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SISSEJUHATUS

Toostustootmise tulemusena satuvad keskkonda suurenenud kontsentratsioonis paljud
aromaatsed Uhendid, mis on omakorda toksilised enamikele seal Vviibivatele
elusorganismidele. Paljud mikroorganismid on vdimelised aromaatseid Uhendeid lagundama
ning neid on voimalik kasutada bioremediatsiooni efektiivsuse suurendamiseks. Tostmaks
aromaatsete Uhendite lagunemise Kkiirust, tuleb eelnevalt uurida keskkonda puhastavate
bakterite vdimekust ning bakterites toimivaid aromaatsete Uhendite lagunemisradu ja pdhirolli
mangivaid ensiime. Uks olulisim vdtmeensiiim aromaatsete tuumade l6hustamisel on
katehhooli 2,3-diokstgenaas (C230).

Kaesolev uurimistéd kasitleb Laanemerest, Narva lahest isoleeritud Pseudomonas
pseudoalcaligenes tive C70 ja selle fenooli lagundamisraja vétmeensiiumi katehhooli 2,3-

diokstigenaasi.

Uuritav bakter on vdimeline lagundama toksilisi aromaatseid tihendeid, fenooli ja naftaleeni,
ning muutma nende uUhendite lagundamisel tekkivat katehhooli jark-jargult lihntsamateks
komponentideks, mida bakter hiljem kasutab oma pdhiainevahetuses. Seega muudab bakter
keskkonna vahem kahjulikuks. Fenoolseid Uhendeid on leitud Ladanemerre suubuvatest vetest,
mis on sattunud sinna pdlevkivi tootlemise tagajarjel tekkinud poolkoksimagedest valjauhutava
veega. Seega on uurimistdd teema pikemas perspektiivis seotud sellega, et valja selgitada,

kas uuritavat bakterit saaks kasutada reostatud piirkondades bioaugmentatsiooni eesmargil.

1



T606 kaigus konstrueeriti Pseudomonas pseudoalcaligenes metsiktuvest knock-out meetodiga
2,3-dioksligenaasi kodeeriva pheB geeni suhtes mutanttlvi, et uurida katehhooli 2,3-
diokstigenaasi geeni puudumise mdju bakteri vdimele lagundada fenooli, mis on Ghtlasi
kdesoleva uurimistdé pohieesmark. Uurimistdd teema valikul sai otsustavaks huvi
mikrobioloogia vastu, tadpsemalt nii geneetiliselt muundatud mikroorganismide loomise
teoreetiliste pohimdtete kui ka praktilise t66 kogemuse saamise suhtes. Uks ajend oli

molekulaar- ja mikrobioloogiaalase laborité6 kogemuse saamine.

Uurimist6¢  teostamiseks esitati taotlus Eesti Teadusagentuuri Noore uurija
stipendiumikonkursile, tAnu millele sai voimalikuks laboritdid hdimavate kulutuste katmine ning

Tartu Ulikoolis téétava juhendaja t66 tasustamine.

Tanan Merike Jdesaart ja Lauri Mallot juhendamise, nduannete ja abi eest ning Eesti

Teadusagentuuri stipendiumi eest.
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MOISTED JA LUHENDID

amplifikatsioon — vajamineva geenildigu mitmekordne paljundamine

aromaatsed iihendid e. aromaatsed susivesinikud e. areenid — slsivesinikud, mis
sisaldavad Uht v6i mitut benseenituuma (Sonn 2005: 6)

biodegradatsiooni rada — bioloogilise lagunemise rada, orgaaniliste ainete muundumine
lintsateks anorgaanilisteks aineteks

ap — aluspaar

Bp — bensuulpenitsilliin, antibiootikum

C230 - katehhooli 2,3-dioksligenaas

eukariioot — paristuumne rakk, rakutuum on membraaniga piiritletud

kbp — kiloaluspaar

Km — kanamutsiin, aminogliikosiidide riithma kuuluv antibiootikum

konjugatsioon — geneetilise materjali kandumine Uhest bakterirakust teise

matriitsahel — transkriptsioonil DNA ahel, mida kopeeritakse komplementaarse RNA ahela
moodustamiseks (Heinaru 2012: 1032)

operon — grupp geene, mis moodustavad Uhtse regulatoorse vdi kontroll-Uksuse, mis
omakorda koosneb operaatorist, promootorist ja struktuurgeeni(de)st (Heinaru 2012: 1046)
PCR - (ingl polymerase chain reaction) polimeraasi ahelreaktsioon ehk kindla DNA-jarjestuse
amplifikatsioon in vitro tingimustes (Heinaru 2012: 1051)

pheB — fenooli degradatsiooni operonis asuv katehhooli 2,3-dioksligenaasi kodeeriv geen, mis
katallitsib katehhooli lagundamist

praimer— luhike nukleotiidijarjestus, millelt algatatakse matriitsahela alusel DNA slntees
(Heinaru 2012: 1053)

prokariioot — eeltuumne bakteri- vdi arherakk. Neil puudub membraaniga piiritletud rakutuum
(Heinaru 2012: 1054)

vektor — plasmiid (DNA rongasmolekul), mida saab kasutada prokartootidel rekombinantsete

DNA molekulide konstrueerimisel ning viimisel elusrakku (Heinaru 2012: 1094).



1. TEOORIA

1.1. Bioremediatsioon

Bioremediatsioon (ingl bioremediation) on Gldmdbiste keskkonnatehnoloogilise meetodi jaoks,
mille abil puhastatakse keskkonda sinna sattunud reostusest mikroorganismide elutalitluse
abil, taastades endine looduslik seisund. Bioremediatsiooni voib jagada kaheks suunaks — in
situ ehk kohapealsed protsessid pinnase ja pdhjavee puhastamiseks; ex situ protsessid nagu

land-farming, kompostimine ja vee-pinnase segu reaktorid (Keskkonna biotehnoloogia 2005).

Nii biostimulatsioon (ingl biostimulation) kui ka bioaugmentatsioon (ingl bioaugmentation) on
bioremediatsiooni alaliigid. Biostimulatsioon tdhendab toitainete vé6i muude Uhendite lisamist
mikroorganismide metabolismi aktiivsuse tdstmiseks. Bioaugmentatsiooni all moistetakse
spetsiifilise degradatsioonilise suutlikkusega mikroorganismide arvukuse tdstmist. (Microbial
Biodegradation 2008: 366-367)

On leitud, et bioaugmentatsioon kui bakterite vdi bakterikoosluste kasutamine reostunud
keskkonna puhastamise eesmargil on osutunud kdige efektiivsemaks, kui kasutatakse
reostunud piirkonnaga samast 0©koloogilisest niSist parit mikroorganisme. Algsete
keskkonnatingimuste osas sarnase paritoluga mikroorganismide edukama keskkonda
sulandumise votmesdnaks on suurem kohandumisvbime sealse piirkonna biootiliste ja
abiootiliste teguritega. Lisaks on sellistel sisse viidud mikroorganismidel kergem Uhilduda

lokaalse bakteriaalse kooslusega. (Juhanson 2010: 18-19)

Kaesoleva uurimist6¢ (ks kaudne tulemus on P. pseudoalcaligenes tive C70
bioaugmentatsioonilise sobivuse kindlaks tegemine poélevkivitddstuse tootmisprotsessis
tekkivate aromaatsete uUhendite voimaliku lekke korral Ladnemerre. Sarnase naitena saab
valja tuua 2010. aasta aprillis Mehhiko lahes asunud naftaplatvormil toimunud énnetuse, mille
tagajarjel lekkis mitu miljonit barrelit naftat sealsesse vette, pohjustades ulatusliku
keskkonnakatastroofi. Selle likvideerimisel kasutati alkaane lagundavaid baktereid, kes andsid
suure panuse, hoidmaks ara veel suurema koguse nafta joudmise rannikule (Deepwater

horizon oil spill 2016).

1.2. Aromaatsed ilihendid ja nende lagundamine

Aromaatsed Uhendid sisaldavad Uhte voi mitut benseenituuma. Benseenituum on tstkliline

uhend, mis koosneb kuuest susinikust ja vesinikust (Aromaatsed Uhendid 2015).



Aromaatsed Uhendid on reostusainete seas Uhed pusivamad ja laialdaselt levinumad (Li et al
2009) nii toostuslikes heitvetes kui ka reostunud pinnastes (Pessione et al 2001).
Inimtekkelised aromaatsed Uhendid on toksilised, mutageensed ehk mutatsioone esile
kutsuvad ja kantserogeensed ehk vahki tekitavad (Habe, Omori 2003). Aromaatsed Uhendid
on raskesti lagundatavad, mistéttu on nende esinemine looduskeskkonnas suur probleem
(Harayama, Rekik 1989).

Benseenituum on biokeemiliselt inertne ja seeparast tuleb aromaatne Uhend kdéigepealt
aktiveerida oksuldeerimise teel, lisades hudrokstil- (OH) v6i karboksuulrihmi (COOH).
Kirjeldatud protsessi viivad labi erinevad kataboolsed ensiimid, mis jaotatakse
monookstigenaasideks ja diokslgenaasideks. Aromaatsete Uhendite lagundamise
algstaadiumides  katallidsivad enstlimid hapniku aatomite lisamist substraadile.
Monookstigenaasid katalllsivad Ghe hapniku aatomi ning dioksligenaasid kahe hapniku

aatomi lisamist substraadile (Harayama, Rekik 1989).

Aromaatsete Uhendite lagundamise saab Uldiselt jagada kolmeks etapiks (Williams, Sayers
1994) (Joonis 1):

1. Aromaatse uhendiga toimuvad erinevad muutused, kuni tekib dihudroksGaromaatne
vaheprodukt (nt katehhool);

2. toimub tekkinud vaheprodukti benseenituuma I8hkumine dioksugenaaside abil.
Dioksugenaasid avavad benseenituuma, I6hkudes Uhe C-C sideme ning lisavad kaks
hapniku aatomit, mille tulemusena tekib benseenituumata hend;

3. ensuumid tddtlevad vahelhendeid lihtsamateks Uhenditeks, mille edasine katabolism

toimub pdhiainevahetuslikes protsessides.

1.2.1. Fenooli aeroobne lagundamine

Fenool (CéHsOH) on aromaatne susivesinik, mille benseenituuma kiljes asub Uks
hidroksuulrihm (OH). On leitud mitmeid mikroorganisme, kes taluvad keskkonnas fenooli
ning kasutavad seda aromaatset Uhendit energia- ja susinikuallikana. Soltuvalt mikroobi
geneetilisest vdimekusest lagundatakse fenool kas aeroobselt voi anaeroobselt. Tavaliselt on
eelistatud aeroobne protsess. Perekond Pseudomonas’e esindajad on tuntuimad fenooli
lagundajad, eriti Pseudomonas putida (Al-Khalid, EI-Naas 2012). Fenooli suudavad
degradeerida veel jargmiste perekondade esindajad: Bacillus sp, Acinetobacter sp ja

Achromobacter sp (Nair et al 2008).



Fenooli benseenituuma lagundamiseks on vajalik molekulaarse hapniku olemasolu. Fenooli
metabolismi rada (Joonis 1) algab benseenituuma hudroksuulimisest fenooli hidroksulaasiga,

mille kaigus lisatakse teine hudroksuulrihm ning tekib katehhool.

Seejarel toimub katehhooli benseenituuma Idhkumine kas ortho- vdi meta-oksidatsiooni
kaudu (Al-Khalid, El-Naas 2012) vastavalt enstiUmide katehhooli 1,2-dioksligenaasi voi
katehhooli 2,3-dioksugenaasi abil. Katehhool, tuntud ka kui 1,2-dihidroksiibenseen (omab
benseenituuma, millele on lisatud kaks OH-rllhma), on orgaaniline hend molekulaarse
valemiga CsH4(OH)2 (Joonis 1). Esineb valgete kristallidena ning on vees kergesti lahustuv
(Katehhool 2015).
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Joonis 1. Fenooli aeroobsed biodegradatsioonirajad (kohandatud artiklist van Schie, Young 2000)

1.2.2. Naftaleeni lagundamine

Naftaleen, molekulaarse valemiga CigHs, on bitsukliline aromaatne susivesinik, mida leidub
rohkelt naftas ja selle produktides. Naftaleen on kdige lihtsam ja kdige paremini lahustuv
poliaromaatne susivesinik (PAH), mistdttu kasutatakse seda ka mudelainena bakterite
PAHide degradeerimisvdime uurimiseks. Paljud isoleeritud bakteritest, kes kasutavad
naftaleeni sisiniku- ja energiaallikana, kuuluvad perekondadesse: Alcaligenes, Burkholderia,
Mycobacterium, Polaromonas, Pseudomonas, Ralstonia, Rhodococcus, Sphingomonas ja
Streptomyces (Li et al 2008). Tuntuim naftaleeni lagundamise rada paikneb Pseudomonas
putida tive G7 plasmiidil NAH7. Naftaleeni lagundamise enstimid paiknevad kahes operonis

— naftaleeni lagundamise Ulemises operonis asetsevad geenid, mis kodeerivad ensiime



naftaleeni lagundamiseks salitstlaadiks (nah operon), alumises operonis aga ensuime
kodeerivad geenid, mis on vajalikud salitsilaadi edasiseks lagundamiseks pdhiainevahetuse

vahelhenditeni meta-raja (sal operon) kaudu (Yen, Gunsalus 1982) (Joonis 2).
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Joonis 2. Naftaleeni ja salitsiilaadi lagundamise rada Pseudomonas putida G7 pNAH7 rakkudes
(kohandatud artiklist Yen, Serdar 1988). Alla on joonitud reaktsioonides osalevad valke kodeerivad

geenid.



1.3. Katehhooli 2,3-dioksligenaas

Bakterid toodavad erinevate kesksete vaheuhendite, naiteks katehhooli ja salitstlaadi
lagundamiseks energia saamise eesmargil mitmeid enstime. Katehhooli 2,3-dioksligenaasi
(C230) geene on neist kdige enam iseloomustatud (Williams, Murray 1974; Kita et al 1999;
Widada et al 2002). Kdige rohkem on uuritud bakteri Pseudomonas putida mt-2 TOL plasmiidis
pWWO paiknevat xylE geeni kodeeritud C230 (Mishra et al 2001).

Dioksligenaasid on benseenituumi lagundavad enstiimid. C230 on Fe?*-sdltuv ensiiiim, mis
I[6hub benseenituuma hudroksudlrihmade koérvalt (Joonis 1-2), andes produktiks 2-
hidroksimukoonsemialdehtiidi voi selle derivaadid, mis muudetakse plruvaadiks ja
atseetaldehiudiks (Williams, Sayers 1994). Modlemal juhul muudavad bakterid toksilised
aromaatsed uhendid ainevahetussaadusteks, mis liiguvad edasi pdhilistesse metaboolsetesse

radadesse.

1.4. Pseudomonas pseudoalcaligenes C70

Rakulise ehitusega elusorganisme jaotatakse kolme domeeni ehk rihma: arhed ja bakterid,
kes on prokartootsed (ingl prokaryote) ehk eeltuumsed, ja eukartiootsed (ingl eukaryote) ehk
paristuumsed organismid. Eukarioodid on organismid, kelle rakud sisaldavad membraaniga
umbritsetud rakutuuma, milles omakorda sisaldub organismi geneetiline info (Heinaru 2012:
990). Kaesolevas t60s kasitletakse baktereid, kes kuuluvad prokartiootsete mikroorganismide
alajaotusesse. Prokarlioote saab iseloomustada kui ainurakseid ja rakutuumata organisme,

kes paljunevad raku jagunemise teel (Heinaru 2012: 1054).

Pseudomonas pseudoalcaligenes C70 on bakteri tlvi, kes on eraldatud Laanemere
pinnaveest Kirde-Eesti rannikuala &ares Narva lahest (Vedler et al 2013). Nimetatud
piirkonnas on aromaatseid Uhendeid tavaparasest suuremas kontsentratsioonis
polevkivitdostuses tekkivate heitvete keskkonda sattumise téttu (Lehiste 2004: 5-6). Uuritava
bakteri genoomi uuringust selgus, et sel tivel on fenooli lagundamiseks fenooli lagundamise
meta-operon ja naftaleeni lagundamise jaoks naftaleeni lagundamise Glemine ja alumine meta-

operon (Joonis 3) (Jéesaar et al 2017).
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Joonis 3. Pseudomonas pseudoalcaligenes C70 kataboolsed operonid: A fenooli lagundamise operon,
pheB — ensuimi C230 kodeeriv esimene geen; B naftaleeni lagundamise alumine operon, nahH -

C230 ensuumi kodeeriv teine geen (kohandatud artiklist J6esaar et al 2017)

Naftaleeni alumises operonis paiknevad naftaleeni Ulemises operonis tekkiva salitsulaadi
lagundamiseks vajaminevaid enstime kodeerivad geenid. Seega on P. pseudoalcaligenes
C70 bakteril kaks C230 ensuumi kodeerivat geeni, Uks fenooli lagundamise rajas ja teine
salitsilaadi lagundamise rajas. (JOesaar et al 2017) Just sel pdhjusel on see tlvi

mikrobioloogide huviorbiidis, et selgitada tema kasulikkust ja vdimekust bioremediatsioonil.

2. METOODIKA

Siinse t606 Uks esmane soov oli tutvuda erinevate mikrobioloogiliste ja molekulaarbioloogiliste
toovotete ja meetoditega, seega on alljargnevalt kirjeldatud t66s kasutatud metoodilisi votteid

ja etappe.
2.1. Poliimeraasi ahelreaktsioon

Polimeraasi ahelreaktsioon ehk PCR (ingl polymerase chain reaction) on molekulaarbioloogia
Uks pdhimeetodeid. Selle meetodi abil on vdimalik amplifitseerida DNA [6ike, mille otste
nukleotiidjarjestus on teada ning millest omakorda on sunteesitud Uheahelalised DNA 16igud
ehk praimerid in vitro tingimustes (Viikmaa, Tartes 2008: 53). Polumeraas on ensium, mis
kataliUsib DNA ja RNA sunteesi (Heinaru 2012: 1051) ehk siis polimeraasi ahelreaktsioon
tahendab DNA polimeraasi abil toimuvat DNA replikatsiooni ehk kopeerimist. Tanapaeval on

protsess automatiseeritud, seega on tulemuseks vahese t66- ja ajakuluga Ulisuur hulk koopiaid
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algsest DNA fragmendist (Viikmaa, Tartes 2008: 53). Antud t00 raames kasutati PCR meetodit

geneetilise materjali hulga suurendamiseks.

Reaktsioonisegu (Uldmaht 25 pl) sisaldas: 1 x PCR puhver [75 mM Tris-HCI, pH 8.8; 20 mM
(NH4)2S0O4; 0.01% Tween 20], 0.2 mM Idppkontsentratsiooniga iga nukleotiidi (dATP, dTTP,
dCTP, dGTP), 2.5 mM Iéppkontsentratsiooniga MgCl., 10 pmol mélemat praimerit (Tabel 2),
0.02 U/pl termostabiilset Tag DNA polumeraasi (Thermo Scientific) ning bakterite rakke voi

plasmiide (lisati 0.2 pl) ja Idppmahuni destilleeritud vett.

Reaktsioon viidi labi PCR-masinas ehk tsukleerivas termostaadis, mis tagab iga

reaktsioonietapi toimumiseks vajaliku temperatuuri ja aja (Heinaru, Vedler 2011: 52).
Reaktsiooni etapid ning toimumise tingimused (temperatuur ja etapi pikkus):

1. Esialgne denaturatsioon: 96 °C, 3 min.

2. DNA kaksikahelate denaturatsioon: 94 °C, 2 min.
3. Praimerite seondumine DNAga: 58 °C, 45 sek.
4. DNA suntees: 72 °C, 1 min.

Etappe 2—4 korratakse 32 korda.

5. Léppekstensioon: 72 °C, 10 min.

2.2. Geelelektroforees

Geelelektroforeesi meetodiga (ingl gel electrophoresis) saab elektrivalja kasutades laenguga
molekule (DNA, RNA, valk) suuruse jargi lahutada. Meetodit kasutatakse teostatud PCRI
kontrollimiseks, kus PCRi Ilabinud reaktsioonisegu kantakse agaroosgeelile ning
amplifitseeritud geenifragmendid lahutatakse elektrivdljas (Tover 2008: 20). Kuna DNA
molekulid on pH ~ 8 juures negatiivse laenguga, liguvad nad geelil elektrivaljas anoodi suunas.
Geeli maatriksi (ristsidemetega polimeer) poolt tekitatava flusilise takistuse téttu liiguvad
vaiksemad molekulid kiiremini kui suured (Heinaru, Vedler 2011: 54). Anallusitavaid DNA
molekule vorreldakse samuti geelile kantud suurusmarkeriga, mis sisaldab DNA fragmente,
mille suurused on teada. Seega on uuritavate DNA fragmentide liikumise ehk ajavahemikus
labitud vahemaa jargi vdimalik hinnata nende molekulide pikkust. (Tover 2008: 20)
Geelelektroforees on selliste tédde raames vaga vajalik, kuna tanu sellisele meetodile sai t66

vaheetappides kontrollida saadud produktide korrektset pikkust.

T66 kaigus saadud PCRI produkte anallusiti geelelektroforeesil, selleks lisati 7 pl proovile 0.5

pl foreesivarvi (0.04% broomfenoolsinise lahust 50% glutseroolis). Proovid kanti

11



horisontaalsele 0.8% agaroosgeelile 1x TAE puhvris (50 mM Tris-atsetaat, 1 mM EDTA; pH
8.2). Geel sisaldas etiidiumbromiidi 0.1 ug/ml. Elektroforees viidi 1abi toatemperatuuril, pingel
8 V/cm. Produkti suuruse hindamiseks kasutati 1 kbp (kiloaluspaar) DNA suurusmarkerit
(Thermo Scientific). Geeli pildistati ultraviolettvalguses.

2.3. Restrikteerimine

Restrikteerimine on (tavaliselt kloneerimiseks) vajaliku DNA fragmendi eraldamine DNA
molekulist ning selleks kasutatakse restriktsioonilisi endonukleaase ehk restriktaase.
Restriktaasid on enstiimid, mis restrikteerivad DNAd jarjestusspetsiifiliselt. Need jagatakse
kolme klassi (I, Il, 1l). I ja lll klassi restriktaasid vajavad DNA I6ikamiseks erinevaid kofaktoreid,
mis muudavad nende kasutamise ebamugavaks, seega kasutatakse laboritéds klass Il
restriktaase (,lI6ikavad® DNAd palindroomjarjestuse alusel). Need jagunevad omakorda
kaheks rihmaks, mida eristatakse I6ikamise jarel tekkinud DNA molekulide otste poolest.
Nimelt vdivad ,l6ikamise” tagajarjel saadud DNA fragmendid olla kas témpotsalised voi n-6
kleepuvate otstega (Joonis 4, t60s kasutatud Uks restriktaasidest Eco130l) (Tover 2008: 7-8).

Restriktaaside abil eraldati antud t66s vektoritest geenifragmente.
Eco130I

5 CI[CWWG G 3
3G GWWC{C 5

Joonis 4. Restriktaasi Eco130l Idikamisjarjestus ja 16ike tulemusel tekkinud kleepuvate otstega DNA

fragmendid.

2.4. Klenow’i tootlus ja aluselise fosfataasi tootlus

Klenow'i t66tlust tehakse DNA restriktsiooni tulemusel saadud DNA fragmendile, millel on
Uleulatuvad ehk kleepuvad otsad (Joonis 4). Klenow'i téétlusega slnteesitakse otsad
Uhepikkusteks ehk tdmbistatakse (Laak 2013: 35). Too6tluse tulemusel on véimalik tdmpide
otstega DNA fragmenti erinevatesse vektoritesse kloneerida, kleepuvate otste puhul ei
uhilduks vektori ja uuritava geneetilise infoga fragmendi otsad Uksteisega. Kaesolevas t60s

kasutati Klenow'i t66tlust geenifragmentide té6tlemiseks just vektorisse sobitamise eesmargil.
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SAP (aluseline fosfataas) tootluse eesmark on valtida juba lahti 16igatud vektori taas kokku
kleepumist e ligeerumist. Siinses t60s kasutati SAP t66tlust samal eesmargil, kuid antud t60

puhul osutus tulemus efektiivsemaks geenifragmentide to6tlemisel.

2.5. Ligeerimine

Ligeerimine (ingl ligation) on uuritava DNA fragmendi sisestamine vektorplasmiidi.
Hubriidplasmiidi loomiseks ligeeritakse kokku restriktaasidega avatud kloneerimisvektor ja
uuritava DNA restriktsioonifragment. Segusse lisatakse veel ligaasi puhvrit, ATPd (ehk
adenosiintrifosfaati — energiarikast ribonukleotiidi, mis vahendab energia Ulekannet rakus
toimuvates protsessides (Heinaru 2012: 973)), DNA ligaasi (enstiiim, mis seob kaks DNA
fragmenti, katalltsides keemilise sideme teket) ja vett (Tover 2008: 17—-18). Antud uurimistods
sisaldas ligeerimise reaktsioonisegu tldmahuga 20 pl lisaks PCRIi produktile voi restrikteeritud
fragmendile ja vektorile 1 mM I6ppkontentratsiooniga ATPd, 10x ligaasipuhvrit ja 0.5 Ghikut
ligaasi. Parast ligeerimiseks vajalike komponentide kokkusegamist algab ligaasireaktsioon,
mis kulgeb erinevate temperatuuridega keskkonnas erineva kiirusega. Naiteks kdesolevas
katses toimus ligeerimine +20 °C juures uledd. Elektroporeerimiseks kompetentsetesse
rakkudesse ligaasisegu sadestati, et vabaneda elektroporatsiooni takistavatest
komponentidest. Selleks kasutati 5 M NaCl ja kiilma 96% etanooli lahust, sadestamissegu hoiti
-20 °C juures 20 minutit. Segu tsentrifuugiti (12000 x g, 15 min) ning tsentrifuugitud sadet pesti
2 x 70% etanooliga. Sade kuivatati ja suspendeeriti vees (nukleaasivaba vesi, Thermo
Scientific).

2.6. Elektroporatsioon

Elektroporatsioon (ingl electroporation) on metoodika DNA sisestamiseks bakterirakkudesse.
Selle kaigus muudetakse rakumembraan luhiajalise tugeva elektrivoolu toimel DNA-le
labilaskvaks, seega toimub ajutine rakumembraani mulgustumine (Heinaru 2012: 987).
Protsessiks on vaja uuritavat DNAd (kaesoleva t66 juures sadestatud ligaasisegu, ptk 2.5) ja
kompetentseid bakterirakke, kuhu DNA viiakse. Bakterirakke toodeldakse spetsiifilise ainega,
mis just selle bakteritive rakkude rakumembraani labilaskvamaks muudab. Siinse t66
katselises osas kasutati Escherichia coli rakke, mida valmistati elektroporatsiooniks ette,
pestes neid kilma vee ja kilma 10%-lise glutserooliga. Sarnase tulemuse ehk v6or-DNA

bakterirakkudesse saamiseks voib kasutada ka keemilist transformatsiooni, kuid vorreldes
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sellega on elektroporatsioon ligikaudu 10 korda efektiivsem (Tover 2008: 19, 38-39). Antud
t6os vajati elektroporatsiooni vektorite baketrirakkudesse viimiseks.

2.7. Konjugatsioon

Konjugatsioon (ingl conjugation) on protsess, mille kaigus toimub bakteri DNA Uhesuunaline
Ulekanne doonorbakterist retsipientbakterisse nende vahetul kontaktil. Kui kaks bakterirakku
on lahestikku, moodustub nende vahele eriline struktuur, konjugatsioonikanal ehk
konjugatsioonisild. Konjugatsioonikanali kaudu kantakse DNA doonorrakust retsipientrakku,
kuna neil endil puuduvad ulekandeks teised spetsiifilised moodustised (Heinaru 2012: 545-
546). Siinses t66s tehtud konjugatsioon toimus kolmikristamise meetodil. Ulekantav DNA
konstrukt asus E. coli tives CC118Apir ning see viidi uuritavasse P. pseudoalcaligenes
tivesse C70. Kuna tuvi CC118Apir ei ole ise vdimeline konjugatsioonil plasmiidi teise
organismi Ule kandma, kasutati lisaks helperplasmiidi pRK2013, mis on parit E. coli tlivest
HB101. Konjugatsiooni toimumiseks kokku segatud tluvedest kandub esimesena
doonortliivesse helperplasmiid, seejarel vahendab helperplasmiid huvipakkuva plasmiidi

ulekannet doonorrakust vastuvbtvasse bakterisse (Tover 2008: 71-72).

Kolmikristamise labiviimiseks kasvatati ule66 4 ml-s LB s66tmes antibiootikumide juuresolekul:
1) doonortlve E. coli CC118Apir, mis sisaldas uuritava geeni katkestusega pGP704L plasmiidi;
2) retsipienttiive P. pseudoalcaligenes C70; 3) E. coli tive HB101, mis sisaldas konjugatiivset
Ulekannet abistavat pRK2013 plasmiidi. Ule6d kasvanud kultuuridest tehti kahekiimnekordsed
lahjendused uude 1.5 ml ilma antibiootikumideta LB s66tmesse. Ristamissegude jaoks voeti
1.5, 2 ja 2.5 tunni méoédudes igast kultuurist 100 pl, segati kokku ning pipeteeriti 100 ul segu
LB tassile. Baktereid kasvatati ile66 30 °C termostaadis. Uletd kasvanud rakud kraabiti
plaadilt ning suspendeeriti 1 ml-s 1 x M9 (Adams 1959). Suspensioonist pipeteeriti 100 pl
selektiivsdotmetele Km ja naftaleeni graanulitega, kus olid vdimelised kasvama vaid
homoloogilise rekombinatsiooni tulemusel tekkinud katkenud pheB geeniga P.

pseudoalcaligenes C70 mutandid.

2.8. Uuritava katehhooli 2,3-dioksiigenaasi geeni katkestamine
Katehhooli 2,3-dioksligenaasi kodeeriva pheB geeni mutageneesi katses kasutatud bakteri
tived ja plasmiidid on toodud tabelis 1. Pseudomonas pseudoalcaligenes tive C70 pheB
geeni katkestamiseks amplifitseeriti 1.8 kbp (kiloaluspaar) pikkune DNA 16ik, mis sisaldab

pheB geeni, PCR meetodi abil uuritava tive genoomselt DNA-It praimerite paariga (Tabel 2):
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C70b1F — C70b2R. Amplifitseeritud fragment kloneeriti vektorisse pTZ57R/T, mille tulemusel
saadi konstrukt pTZ57R/C70pheB. Seejarel eraldati pheB geen konstruktist
pTZ57R/C70pheB, kasutades ensuimi Ecol30l. Ligikaudu 1 kbp suurune pheB geeni
fragment I6igati valja ja asendati Km' (kanamutsiini resistentsus) geeniga, mis oli eelnevalt
amplifitseeritud PCR meetodiga plasmiidist pUTmini-Tn5 Km2 praimeriga KmSac (Tabel 2)
ning seejarel 16igatud ensutumiga Ecl136l1l. Enne Km"geeni fragmendi ligeerimist tombistati
avatud konstrukti otsad Ecol130l-ga. Saadud konstruktist pTZ57RAC70pheB::km eemaldati
insert AC70pheB::km enstimidega Kpnl-Pael ja sisestati plasmiidsesse vektorisse pGP704,
mis omakorda moodustas konstrukti pGP704AC70pheB::km. Jargnevalt viidi konjugatsiooni
teel saadud konstrukt E. coli tlivest CC118Apir (Herrero et al 1990) P. pseudoalcaligenes
tivesse C70, kasutades helperplasmiidi pRK2013 (Figurski, Helinski 1979). Transkonjugandid
kilvati s66tmeplaatidele, mis sisaldasid kanamdutsiini (50 pg/ml), naftaleeni graanuleid ja
bensuulpenitsilliini (1500 ug/ml). Transkonjugante kontrolliti PCR meetodi abil, kasutades
selleks praimereid KmOc ja C70b1F (Tabel 2), lisaks veel pheB sisemisi praimereid C70bF ja

C70bR (Tabel 2). Konjugatsiooni katset viidi iseseisvalt labi kolm korda.

Tabel 1. Kéesolevas uurimuses kasutatud bakteritived ja plasmiidid

Tavi voi plasmiid Genotllp voi konstruktsioon Allikas voi viide

P. pseudoalcaligenes

C70 Metsiktivi Vedler et al 2013
C70ApheB Mutantne tivi, millel puudub pheB geen kaesolev t66

E. coli
DH5a SUpE44 AlacU169 (¢80 lacZ AM15) recAl | Invitrogen

endAl hsdR17 thi-1 gyrA96 relAl
SubE44 subF58 hsdS3 (rs- mg’) recAl3

HB101 ara-14 proA2 lacY1 galk2 rpsL20 xyl-5 mtl- | Boyer, Roulland-

1 Dussoix 1969
CC118Moir A(ara-leu) araD AlacX74 galE galK phoA20
P thi-1 rpskE rpoB argE (Am) recAl Apir Herrero et al 1990

phage lysogen

Plasmiidid

pTZ57RIT Kloneerimisvektor (Ap") Thermo Fisher

Scientific
pUTMIni-Tn5 Km2 mini-Tn5 Km2 (Ap" Km") ile viiv plasmiid De Lorenzo et al 1990
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pGP704 L Ule viiv plasmiid homoloogilise Pavel et al 1994
rekombinatsiooni jaoks

konjugatsiooniks

pTZ57R/T, mis sisaldab tivest C70 pheB
operonist PCR-iga amplifitseeritud pheB
geeni

pTZ57R/C70pheB kaesolev t66

pheB geen tuvest C70 vektoris pTZ57R/T,
pTZ57RAC70pheB::km mis on katkestatud Km'geeniga vektorist kaesolev too
pUTmini-Tn5 Km2, asendades pheB Eco
130l loodud fragmendi Km' geeniga

plasmiidne vektor pGP704, milles on kaesolev t66
pGP704AC70pheB::km AC70pheB::km, mis on omakorda
eraldatud konstruktist
pTZ57RAC70pheB::km

Ap'— ampitsilliinile resistentne

Km" — kanamutsiinile resistentne

Tabel 2. Kaesolevas uurimuses kasutatud PCR praimerid

Praimer Nukleotiidne jarjestus (5’'—3’) Viited

C70bF TCACCGAGGACCTGCTCAAC kaesolev t60

C70bR CCGGGTTGACCTCGGCCAAG

C70b1F CACCACCCTGATGCAAGGTCG kaesolev t66

C70b2R ATCTCGAAGGCTTCGGTG

KmSac CAGGAGCTCGTTCGATTTATTCAACAAAGCC Horak et al
2004
Saumaa et al

KmOc TCGAGCAAGACGTTTCCC 2006

2.9. Metsiktiive ja mutanttiive kasvatamine

Uuritavaid tuvesid kasvatati suletud ststeemis — 150 ml Erlenmeyer’i kolbides, mis sisaldasid

50 ml minimaalsdddet (1x mineraalainete segu M9, 1x mikroelementide segu (Bauchop,
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Elsden 1960)) ning ainsa susinikuallikana lisati kas 1.3 mM fenooli vdi 1.3 mM salitsulaati.

Rakke kasvatati ringloksutil 30 °C juures. Bakterite kasvu naitavat optilist tihedust mdddeti

spektrofotomeetriliselt 580 nm juures.

2.10. Laboratoorse t66 etapid

Alljargnevalt on detailselt valja toodud k&esoleva uurimistdd praktiine osa ehk P.

pseudoalcaligenes tive C70 pheB geeni suhtes mutanse tlive tegemine knock-out meetodiga

ja selleks kasutatud laborit66d kronoloogilises jarjestuses.

1. Pseudomonas pseudoalcaligenes C70 pheB geeni amplifitseerimine, ligeerimine ning

elektroporatsioon vektorisse pTZ57R. Vektori eraldamine.
2. pheB geeni (u 1 kb) restrikteerimine vektorist pTZ57R/C70pheB. Valja I6igatud pheB

geeni asendamine Km resistentsusgeeniga.

a)

b)
c)
d)
e)

f)

9)

h)

Km'" geeni amplifitseerimine PCR meetodiga plasmiidist pUTmini-Tn5 Km2; kontroll
geelelektroforeesil.

Amplifitseeritud Km" geenifragmendi restriktsioon.

Loikuste kontroll (Km" ja pTZ57R/C70pheB) agaroosgeelil.

Klenow’i t66tlus pheB geenifragmendi restriktsioonile.

SAP t66tlus Km' geenifragmendi restriktsioonile.

Vabanemaks puhvritest ja enstlmidest, mis segaksid DNA Idikude kokku
ligeerimist, teostati restriktsioonisegude sadestamine.

Ligeerimine (restrikteeritud pTZ57RAC70pheB + Km" geenifragment, produktiks
plasmiid pTZ57RAC70pheB::km).

Ligeerimissegu sadestamine, et vabaneda elektroporatsiooni takistavatest

komponentidest.

i) Elektroporatsiooniks vajaminevate rakkude (E. coli DH5a) kasvama panek ja nende

ettevalmistus elektroporatsiooniks.

)

K)
)

Elektroporatsioon (E. coli DH5a + vektor pTZ57RAC70pheB::km) ja kilv Km + LB
sOotmele.

Kloonide digsuse kontroll PCR meetodil, kontroll agaroosgeelil.

Oigest bakterikolooniast vektori eraldamine (pTZ57RAC70pheB::km).

3. Vektorist pTZ57RAC70pheB::km konstrukti AC70pheB::km  restrikteerimine ja

ligeerimine suitsiidvektorisse pGP704L.
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9)

Vektori pGP704L avamine restriktaasidega ja konstrukti AC70pheB::km
restrikteerimine, kontroll agaroosgeelil.

SAP t66tlus DNA fragmentidele ja sadestamine.

Ligeerimine  (pGP704 sade +  AC70pheB::km  sade, produktiks
pGP704AC70pheB::km).

Ligeerimissegu sadestamine.

Elektroporatsioonirakkude (E. coli CC118Apir) kasvama panek ja ettevalmistus.
Elektroporatsioon (E. coli CC118Apir + vektor pGP704AC70pheB::km) ja kilv Km
+ LB s66tmele.

Kloonide digsuse kontroll PCR meetodil, kontroll agaroosgeelil.

. Konjugatsioon mutandi AC70pheB saamiseks.

a)

b)

c)

d)

Kolme bakteritlive vajamineva koguse ettekasvatused, Uled6 kultuurist UmberkUlv
uude LBsse.

Umberkiilvist proovide vétmine 1.5 h, 2 h ja 2.5 h tunni méddudes — segades kokku
100 pl igast kolmest tivest, uuesti LB s66tmele kasvama.

Rakkude kilvamine minimaalséétmele, mis sisaldab Km ja kuhu lisatakse
naftaleeni graanuleid.

Tassidel moodustunud kolooniate kilvamine minimaals6étmele, millele on lisatud
bensuulpenitsilliini (Bp) ja naftaleeni graanuleid.

Minimaals66tme + Km tassil, kuid mitte minimaals66tme + Bp tassil kasvavate
transkonjugantide kontrollimine PCR meetodiga, et tdestada korrektse mutante

tive olemasolu.

3. TULEMUSED JA ARUTELU

3.1. Katehhooli 2,3-dioksiigenaasi kodeeriva geeni (pheB) knock-out tive

konstrueerimine

Fenooli ja salitstlaati lagundava P. pseudoalcaligenes C70 genoomi uuringust selgus, et antud
tivel on katehhooli lagundamiseks kaks katehhooli meta-rada, mis paiknevad bakteri
kromosoomis. Fenooli lagundavas rajas tegutsevat C230 ensuiumi kodeerib geen pheB ja
naftaleeni lagundamise alumise raja (sal operon) C230 enstitmi kodeerib nahH geen (Joonis
3). Uuritava tive modlemad C230 enstimid on aminohappelise jarjestuse poolest Upris
sarnased, 85% ulatuses identsed (Joesaar et al 2017). Kirjanduses on naidatud, et méned

TOL plasmiidi (pWW15, pWW53) kandvad Pseudomonas’e tiived omavad plasmiidis kahte voi
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enamat meta-rada, seega mitut C230 ensuumi kodeerivat geeni (Osborne et al 1988;
O’Donell, Williams 1991). Kahjuks rohkemat infot duplitseerunud C230-de ja nende
funktsioneerimisest Uhes rakus pole. Kéesoleva t66 eesmargiks oli valja selgitada, kuidas
funktsioneerib uuritav tlvi, kui Uks meta-raja vétmeenstimidest (C230) on bakteri genoomist
eemaldatud e ,valja 166dud” (ingl knock-out). Selleks konstrueeriti mutanttlvi, kus fenooli

operoni kuuluv C230 ensuumi kodeeriv pheB geen oli valja I6igatud.

Mutandi tegemiseks tehti konstrukt pGP704AC70pheB::km (Metoodika 2.8 ja Joonis 5).
Kolmikristamine viidi labi jargnevate tivedega: 1) retsipienttlivi P. pseudoalcaligenes C70; 2)
E. coli HB101, mis sisaldas konjugatsiooni abistavat plasmiidi pRK2013; 3) doonortivi E. coli
CC118Apir, mis sisaldas plasmiidi pGP704L/C70pheB::Km. Selektsiooniks plaaditi rakke
kanamitsiini (Km) sisaldavatele naftaleeni-minimaalsé6tmega tassidele, millel olid vdimelised
kasvama vaid need Km' rakud, milles homoloogilise rekombinatsiooni tagajarjel oli bakteri
kromosoomis asuv C230 ensuumi kodeeriv pheB geen asendatud kanamdutsiini

resistentsusgeeniga.

Naftaleen-Km minimaaltassidele tekkinud kolooniaid kulvati paralleelselt nii naftaleen-Km kui
ka naftaleen-benslllpenitsillini  tassidele.  Bensuulpenitsillini  (Bp) sisaldavatele
minimaaltassidele tehti kllv selleks, et valistada need Km" kolooniad, milles oli terve
pGP704L/C70pheB::Km plasmiid genoomi lulitunud (Joonis 5).

Jargnevalt kontrolliti PCR meetodil (Metoodika osa 2.8) vaid neid kolooniaid, mis kasvasid
ainult naftaleen-Km tassidel. PCR jaoks kasutati kahte praimeri kombinatsiooni -
C70bF/C70bR pheB geeni eemaldamise kontrollimiseks ja praimeripaari C70bF/KmOc (vt
Tabel 2) kromosoomis oleva pheB geeni Km" geeniga katkestatuse kontrollimiseks. Lisaks
kontrolliti mutandi oigsust 16S rRNA geeni ja teiste metsiktive kataboolsete geenide

sekveneerimisega (teostas Joesaar, M.).
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C230
pTZ57R ' E. coli DH5a
Km
pGP704 L Km E. coli CC118\pir

A

pGP704AC70pheC230::km

Konjugatsioon

naftaleen + Km

'

C70ApheC230::km (C70ApheB)

Joonis 5. Katehhooli 2,3-diokstigenaasi kodeeriva geeni suhtes puuduliku tive C70ApheB

konstrueerimise skeem knock-out meetodil

3.2. Mutanttiive ja metsiktiive kasv fenooli ja salitsiilaadi minimaals66tmetel

Metsiktive ja mutanttive fenoolil ja salitsilaadil kasvamise voéime vordlemiseks viidi &bi
kasvatuskatse nende substraatide juuresolekul. Kuigi metsiktlvi lagundab naftaleeni, valiti
substraadiks salitstilaat, sest naftaleen lahustub vees halvasti ning seeparast on salitsilaat
kergemini kattesaadav susinikuallikas. Kasvatused viidi labi 1.3 mM substraatide
kontsentratsioonil, kuna salitsilaadi kdrgem kontsentratsioon osutus uuritud tivele toksiliseks
(JOesaar et al 2017). Ka kirjanduses on naidatud, et salitstilaat on bakteritele vaga toksiline
(Lee et al 2005).
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Katse labiviimiseks kasvatati uuritavaid tlvesid fenoolil ja salitstlaadil perioodilises kultuuris
termosteeritud loksutil (150 p/min) 30 °C juures. Bakteri biomassi suurenemist mdddeti

spektrofotomeetriliselt. Saadud kasvukdverad on toodud joonisel 6.

0,3 +
0,25 +
0,2 +
8
8 0,15 —+—wt fenool
0.1 —a— ApheB fenool
wt salitstilaat
0,05
——ApheB salitsilaat
0 I I I f !
0 2 4 6 3 10

AEG (h)

Joonis 6. P. pseudoalcaligenes C70 metsiktiive ja mutandi C70ApheB kasvukdverad fenooli (1.3 mM)

voi salitsiilaadiga (1.3 mM) minimaals66tmes.

Jooniselt 6 on naha, et kdige suurem kasvukiirus on metsiktlivel fenoolil. Samas on
salitsilaadil nii metsiktive kui ka mutanttiive kasvukiirused sarnased. Mutanttivi, kellel on
fenooli raja katehhooli 2,3-diokstugenaasi kodeeriv geen (pheB) eemaldatud, ei suuda enam
fenoolil kasvada (Joonis 6) ning kasvukeskkond varvub tumepruuniks koguneva katehhooli
téttu, mida bakter ei suuda enam edasi lagunda ning see omakorda inhibeerib rakkude kasvu
(Joonis 7).
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Joonis 7. Foto Uiled6 kultuuridest (vasakult): metsiktivi fenooliga minimaals6dtmes, mutanttivi fenooliga

minimaalsddtmes ja mutanttivi salitsiilaadiga minimaalsd6tmes (kdikide substraatide kontsentratsioon
oli 1.3 mM)

Saadud tulemuste podhjal vdib jareldada, et salitslilaadi lagundamise raja ensiim C230
(NahH) ei asenda fenoolil (Uksiksubstraadil) kasvatamisel fenooli raja enstimi C230 (PheB),
mistottu kasvukeskkonda koguneb katehhool. Seda tdestati ka vaatluse all olevate geenide
ekspressiooni maaramisega qRT-PCR (kvantitatiivne reaalaja-PCR) metoodikaga (Joesaar et
al 2017).

Siit tekib aga kisimus, milleks on Uldse bakteritel vaja duplitseerunud geene? Kirjanduses on
taheldatud, et lisandunud geen vdi terve kataboolne rada annab eelise teiste bakterite ees,
kellel on ainult Uks vastav geen vdi rada. Jiménez koos kaasto6tajatega (2014) tdestas, et
lisakoopia katehhooli 1,2-dioksugenaasi annab bakterile Pseudomonas putida mt-2 eelise,
sest lisaensuum aitab vahendada katehhooli toksilisust rakus ning annab bakterile voime
lagundada ka erinevate funktsionaalsete rihmadega katehhoole. On naidatud ka, et
topeltgeenide olemasolu tdstab organismide potentsiaali kohanemaks uute sisinikuallikatega
(Patrauchan et al 2005). Jéesaar koos kaasttoétajatega (2017) naitasid, et tivi C70, kasvades
fenooli ja salitstilaadi segasubstraadil, kasutab naftaleeni raja C230 enstumi fenooli rajalt
tuleva katehhooli lagundamiseks ning seetéttu ei toimu katehhooli kogunemist. Lisaks suutis
uuritav tavi kasvada ka kodrgetel substraatide kontsentratsioonidel (3 mM). Tuginedes
kirjandusele ja Joesaare et al tddle (2017), voib vaita, et mitme C230 ensuimi kodeeriva geeni
omamine annab P. pseudoalcaligenes tlivele C70 eelise segasubstraatidel (fenool ja
salitsilaat) ja koérgematel kontsentratsioonidel kasvamiseks, kuna teatavasti on looduses

leiduvad aromaatsed Uhendid segu- mitte Uksiksubstraatide kujul.
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4. KOKKUVOTE

Aromaatsed Uhendid jduavad loodusesse peamiselt t60stustootmise tulemusena ning kuna
need on toksilised enamikele elusorganismidele, on iimselge, et neist Ghenditest on vaja mingil
viisil vabaneda. Seeparast uuritaksegi baktereid, kes on kohastunud aromaatseid Ghendeid
lagundama. Biodegradatsiooni radade ja nende votmeensuiimide uurimine annab voimaluse
valja valida ekstreemsetes tingimustes vastupidavad ja suurema biodegradatsiooni

efektiivsusega bakterid, kasutamaks neid bioremediatsiooni eesmargil.

Kaesoleva t66 eesmark oli uurida Laanemerest isoleeritud Pseudomonas pseudoalcaligenes
tive C70, kes omab fenooli ja naftaleeni lagundamiseks kahte meta-rada. Ka teistes
uurimustes on taheldatud, et bakterid, kel on topeltgeenid ja -rajad, on enamasti eelisolukorras
Uhte geenikoopiat vdi rada omavate bakterite suhtes. Uuritavas tiives kahe katehhooli 2,3-
dioksligenaasi ensuumi funktsioneerimise kindlaks tegemiseks konstrueeriti metsiktlivest
knock-out meetodiga mutanttlvi, kelles puudus fenooli raja katehhooli 2,3-dioksligenaasi
geen. Nii mutant- kui metsiktive kasvatati minimaals66tmetel, kus ainsaks susinikuallikaks oli
fenool voi salitstlaat. Metsiktuvi kasvas kdige paremini fenooliga s66tmel ning nii mutant- kui
metsiktivede kasv salitsllaadil osutus killaltki Ghesuguseks. Vaatamata C230 enstimi
kodeeriva teise geeni olemasolule ei suutnud mutanttivi fenoolil kasvada. Seega vdib saadud
tulemustest jareldada, et erinevate metaboolsetes radades asuvad C230 ensuimid ei
kompenseeri teineteise t66d, st mutanttiive kasvatamisel Uksiksubstraadil (fenool) ei suuda

naftaleeni rajas asuv C230 lagundada fenooli degradatsiooni produktina tekkivat katehhooli.

Kéesolevat uurimistéodd jatkates tuleb edasi uurida, miks fenoolil kasvades lagundatakse
fenool fenooli hidroksulaasiga kuni C230 ensuumini, kuid selle enstiiimi puudumisel fenooli
rajas ei aktiveeru naftaleeni alumine lagundamisrada, mis fenooli lagundamisrajast tulenevat
katehhooli voiks edasi lagundada. Oletatav pdhjendus eelmainitud olukorrale véib olla, et
Uksiksubstraadil kasvades pole bakteril naftaleeni, mis aktiveeriks naftaleeni lagundamisraja.

Hupoteesi kinnitamiseks voi umber lukkamiseks on seega vaja labi viia mitmeid katseid.

5. SUMMARY

Higher concentration of aromatic compounds end up in nature mostly as a result of industrial
production and majority of those compounds are toxic to organisms located in this area.
However, there are bacteria that are adapted to degrade aromatic compounds. Studying

different biodegradation pathways and key enzymes enables us to select bacteria with higher
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biodegradation effectivity that can survive in extreme conditions and can be used in

bioremediation.

The main aim of the current work was to study the strain Pseudomonas pseudoalcaligenes
C70 which has been isolated from the Baltic Sea and which degrades phenol and naphthalene
via two alternative catechol meta-routes. In other studies, there have also been observations
that bacteria who possess additional genes or routes are in preponderant position compared
to strains with only one gene copy or route. A mutant strain without pheB was constructed from
wild type strain by using knock-out method in order to make sure how exactly the two copies
of catechol 2,3-dioxygenases (C230) function. The mutant strain did not possess the C230
coding gene of the phenol degradation pathway. Both mutant and wild type strain cells were
grown on minimal media where phenol or salicylate had been added. The wild type strain
preferred growing on media, which included phenol, whereas both mutant and wild type strains
grew similarly well on media containing salicylate. Possessing only one of C230 gene copies,
mutant strain could not grow on media containing phenol. Therefore, originating from those
results, it can be stated that the studied strain possessing only one route’s C230 cannot
function in the proper way anymore — naphthalene route’s C230 in the mutant strain is not

able to degrade catechol while growing on phenol.
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7. LISA1

Eesti Teadusagentuurile esitatud Noore uurija stipendiumi taotlus
Milline on Sinu varasem kokkupuude uurimisté6dega?

Minu varasemaks kokkupuuteks uurimistéddega on pdhikoolis kirjutatud loovt6d teemal
.Maalihked®“. Loovtdd sisaldas nii teoreetilist ehk referatiivset kui ka praktilist t66 osa. T6o

valmis aastal 2012 ning t66 juhendajaks oli TKoG geograafiadpetaja Sirje Peterson.
Kirjelda oma tulevast uurimistood.

Teema on praeguseks juba valitud ja juhendajaks on Tartu Ulikooli molekulaar- ja
rakubioloogia instituudi teadur. Teema valikul oli algseks lahtekohaks huvi geneetiliselt
muundatud organismide vastu ja soov saada juba gUmnaasiumis molekulaar- ja/voi
mikrobioloogiaalase laboritéd kogemus. Kitsam uurimisvaldkond on seotud TU poolse
juhendaja Merike Jbesaare té6rihma tédga, kus uurimissuunaks on bakter nimega
Pseudomonas pseudoalcaligenes C70 ning selles tives leiduv Uleliigne katehhooli 2,3-
dioksligenaasi geen. Minu t66 Uheks osaks on vastava geenikonstrukti manipuleerimine ja
selle avaldumise m&ju uurimine. T6d TU poolseks juhendajaks on PhD Merike Jdesaar ja
koolipoolseks kaasjuhendajaks on Tartu Jaan Poska Gimnaasiumi bioloogiadpetaja Lauri
Mallo.

Pohjenda oma valikut. Miks on selle uurimine vajalik ja miks see sind huvitab?

Selle uurimuse tulemusel saab teada, milleks on antud bakteril vaja uleliigset katehhooli 2,3-
dioksugenaasi geeni ning mis juhtub bakteriga selle geeni puudumisel. T66 praktiline osa on
uuritavalt bakterilt Gleliigse geeni eemaldamine ning temaga hilisemalt toimuvate muudatuste

jalgimine.
Sealjuures huvitabki mind just laboris praktilises t66s osalemine ja seal vajaminevate oskuste
omandamine.

Kui oluline on Teadusagentuuri poolne toetus uurimist66 elluviimisel?

Toetus on vaga oluline, sest tanu toetuserahadele saaks kaetud uurimistooks vajaminevate
todvahendite hankimine ja TU poolse juhendaja té6tasu. Kuna t66 algsetes etappides on vaja
omandada elementaarsed laborit6é oskused, mille osas on vaja kindlasti juhendaja ajalist

panust, ning ka t66 péhiosa on ajamahukas, siis oleks kaesolev stipendium vaga suureks abiks
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dppimise kaigus kuluvate materjalide soetamiseks ning TU poolse juhendaja t66

tasustamiseks.

Juhendajaga on kokkulepped juba tehtud ning reaalne t66 laboris peamiste todvotete

omandamiseks kaib alates kdesoleva aasta septembrikuu I16pust.
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