kui esimeses kasvufaasis ning need soltusid lisatud

substraadi kontsentratsioonist.
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Joonis 16. P. putida NCIB 9816-4 kasvukiirused (A) ja saagised (B). Rakke kasvatati
mikrotiiterplaatidel R2A s66tmel voi R2A so6tmel, millele oli lisatud salitsulaati, 3-, 4- voi
5-metidlsalitsulaati (1-3 mM). Joonisel on esitatud 7 kasvatuse keskmised koos
standardhélbega. Kasvukiirused on arvutatud kasvukdverate esimesest (I) ja teisest (II)
kasvufaasist. SAL - salitsulaat. MSAL - metuulsalitsilaat.

Toos kasutatud tlivedest oli tlvi NCIB 9816-4 ainuke, mille puhul tdheldati 1 mM 3-
metullsalitsulaadi lisamisel olulist saagise vahenemist vorreldes saagisega, mis saadi ilma
lisanditeta R2A s66tmel kasvanud rakkudega (umbes 0,3 Uhiku vérra), lisaks vahenes saagis
veelgi 3-metillsalitsiilaadi kontsentratsiooni tdstmisel (Joonis 16B). See-eest salitsiilaadil
ning 4- ja 5-metudlsalitsilaadil kasvanud rakkude saagis tdusis substraadi kontsentratsiooni
tostmisel. Tuvi andis 4-mettiulsalitstilaadil maksimaale saagise, mis oli umbes 1,6 Ghikut.

Tive NCIB 9816-4 kasvatamisel 4- ja 5-metidlsalitstlaati sisaldavatel so6tmetel taheldati
punaste ja oranzide vaheiihendite moodustumist kasvukeskkonda (Joonis 17F). Neid
vahelihendeid k&esoleva t66 raames ei identifitseeritud, kuid on véimalik, et tive NCIB 9816-
4 inaktiveeritud C230-i tottu koguneb kasvukeskkonda katehhool, mis oksiideerumisel
moodustab kinoonseid vaheiihendeid. Asendusteta katehhoolide puhul on néidatud, et
kinoonide spontaansel poliimeriseerumisel moodustuvad tumedavarvilised ihendid (Jiménez
et al.,, 2014). Metlulkatehhoolide puhul toimuvad ilmselt sarnased reaktsioonid, aga

metullasenduste tdttu on moodustunud vaheuhendid eri véarvusega.

Varasemates t06des on ndidatud, et naftaleeni sisaldaval so6tmel kasvava NCIB 9816-4 rakud
eritavad keskkonda katehhooli, mis oksudeerub ning s66de varvub pruuniks (Park et al.,
2004). Katehhooli maksimaalse kontsentratsiooni saavutamise jarel rakkude arvukus vahenes,
kuid samal ajal so6tme neelduvus tdusis. Park et al. (2004) oletasid, et kogunev katehhool on
tivele NCIB 9816-4 toksiline ning neelduvuse tdus on seotud kinoonide tekkega. Kuna
ké&esolevas t06s arvutati kasvukiiruse ning saagise véartused kasvukdveratelt, mis saadi

neelduvuse md6tmisel, siis on vdimalik, et 4- ja 5-metlulsalitsulaadist tekkinud vérvilised
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vahetihendid mdjutasid saadud tulemusi. Jargnevates toodes tuleks tuvastada varviliste
vaheuhendite tapne struktuur ja selgitada nende kogunemise pdhjused.

Kokkuvdttes saab tuvede kasvuparameetrite vordlemisel véita, et antud tingimustel ei ole
tvel C70 eelist metiilsalitsulaatide lagundamisel vorreldes tivega PC20, mis oli katsetes
kdige suuremaid kasvukiiruseid ja kdrgeimaid saagiseid andnud tlvi. Tuve C70 kasvukiirus
oli suurem kui tive NCIB 9816-4 kasvukiirus, aga C70 saagised olid kolmest tiivest

madalaimad.

Olles analuisinud tivede kasvuparameetreid erinevatel salitsulaadi ja metddlsalitsiilaadi
kontsentratsioonidel, maarati jargmisena tiivede salitsiilaadi lagundamise vGtmeensiime

kodeerivate geenide ekspressiooni tasemed, et paremini selgitada tiivede erinevuste olemust.
3.3. Salitsulaadi lagundamisel osalevate geenide ekspressiooni tasemete maaramine

T60s uuritud tivede kasvuparameetrite geneetilisest taustast arusaamiseks uuriti gRT-PCR
metoodikat kasutades salitstilaadi 1-hudroksilaase ja katehhooli dioksligenaase kodeerivate
geenide ekspressiooni tasemeid erinevatel salitsiilaatidel kasvanud tivede C70, PC20 ja NCIB
9816-4 rakkudes. RNA eraldati logaritmilisest () ja varajasest statsionaarsest (11) kasvufaasist
vOetud rakkudest, mida kasvatati R2A s66tmel voi R2A s66tmel kuhu oli lisatud salitstilaati,
3-, 4- vOi 5-metulsalitstlaati (Idppkontsentratsiooniga 3 mM) (Joonis 17).
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Joonis 17. P. pseudoalcaligenes C70 (A), P. fluorescens PC20 (B) ja P. putida NCIB 9816-4
(C) esinduskasvukdverad R2A so6tmel ja R2A sodtmetel, kuhu oli lisatud salitsiilaati (SAL),
3-, 4- vBi 5-metullsalitsilaati (MSAL) (3 mM). Rakke kasvatati 250 ml kolbides loksutis (180
rpm) temperatuuril 30 °C. RNA eraldamiseks voeti proove logaritmilisest kasvufaasist
(mustad stmbolid) ning statsionaarse kasvufaasi algusest (valged stmbolid musta
piirjoonega). Pildid salitsulaadi ja metullsalitsilaadi  kasvatuse kolvidest P.
pseudoalcaligenes C70 (D), P. fluorescens PC20 (E), P. putida NCIB 9816-4 (F). SAL -
salitsulaat. MSAL - metidlsalitsilaat.
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3.3.1. Pseudomonas pseudoalcaligenes tuvi C70

Tive C70 salitstlaadi hudroksiilaase kodeerivate geenide ekspressiooni tasemed olid reeglina
kdrgemad statsionaarse kasvufaasi rakkudes ning geeni nahG suhteline mRNA hulk oli
keskmiselt 3,8 korda suurem kui nahW geeni suhteline mRNA hulk (Joonis 18A). Geeni nahG
ekspressiooni tasemed olid kdige kdrgemad 3- ja 5- metiitilsalitsiilaadil kasvanud statsionaarse
kasvufaasi rakkudes, vastavalt 69 ja 73 korda kérgemad kui R2A s66tmel kasvanud rakkudes.
Ka geeni nahW ekspressiooni tasemed olid kbige kdrgemad samadel substraatidel, kuid
muutus vorreldes R2A so6tmel kasvanud rakkudega oli vaiksem (vastavalt 24 ja 21 korda).
Samas salitstilaadil kasvanud C70 rakkudes olid statsionaarses kasvufaasis geenide nahG ja
nahW ekspressiooni tasemed umbes kaks korda madalamad kui logaritmilise kasvufaasi
rakkudes. 4-metiulsalitsulaadiga s66tmel kasvades langes samuti nahW ekspressiooni tase
statsionaarses faasis umbes kaks korda vorreldes logaritmilise faasiga, aga nahG ekspressioon
suurenes statsionaarses faasis umbes 46 korda vorreldes kasvuga R2A so6tmel.
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Joonis 18. P. pseudoalcaligenes C70 salitstilaadi 1-hiidrokstlaase (A), NahG ja NahW, ning
katehhooli 2,3-dioksiigenaase (B), NahH ja PheB®?%°, kodeerivate geenide mRNA
transkriptide analuts kasutades qRT-PCR-i. Rakke kasvatati R2A s66tmel voi R2A sootmel,
millele oli lisatud salitsllaati, 3-, 4- vOi 5-metidlsalitsilaati 16ppkontsentratsiooniga 3 mM.
RNA eraldati logaritmilisest kasvufaasist (I) ning statsionaarse kasvufaasi algusest (11) voetud
rakkudest (Joonis 17A). Suhtelised MRNA hulgad arvutati referentsgeeni, polA, ekspressiooni
tasemete suhtes. SAL - salitsulaat. MSAL - metudlsalitsilaat.

Kéesolevas to0s uuritud tive C70 SH-e kodeerivate geenide ekspressiooni tasemed ja varem
kirjanduses kirjeldatud redundantsete SH-idega tuve ANZ10 aktiivsused erinevate
salitsulaatidega indutseerimisel ei ole sarnased. Bosch et al. (1999) néitasid, et P. stutzeri tlive

AN10 NahG aktiivsused olid kdrged nii salitstilaadil kui ka mettdlsalitsilaatidel (eriti 4-

39



metlulsalitstlaadil) kasvatades, NahW aktiivused olid NahG vadrtustega samas suurusjargus
vaid salitstilaadi ja 4-metudlsalitstlaadi juuresolekul. Samas tiivel C70 olid geenide nahG ja
nahW ekspressiooni tasemed madalad salitstlaati ning nahW puhul ka 4-mettdlsalitsilaati
sisaldavatel sootmetel kasvanud rakkudes (Joonis 18). Mis poOhjustab omavahel véga
sarnaseid salitstilaadi lagundamise operone omavate tiivede SH-ide ekspressioonide erinevuse
metiitilsalitstilaatidel on kdesolevas toos teostatud Katsete phjal raske oelda. Uheks mdjuriks
voib olla tivede C230-ide fulogeneetiline erinevus (Joonis 8) ning sellest tingitud erinev
vBime lagundada metlulkatehhoole. Teiseks mdjuriks vdib olla tlivede paritolu eri liikidest,

mille tdttu nende ainevahetus ja selle regulatsioon ilmselt erineb.

Teiseks kirjanduses kirjeldatud redundantsete SH-idega tiiveks on Pseudomonas sp. tiivi ND6,
mille salitsulaadi lagundamise operon ja operonivéline SH-i geen (nahU) paiknevad
plasmiidil (pND6) (Zhao et al., 2005). Kui tiive AN10 SH-ide aktiivsused olid salitstilaadil
sarnased (Bosch et al., 1999), siis tiive ND6 puhul olid operonivélise SH-i, NahU, aktiivsused
7 korda kdrgemad kui operonisisesel SH-il (NahG). 3- ja 5-metlulsalitsulaadil kasvanud
rakkudes olid NahU aktiivsused %-5 vorra madalamad ning NahG aktiivsused % vorra
kdrgemad kui salitsulaadiga indutseerides (Zhao et al., 2005). Erinevaid SH-ide aktiivsusi
tives ND6 vorreldes tlivedega AN10 ja C70 voivad pohjustada neid kodeerivate geenide
paiknemine plasmiidselt, mitte kromosomaalselt, ja NahU struktuursed erinevused NahW-st.
Erinevalt tivedest C70 ja AN10 on tuvel ND6 ka lisaks C230-ile ka C120-id katehhooli
lagundamiseks. Lisaks v8ib mangida rolli nahU geeni palju kaugem paiknemine naftaleeni
lagundamise alumisest operonist vorreldes selle vahetus laheduses paikneva nahW geeniga
(Joonis 3).

Katehhooli 2,3-dioksligenaasi kodeeriva geeni nahH ekspressiooni tase oli salitsiilaate
sisaldavatel so6tmetel kasvanud tive C70 mdlema kasvufaasi rakkudes kdrgem kui R2A
sootmel kasvanud rakkudes (Joonis 18B). Samas geeni pheB¢%3© ekspressioon oli kasutatud
sootmetel vaga madal, nahH suhteline mRNA hulk oli keskmiselt 160 korda kérgem kui
pheB¢?%C suhteline MRNA hulk. pheB®%° ei ekspresseeru salitstilaadil kasvanud C70
rakkudes, sest see paikneb fenooli lagundamise operonis, mille ekspressiooni indutseerib
fenool (JOesaar et al., 2017). Erinevate induktoritega indutseeritavate redundantsete geenidega
tlved on otstarbekad looduses leiduvate reostatud keskkondade puhastamiseks, sest tldiselt
esinevad saasteained heterogeensete segudena, nagu toornafta, mitte tksikute isoleeritud

uhendite kogumitena (JOesaar et al., 2017).
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Tuve C70 kasvamisel salitsulaate sisaldavatel R2A sootmetel on naha kollast varvi
vaheuhendi  kogunemist (Jooni 17D). Kirjanduse andmetel on tegemist 2-
hiidroksiimukonosemialdehiiidi (HMS) vdi vastavate metiildervaatidega, mis nditab, et SH-
ide poolt tekitatud katehhool on substraadiks tiive C70 NahH-le ning rakkudele toksilise
vaheiihendi kogunemist ei toimu. Samas on néidatud kirjanduses, et HMS kogunemine vdib
olla inhibeeriva toimega NahH-le, mis omakorda pdhjustab katehhooli vdi selle derivaatide

kogunemist keskkonda (JOesaar et al., 2017).
3.3.2. Pseudomonas fluorescens ttvi PC20

Tive PC20 puhul oli SH-i kodeeriva geeni nahG ekspressiooni tase statsionaarses kasvufaasis
salitsulaadil 24, 4-metidlsalitsilaadil 32, 5-metudlsalitsiilaadil 23 ja 3-metidlsalitsiilaadil
ainult 8 korda kdrgem kui R2A s66tmel (Joonis 19A). Logaritmilises kasvufaasis oli geeni

nahG ekspressioon umbes 3 korda madalam kui statsionaarse kasvufaasi rakkudes.

Katehhooli lagundamiseks on tuvel PC20 naftaleeni operonis nahH poolt kodeeritud C230,
mille ekspressioon tdusis 25-35 korda salitsulaadi ja metlulsalitsulaatidega indutseerimisel
(Joonis 19B). Lisaks on tlvel tks plasmiidne ja iks kromosomaalne C120, mis on vastavalt
kodeeritud geenide pheB®'?C ja catA poolt (Elken et al., 2020; avaldamata genoomi andmed).
Mdlema C120-i ekspressioon salitstilaatidel oli vdga madal, catA suhteline mRNA hulk oli
183 (Joonis 19B) ja pheB<2° hulk 100 000 (andmeid ei ole naidatud) korda vaiksem kui nahH
suhteline mMRNA hulk .
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Joonis 19. P. fluorescens PC20 salitsiilaadi 1-hidroksilaasi (A), NahG, katehhooli 1,2-
dioksuigenaasi, CatA, ning katehhooli 2,3-dioksligenaasi (B), NahH, kodeerivate geenide
MRNA transkriptide analtitis kasutades gRT-PCR-i. Rakke kasvatati R2A s66tmel voi R2A
sootmel, millele oli lisatud salitsiilaati, 3-, 4- vOi 5-metlulsalitsulaati I6ppkontsentratsiooniga
3 mM. RNA eraldati logaritmilisest kasvufaasist (I) ning statsionaarse kasvufaasi algusest (1)
voetud rakkudest (Joonis 17B). Suhtelised mMRNA hulgad arvutati referentsgeeni, polA,
ekspressiooni tasemete suhtes. SAL - salitsiilaat. MSAL - mettulsalitsilaat.
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Eelnevalt on kirjanduses juba tdestatud tive PC20 vOimekust efektiivselt lagundada nii
naftaleeni, salitstilaati kui ka fenooli (Heinaru et al., 2009) ning kédesolevas t00s teostatud
katsed nditasid selle tiive efektiivsust ka metdtlsalitsiilaatide lagundajana. Tlvi PC20 on eriti
tdhelepanuvaarne biotervenduse vaatevinklist, sest selle aromaatsete ihendite lagundamise
geenid paiknevad mobiilsetel plasmiididel, mis vdivad looduslikes tingimustes levida ka
teistesse mikroorganismidesse ning veelgi suurendada lagundamise kiirust ja efektiivsust
(Heinaru et al., 2009). Tuve PC20 puhul on eelnevalt nédidatud ka selle vastupidavust
valikatsetes, nimelt detekteeriti tiivi rohkem kui aasta peale inokulatsiooni pdlevkivitodstuse

jadtmetega reostatud piirkonnas teostatud katsetest voetud proovides (Juhanson et al., 2009).
3.3.3. Pseudomonas putida ttivi NCIB 9816-4

Kdige kdrgemad SH-i ekspressiooni tasemete absoluutvaértused kaesolevas toos saadi tive
NCIB 9816-4 induktsioonil 5-metilsalitsilaadiga. Selle lisamisel téusis ekspressiooni tase
60 korda vorreldes ekspressiooni tasemega R2A sodtmel kasvanud rakkudes (Joonis 20A).
Induktorita s66tmel kasvanud NCIB 9816-4 rakkudega vorreldes tdusis ekspressiooni tase
salitstilaadi lisamisel 24 ning 3- ja 4-metudlsalitsiilaatide korra 26 korda. Referentstlivedega
(PC20 ja G7) vorreldes kdrged SH-i aktiivsused maarasid salitsilaadiga indutseeritud tuve
NCIB 9816-4 rakkudes ka Heinaru et al. (2009). Vdib oletada, et kdrge SH-i aktiivsus on
oluline rakkudele toksilise salitsiilaadi kontsentratsiooni kiireks vahendamiseks, kuid terve
raja toimimise seisukohalt voib see héairida kdikide ensutimide tasakaalustatud t66d.
Ké&esolevas to0s tuvastati, et tlive NCIB 9816-4 kasvamisel korgemate salitstilaadi
kontsentratsioonidega sédtmetel varvuvad need pruuniks (mikrotiiterplaatidel; andmeid pole
naidatud) katehhooli kogunemise ja kinoonide moodustumise tdttu, madalamatel
kontsentratsioonidel ~ vérvuvad  so66tmed aga  kollaseks  (Joonis  17F)  2-
hidrokstimukonosemialdehiiiidi (HMS) kogunemise tottu.
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Joonis 20. P. putida NCIB 9816-4 salitsulaadi 1-hudroksilaasi (A), NahG, katehhooli 1,2-
dioksugenaasi, CatA ning katehhooli 2,3-diokstigenaasi (B), NahH, kodeerivate geenide
MRNA transkriptide analiiis kasutades qRT-PCR-i. Rakke kasvatati R2A s66tmel vdi R2A
sootmel, millele oli lisatud salitsiilaati, 3-, 4- vOi 5-metlulsalitsulaati I6ppkontsentratsiooniga
3 mM. RNA eraldati logaritmilisest kasvufaasist (I) ning statsionaarse kasvufaasi algusest (I1)
vOetud rakkudest (Joonis 17C). Suhtelised mRNA hulgad arvutati referentsgeeni, polA,
ekspressiooni tasemete suhtes. SAL - salitsulaat. MSAL - metiilsalitsilaat.

Katehhool ja teised vahetihendid v@ivad olla rakkudele kahjulikumad kui salitstlaat, sest need
lahustuvad paremini vees, pdhjustavad hapniku radikaalide teket voi seonduvad raku DNA ja
valkudega (Schweigert et al., 2001B). Seega on tiive NCIB 9816-4 salitstilaadi tundlikkus
ilmselt seotud C230-i ja sellele jargnevate enstumide madala aktiivsusega, mis on
pdhjustatud naftaleeni alumisse operoni inserteerunud MGE-st (Dennis ja Zylstra, 2004).
gRT-PCR andmed nditasid, et tive NCIB 9816-4 nahH ekspressiooni tase 3 mM salitsiilaadil
kasvanud rakkudes tduseb ainult 2 korda vorreldes R2A s66tmel kasvanud rakkudega (Joonis
20B). Katehhooli kogunemist ning madalat C230 aktiivsust tiivel NCIB 9816-4 naftaleeni
sisaldaval s66tmel on ndidanud ka Park et al. (2004). Tuve PC20 (naftaleeni alumises operonis
ei ole MGE-d) kasvatamisel samades tingimustes tuvastati ainult kollast véarvi HMS
kogunemist (Joonis 17E) ning C230 kodeeriva nahH ekspressiooni tasemed tdusid induktori
juuresolekul ca 30 korda (Joonis 19B).
Kas katehhooli lagundamine v@ib toimuda operonivélise katehhooli dioksiigenaasiga? Lisaks
C230-le on tive NCIB 9816-4 kromosoomis ka C120-i kodeeriv catA, mille induktsiooni
salitstilaadil kasvanud rakkudes on ndidanud varem Barnsley (1976A) ja Heinaru et al. (2009).
Ka kaesolevas t60s teostatud katsed kinnitasid C120 ekspressiooni taseme 30-kordset tdusu
salitstilaati sisaldaval so6tmel vorreldes induktorita kasvanud rakkudega (Joonis 20B). See-
eest tuives PC20 oli catA ekspressioon salitsilaatidega indutseerimisel madal (Joonis 19B).
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gRT-PCR andmed néitasid, et 4- ja 5-metudlsalitsilaadid indutseerivad erinevalt salitstilaadist
tlves NCIB 9816-4 geeni nahH ekspressiooni. 3-mettulsalitsiilaadi lisamisel on nahH ja catA
ekspressiooni tasemed vordselt madalad, ligikaudu 2 korda kérgemad induktorita kasvanud
rakkudest (Joonis 20B). Lisaks varvuvad 4- ja 5-metidlsalitsiilaati sisaldavad sd6tmed
punakaks, mis viitab jallegi metlleeritud katehhooli kuhjumisele ning kinoonide tekkele
(Joonis 17F).

Kokkuvotteks voib delda, et kuigi tivede PC20 ja NCIB 9816-4 plasmiidsed salitsulaadi
lagundamise operonid on véga sarnased (Heinaru et al., 2009) on nende kasvuparameetrid
(Joonis 11 ja 17) ja geeniekspressioon (Joonis 11 ja 20) téiesti erinevad ning NCIB 9816-4 ei
suuda metulsalitstlaatidel hasti kasvada, mis on pdhjustatud MGE inserteerumisest NCIB
9816-4 naftaleeni lagundamise alumisse operoni. Edaspidi oleks vaja uurida MGE

insertsiooni tekitatud muutuste tapseid mehhanisme.

Kuigi kéesolevas t00s teostatud katsetes ei olnud redundantsete salitsulaadi lagundamise
geenidega tivi C70 efektiivsem salitsiilaatide lagundaja kui Uhe SH-ga tivi PC20 on
eelnevalt tbestatud tiive vdimekus kasvada nii kérgematel salitsulaadi kontsentratsioonidel
(Smirnova, 2019) kui ka erinevate aromaatsete ihendite segul (Mehike, 2016). Edasi tuleks
madrata tivede kasvuparameetrid klorosalitsiilaatidel, sest erakordselt stabiilseid kloreeritud
aromaatseid Uhendeid kasutatakse palju todstuses ning neid lagundavate tlivede uurimine on
seepdrast eriti oluline (Pieper et al., 2010). Lisaks peaks v@rdlema tivede kasvu aromaatsete
uhendite segudel, sest saasteained esinevad uldiselt segudena, nagu toornafta vdi to6stuslikud
heitveed. Tuve C70 kasvu on juba uuritud salitsiilaadi ja fenooli segul (J6esaar et al., 2017).

Biotehnoloogiliste rakenduste tarbeks on oluline peale lksikkultuuride aromaatsete tihendite
lagundamise geneetilise potentsiaali selgitamise uurida ka tivede vGimekust segakultuurides
ehk kooslustes. Tived C70 ja PC20 voiksid tanu laiemale substraadispetsiifilisusele ja
suuremale vastupidavusele aromaatsete Uhendite korgematele kontsentratsioonidele olla
efektiivsed ka kooslustes. Tuvi NCIB 9816-4 kasvab aga salitstlaadil aeglaselt, lagundamise
kaigus kuhjuvad vaheiihendid ning ta ei talu kdrgeid aromaatsete tihendite kontsentratsioone,
mistottu ei ole tlive kasutamine biotervenduse jaoks loodud kooslustes ilmselt otstarbekas.
Samas on tlive SH véga kdrge aktiivsusega ning kuna kooslused vdimaldavad &ra kasutada
erinevate tuvede tugevusi ning samal ajal tasakaalustada nende ndrkusi teiste tlivedega voiks
siiski kaaluda ka selle tlive kaasamist koosluste efektiivsuste uurimisse. Kompleksemate

saasteainete ja nende segude puhul ei pruugi Uksiktived olla vdimelised hendit taielikult
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lagundama, aga mitme tiive koostool assambleeritakse terve lagundamise rada. (Li et al.,
2021)

Keskkonna seisukohalt oleks aarmiselt kasulik, kui dnnestuks koostada kooslus, mis oleks
vOimeline lagundama alifaatsete ja aromaatsete Ghendite segu - toornaftat. Naftareostused
maismaal vOi veekogudel on sealsetele elusorganismidele véga ohtlikud ning reostuse
likvideerimine sageli keeruline. Biotervenduse meetodeid on edukalt kasutatud soojemas
kliimas, mis6ttu oleks vaja valja tootada kooslusi, mis suudavad reostust koérvaldada ka

madalamatel temperatuuridel.
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KOKKUVOTE

Mikrobioloogiline biotervendus on suure potentsiaaliga tehnoloogia looduse puhastamiseks

toksilistest saasteainetest, aga selle rakendamine nduab pdhjalikke teadmisi kasutatavate

organismide kohta. K&esolevas t60s vorreldi P. pseudoalcaligenes C70, P. fluorescens PC20

ja P. putida NCIB 9816-4 vdimekust lagundada salitsulaati ja erinevaid metilsalitsilaate.

T60 tulemused ja jareldused saab kokku votta jargnevalt:

1.

Kasutatud salitstilaadi ja metlulsalitsulaadi kontsentratsioonidel ning tingimustes
andis tivi C70 kbige madalamad biomassi saagised ning jéi Gldise kasvukiiruse

poolest kahe referentstiive vahepealseks;

kasutatud salitstilaadi ja metutlsalitsulaatide kontsentratsioonidel ning tingimustel oli

kdige suuremate kasvukiiruste ja saagistega tivi PC20;

tive NCIB 9816-4 kasv metilsalitsulaatidel on pérsitud ning 4- ja 5-
metullsalitsulaati sisaldavatel sootmetel kuhjuvad keskkonda punast vérvi

vahethendid, mis on ilmselt metiitlkatehhoolidest tekkinud kinoonid:;

tives NCIB 9816-4 indutseeritakse SH-i ja C230-i kodeerivad geenid salitsiilaatide
lisamisel sootmele, kuid sal operoni inserteerunud MGE tdttu on C230-i
ekspressiooni tasemed madalad ning ilmselt ka jargnevate ensuimide avaldumine
takistatud,;

mikrotiiterplaatidel teostatud kasvatustes tekib tuvedel hapnikupuudus, millel on

negatiivne moju kbigi kolme tiive kasvule salitsiilaadil ja metutlsalitstlaatidel.

Kokkuvottes saab vaita, et kasutatud tingimustel ei pakkunud tive C70 redundantsed

salitsulaadi 1-hldroksulaasi ja katehhooli 2,3-diokstigenaasi geenid tuvele eelist salitsiilaadi

vOi metidlsalitstlaatide lagundamisel teiste uuritud tiivede suhtes.
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Degradation of salicylate and methylsalicylates in different species of the family
Pseudomonas

Rasmus Robert Barrow
Restimee / Summary

Some of the most ubiquitous and recalcitrant pollutants formed in the processes of modern
industry are aromatic compounds. These aromatic compounds are often dangerous, having
cytotoxic or carcinogenic properties, while also being highly resistant to degradation due to
their structure. Due to their exceptional stability one of the only practical approaches for the
degradation of these compounds is microbial biodegradation, also known as bioremediation.
However, bioremediation requires extensive knowledge of utilized bacterial strains to ensure

their survival in the field and effective degradation of pollutants.

Salicylate is a monocyclic aromatic hydrocarbon formed during the degradation of the
polycyclic aromatic hydrocarbon naphthalene, a component of crude oil and additionally a
toxic pollutant. Pseudomonas pseudoalcaligenes strain C70 is a naphthalene and salicylate
degrading strain and an interesting model for the degradation of salicylate, specifically
because it contains redundant genes for both salicylate 1-hydroxylase and catechol 2,3-
dioxygenase, which are key enzymes in the degradation salicylate.

In this study, strain C70 was compared to two strains without redundant genes for salicylate
degradation, P. fluorescens PC20 and P. putida NCIB 9816-4, to determine whether the
redundant genes provided an advantage for the degradation of salicylate and methylsalicylates
by strain C70. Additionally, the influence of an MGE inserted into the sal operon of P. putida
NCIB 9816-4 on the degradation of salicylate and methylsalicylates by the strain was also
determined. To accomplish the aforementioned goals, the growth parameters and expression
levels of genes participating in salicylate degradation of strain C70 and the two reference

strains were determined on salicylate and methylsalicylate containing R2A media.
The results and conclusions of the study are summarized as follows:

1. Under conditions and concentrations of salicylate and methylsalicylates used in this
study, strain C70 produced the lowest biomass of the three strains and had an overall
growth rate between the values of the other two strains;

2. under conditions and concentrations of salicylate and methylsalicylates used in this
study, strain PC20 produced the highest biomass of the three strains and also had the

fastest growth rate of the three;
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3. the growth of strain NCIB 9816-4 is inhibited in the presence of methylsalicylates and
when the strain degrades 4- and 5-methylsalicylate red intermediates are formed,
which are most likely quinones formed from methylcatechols;

4. the salicylate 1-hydroxylase and catechol 2,3-dioxygenase genes of strain NCIB 9816-
4 are induced in the presence of salicylates, but due to the insertion of a MGE into the
sal operon the expression of catechol 2,3-dioxygenase is low and the expression of
downstream genes is likely also inhibited,;

5. growth on microtiter plates causes oxygen limitation which has a negative effect on

the degradation of salicylate and methylsalicylate in all three strains.

In conclusion, under utilized conditions the redundant salicylate 1-hydroxylase and catechol
2,3-dioxygenase genes of strain C70 did not provide it with an advantage for the degradation

of salicylate or methylsalicylates compared to strains PC20 and NCIB 9816-4.
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LISAD

Lisa 1. T60s kasutatud praimerid koos nukleotiidsete jarjestustega, seondumistemperatuuridega, amplifitseeritavate geenide ja ensliiimi tutpide
nimetustega. C230 - katehhooli 2,3-diokstigenaas. C120 - katehhooli 1,2-diokstigenaas. SH - salitsiilaadi hidroksilaas. DNA pol | - DNA
polimeraas I.

Ensuim/Geen/Tvi Praimeri nimi Nukleotiidne jérjestus (5°—3") Seondumis-temperatuur Viide
C230/nahH/C70 ja C70aF TGGAGCGGGATCTGACGGCA 58 °C Mehike, 2016
NCIB9816-4 C70aR CGGGATTGACCTCATTCACA
C230/ pheB/ C70 C70bF TCACCGAGGACCTGCTCAAC 58 °C
C70bR CCGGGTTGACCTCGGCCAAG
SH /nahG/C70 nahGF7 CTGCAACTGCGCGAAGCCTT 61°C Smirnova, 2019
nahGR3u GCTTCCCGTACCCAGGGAG
SH /nahG /PC20 ja nahGF3 GGGCTTGAGGACGCCTATTTC 61°C
NCI1B9816-4 nahGR2 GTTGCACACGACAGGCATGAG
SH /nahwW/C70 nahWF CGATGACACTGGCGAACAGC 61 °C
nahWR CGTACGGTGGAACGCATCC
C120 /catA/ PC20 catAF 1 CGTACTTCGACTCGACCCAG 61 °C Kéesolev too
catAR_1 GCAAAGTCGTCCCACAGGTA
C120/ catA / NCIB9816-4 catAdF TCGGAATTCAACCTGCGTCG 58 °C
catA4R GGTGGTCAGGTGACGATGG
C120 / pheB /PC20 pheB20_F CACCCGGCCTAGGTTTTGAT 61 °C
pheB20_R ACATGGTTTCGCCATCCGTA
C230 /nahH /PC20 nahHRT694f ATCAGCATGACCGACACCTC 61 °C Pozdnyakova-
nahHRT822r ATAGTTGTAGTTCCCGCCGC Filatova et al., 2020
DNA pol I/ polA / C70, PC20 polAXhoylev GGGGCAGAACGCCAAGTACG 61/58 °C Sidorenko et al.,
jaNCIB9816-4 polAXhoall TCTGCGCCAGGCTGTCCAT 2011

55



Lisa 2. P. pseudoalcaligenes C70, P. fluorescens PC20 ja P. putida NCIB 9816-4
kasvuk@verad R2A sodtmetel, kuhu oli lisatud 1-3 mM IBppkontsentratsiooniga salitstilaati
(SAL), 3- (3MSAL), 4- (4MSAL) vdi 5-mettulsalitsulaati (5SMSAL). Joonistel on toodud
esinduskasvukdverad.

C70 SAL PC20 SAL NCIB 9816-4 SAL
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