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Sissejuhatus

Tehismérgalad on kunstlikult loodud margalad, mis ei toimiks inimmdjuta nagu kaevetood
vOi veeslisteemi manipulatsioon. Enamasti on need ehitatud looduslike mirgalade tingimuste

ja protsesside imiteerimiseks (Fonder & Headley 2013).

Tehismérgalapuhastid on reovee kéitlemiseks konstrueeritud mérgalad, mille eesmérk on
jéljendada looduslike mérgalade neid fiitisikalisi voi biokeemilisi protsesse, mis eemaldavad
reo- voi heitveest saasteaineid (Fonder & Headley 2013). Esimesed katsed tehismérgalade
abil reovett puhastada tehti 20. sajandi keskel Saksamaal. Viimase 20 aastaga on tehnoloogia
muutunud rahvusvaheliseks ning praeguseks on tehismérgalapuhasti sobiv mitmesugustest

allikatest parit reovee kaitlemiseks (Vymazal 2011).

Tehismérgalapuhastites toimuvate protsesside parem mdistmine on vdimaldanud luua
hulgaliselt eriotstarbelisi siisteeme, mis voivad nditeks soodustada iihe reoaine (nt nitraatide)
voi kindlast allikast (nt kaevandusvesi v0i olmereovesi) parit reoainete kditlemist. Kéitlusviise
nagu sedimentatsioon, filtratsioon, adsorptsioon ning taimedesse sidumine on pohjalikult
uuritud, kuid tehismérgalade puhastusprotsessid pShinevad pigem mikroobide elutegevusel
(Faulwetter et al., 2009).

Tehismargalapuhastites toimuvad mikroobide aktiivsusel pdhinevad keemilised, bioloogilised
ja fiisikalised protsessid, mille mdjul viheneb reoainete ja toitainete hulk (Vymazal 2007;
Truu et al., 2009). Biogeokeemilised tsiiklid kirjeldavad aine muutumist 6kosiisteemis ning
olulisemad on siisiniku-, ldmmastiku- ja fosforiringe. Siisinikuringes seovad taimed Ohust
CO; ning mikroobid kasutavad reovees olevat ja taimede lagunemisel tekkivat orgaanilist

stisinikku. Taimestamata puhastis kasutatakse valdavalt reoveega saabuvat siisinikku.

Lammastikuringe olulisemad osad on ldmmastiku sidumine, nitrifikatsioon ja
denitrifikatsioon ning mikroobid vahendavad enamiku téielikust lammastikudrastusest.
Fosforiringe tdhtsamad osad on immobilisatsioon taimedesse, leostumine ning mikroobide

vahendusel toimuv mineralisatsioon (Vymazal 2007; Truu et al., 2009).

Erinevad tehismérgalapuhasti omadused nagu kasutatud filtermaterjal, taimede olemasolu voi
puudumine ning keskkonnatingimused todperioodi kestel mojutavad mikroobikoosluse
struktuuri, aktiivsust ning nende vahendatud protsesside suunda ja intensiivsust (Truu et al.,
2009). Tehismirgalapuhasti t66d mojutavad ka olmereovees leiduvad ravimijadgid ning

erinevatest toodetest parit nanoosakesed (Brar et al., 2010, Li et al., 2014).
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Antud teema on oluline, kuna pracgused teadmised arhede tipsemast levikust ning mojust
aineringetes on iisna tagasihoidlikud. Lisaks aitaks arhede struktuuri ning rolli
véljaselgitamine tehismérgalapuhastis luua neile soodsamaid elupaiku ning seega optimeerida

tehisméargalapuhasti t66d.

Kéesoleva t66 eesmidrk on uurida ning kirjeldada arhede arvukust ning liigilist koosseisu
hiibriidse tehisméargalapuhasti pinnasfiltrites ja seostada saadud tulemused siisteemi

puhastusefektiivsusega.



1. Tehismérgalapuhastid ning neis toimuvad protsessid

1.1 Tehismirgalapuhastite tiiiibid

Tehismérgalapuhastid on ehitatud, et jdljendada looduslike mirgalade kindlaid protsesse,
mille eesmédrk on eemaldada reo- vOi heitveest saasteaineid. Veevoolu jéirgi jagunevad
tehisméargalapuhastid vabaveelisteks ning pinnasfiltriteks, mis omakorda jaotatakse
horisontaalse ning vertikaalse vooluga siisteemideks. Vabaveelise tehismirgalapuhasti
veesiigavus on enamasti kuni 0,4 m, vesi liigub pohjasubstraadi kohal ning taimestik kinnitub
pOhja voi ujub pinnal. Siisteemi avatud veepind meenutab sood voi raba (Truu et al., 2009;
Fonder & Headley 2013).

1.1.1 Horisontaalvooluga pinnasefilter

Horisontaalvooluga pinnasfiltris voolab suurem osa vett 1dbi poorse filtri (liiv voi kruus), Kus
toimub ka enamik puhastusprotsesse. Siisteemi iseloomustab horisontaalvool, pinnasfiltri
katte all paiknev sissevool ning sellega vastastikku asetsev viljavooluava. Mehaaniliselt
puhastatud reovesi juhitakse silisteemi, kus see liigub aeglaselt 14bi pinnasfiltris oleva
tditematerjali ja risosfdéri ning juhitakse 10puks vilja. Filtris puutub vesi kokku aeroobsete,
anaeroobsete ning anoksiliste (puudub vaba hapnik, kuid see voib olla seotud keemilistesse
tihenditesse, nt sulfaatidesse, nitraatidesse) aladega. Pideva veega kiillastuse tottu on suurem
osa pinnasefiltrist anoksiline v3i anaeroobne. Aeroobne tsoon on taimede juurestiku iimber,
kus on ka palju baktereid (Vymazal 2011). Horisontaalvooluga pinnasfilter tootab ka
kiilmades tingimustes, kuna filtri pealmine pind on soojust isoleeritav (Fonder & Headley
2013).

1.1.2 Vertikaalvooluga pinnasfilter
Vertikaalvooluga pinnasfiltris imbub vesi vertikaalselt 1dbi poorse filtri (liiv voi kruus), mille
kihid on erineva hiidraulilise juhtivusega. Alumise kihi veejuhtivus on suurem, et tagada
puhasti alaosasse imbunud vee kiire dravool, pealmise kihi hiidrauliline juhtivus on koige

madalam. Filtris voib olla ka torustik, mille kaudu saab siisteemi Ohutada. Parema



aereerimisvoime tottu kasutatakse sellist slisteemi sageli priigila ndrgvee ning pdllumajanduse

heitvee puhastamiseks (Fonder & Headley 2013).

1.1.3 Kombineeritud tehismérgalapuhasti
Kombineeritud tehismérgalapuhastid koosnevad enamasti vertikaal- ja horisontaalvoolulistest
pinnasfiltritest, kuid tldiselt saab hiibriidsiisteemides kasutada k&iki tehismargalapuhastite
tiilipe. Kombineeritud siisteemide eesmirk on saavutada suurem puhastusefektiivsus, eriti
lammastiku puhul. Vertikaalvoolulistes pinnasfiltrites toimub nitrifikatsioon ning orgaanilise
aine ja lahustunud tahke aine eemaldamine, horisontaalses pinnasfiltris toimub

denitrifikatsioon ning orgaanilise aine ning tahke aine eemaldamine jatkub (Vymazal 2011).

1.2 Mikroobsed protsessid tehismérgalapuhastites

Kuigi pohiliselt on wuuritud reoainetega toimuvaid protsesse nagu sedimentatsioon,
filtreerumine, adsorptsioon ning taimedesse sidumine, pdhinevad tehismérgalapuhastite
reoainete eemaldamise protsessid mikroobide elutegevusel, mida toetavad viimasel ajal
kiiresti arenenud kvantitatiivsed ja kvalitatiivsed molekulaarsed meetodid (Faulwetter et al.,
2009). Tehismérgala puhastusefekt tekib mikroobide ja filtermaterjali koosmdjul, mida voivad

taiendada ka taimed (Truu et al., 2009).

Tehismargalapuhastite mikroobikoosluses on autohtoonsed (kohalikud) ning allohtoonsed
(voorliigid) mikroorganismid.  Autohtoonsed mikroobid on kohanemisvdimelised,
metaboolselt aktiivsed, elavad, kasvavad ja osalevad tehisméirgalade puhastusprotsessides.
Allohtoonsed mikroobid, sealhulgas reoveega lisanduvad patogeenid, ei suuda keskkonnas

enamasti ellu jadda ning neil puudub funktsionaalne téhtsus (Truu et al., 2009).

1.2.1 Aineringed tehismirgalapuhastis

1.2.1.1 Siisinikuringe

Siisinikuringe on aineringetest suurima mahuga ning seetottu globaalselt ka téhtsaim.
Tehismérgalade siisinikuringes seovad taimed ohust fotosiinteesil siisinikdioksiidi biomassi
ning osa siisinikku on setetes. Mikroorganismid kasutavad reoveega siisteemi sisenevat

orgaanilist silisinikku energia- ja siisinikuallikana. Siisinik véljub tehismérgalapuhasti
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aineringest siisinikdioksiidina mikroobide aeroobsel hingamisel ja metaanina hapnikuvabas
keskkonnas. Osa orgaaniliste {ihendite siisinikust voib véljuda puhastist taimede biomassi
eemaldamisel (Liu 2013).

1.2.1.2 Limmastikuringe

Lammastiku tdhtsaimad anorgaanilised vormid tehisméargalapuhastites on ammoniaak (NH3),
ammoonium- (NH,4"), nitrit- (NOy) ja nitraatioon (NO3’). Laimmastiku eri vormid on pidevas
ringluses, muutudes orgaanilistest {ihenditest anorgaanilisteks ning vastupidi. Olulisemad
lammastikuringe protsessid on ldmmastiku fikseerimine, nitrifikatsioon, denitrifikatsioon ning
anaeroobne ammooniumi okstideerimine. Ldmmastiku fikseerimine on bakterite poolt
atmosfddri ohust molekulaarse ldmmastiku sidumine mikroobide biomassi. Nitrifikatsiooni
kdigus  oksiideeritakse = ammoonium  nitraadiks.  Denitrifikatsioonis  redutseerivad
denitrifitseerijad bakterid NO3™ ning selle kdigus tekivad erinevad lammastiku gaasilised
vormid, peamiselt N, aga ka NO ja N,O. ANAMMOX on lithend anaeroobsest ammooniumi

okstidatsioonist (ANaerobic AMMonium OXidation), mille saadus on N, (Vymazal 2007).

Modnede protsesside (nt ammonifikatsioon ja denitrifikatsioon) tulemusena vabaneb energia,
mida on vdimalik kasutada kasvuks ja elutegevuseks, teised protsessid (nt lammastiku
fikseerimine) kasutavad energiat. Vaid mdne protsessi tulemus on tdielik ldmmastikuérastus
(denitrifikatsioon, ANAMMOX, taimedesse sidumine biomassi koristamisega ja
ammooniumi adsorptsioon), teiste puhul (ammonifikatsioon ja nitrifikatsioon) muudetakse

lammastikku eri vormidesse (Vymazal 2007).

1.2.1.3 Fosforiringe
Fosforiringe erineb lammastikuringest, kuna fosfori oksiidatsiooniaste jadb kogu tsiikli viltel
samaks. Margalades leidub nii orgaanilisi (nt fosfolipiidides, nukleiinhapetes) kui

anorgaanilisi fosfori vorme (erinevad fosfaadid).

Vees lahustunud fosforit seovad taimed oma kudedesse vOi see adsorbeerub pinnasesse ja
setetesse. Fosfori transformatsioonid margalades on nditeks taimedesse sidumine,
fragmentatsioon, leostumine, mineralisatsioon ning sidumine mullaosakestesse, mis muudab
fosforiringe vdga aeglaseks. Fosfori sidumist mulda suurendab selle savisisaldus.
Mikroorganismidesse sidumine on véga kiire, kuna nad paljunevad ning kasvavad véga
kiiresti, kuid enamik fosforist seotakse siiski taimejuurte poolt voi tehismirgalapuhasti

filtermaterjalis (Vymazal 2007).



1.2.2 Arhed keskkonnas
Arhed sarnanevad raku suuruse ja kuju poolest bakteritele, kuid on evolutsiooniliselt neist
siiski kiillaltki erinevad. Niiteks puudub arhede rakuseinas peptidogliikaan, esinevad vaid
arhede domeenile omased membraanilipiidid ja on muidki biokeemilisi ja geneetilisi erinevusi
(Cavicchioli 2011).

Sarnaselt bakteritega on arhedel erinevad energia ainevahetusprotsessid: kasutatakse
orgaanilisi vOi anorgaanilisi elektroni doonoreid ja aktseptoreid ja paljud arhed suudavad
siduda anorgaanilist slisinikku. Arhedel on seega globaalsetes aineringetes oluline osa ning

nad on biosfaéris laialt levinud (Cavicchioli 2011).

Naiiteks on metanogenees (metanogeenide poolt metaani ehk CH,4 tootmine) ja anaeroobne
metaani oksilideerimine siisinikuringe olulised osad ning molemaid protsesse viivad l4bi
iiksnes anaeroobsed arhed. Arhedel on ka oluline roll orgaanilise aine tootmises ja
mineralisatsioonis ning lisaks oksiideerivad nad siisivesinikke. Ldmmastikuringes on arhed
pohilised ammooniumist nitriti oksiideerijad, kuid fikseerivad ka molekulaarset lammastikku
ning on osalised denitrifikatsioonis. Viaavliringega seotud arhed on enamjaolt termofiilid
(kuumalembesed, kasvutemperatuuri piirid umbes 40 — 70°C) ning osalevad protsessides,
mille tulemusena oksiideeritakse sulfiidseid tihendeid (Offre et al., 2013).

Suurem osa kultiveeritavaid arhesid on périt ekstreemsetest elupaikadest, kus on korge soola
kontsentratsioon, kdrge temperatuur, tugev happelisus voi anoksiline keskkond. Kiill aga on
arhed laialt levinud ka tavalistes keskkondades nagu merevesi ning muld (Oren 2010).
Rakkude loendamise ja molekulaarsete uuringute pdhjal moodustavad arhed enam kui 20%
ookeanivee ning umbes 1-5% tilemiste mullakihtide prokartiootidest. 2012. aasta novembri
seisuga oli avastatud 116 arhede perekonda, mille hulgas oli kirjeldatud ja kultiveeritud 450
liiki (Offre et al., 2013).

Arhede domeeni hdimkondadest on koige mitmekesisem Euryarchaeota, milles on kaheksa
taksonoomilist klassi (Methanopyri, Methanococci, Methanobacteria, Methanomicrobia,
Archaeoglobi, Halobacteria, Thermococci ja Thermoplasmata) ning mille hulgas on kdik
arhede hulgas teadaolevad metanogeenid ja halofiilid (suudavad elada suure soolasisaldusega
keskkonnas), lisaks metaanioksiideerijad, denitrifitseerijad, sulfaadi redutseerijad, raua
okstideerijad ja organotroofid. Euryarchaeota hoimkonna arhesid leidub merevees, mullas ja
setetes, kuid ka ekstreemsetes elupaikades (Allers & Mevarech, 2005.; Offre et al., 2013).



Crenarchaeota hdimkonnas on vaid iiks taksonoomiline klass Thermoprotei. Hdimkonna
esindajate optimaalne kasvutemperatuur on 75 — 105°C ning neid on praeguseks leitud
happelistest kuumaveeallikatest, veealustest hiidrotermaalsetest 160ridest ning hddguvatest
priigihunnikutest. Metagenoomika ning kultiveerimise abil on ka vélja selgitatud
Crenarchaeota mitte-termofiilide roll lammastikutsiiklis ammooniumi oksiideerijana ning
lisaks osalemine siisinikuringes (Nicola & Schleper 2006; Oren 2010; Offre et al., 2013).

Hiljuti avastatud hdimkonna Thaumarchaeota puhul on suudetud kultiveerida vaid monda
litkki. Hoimkond tuvastati, kui jouti jareldusele, et kdik Crenarchaeota esindajad pole
ekstremofiilid (eclistavad darmuslikke keskkondi, nt madal voi korge temperatuur, ddrmuslik
pH, vidga soolane keskkond jne). Koik hdimkonna avastatud esindajad saavad energiat
ammooniumi oksiideerimisest ning neid leidub suurel hulgal mere- ja magevees, lisaks
mullas, setetes ning ekstreemsetes elupaikades nagu kuumaveeallikad (Oren 2010; Offre et
al., 2013).

Nanoarchaeota hdimkonnal on seni iiks teadaolev liige, mis on siimbioosis Euryachaeota
hoimkonnast parit Thermococcusega. 16S rRNA analiiiisil selgus, et muude hdimkondade
hulka avastus kindlasti ei kuulu, kuid fiilogeneetiline paiknevus ei ole sellegipoolest kindel.
Vastavaid 16S rRNA jirjestusi on leitud korgtemperatuurilistest biotoopidest, kuid ka
mesofiilsetest (eelistavad kasvamiseks moddukat temperatuuri, umbes 15 — 40°C) ja
halofiilsetest keskkondadest (Oren 2010).

Hiljuti on 16S rRNA andmestiku pdhjal leitud veel Korarchaeota hdimkond, mida on
esinenud kuumaveeallikates ning mille tdpsema klassifikatsiooni kohta ei ole veel infot (Oren
2010).

Tehismérgalapuhastitest on praguseks vordlemisi vihe mikroobide, eriti arhede arvukusi ja

mitmekesisust késitlevaid uuringuid.

Baptista et al., 2008 uuris mikroobikooslusi kahe horisontaalfiltriga laborikatses geel-
elektroforeesi meetodil ning leidis mdlemas filtris nii arhesid, baktereid, kui sulfaadi

redutseerijaid.

Adrados et al., 2014 uuris Taanis majapidamistes tekkiva reovee puhastamiseks kasutatavate
horisontaal-, vertikaal- ja biofiltrite mikroobikooslusi PCR ning geel- elektroforeesi

meetodeil. Koigis siisteemides leiti selgelt erinevad kooslused, arhede arvukus jdi bakterite
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arvukusele koigis katsetes alla ning jouti jareldusele, et mikroobikoosluse tdpsem koosseis

oleneb hapniku sisaldusest ning orgaanilise aine juurdevoolust.

Bouali et al, 2012 uuris arhesid horisontaalfiltris, kasutades 16S rRNA
klooniraamatukogusid. Leitud jarjestusi analiiisides leiti, et 96,2% kooslusest kuulub
Thaumarchaeota hdimkonda ning 3,7% olid klassifitseerimata arhed. Tulemustest selgus ka,
et nitrifitseerijatele mikroobidele voivad risosfééris sobida mikroaerofiilsed tingimused ning

filtri pohja ning risosfaéri iimbruse arhede kooslused erinevad iiksteisest selgelt.

Atreyee et al., 2012 wuuris ammooniumi oksiideerivaid arhesid ja baktereid
tehisméargalapuhastis qPCR (kvantitatiivse poliimeraasi ahelreaktsiooni) meetodil AmoA
geene detekteerides. Kaheaastase katseperioodi viltel olid arhede arvukused igal aastaajal

iildiselt kdrgemad kui bakterite arvukused.

1.2.3 Meetodid mikroobikoosluste uurimiseks
Ajalooliselt on mikroobid analiiiisimiseks isoleeritud laboris s66tmele puhaskultuuri. Selline
lahenemine tekitas dkostisteemide mitmekesisusest kitsa maailmapildi, kuna vaid umbes 5%
voi vihem Okosiisteemis olevatest mikroobidest on tavaliste kultiveerimistehnikatega laboris
kasvatatavad. Teadlased on mikroobide tdelisele arvukusele ldhemale joudnud tdnu
sekveneerimistehnoloogiate hiljutisele arengule, mis on vdimaldanud mikroobikooslusi

sigavuti uurida, médrates viiksemate kuludega suure hulga jarjestusi (Zarraonaindia et al.,

2012, Kim et al., 2013).

1.2.3.1 Kvantitatiiv-PCR

Kvantitatiiv-PCR (qPCR — quantitative PCR) on lihtne, korratav ja tundlik meetod, mida
kasutatakse = mikroobidkoloogias  keskkonnast taksonoomiliste ja  funktsionaalsete
geenimarkerite leidmiseks ja kvantifitseerimiseks ning mis aitab moista mikroobikoosluste
keerukust (Smith & Osborn 2008).

Teoreetiliselt on gPCR-iga vdimalik otsida iikskdik, millist jérjestust. Usaldusvéirseks
analliiisiks on oluline kasutada voimalikult kvaliteetseid praimereid ja fluorestseeruvaid
tihendeid (Kim et al., 2013). Sihtmaérgi spetsiifilisuse médravad kasutatavad praimerid, mille

abil saab kvantifitseerida taksonoomiliste ja funktsionaalsete geenide hulka hdimkonna voi
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isegi liigi ja fiilotiitibi tasemel. QPCR vodimaldab jilgida amplikonide arvukuse kasvu
reaalajas ning moodab  fluorestsentsi  intensiivsust pdrast iga tsikli  15ppu.
Amplikatsioonikdverate abil saab hiljem hinnata algse marklaudgeeni koguse proovis (Smith

& Osborn 2008).

Tihedamini kasutatakse kaht fluorestseeruvat iihendit: mittespetsiifiliselt seonduvat vérvi
nagu SYBR Green vdi jérjestusspetsiifilisi proove, nt Tagman. Kaheahelalise DNA-ga
seostuv SYBR green hakkab pérast valgusega ergastamist fluorestsentssignaali kiirgama ning
kuna amplikonide arv kasvab pérast iga PCR tsiiklit, suureneb ka fluorestsents (Smith &
Osborn 2008).

1.2.3.2 Metagenoomika

Metagenoomika uurib kogu keskkonnast parit DNA-d ning on alates mdiste
kasutuselevotmisest 1998. aastal olnud mikroobidkoloogia iiks pohilisi uurimismeetodeid.
Metagenoomne info aitab pdhjalikumalt mdista uuritavas Okosiisteemis elavate mikroobide
okoloogilist rolli, metabolismi ja evolutsioonilist ajalugu, analiiisides DNA-d otse eelneva

mikroorganismide kultiveerimiseta (Kim et al., 2013).

Metagenoomikal pohinevad uuringud piitiavad kirjeldada mikroobikooslust, kasutades
taksonoomilisi markereid/tunnuseid nagu 16S rRNA (amplikonipShine metagenoomika) voi
juhuslikke shotgun jarjestusmeetodeid (kogu genoomi fragmenteerimine juhuslikeks kindla
pikkusega 1dikudeks ja nende nukleotiidide voi aminohapete jarjestuste kindlaksmédramine).
Sihtmérk/amplikonipdhine-metagenoomika uurib huvipakkuvaid geene voi genoomipiirkondi
sihtmédrk-meetoditel ~ (aktiivsus- ja  jarjestusepdhised meetodid). Amplikonipdhine
metagenoomika tdhendab enamasti keskkonnast parit genoomse DNA PCR meetodil
amplifitseeritud kindlate genoomipiirkondade jarjestamist. Mikroobiliikide
identifitseerimiseks on taksonoomiliste markerite/tunnustena kasutatud ribosomaalse RNA
geene. Korgkonserveerunud ning muutlike regioonide omadused vodimaldavad tipset
mikroorganismide taksonoomilist identifitseerimist ning on lihtsustanud praimerite loomist

huvipakkuvate liikide jaoks (Zarraonaindia et al., 2012, Kim et al., 2013).

Shotgun-metagenoomika jaguneb kaheks tehniliselt erinevaks rithmaks. Esimene kasutab
kloonimisel poéhinevat ldhenemist, mis kasutab vektoreid nagu fosmiidid (bakteriaalne

unikaalne tsirkulaarne DNA vektor, mis suudab iseseisvalt paljuneda), kosmiidid
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(bakteriaalne korduv autoreplikatsiooni voimega DNA vektor), bakteriaalsed kunstlikud
kromosoomid (BAC - bacterial artificial chromosomes), mis sobivad pikkade
jarjestustega/pikkade sisenditega (10-100 kiloaluspaari) raamatukogude kloonimiseks voi
plasmiidvektorid liihikeste sisenditega (kuni 5 kiloaluspaari) raamatukogude jaoks
(Zarraonaindia et al., 2012, Kim et al., 2013).

Otsese ldhenemisega jargmise pdlvkonna jarjestamise (NGS — Next-Generation Sequencing)
tehnoloogiad on DNA eraldamiseks paremad kui traditsioonilised kloonimisstrateegiad ning
tuginevad hoopis DNA fragmentatsioonile ja eraldamisele erinevate ligatsiooni meetoditega
(Gilbert & Dupont 2011).

NGS tehnoloogiate jitkuva edenemise tdttu on DNA raamatukogude sekveneerimine
tahelepanuvadrselt kiirem ja odavam. Pracgune shotgun-metagenoomika tippsaavutus on terve
bakteriaalsete ja arhede genoomide rekonstruktsioon eelteadmisteta neist organismidest (voi
nende genoomi jirjestusest), kasutades algoritme, mis tihendavad lithikesed kattuvad
sekveneeritud DNA fragmendid pikemateks katkestuseta jérjestusteks (Zarraonaindia et al.,
2012).

1.2.4 Mikroobikooslust méjutavad mikroreoained tehismirgalapuhastis

1.2.4.1 Mikroreoained

Tehismérgalapuhastid on osutunud efektiivseks erinevate heit- ning reovete puhastamisel.
Ravimijadkide reoveest eemaldamine on iisna uus valdkond. Kuna ravimeid kasutatakse
ilemaailmselt suhteliselt suurtes kogustes, satuvad need ka vesikeskkonda. Enamasti on
ravimijdédgid périt kodusest heitveest, kuid oluline hulk périneb ka haiglatest. Vesikeskkonnas
muutuvad ravimid ning nende ainevahetuse produktid vee-elustikule potentsiaalseks riskiks
(Lietal., 2014).

Antibiootikumid vdivad héirida veepuhastussiisteemide mikroobikooslust, mis vdib
vidhendada orgaanilise aine lagundamise intensiivsust. Ka nitrifikatsiooni teine etapp, nitriti
oksiideerimine nitraadiks on antibiootikumidele tundlik ning protsessi hdirimine voib

pOhjustada toksiliste nitraatide kuhjumist tehisméirgalapuhasti valjavoolus (Kiimmerer 2009).
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1.2.4.2 Siinteetilised nanoosakesed

Nanoosakesed on suurusjdrgus 1-100 nm ning vdivad koosneda paljudest alusmaterjalidest,
néiteks siisinik, silikoon ja metallid (kuld, kaadmium, seleen) (Farré et al., 2009). Siinteetiliste
nanomaterjalide laieneva kasutamisega satuvad nanoosakesed veepuhastite viljavoolu kaudu
paratamatult ka looduslikesse vesikeskkondadesse. Seal hakkavad need tdendoliselt mdjutama

veepindu ja elusorganisme ning moodustama agregaate (Hou et al., 2012).

Tehismirgalapuhastites olevate mikroorganismide puhul on oht, et nanoosakesed kinnituvad
mikroobide rakuseintele vdi mikroobidega seotud rakuvilisele substraadile. Sellise biokile
moodustumine voib kahjustada ainevahetuse protsesse, niditeks voib raku suhtlus imbritseva
keskkonnaga olla héiritud. Lisaks vdivad nanoosakesed ummistada biofilmi membraane, mis
suurendab vedeliku voolamisest pohjustatud pingeid. Nanomaterjalide saaste juures tuleb
lisaks osakeste enda toksilisusele arvestada ka koosmoju teiste reoainetega, nditeks

inhibeerivad nanoosakesed nitrifikatsiooniprotsessi (Zheng et al., 2011, Brar et al., 2010).

14



2. Materjal ja metoodika

2.1 Prooviala kirjeldus

Paistu pdhikooli hiibriidne ehk kombineeritud tehismirgalapuhasti asub Sultsi kiilas Paistu
vallas Viljandimaal. Puhasti kogupindala on 432 m? ning see koosneb kahekambrilisest
vertikaalfiltrist (2x108 m?) ja 216 m? horisontaalfiltrist (joonis 1) (Mander et al., 2007).
Pinnasfiltersiisteemi projekteeris OU Bionext dr. Tonu Mauringu juhendamisel ning see
ehitati 2002. aastal. 2012/2013 dppeaastal puhastas see 148 inimese (Koger 2013) reovett, mis
annab kirjanduse andmetel (Kuusik, 1995) reostuskoormuseks ca 59 ie (inimekvivalent ehk
iihe inimese pdhjustatud keskmine 6dpdevane reostuskoormus), ja 5,9 m®d suuruse

vooluhulga (OU Bionext 2002).

Vertikaalfiltrites on filterkangal 0,5 m Fibo kruusa ning selle peal 0,3 m peenema kruusa kiht,
mis suurendab hapnikutransporti filtrisse. Filter on kaetud filterkanga, 0,2 m mullakihi ning
muruga, et valtida talvisel perioodil kiilmumisohtu. Horisontaalfilter siigavusega 0,9 m ja
ruumalaga 172 m® on tiidetud peenema kergkruusaga ning algselt kaetud pillirooga
(Phragmites australis). Molemad pinnasfiltrid on {imbritsevast pinnasest ning teineteisest

eraldatud geomembraaniga, mis takistab vee sattumist siisteemi ja vastupidi.

Reovesi puhastatakse esmalt mehaaniliselt rasvapiilidjas joudlusega 1 1/s ning seejirel
septikus mahuga 22 m* (Koger 2013; Tooming 2005). Edasi pumbatakse vesi kaheosalisse
vertikaalfiltrisse, mille peenraid koormatakse kordamooda, ning seejérel 1dbi kontrollkaevu
horisontaalfiltrisse. Sealt juhitakse vesi ldbi kontrollkaevu viljavoolukraavi, kust puhastatud

reovesi imendub pinnasesse.
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Joonis 1. Viljandimaal, Paistus asuva kombineeritud tehismérgalapuhasti skeem (Mander

2007).
2.2 Vee- ja filtermaterjali proovide kogumine ning puhastusefektiivsuse

arvutamine
Reovee ja filtermaterjali proovid koguti 7. detsembril 2012 (t66 autor ei osalenud
tehisméargalapuhasti ~ sissevoolukaevust, vertikaal- ja

proovivotul).  Veeproove voeti
horisontaalfiltri vahelisest kaevust ning viljavoolukaevust (tdhistatud vastavalt V1, V2, V3).

Kolm filtriproovi koguti vertikaalfiltri (tdhistatud VF1, VF2, VF3) aktiivsest kihist siigavusel
0-10 cm ja kolm proovi horisontaalfiltrist (tdhistatud HF1, HF2, HF3) vahemikust 40-50 cm,

kasutades mullapuuri (joonis 2). Proove siilitati edasiste analiilisideni temperatuuril -20°C.
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Joonis 2. Paistu pohikooli taimestik-pinnafilter pealtvaates (Tooming 2005) ning proovivitu
punktid. Veeproovid: V1 — sissevool vertikaalfiltrisse, V2 — vahekaev kahe filtri vahel, V3 —
véljavool horisontaalfiltrist. Filtriproovid: VF1 — VF3 vertikaalfiltrist, HF1 — HF3

horisontaalfiltrist.

Veeproovidest maérati akrediteeritud Eesti Keskkonnauuringute Keskuse Tartu laboris pH,
holjuvaine, biokeemiline hapnikutarve (BHT;), keemiline hapnikutarve (KHTc,)
(dikromaatne), Kaltsium (Ca?*), magneesium (Mg®"), ammooniumlimmastik (NH,"-N),
nitraat (NO3-N), nitrit (NO,-N), iildlimmastik (Ngg), fosfaat (PO,-P), ildfosfor (Pga),
sulfaat (SO4%), raud (Fe), iildorgaaniline siisinik (TOC), lahustunud orgaaniline siisinik
(DOC) (Lisad Tabel 1).

Paistu tehismédrgalapuhasti kohta esitatavad puhastusefektiivsused (PE, %) on leitud jargmise

valemi abil:

.. _ Csisse_cvéilja
Puhastusefektiivsus— X100 (1);

sisse
kus,
o Cgisse — sissevoolu keskmine vairtus (mg 1'1);

o Cyia — viljavoolus mdoddetud tulemuste keskmine véirtus (mg 1'1).
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2.3 DNA eraldamine filtermaterjali proovidest

Filtermaterjali mikroobikoosluse DNA eraldati 10 g eelnevalt uhmerdatud filtermaterjalist,
kasutades PowerMax Soil Kit-i (MoBio Laboratories, California, USA) vastavalt tootja
protokollile. Eraldatud DNA puhastati ja kontsentreeriti, kasutades 5M NaCl ja 100% etanooli
ning resuspendeeriti 80ul 10 mM Tris puhvriga. Koikidest filtermaterjali proovidest eraldati

DNA kahes korduses ja edaspidistes analiiiisides kasutati DNA koondproove.

Veeproovide mikroobikoosluse DNA eraldati 50 ml veeproovi tsentrifuugimisel (15 min 4000
rpm) saadud biomassist. DNA eraldati PowerSoil DNA Isolation Kit-iga (MoBio
Laboratories, California, USA) jargides tootjapoolset juhendit, vilja arvatud rakkude
litisimise etapp, milles kasutati vorteksi todtluse asemel Precellys® 24 (Bertin Technologies,

Prantsusmaa) kiirusega 5000 rpm 20 s valtel.

DNA kontsentratsiooni modtmiseks ja kvaliteedi hindamiseks kasutati spektrofotomeetrit

Infinite 200M (Tecan AG, Austria).

2.4 Geenikoopiate arvu leidmine qPCR meetodil

Kvantitatiivseks poliimeraasi ahelreaktsiooniks (QPCR) kasutati termotsiiklerit Rotor Gene®
Q (QIAGEN Group, CA, USA). Arhede 16S rRNA geenifragmenti sisaldavast
standardlahusest valmistatud lahustereast (kiimnekordsed lahjendused 103-10° geenikoopiat
mikroliitris)  tehti  kaliiberkdver.  Jargnev  proovide analiilis toimus sarnastes
reaktsioonitingimustes ning sama qPCR programmiga. Antud t66s kasutati kaliibri lahjendust

10° geenikoopiat/pl.

PCR-i reaktsioonisegu maht oli 10ul ning see sisaldas 3,4 ul vett, 0,3 ul Arc519F praimerit
(jarjestus 5 — 3' CAGYCGCCRCGGTAA [Espenberg 2013]), 0,3ul arc910R praimerit
(Jarjestus 5' — 3' GAATWGGCGGGGGRGC [Espenberg 2013]), 5 ul SYBR Green segu ja 1
pl uuritava proovi DNA-d.

16S rDNA amplifikatsiooni programmi parameetrid: kdigepealt 50°C 2 minutit, seejdrel
esmane denaturatsioon 95°C 10 minutit, millele jargnes 45 tsiiklit 95°C 15 sekundit
denaturatsiooni, 56°C 30 sekundit seondumise, 72°C 30 sekundit ekstensiooni etappidega
ning programmi I0puks ahelate sulatamise etapp 65-95°C (tosteti 0,35°C kaupa). Koiki

proove ja kaliiberlahuseid mdodeti kolmes korduses ning lisaks tehti negatiivne kontroll.
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2.5 qPCR andmete kvaliteedi analiiiis ja grupeerumine

Pérast qPCR protsessi analiilisiti iga proovi amplifikatsiooni efektiivsusi programmiga
LinRegPCR 2014.0, mille tulemusi analiiiisides eemaldati vodrvaartused. Lisaks analiitisiti
gPCR tulemusi programmidega Microsoft Office Excel 2010 ning STATISTICA V 7.1. Mone
prooviga testides valiti vélja standardi lahjenduste vahemik, kus proovi paralleelide arvukuse
standardhélvete summa oleks viahim ehk proovi paralleclide vahel esineb vdikseim hajuvus.
Prooviti ka proovide rithmitamist amplifikatsiooniefektiivsuse pdhjal, kuid need ei osutunud

ANOVA post hoc testi Unequal N HSD jargi vajalikuks.

Pinnase- ja veeproovide arhede 16S rRNA geenikoopiate arvude arvutamiseks kasutati Ruijter
et al. (2009) artiklil pdhinevat valemit (2) proovi (A) ja iga kiimnekordse standardi lahjenduse
(B) vahelise erinevuste hinnangu (FD) leidmiseks:

FD = Nga/ Nog = (Nta/ EA®?) / (N¢g / Eg®*®), (2);

kus No on A ja B amplikonide algkontsentratsioon (fluorestsentsi iihikutes), E on
amplifikatsiooni efektiivsus, N; on fluorestsentsi ldvijoone védrtused ja C; on tsiiklildvi ehk
vajalik tsiiklite arv saavutamaks fluorestsentsi ldvijoone vaartust. Arhede 16S rRNA
geenikoopiate arvu leidmiseks korrutati iga leitud FD véértus vastava standardilahjenduse
(107-105) geenikoopiate arvuga ning 10plik geenikoopiate arv iga proovi jaoks saadi kolme
arvukuse aritmeetilise keskmise arvutamise jarel, miS esitati geenikoopiate arvuna 1 ¢

kuivaine kohta ning veeproovide puhul geenikoopia arvuna 1 ml vee kohta.

2.6 DNA raamatukogu valmistamine ja sekveneerimine

Vertikaal- ja horisontaalfiltri filtermaterjali mikroobikoosluse DNA sekveneerimiseks kasutati
molema filtri kolmest DNA proovist moodustatud koondproove. DNA raamatukogud
valmistati Tartu Ulikooli Eesti geenivaramus kasutades TruSeq DNA Sample Prep Kit-i
(Illumina, California, USA) vastavalt tootjapoolsele juhendile. Sekveneerimine viidi ldbi

[llumina MiSeq platvormil.
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2.7 Jarjestusandmete analiiiis

Illumina sekveneerijast saadud paarisjarjestused assambleeriti Pear v 0.9.1 (Zhang et al.,
2013) kasutades. Kvaliteedikontrollis eemaldati alla 100 aluspaari pikkused, 10 ja enam
pikkade homopoliimeeridega ning midramata nukleotiididega jérjestused tarkvaraga Mothur v
1.32 (Schloss et al., 2009). Kontrolli 1dbinud jarjestustest médérati arhede taksonoomiline
profiil, kasutades markergeenide tuvastamisel pohinevat tarkvara Amphora v 2 (Wu & Scott

2012). Edasisel analiiiisil vaadeldi arhede rithmi, mille usalduspiir jéi iile 80%.
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3. Tulemused

3.1 Vee- ja filtriproovide keemilised néitajad

Paistu  tehismérgalapuhasti  veeproovide  keemilise  analiiisi ~ pohjal  arvutatud
puhastusefektiivsus protsentides hdljuvaine, BHT, KHT, Ca**, Mg®*, NH4*-N, NOs-N, NO, -
N, Nag, POs-P, Pus, SO, Fe, TOC ja DOC puhul on esitatud tabelis 1.

Puhastusefektiivsuste arvutamisel on kasutatud valemit 1.

Veeproovide analiiiisi tulemustest selgub, et siisteem on olnud iisna tdhus: 1oplik pH oli 7,7,
holjuvaine 10plik sisaldus oli 21 mg/l ning puhastusefektiivsus 74,7% ning KHT
puhastusefektiivsus >80%. Lisaks oli BHT; puhastusefektiivsus 96,36%, iildlimmastiku
puhul 80% ja tildfosfori osas 41,51%. Vertikaalfiltri sissevoolust vdetud veeproovi iildfosfori
sisaldus oli 5,3 mg/l, vahekaevust voetud proovis 3,1 mg/l ning horisontaalfiltri vdljavoolust

kogutud proovis 3,1 mg/I.

Tabel 1. Eesti Keskkonnauuringute Keskuse Tartu laboris méddratud veeproovide keemiliste

néitajate pohjal arvutatud puhastusefektiivsused.

Niitaja Vertikaalfiltri sissevool Puhastusefektiivsus %
pH 7,5 A0,2
Holjuvaine (mg/l) 83 74,70
BHT, (mg/l) 140 96,36
KHTc: (mg/l) 250 >80,00
NH.*-N (mgN/) 64,0 78,13
NOs-N (mgN/l) <0,02 >99,00
NO,™-N (mgN/I) 0,040 84,50
Nia (Mg/1) 75 80,00
PO,”-P (mgP/l) 5,2 42,31
Puia (Mg/l) 5,3 4151
TOC (mg/l) 79 92,78
DOC (mgC/l) 49 88,78

" - Modddetud vahekaevust
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Tehismérgalapuhasti vertikaal- ja horisontaalvoolufiltritest méératud kuivaine, 1dmmastiku,

fosfori ja siisiniku kogused on esitatud tabelis 2.

Tabel 2. Filtriproovidest maératud keemilised nditajad. VF — vertikaalfiltri proov, HF —
horisontaalfiltri proov.

Proovi kood Kuivained (g/kg) | N (mg/kg) P (mg/kQ) C (%)
VF1 663 380 260 <1
VF2 616 590 250 <1
VF3 532 990 580 <1
HF1 536 460 460 <1
HF2 552 330 350 <1
HF3 554 510 490 <1
3.2 Arhede iildarvukus

Arhede tldarvukust kirjeldab tabel 3, milles on esitatud arhede geenikoopiate arv 1 g
filtriproovi kuivaine ning 1 ml veeproovi kohta. qPCR tulemuste analiiiisi pohjal on
vertikaalfiltri arhede keskmine arvukus 2,5 korda korgem kui horisontaalfiltris, kus koigi
proovide tulemused jidvad samasse suurusjirku vahemikus 5,88*10° (HF2) kuni 9,11*10’
(HF1). Vertikaalfiltri arvukused on aga vordlemisi kdikuvad vahemikus 6,55*10° (VF1) kuni
5,13*10° (VF3).

Tabel 3. Geenikoopiate arvud filtermaterjalis ja veeproovides. VF — vertikaalfiltri proov, HF

— horisontaalfiltri proov, V — veeproov.

Filtri proovid Geenikoopiate arv 1 g kuivaine kohta
VF1 6,55*10°
VF2 1,17*10’
VF3 5,13*10°
HF1 9,11*10’
HF2 5,88*10"
HF3 6,23*10’
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Veeproovid Geenikoopiate arv 1 ml vee kohta
V1 2,47*10°
V2 4,32*10°
V3 1,62*10°

3.3 Arhede liigiline koosseis pinnasfiltrites

seega eemaldati kuni 12% jarjestustest. Joonisel 3 on esitatud arhede hdimkondade jaotus
vertikaal- ja horisontaalfiltris.

100%
90%
80%
70%
m Korarchaeota
60%
m Nanoarchaeota
50% m Crenarchaeota
40% ® Euryarchaeota
30% m Thaumarchaeota
20%
10%
0%

VF HF

Joonis 3. Arhede hoimkondade jaotus vertikaal (VF)- ja horisontaalfiltris (HF).

Thaumarchaeota hoimkonna osakaal horisontaalfiltris on ainsana vdiksem vertikaalvoolufiltri
osakaalust: 1,6 korda. Horisontaalfiltri arvukus tletab 1,9 korda vertikaalfiltri arvukust
Euryarchaeota ning 1,2 korda Crenarchaeota hdimkonna puhul. Samuti on viahem uuritud
héimkondadega Korarchaeota ning Nanoarchaeota, mille osakaalud horisontaalfiltris on
vastavalt 2,5 ning 2,6 korda suuremad.

Arhede klasside protsentuaalne jaotus vertikaal- ja horisontaalfiltris on dra toodud tabelis 4.
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Vertikaalfiltri proovides leidus rohkem arhesid klassidest Nitrosopumilales ning
Thermoprotei. Horisontaalfiltri proovides leidus teistest enam klasse Thermoprotei,
Nitrosopumilales ning Methanomicrobia. Vordluses vertikaalfiltriga on metanogeenide
osakaal horisontaalfiltris 5 korda suurem. Samuti kasvab horisontaalfiltris anaeroobset
keskkonda eelistava Thermoprotei osakaal. Kiill aga on horisontaalfiltris véaiksem
nitrifikatsioonis osalevate ammooniumi oksiideerivate arhede (Nitrosopumilales) osakaal, mis

viaheneb umbes kaks korda.

Tabel 4. Arhede klasside jaotus vertikaal (VF)- ja horisontaalfiltris (HF).

VF jérjestuste VF HF jirjestuste HF
Klass

arv osakaal arv osakaal
Aciduliprofundum 2 0,15% 26 0,59%
Archaeoglobi 10 0,73% 56 1,28%
Candidatus 12 0,88% 88 2.01%
Korarchaeum
Cenarchaeales 24 1,75% 49 1,12%
Halobacteria 8 0,58% 51 1,16%
Methanobacteria 69 5,03% 187 4,26%
Methanococci 50 3,65% 203 4.63%
Methanomicrobia 63 4,60% 1133 25,82%
Methanopyri 19 1,39% 63 1,44%
Nanoarchaeum 27 1,97% 206 4.69%
Nitrosopumilales 830 60,54% 1362 31,04%
Thermococci 11 0,80% 49 1,12%
Thermoplasmata 18 1,31% 86 1,96%
Thermoprotei 228 16,63% 829 18,89%
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4. Arutelu

4.1 Puhastusefektiivsus

Koik Paistu siisteemi vertikaalfiltri heitvee proovide néitajad (tabel 1), mis on toodud vilja
médruse ,,Reovee puhastamise ning heit- ja sademevee suublasse juhtimise kohta esitatavad
nouded, heit- ja sademevee reostusnditajate piirmddrad ning nende nduete tditmise
kontrollimise meetmed* lisa 1-s (RT I, 13.06.2013, 13), jdavad alla riiklikke piirnorme (v.a.
pH) <300 ie puhasti jaoks. Proovid ei iileta heitvee reostusnditajate piirnormi horisontaalfiltri
véljavoolus ning puhastusefektiivsus on piisav olnud juba pirast viibeaega vertikaalfiltris,

kuna ka vahekaevust voetud veeproovi analiiiisi tulemused jddvad alla piirnormide.

Eespool mainitud Riigi Teataja méaruses toodud parameetite puhastusefektiivsus oli iisna heal
tasemel. pH oli ka enne filtrite 1abimist normi piires ning muutus isna minimaalselt. Lisaks
jéi lubatud pH vahemikku 6-9 horisontaalfiltri sissevoolust ning vertikaalfiltri valjavoolust
voetud proovide pH, mille védrtus oli 7,7. Vahekaevust voetud proovi hdljuvaine sisaldus oli

17 mg/1, mis oli kaks korda védiksem piirnormist 35 mg/1.

Orgaanilise aine tase <50 mg/l jdi 3 korda viiksemaks piirnormist ning siisteemi
puhastusefektiivsus saadi arvutamisel >80%. Nii {iildorgaanilise siisiniku kui lahustunud

stisiniku koguhulgad véhenesid peamiselt vertikaalfiltris.

Uldlimmastik vihenes 75 mg/l-It 15 mg/l-le ning selle puhastusefektiivsus oli 80%.
Vordluseks Bouali et al., 2008 artiklis uuritud horisontaalfiltri {ildlimmastiku véihenemine oli
78%, mis on Paistu tulemustega iisna sarnane. Nitraatlimmastiku suurenemine vertikaal- ja
horisontaalfiltri vahekaevus nditab, et vertikaalfiltris toimus nitrifikatsioon, kus mikroobid
muudavad ammooniumi nitritiks ja seejdrel nitraadiks. Horisontaalfiltris toimub

anaeroobsetes tingimustes denitrifikatsioon, mida néitab nitraatlimmastiku vihenemine.

Vertikaalfiltri proovidest midratud suuremad ldmmastiku kogused on pdhjustatud reovee
korgest lammastikusisaldusest, horisontaalfiltris vdheneb lammastiku kogus seal aset leidva

denitrifikatsiooni tottu.

Uldfosfori puhastusefektiivsus oli vaid 41,51%. Kiesolevast todst ning lisaks Kogeri (2013)
ja Toomingu (2005) magistritdodest on ndha, et horisontaalfiltri fosforidrastusvéime on

aastatega itha vdhenenud ning selle pShjus on tdendoliselt filtermaterjali fosforiga kiillastus.
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Fosfori kogused filtriproovides erinevad iile 2 korra, mis on samuti tdenéoliselt tingitud
filtermaterjali  osalisest  fosforiga  kiillastatusest. ~ Pohilised  fosfori  eemaldajad
tehismérgalapuhastis on taimed, kuid kuna proovid on kogutud talvel, siis ei saa antud
proovide juures taimestiku moju arvestada. Ka filtermaterjalide proovidest on ndha, et

horisontaalfiltri proovide fosforisisaldus on kohati suuremgi kui vertikaalfiltri proovides.

4.2 Arhed

qPCR tulemuste analiiiisi pohjal on vertikaalfiltri arhede keskmine arvukus 2,5 korda kdrgem
kui horisontaalfiltris, kus kodigi proovide tulemused jadvad samasse suurusjirku. Vertikaalfiltri
arvukused on aga vordlemisi kdikuvad vahemikus 6,55%10°%(VF1) kuni 5,13*10%(VF3).
Vertikaalfiltri VF3 proovi tulemus on maérgatavalt korgem ilmselt pdhjusel, et
proovivatupunkt asub ldhemal sissevoolule, kus on rohkem toitaineid ja seega mikroobidele
soodsam elukeskkond. Baptista et al., 2008 artikli laborikatses on arhede arvukus vorreldes
bakteritega iisna kdrge: taimedega horisontaalfiltri bakterite arvukus 1.1x10° ning arhede oma

4.7x10°, mis on lihedal Paistu filtriproovidest leitud arhede madalamatele arvukustele.

Thaumarchaeota hdoimkonna osakaal horisontaalifiltris on vdiksem kui vertikaalvoolufiltris,
kuna hoimkonna arhed eelistavad aeroobset keskkonda. Neid on leitud hapnikurikastest
keskkondadest ning eriti palju ookeani fotosiinteesivast eufootilisest tsoonist, lisaks leidub
neid oksilistes setetes, muldades ning neid on leitud ka kuumaveeallikatest (Offre et al.,
2013). Mullas ja hapnikurikastes setetes leidumise tdttu voib oletada, et hdimkonna arhed
osalevad ka siisinikuringes. Kuna horisontaalfilter on suuremas osas anaeroobne, et seal saaks
toimuda hapnikuvaba keskkonda vajavad protsessid, on seal vdhem Thaumarchaeota
hoimkonna esindajatele sobivaid elukeskkondi, mistottu leidub neid Ghustatavas

vertikaalfiltris rohkem.

Samuti on vertikaalfiltris kdrgem nitrifikatsioonis osalevate ammooniumi oksiideerivate
arhede (Nitrosopumilales) osakaal. Ammooniumi oksiideerijate puhul on tegu samuti
Thaumarchaeota hdimkonna arhedega, mis eelistavad hapnikurikast keskkonda ning selliseid
arhesid on leitud nii reoveepuhastusjaamadest, kui ka reoveepuhastuse juures olevatest
bioreaktoritest (Das et al., 2009). Ka Bouali et al., 2008 uuris arhesid horisontaalfiltris ning

analiisil leiti, et 96,2% kooslusest kuulub Thaumarchaeota hdimkonda. Sellest jareldati, et
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nitrifitseerijad mikroobid vdivad ammooniumi oksiideerimiseks eelistada mikroaerofiilset

keskkonda.

Vordluses vertikaalfiltriga on Euryarchaeota osakaal horisontaalfiltris 1,9 korda ning
metanogeenide osakaal 5 korda suurem. Euryarchaeota hdimkonna arhede hulgas vaib olla
nii aeroobset kui anaeroobset keskkonda eelistavaid klasse (Offre et al., 2013), mida néitab ka
arvukas esinemine vertikaalfiltri proovides. Aeroobset keskkonda eelistab niiteks
Thermoplasmata, anaeroobset Archaeoglobi, Thermococci, Thermoplasmata ja Halobacteria.
Euryarchaeota hdimkond on ainus, mille hulgas on metanogeneesi ldbi viivad anoksilist
keskkonda eelistavad arhed (nt klassid Metahopyri, Methanobacteria, Methanococci ja
Methanomicrobiales). Neile sobivam elukeskkond on horisontaalfiltris. P&hjus on
metanogeenide lai levik anoksilistes elupaikades: neid on leitud geotermaalsetest,
hiipersaliinsetest, ja leeliselistest keskkondadest, kuid lisaks ka oksilistest keskkondadest nagu
aereeritud muld ja oksilised jarveveed (Offre et al., 2013). Seetottu leidub metanogeene ka
vertikaalfiltris, kus on hapnikuga rikastatud keskkond. Nii iildorgaanilise siisiniku kui
lahustunud siisiniku koguhulgad véhenesid peamiselt vertikaalfiltris, mille iiheks pdhjustajaks

voivad olla Euryarchaeota hdimkonna aeroobset keskkonda eelistavad arhed.

Mirkimisvddrne on ka neljandiku horisontaalfiltri arhedest kuulumine Methanomicrobia
klassi, mille arhed on seni teadaolevalt koik metanotroofid (Offre et al., 2013) ehk saavad
energiat metaani anaeroobsest oksiideerimisest. Euryarchaeota muid esindajaid on seni leitud
leeliselistest, geotermaalsetest, hiipersaliinsetest keskkondadest ja meresiigavustest (Offre et

al., 2013), kuid Paistu proovides leidumine vihjab ka levikule mesofiilsemas keskkonnas.

Horisontaalfiltri arvukus tletab vertikaalfiltri arvukust ka Crenarchaeota hdimkonna puhul.
Crenarchaeota anaeroobseid tingimusi eelistavaid seltse Sulfolobales, Desulfococcales ja
Thermoproteales on leitud leeliselistest, geotermaalsetest ja hiipersaliinsetest keskkondadest
ning merestigavustest (Offre et al., 2013). Erinevus tuleneb tdendoliselt sellest, et koosluses
on rohkem anaeroobset keskkonda eelistavaid arhesid, kuid jdéb siiski tisna vaikeseks, kuna
osad Crenarchacota hdimkonna arhed osalevad ammooniumi oksiideerimises, milleks on vaja

aeroobset keskkonda.

Samuti kasvab horisontaalfiltris aneroobset keskkonda eelistava Thermoprotei osakaal. Kuigi
Thermoprotei esindajaid on seni leitud ekstreemsetest keskkondadest nagu happelised
kuumaveeallikad ja hiidrotermaalsed 166rid (Offre et al., 2013), leidus hdimkonna esindajaid

ka analiiiisitud Paistu proovides, mistottu voib oletada, et Thermoprotei hdimkonna arhed
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voivad ka mesofiilsetes keskkondades laiemalt levida. Samas voib nende leidumine olla

kiisitav, kuna méaaramine on komplitseeritud liigse sarnasuse tottu teiste hdimkondadega.

Korarchaeota hoimkonna esindajate osakaal horisontaalfiltris on umbes 2,5 korda suurem kui
vertikaalfiltris. Korarchaeota esindajaid on samuti leitud leeliselistest, geotermaalsetest,
hiipersaliinsetest keskkondadest ja meresiigavustest (Offre et al., 2013) ning nende esinemine

Paistu proovides viitab levikule ka mesofiilsetes tingimustes.

Nanoarchaeota osakaal horisontaalfiltris on umbes 2,6 korda suurem. Nanoarchaeota
tdpsemate elupaikade kohta kirjanduses infot ei olnud, kuid tehismirgalapuhastis leidumise
tottu voib oletada, et muuhulgas sobivad Nanoarchaeota hdimkonna liikmete ka mesofiilsed
tingimused.

Korarchaeota ning Nanoarchaeota hdimkondade osakaal Paistu filtrites on véga viike.
Hetkel on nende tépse fiilogeneetilise kuuluvuse osas erimeelsused ning tegu voib olla teiste

hdimkondade alamhdimkondadega.
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5. Kokkuvote

Tehismirgalapuhasti arhede koosluse uurimine annab olulist infot nende seotusest
aineringetega ning laiemat infot arhede vodimalike avastamata elupaikade kohta. Senised
tehismargalapuhastites olevate arhede kohta tehtud uuringud on kisitlenud mdnd konkreetset
huvipakkuvat aineringet ning sellega seotud protsesse, arhede arvukuse vordlust bakteritega

vOi on leitud darmiselt vahe hdoimkondi.

Kéesolevas bakalaureusetdos analiiiisiti tehismérgalapuhasti puhastusefektiivsust ning arhede
arvukust ja mitmekesisust molekulaarsetel meetoditel nagu qPCR ning metagenoomika.
Praktilises osas kasutatud proovid koguti Viljandi maakonnas 2002. aastal rajatud Paistu

pohikooli tehismérgalapuhastist.

Arhede arvukus horisontaal- ja vertikaalfiltrites on keskmiselt suurusjirgus 107, olles
vertikaalfiltris 2,5 korda suurem kui horisontaalfiltris. Maaratud arhede hdimkondade puhul
olid nii horisontaal- kui vertikaalfiltris domineerivad Thaumarchaeota, Euryarchaeota ning
veidi vdhem Crenarchaeota. Vihemal maéidral leidus Korarchaeota ning Nanoarchaeota
hdimkonna arhesid. Mikroobikoosluse struktuuri ja puhastusefektiivsuse vahel on eelkdige
seos orgaanilise aine ning lammastikithendite drastuse puhul. Vertikaalfiltri proovides
domineerisid klassid Nitrosopumilales ning Thermoprotei. Horisontaalfiltriproovides leidus
teistest enam klasse Thermoprotei, Nitrosopumilales ning Methanomicrobia. Kilass
Nitrosopumilales liigid osalevad ldmmastikuringes ammooniumi oksiideerijana. Klass
Thermoprotei liigid vdivad osaleda siisinikuringes ning samuti osaleb siisinikuringes klass

Methanomicrobia liigid, kes on metanogeenid.

Paistu tehismirgalapuhasti koikide parameetrite védrtused vastavad méddruses vélja toodud
kuni 300 ie suuruste reoveepuhastite veekvaliteedi nduetele ning saadud tulemused kinnitasid

tehismérgalapuhasti sobivust vdikesemahuliseks veepuhastuseks.
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Characterisation of the population and diversity of Archaea in

Paistu hybrid constructed treatment wetland

Kadri Saare

Summary

Examining the community structure of archaea in constructed wetland gives important
information about the archaea in biogeochemical cycles in these systems and provides general
knowledge about possible undiscovered habitats. Previous studies about the archaea in
constructed wetlands have targeted archaea in some particular geochemical cycle and the
connected processes, numeral comparison of bacteria and archaea, or there has been very few

phyla found.

This study examined the purification efficiency and the population and community structure

of archaea in the hybrid constructed wetland in Paistu, Viljandi county, built in 2002.

The purification efficiency of the Paistu hybrid constructed wetland was analysed based in the
following aspects: the change of the pH, chemical oxygen demand, suspended solids,
biochemical oxygen demand and concentrations of total organic carbon, total phosphorus, and

total nitrogen of the inlet and outlet of the constructed wetland.

The water and filter samples were also used to analyse the population and community
structure of the archaea. The samples were afterwards analysed using molecular methods such

as qPCR and metagenomics.

The analysis of the water samples showed that the purification level of the Paistu hybrid
constructed wetlands is relatively efficient: the pH level was 7,7, the purification efficiency of
suspended solids was 74,7%, COD >80%, BOD 96,36%, total nitrogen 80% and total
phosphorus 41,51%, the latter efficiency being quite low. Overall the purification efficiencies
of the Paistu hybrid constructed wetland corresponded to requirements, therefore the system is

suitable for small-scale water purification.

The total quantity of archaea in the horizontal sub-surface and in the vertical flow systems
was 107 on average, being 2.5 times higher in the latter. The dominant phyla both in the
horizontal sub-surface flow and in the vertical flow systems were Thaumarchaeota,

Euryarchaeota and Crenarchaeota. To a lesser extent Korarchaeota and Nanoarchaeota
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phyla were also found. There is a particular connection between the microbial community
structure and the purification of total organic carbon and total nitrogen. The dominating
archaeal classes in the samples of the vertical flow system were Nitrosopumilales and
Thermoprotei and for the horisontal subsurface flow Thermoprotei, Nitrosopumilales and
Methanomicrobia. The Nitrosopumilales are involved in nitrogen cycle, the Methanomicrobia

and the Thermoprotei are participating in carbon cycle.
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Lisad

Tabel 1. Eesti Keskkonnauuringute Keskuse Tartu laboris méératud veeparameetrid

Vertikaalfiltri | Horisontaalfiltri | Horisontaalfiltri

Niitaja sissevool sissevool viljavool Uhik
pH 7,5 1,7 7,7

Holjuvaine 83 17 21 mg/I
BHT; 140 7,9 5,1 mg/I
KHT¢, 250 50 <50 mg/l
ca”” 76 81 77 mg/I
Mg~ 30 26 25 mg/|
NH;"-N 64,0 31,0 14 mgN/I
NOs; N <0,02 4,2 <0,02 mgN/I
NO, N < 0,003 0,040 0,0062 mgN/I
Niid 75 36 15 mg/l
POs° P 5,2 3,1 3,0 mgP/I
Piia 5,3 3,1 3,1 mg/I
S04~ 17 12 5,7 mg/|
Fe 0,48 1,0 4,7 mg/I
TOC 79 14 5,7 mg/I
DOC 49 12 5,5 mgCl/I
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