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Metaani tootmise ja oksiideerimise geneetiline potentsiaal Kudjape suletud priigila

metaanilagunduskattes

Priigilates toodetakse mikroobide poolt anaeroobsete tingimuste tottu priigilagaasi, mille
peamine koostisosa metaan on tugeva toimega kasvuhoonegaas. Priigilagaasi tekkimine ei
16ppe kui priigilad suletakse, kuna bioloogilisi, keemilisi ja fiilisikalisi protsesse el saa
16petada priigi ladestamise peatamise ja priigila katmisega. Metaani emiteerub priigilatest
atmosfddri kiimneid aastaid pidrast nende sulgemist. Euroopa Liidu direktiivide ja
keskkonnajdrelvalve tohususe kasvu tdttu on Eestis suletud sadu priigilaid, mille gaaside
emissiooni tuleb pirast sulgemist seirata ning nende sattumist atmosfédri piirata. Kéesolev
t00 annab ilevaate priigila sulgemisel metaanilagunduskatte kasutamisest, kui iihest
perspektiivikast meetodist priigilagaasi emiteerumise vihendamisel. Praktilise t66 kdigus
uuriti Kudjape priigila metaanilagunduskatte metaani tootmise ja oksiideerimise geneetilist
potentsiaali ning pinnaseparameetrite mdju metanogeensetele arhedele ja metaani

okslideerivatele bakteritele.
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Genetic potential of methane production and oxidation in methane oxidation cover of

the closed landfill in Kudjape.

In landfills, due to anaerobic conditions, landfill gas is produced by microbes. The main
ingredient in landfill gas is methane which is one of the main greenhouse gases. Production
of landfill gas does not stop when landfill sites are closed because biological, chemical and
physical processes can’t be stopped by just stopping dumping wastes at landfills and
covering them. Methane is released from landfill into the atmosphere for decades after the
closure. Due to the EU directives and increase in the efficiency of environmental monitoring,
hundreds of landfills have been closed in Estonia. After the closure, gas emissions need to
be monitored in order to avoid the emissions into the atmosphere. This study gives an
overview of the potential of application of the methane oxidation cover, a method for
reducing landfill gas emissions. The study analyzed the genetic potential of methane
production and oxidation in the methane oxidation landfill cover of the closed landfill in
Kudjape. Additionally, the abundances and proportions of methanogenic archaea and
methanotrophic bacteria in prokaryotic communities were related to the physical-chemical

properties of the cover material.
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Liihendid

C — tildsiisinik

CHs— metaan

CO; - siisihappegaas

Ci— tsiiklilave vaartus

DAMO - denitrifitseeriv anaeroobne metaani oksiidatsioon

DNA — desoksiiribonukleiinhape (deoxyribonucleic acid)

EC — elektrijuhtivus (electrical conductivity)

EDTA - etiileendiamiintetra-dddikhape (Ethylenediaminetetraacetic acid)
EMTAK — Eesti Majanduse Tegevusalade Klassifikaator

GJK — gaasijaotuskiht

GK — geenikoopia

H2 — vesinik

IPCC — Intergovernmental Panel on Climate Change

K1, K2, K3 — Kolme proovivotu punkti tdhised

KA — kuivaine

LOI — poletuskao kaudu méadratud orgaanilise aine kontsentratsioon (loss on ignition)
LOQ - kvantifitseerimisldave vaartus (limit of quantification)

MCR - metiiiil-koensiiiim M reduktaas (Methyl coenzyme M reductase)
McrA — metiiiil-koensiiiim M redukdaasi kodeeriv geen

MDH — metanooli dehiidrogenaas (methanol dehydrogenase)

min — minut

MMO — metaan-monooksiigenaas (methane-monooxygenase)

MOK — metaanioksiidatsioonikiht

N — tildldimmastik

n-damo - nitrite-dependent anaerobic oxidation of methane

O2— hapnik

OA — orgaaniline aine

P — tildfosfor

PCR — poliimeraasi ahelreaktsioon (polymerase chain reaction)

pPMMO — membraaniga seotud metaan-monooksiigenaas (particulate MMO)
PmoA — membraanile seotud metaan-monooksiigenaasi 3 subiihikut kodeeriv geen
ppb — Osakest miljardi kohta (parts per billion)

gPCR - reaalaja poliimeraasi ahelreaktsioon (quantitative polymerase chain reaction)



rRNA — ribosomaalne ribonukleiinhape (Ribosomal ribonucleic acid)
SMMO - lahustunud metaan-monookstigenaas (soluble MMO)

s — sekund

TAE — Tris-atsetaat



Sissejuhatus

Jaatmeteks nimetatakse mistahes aineid vdi esemeid, mille valdaja dra viskab (2008/98/EU,
2008). Euroopa Liidus tekkis 2014. aastal kokku 2503 miljonit tonni jadtmeid, mis oli suurim
kogus, mida Euroopa Liidu kohta on kajastatud ajavahemikus 2004-2014 (Eurostat, 2018).
Olmejaatmed, mida ennekdike priigilatesse ladustatakse, on iiha kasvav globaalne probleem,
mis tuleneb rahvaarvu tdusust ning kiirest toostuse arengust. Kui 2008. aastal toodeti Eestis
19 miljonit tonni priigi, siis 2014. aastal juba 21 miljonit tonni priigi (EMTAK, 2018).
Euroopa Liidu jadtmekaitluspoliitikaga piititakse kahandada jadtmete moju keskkonnale ja
tervisele, pikaajalisem eesmérk on vidhendada tekkivate jadtmete kogust ning edendada
jadtmete kasutamist ressursina, mis tagaks jadtmete ringlusse votu ning ohutu korvaldamise
(Burlakovs, et al., 2017). Téhtsal kohal jadtmete priigilasse sattumise valtimisel on priigi
sorteerimine, tdnu millele on ka jddtmete timbertootlemine efektiivsem. Sellele vaatamata
ladestati peaaegu pool (47,4%) Euroopa Liidus kidideldud jddtmetest 2014. aastal
prigilatesse (Eurostat, 2018). Eurostat-i (2018) andmetel avaldab jadtmekditlus ja jadtmete
korvaldamine suurt moju keskkonnale. Néiteks votavad priigilad enda alla palju maad ning
voivad pdhjustada Shu, vee ja pinnase saastumist. Lisaks satub priigilatesse olmejddtmete
hulgas palju biolagunevaid jddtmeid. Eestis moodustasid 2014. aastal biolagunevad jaitmed
ligikaudu 5% kogu aastasest jadtmete kogusest (EMTAK, 2018). Orgaaniliste jaatmete
lagunemisel tekib priigilates suurtes kogustes priigilagaasi (Lohila, et al., 2007). Priigilagaasi
emiteerumist priigilatest peetakse iiheks oluliseimaks keskkonnaprobleemiks, sest
prigilagaasi peamine koostisosa on metaan, mis on siisihappegaasi kdrval teine oluline
kasvuhooneefekti pdhjustav gaas (Majdinasab ja Yuan, 2017). Uuringud on nididanud, et
metaani kontsentratsiooni suurenemine atmosfddris toob kaasa kliima muutumise, mis

omakorda md&jutab taimede kasvu, ookeani veetaset ning aineringeid (Dean, et al., 2017).

Metaani emissiooni vihendamiseks priigilatest on kasutusel kaks meetodit. Esimese meetodi
puhul kasutatakse gaasikogumissiisteeme, mille abil priigilates tekkinud gaas kogutakse ning
kasutatakse  kiitusena ~ vO1  poletatakse.  Erinevate  uuringute  kohaselt on
gaasikogumissiisteemidega voimalik koguda 50% - 90% priigilates tekkinud metaanist
(Abushammala, et al., 2014). Teiseks meetodiks on priigila katmine pinnasega, milles elavad
mikroobid kasutavad priigilagaasi elutegevuseks (Lee, et al., 2017). Sellise nn
metaanilagunduskatte (ka biofilter-kattekiht voi bioaktiivne kattekiht) rajamine on

efektiivne viis metaani emissiooni vidhendamiseks just viikepriigilates (Huber-Humer, et al.,
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2009, 2011) ning vanades priigilates, kus gaasitootmine on vaibumas (Abushammala, et al.,
2014). Viimati nimetatud meetod on vdimaldanud vidhendada suletud priigilatest metaani

emissiooni 51% -100% (Majdinasab ja Yuan, 2017).

Metaanilagunduskatte omadusi on uuritud korduvalt ja erinevatest aspektidest. Nditeks on
analiiiisitud, kas mehhaanilis-bioloogiliselt t6ddeldud olmejddtmed toetavad metaani
bioloogilist oksiideerimist (Einola, et al., 2007), milline materjal sobib kdige paremini
kattekihi loomiseks (Pedersen, et al., 2011) ning kuidas mdjub komposti lisamine
metaanilagunduskatte efektiivsusele (Abichou, et al., 2009). Uuritud on Kka
metaanilagunduskatte fiitisikalisi omadusi kuidas mojutavad metaanilagunduskatte
temperatuur, 16imis, ning toitainete ja niiskuse sisaldus metaani oksiideerimist (Rachor, et
al., 2011; Majdinasab ja Yuan, 2017; Gerbert, et al., 2011). Enamus eelpoolmainitud
uuringutest on ldbi viidud labori tingimustes ning metaanilagunduskattes elavate
mikroorganismide  koosluste uuringud ei anna {ilevaadet, kuidas erinevad

keskkonnaparameetrid mojutavad mikroorganismide kooslust.

Nii metaani tootmine kui ka lagunemine on looduses mikroobsed protsessid, mida viivad
1abi enamasti metaani tootvad arhed (metanogeenid) anaeroobsetes tingimustes ja metaani
oksiideerivad bakterid (metanotroofid) aeroobses keskkonnas (Dean, et al., 2017). Kui
metanotroofide arvukust, liigilist kooseisu ja nende seost keskkonnafaktoritega on
looduslikes (pedogeensetes) muldades suhteliselt palju uuritud (Knief 2015; Kravchenko ja
Sukhacheva, 2017; Dean, et al., 2017), siis nende organismide esinemise ja 6koloogia kohta
sellist tiilipi antropogeenses pinnases nagu on priigila pinnakatted on avaldatud vaid tiksikute

uuringute tulemusi (Maanoja ja Rintala, 2015; Xing, et al., 2017).

Kéesoleva  magistrito6 ~ uurimisobjektiks ~ oli ~ Saaremaal, = Kudjapel  asuv
metaanilagunduskattega kaetud priigila, kus kattematerjal on saadud sama priigila materjalist

soelumise teel. ToO eesmargid olid jargmised:

1) optimeerida kvantitatiivse poliimeraasi ahelreaktsiooni (JQPCR) metoodika
metanotroofide madramiseks kasutatava markergeeni pmoA arvukuse méaramiseks suletud
priigila metaanilagunduskattes;

2) médrata metaani tootmise ja oksiideerimise geneetiline potentsiaal kattekihi profiilis;

3) analiitisida metaani tootmise ja lagundamise geneetilise potentsiaali seost gaaside (O,

CO: ja CH4) emissiooni ning keskkonnafaktoritega Kudjape suletud priigila kattekihis.



1.

1.1.

Kirjanduse tlilevaade

Priigi ladestamine ja sellega seotud keskkonnaprobleemid

Priigi ladestamine (ingl. land filling ehk maa tditmine) on olnud kasutuses juba tuhandeid
aastaid enne meie ajaarvamise algust. Priigilate tekkimine on seotud inimeste koondumisega
asulatesse, kus suur jadtmete hulk muutus tosiseks probleemiks. Inglise keelne termin priigi
ladestamise kohta viitab sellele, et priigi ladestamiseks kasutati sageli maapinnalohkusid ja

stivendeid (Kriipsalu, et al., 2016).

Kaiitlemata priigi ladestamine toob endaga kaasa mitmeid keskkonnahdiringuid ning
sotsiaalseid probleeme nagu niiteks tolmu ja priigi laialilendamine, lindude ja kahjurite
kogunemine, haisu levik ja priigilagaaside levik atmosfddri ning ndrgvee sattumine
keskkonda (Kriipsalu, et al., 2016). Probleemi lahendamiseks hakati 20. sajandi algus
aastatel priigi ladestamist kontrollima ning priigilaid hooldama. Alustati priigilademe
tihendamisega, priigilaid iimbritseti aedikutega ning priigilate pdhjad tehti vettpidavamad.
Modeldi vélja ka keerulisemaid tehnoloogiaid, kuid jouti jareldusele, et tegelema peaks ka
probleemi allikaga. Loodi jadtmekaitlushierarhia, mille olulisimad mérksonad on
taaskasutus ning iimbertdotlemine, kuid sellele vaatamata ladestatakse maailmas endiselt
suur osa jadtmeid priigilatesse - nditeks USAs iile 50% olmejaatmetest, (Majdinasab ja Yuan,
2017). Euroopas on erinevatel andmetel 150000-500000 priigilat, mis mahutavad
hinnanguliselt 30-50 km? jaitmeid (Hogland et al., 2011; Burlakovs, et al., 2017).

Priigi ladestamine ei ole tdnapdeval enam lihtsalt priigimdgede loomine, tegu on labimdeldud
tehnoloogilise  lahendusega, mida ei nimetata jddtmete korvaldamiseks vaid
kéitlusprotsessiks (Kriipsalu, et al., 2016). Selleks, et viltida ja vdhendada jadtmete
ladestamisest tulenevat negatiivset mdju keskkonnale, tuleb priigila rajamise, kasutamise,
sulgemise ja jarelhoolduse perioodil jélgida seadustes etteantud ndudeid. Eelkdige tuleb
vihendada moju pinna- ja pohjaveele ning véltida 6hu saastumist. Lisaks tuleb pidurdada
kasvuhooneefekti pohjustavate gaaside teket ning levimist atmosféari. Priigila kavandamisel
vOetakse arvesse, et koht kuhu priigila luuakse oleks valitud nii, et priigilast ldhtuv
keskkonnaoht ja keskkonnahdiringud on vdimalikult véikesed. Priigila rajamisel ldhtutakse

maa sihtotstarbest, planeeringust ja haldusjaotusest, maa-ala geoloogilistest ja
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hiidrogeoloogilistest tingimustest ning ohust, mida tekitab priigila pollumajandusmaade ja

veekogude laheduses (RTL 2004, 56, 938).

Jaatmekaitlustehnoloogiad priigilates on viimase saja aastaga niivord palju arenenud, et
tdnapdevastele nduetele vastavates priigilates on enamus senistest probleemidest kas
vihenenud vOi hoopis korvaldatud. Tianapdevased nouetele vastavad priigilad on
iimbritsevast keskkonnast eraldatud ning tavakodanik sinna niisama priigi visata ei saagi.
Eestis kogutakse jadtmed koigepealt jadtmejaamadesse ning parast sorteerimist ladestatakse
vaid selline priigi, mida ei ole vdimalik taaskasutada ega timber t66delda (ENVIR, 2014).

Sellele vaatamata on potentsiaalsed héiringud samad, mis eelmisel sajandil.

Osa keskkonnahdiringutest on seotud priigila ladestamisfaasiga, osa ilmneb voi kestab ka
parast priigila aktiivse kasutuse 10ppu ning sulgemist (Kriipsalu, et al., 2016).
Keskkonnamdjude hindamiseks tuleb nii priigila kasutusajal kui ka pérast selle sulgemist

erinevaid parameetreid seirata (RTL 2004, 56, 938).

Priigilatega kaasnevaid keskkonnahdiringuid on mitmesuguseid. Naiteks voib priigilast
tekkiv ndrgvesi reostada pinna- ja pohjavett (Kriipsalu, et al., 2016). Norgveega seotud
probleemide véltimiseks peab priigila olema rajatud nii, et see on aluspinnasest lahutatud.
Priigila alus ja kiiljed peavad olema ehitatud homogeensest kihist, mille filtratsioonimoodul
ning paksus on sellised, mis tagavad pinnase, pinna- ja pdhjavee kaitse (RTL 2004, 56, 938).
Priigila regulaarne katmine aitab ka vdhendada haisu probleemi ning pidurdab lendpriigi
laialikandumist. Lendpriigi levimist pidurdab ka priigila pidev tihendamine, mis vihendab
ka kahjurite elupaiku ning vdhendab lindude kogunemist. Kuid tihendamine toob endaga
kaasa rasketehnika kasutamise ning sellest tingitud miira levimise. Pérast priigila sulgemist
on probleemiks ka priigilagaasi emiteerumine, mida leevendatakse gaasikogumissiisteemide

voi biofilter-kattekihi paigaldamisega (Kriipsalu, et al., 2016).

Selleks, et teada, kuidas priigila keskkonda mdjutab, tuleb jilgida nii seda, mis priigilasse
tuuakse kui ka seda, milline on olukord ldhedal olevates veekogudes ning kas ja kui palju
gaasi priigilast lendub. Priigilate olelusiga on médramatu pikkusega ning keskkonnamdjud
voivad kesta sadu aastaid. Vaatamata sellele, et ladestustehnoloogiaid ning jaatmekiitlus
meetmeid muudetakse aina efektiivsemateks, ei oOnnestu kogu priigilates tekkivat

priigilagaasi koguda, priigilapiirded ei ole igavesti sama efektiivsed ning pole kindel, kuidas
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need aastate jooksul amortiseeruvad ning jarelhooldus suletud priigilates voib osutuda

majanduslikult koormavaks (Kriipsalu, et al., 2016).

Priigilate sulgemine

Priigila kavandatakse vOimalikult pika kasutusajaga. Sobilik kasutusiga on 25-30 aastat
(RTL 2004, 56, 938; Kriipsalu, et al., 2016). Priigila suletakse, kui seda ametlikult ndutakse,
kui lade on joudnud projekteerimiskdrguseni voi kui priigila on saavutanud projektikohase
mahu. Priigila sulgemine on mitme etapiline tegevus. Esmalt koostatakse selleks
sulgemisprojekt (Kriipsalu, et al., 2016), millele eelneb priigila kéitaja korraldatav suletava
priigila keskkonnamdju hindamine (vdiksema kui 1,5 hektari suuruse priigila sulgemisel pole
see siiski kohustuslik). Priigila sulgemisel tuleb moelda sulgemistoode ajakavale, selle
maksumusele, vastavusele oigusaktidele, tehnilistele lahendustele ja seirele ning
jarelhooldusele (RTL 2004, 56, 938).

Kunagisi priigilaid on Eestis kokku loetud iile viiesaja (ENVIR, 2014). Sinna hulka kuulusid
segajadtmepriigilad, to0stusjddtmepriigilad, setteviljakud ning loomamatmispaigad. Ténu
Euroopa Liidu direktiividele ning keskkonnajérelvalve tdhususe kasvule on Eestis nduetele
mittevastavaid priigilaid hoogsalt suletud. Aastatel 2000 — 2018 on priigilate arv vihenenud
170-It 5-le (joonis 1).
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Joonis 1. Priigilate arvu vidhenemine Eestis 2000-2018 aastatel. Allikas:
Keskkonnaagentuur.
Eestis on 2018. aastal viis tootavat tavajddtmepriigilat: Tallinna Jadtmete

Taaskasutuskeskus, Uikala, Paikre, Viitsa priigila ning Torma priigila, viimase
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sulgemistoddega on juba alustatud. Vastavalt jddtmeseadusele 10petati 2009. aasta 16.
juuliks priigi ladestamine keskkonnandutele mittevastavates priigilates ning koik
mittevastavad priigilad suleti (RT I 2004, Jadtmeseadus). Vastavalt keskkonnaministri
madrusele nr 38 (29.04.2004) ,,Priigila rajamise, kasutamise ja sulgemise nduded* (§ 62 Ig
2) pidid koik suletud priigilad olema korrastatud paragrahvides 39-42 sitestatud korras
hiljemalt 16. juuliks 2013 (RTL 2004, 56, 938). Priigila sulgemisel tuleb jadtmelade katta.
Tavajddtmepriigilal peab olema gaasi kogumise kiht, vettpidav mineraalkiht, dreenikiht ning

kattepinnas (RTL 2004, 56, 938).

1.3. Priigilagaas

Uks probleemidest, mis suletud priigilatega kaasneb, on see, et priigila sulgemine ei peata
sealseid keemilisi, fiilisikalisi ning bioloogilisi protsesse ning nende tulemusena tekib
priigilas priigilagaas, mis emiteerub atmosfddri. Priigilagaasi toodetakse priigilas
mikroorganismide poolt veel 20-30 aastat parast olmejadatmete priigilasse ladestamist (EPA,
2016). Priigilate tottu satub Maa atmosfddri tuhandeid tonne kasvuhoone gaase, mis
mojutavad Maa kliimat. Priigilagaas on igasugune gaas, mis tekib priigilasse ladustatud
jaatmetest (RTL 2004, 56, 938). Teise definitsiooni kohaselt on priigilagaas (voi ka
biogaas) anaeroobse kadritamise teel saadud gaasiline kiitus, mis koosneb metaanist (CHa4),
stisinikdioksiidist (CO>) ja teistest gaasilistest ainetest (tabel 1) (Cheremisnoff, 2003), mida
toodetakse looduslike protsesside kdigus soodes ja rabades aga ka priigilates ning
spetsiaalsetes kadritites sonnikust, reoveest, rohtsest biomassist ja teistest biolagunevatest
jaatmetest. Priigilagaas v3ib oma koostise tottu olla plahvatusohtlik ning tervistkahjustav.
Selle kaks mahuprotsendilt olulisemat komponenti on CHs ja siisihappegaas CO> (tabel 1).
Priigilagaasi koostises on molekulaarne ldmmastik metaani ja siisithappegaasi korval
mahuprotsendilt kolmas gaas, kuid lammastikku vOib esineda priigilagaasis veel ka
lammastikoksiidi (NO), dildammastikoksiidi (N20) v6i ammoniaagina (NH4) (IPCC 2007).
Vihem tekib priigilas bioloogiliste ja keemiliste protsesside tulemusel halogeniide, sulfiide
— nende sisaldus ei iileta 1%. Sealjuures on ammoniaak rasvade ja valkude lagunemise

produkt, valkude lagunemisel tekib ka vesiniksulfiid (Fang, et al., 2012).
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Tabel 1. Ainete sisaldus priigilagaasis (Cheremisnoff, 2003).

AINE SISALDUS
Metaan (CHa) 35-60%
Siisinikdioksiid (CO2) 35-55%
Lammastik (N2) 0-20%
Hapnik (O3) 0-2,5%
Vesiniksulfiid (H2S) <1%
Halogeniidid <1%

Vee aur (H20) 1-10%
Orgaanilised ithendid (va metaan) <1%

Priigilagaasi komponentide vahekord soltub priigila vanusest. Priigilast tekkivate gaaside
ajaline diinaamika on jagatud viieks etapiks (joonis 2). Algfaasis (faas 1) toimub aeroobne
bioloogiline lagunemine, mis algab kohe, kui bioloogiline materjal priigilasse ladestatakse.
Aeroobseks muudab protsessi tingimus, et priigi vahel on kiillaldaselt ruumi, mille tédidab
ohuhapnik. Selles faasis tekib kdige rohkem ldmmastikku ning hapniku osakaal protsessis
on suur. Uleminekufaasis (II faas) aeroobne lagunemine aeglustub vihenenud hapniku ning
lammastiku hulga tottu priigilas. Samas suureneb vesiniku ja siisihappegaasi hulk
keskkonnas ning keskkond muutub bioloogiliste protsesside tulemusel happelisemaks.
Happelises anaeroobses hiidroliiiisi faasis (III faas) toodetakse kdige rohkem siisihappegaasi,
algab metaani tootmine ning vesiniku hulk keskkonnas vdheneb. Keskkonnas on kdige
arvukamad happeid tootvad ehk atsidogeensed mikroorganismid ning metanogeene esineb
vihe. Metanogeenid hakkavad domineerima neljandas etapis ehk metaankédrimisfaasis, kus
nad toodavad kolmandas faasis moodustunud dédikhappest metaani ja siisinikdioksiidi, mille
tottu touseb keskkonna pH. Metaankdarimisfaas on kdige pikem ning kattub ajaliselt priigila
sulgemisega. Priigilagaasi tekkimine hakkab vdhenema siis, kui kogu orgaaniline materjal
on oksiideeritud metaaniks ja siisihappegaasiks ning viiendas ehk stabiliseerumisfaasis

protsessid vaibuvad (Tchobanglous ja Kreith, 2002).
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Joonis 2. Priigilagaasi komponentide tekkimise viie-faasiline (I-V) diinaamika priigilates
(Tchobanglous ja Kreith, 2002).

Keskkonnaministri mairusest nr 38 ,,Priigila rajamise, kasutamise ja sulgemise nduded™
(RTL 2004, 56, 938) tulenevalt peab priigila rajamisel, kasutamisel, sulgemisel ja
jarelhooldusperioodil véltida voi vihendada priigilagaasi sattumist atmosfédri. Priigilad, kus
ladestatakse biolagunevaid jaatmeid, varustatakse jddtmeseaduse (RT | 2004, 9 52,
Jadtmeseadus) jargi gaasipiiiide ja —kogumise seadmetega selleks, et viltida priigilagaasi
kontrollimatut kogunemist ning védljaimbumist. Priigila kditajal on iilesanne korraldada
priigilagaasi emiteerumise seire ning gaasi kogumine. Nditeks on kohustuslik mdota
metaani, siisinikdioksiidi ning hapniku sisaldusi ning kontrollida jarelhooldusperioodil
gaasieemaldussiisteemi tohusust. Kogutud priigilagaas taaskasutatakse voi kui see ei ole
voimalik, siis priigilagaas poletatakse (RTL 2004, 56, 938), kuid need tehnoloogiad ei ole
jatkusuutlikud vo1 majanduslikult tasuvad (Kriipsalu, et al., 2016). Uuringud on néidanud,
et on priigila kattekihil suur perspektiiv metaani emissiooni vidhendamisel viikepriigilates

(Huber-Humer et al., 2009; Maanoja ja Rintala, 2015).

1.3.1. Metaan

Priigilagaasi iiheks olulisimaks komponendiks on metaan (Cheremisnoff, 2003; Majdinasab
ja Yuan, 2017). CHas on vdhemiirgine, kuid lammatav, 1dhnatu, vérvitu ning kergestistittiv
gaas, mis tekib orgaanilise aine lagunemisel anaeroobses keskkonnas. Metaan on iiks
kasvuhoonegaasidest, mille mdju kliimale on jirjest tugevnemas. Metaani kontsentratsioon

atmosfadris oli 2015. aastal 1834 ppb (Dalsoren, et al., 2016). Viimase kahesaja aastaga on
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metaani hulk atmosfédris kahekordistunud (Huber-Humer, 2004). 18. sajandi keskel oli
metaani kontsentratsioon atmosfadris 722 ppb (IPCC, 2013). Praeguseks hinnatakse, et
metaani lisandub atmosfaari ligikaudu 1% aastas (Xu, et al., 2018).

Inimtekkelise CHs allikate hulka kuulub lisaks kariloomade pidamisele, biomassi
poletamisele, riisi kasvatamisele ning fossiilsete kiituste kasutamisele ka jddtmete kditlemine
(Karakurt, et al, 2012; Bridham, et al, 2013). Ligikaudu 60% - 70% metaani emissioonist on
antropogeenset pdritolu (Le Mer ja Roger, 2001; Karakurt, et al., 2012) kusjuures
jaatmemajandus on suuruselt kolmas antropogeense metaani allikas (Caisis, et al., 2013;
USEPA, 2012), mille panus on 3% - 10% globaalsest metaani emissioonist (Bogner ja
Matthews, 2003). Euroopa riikides péarineb 82% jadtmemajanduses tekkivast metaanist
olmejdatmete priigilatest (EEA, 2014).

Vaatamata sellele, et metaan plisib atmosfairis tunduvalt liihemat aega (12 aastat) kui CO>
(172 aastat), on sellel gaasilisel iihendil ligi kolm korda kdrgem soojuskiirguse neelamise ja
kiirgamise voime ning 23-25 korda suurem globaalse soojenemise tekitamise potentsaal kui
COq-l (IPCC, 2007; Lohila, et al., 2007). CO- piisib atmosfaéris kauem ning tema mdju on
pikaajalisem, metaan eemaldatakse atmosfdérist keemiliste protsesside tulemusel.
Vaatamata sellele, et metaani mdju atmosfédris on suhteliselt liihiajaline on see mdju
mairgatav atmosfddri keemilisele koostisele kuna metaan on keemiliselt aktiivne iihend.
Naiteks takistab metaan kloro-fluoro siisivesinike looduslikku eemaldamist ning aitab kaasa

osoonikihi hdvimisele (Le Mer ja Roger, 2001).

1.4, Metaanilagunduskate

Viikepriigilates ei pruugi gaasi kogumine voi koha peal pdletamine end dra tasuda, sest
metaani tekib vihe. Nii keskkonna seisukohalt kui ka majanduslikult on otstarbekas rajada
sellistele priigilatele biofilter-kattekiht ehk bioaktiivne kattekiht enk metaanilagunduskate,
mille abil saab priigilagaasi emiteerumist ohjata (Maanoja ja Rintala, 2015; Kriipsalu, et al.,
2016). Metaani lagundamine saab toimuda tdnu sellele, et kattekihi hdivavad elupaigana

metaani bioloogiliselt lagundavad mikroorganismid (Abushammala, et al., 2014).

Biofilter-kattekiht koosneb tavaliselt kahest peamisest osast: priigilademe peale loodud
gaasijaotuskihist (GJK) ning metaanioksiidatsioonikihist (MOK) (Nagendran, et al., 2006),

mille peal on haljastatav kasvumullakiht. Haljastuskiht pakub kaitset erosiooni eest ning
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haljastus voib metaani lagundamist elavdada, kuna taimed seovad liigvee, pakuvad varju
otsese paikesekiirguse eest ning hoiavad kuival ajal niiskust. Bioaktiivne kattekiht rajatakse
priigilale selle sulgemise ajal ning CH4 efektiivseks lagundamiseks metaanilagunduskattes

peab see olema sobivate omadustega (Maanoja ja Rintala, 2017).

1.4.1. Metaanilagunduskatete omadused

Metaani okslideerimise potentsiaal priigila pinnakattes sdltub pinnase orgaanikasisaldusest,
16imisest, niiskusesisaldusest, temperatuurist, pH tasemest, toitainete ja hapniku sisaldusest,
taimede olemasolust ja liigilisest koostisest, oksiidatsioonikihi paksusest ning priigilademes
toodetud metaani kogustest (Majdinasab ja Yuan, 2017; Maanoja ja Rintala, 2017). Erinevad
uuringud Kkattepinnase materjali kohta (tabel 2) on ndidanud metaani oksiideerimise méaédra
vahemikus 20% - 100%.

Tabel 2. Metaani oksiidatsiooni potentsiaal erinevate orgaaniliste pinnasekomponentidega

priigilates (Majdinasab ja Yuan, 2017).

Priigila katte materjal CHa4 oksiidatsioonivéime CHa Viide

Oksitidatsiooni  Oksiidatsiooni ~ koormus

efektiivsus (%) aktiivsus (g CHa

(gCHam?d?) m2d?)
Priigila kattepinnas 20-100 35,3- (Gerbert, et al.,
84,7 2011)

Korge orgaanikasisaldusega 25-100 (Rachor, et al.,
mineraalpinnas 2011)
Testpinnas, ilma kompostita 63 19,5 29,4 (Abichou, et al.,
Kompostiga kattepinnas 100 2,69 2,69 2009)
Aiandusjddtmed, aktiivmuda = 23-56 45-112 179-201  (Pedersen, et al.,
kompost 2011)
Pinnase segu vihmaussidega  99-100 232 233,6 (Park, et al.,
Pinnasesegu aktiivsiisiniku 99-100 232 233,6 2008)
lisandiga
Lisandita priigila kattepinnas 51 118 233,6
Bioloogiliselt ja mehaaniliselt 22-82 30-78 (Einola, et al.,
toodeldud olmepriigi 2008)

Metaani oksiideerivad bakterid on aeroobsed organismid ning neile tuleb tagada hapniku
juurdepads. Kattematerjalina kasutatav pinnas peab olema piisavalt poorne, sest poorne
keskkond annab voimaluse allpool (pohiliselt priigilademes) toodetud metaani levimiseks.
Uuringud niitavad, et piisava poorsuse tagab kattepinnas, kus Shuga tdidetud pooride
osakaal on 17,5% - 25% (Huber-Humer, et al., 2009; Gerbert, et al., 2011). Erinevate
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uuringute pohjal sobib metaani lagundamiseks keskkond, mille pH jdidb vahemikku 6,5-8,5
ning sobiva kattepinnase niiskussisaldus voiks olla vahemikus 20% - 50% (Huber-Humer,
et al., 2009; Wang, et al., 2011). Kdige kdrgemaid oksiidatsiooni efektiivsusi on saadud
toitainerikastes pinnakatetes. Nendes uuringutes, kus pinnakattele on lisatud orgaanilist
materjali toitainetega rikastamiseks, on suudetud saavutada tdiclik metaani oksiidatsioon
(tabel 2). Naiteks savimuldadel on kiimme korda vdiksem metaani oksiideerimise voime Kui
korge toitainesisaldusega materjalil. Véetise lisamisega kattepinnasele on voimalik metaani
oksiideerimist suurendada, kuid pinnase niiskuse sisaldus peaks olema iile 15% (Hrad, et al.,
2012). Pinnases, kus niiskusesisaldus on alla 15%, vo0ib véetiste lisamine metaani

oksiidatsioonile mojuda negatiivselt.

Tavaparane MOK-i tiisedus on 100 cm v3i rohkem ning selle all on vdhemalt 10-15 cm
paksune gaasijaotuskiht (GJK) (Abushammala, et al., 2014), mis juhib priigilademes tekkiva
gaasi iihtlaselt oksiidatsioonikihini. Tohusaks CH4 lagundamiseks peab oksiidatsioonikiht
olema homogeenne (Kriipsalu, et al., 2016).

Kuigi metaanilagunduskatte pinnakiht talvel kiilmub, ei lakka metaani lagunemine, sest
paksu oksiidatsioonikihi alumises osas temperatuur alla nulli ei lange. Ehkki metaani
oksiideerimiseks optimaalne temperatuur on umbes 30 °C (Huber-Humer, 2004; Einola, et
al., 2007), on uuringud ndidanud, et 5 °C vélistemperatuuri korral oli temperatuur 80 cm
sligavusel kattepinnases pisivalt 15 °C vdi vdi rohkem, mis on piisav metaani
oksilideerimiseks (Scheutz ja Kjeldsen, 2004). Kihi labikiilmumise ohtu vihendab ka see, et
metaani lagunemine on eksotermiline — ithe mooli metaani oksiideerimisel vabaneb
ligikaudu 882 kJ soojusenergiat. Hasti ehitatud oksiidatsioonikiht ei lase peaaegu iildse
metaani 1dbi ning metaani Ohuheide jddb samasse suurusjirku kui looduslikest

okostisteemidest (Chiemchaisri ja Chiemchaisri, 2004).

Lisaks kattematerjali omadustele sdltub metaani oksiideerimise efektiivsus ka metaani
hulgast, mis priigilademes tekib. Priigilagaasis metaani kontsentratsiooni kasvuga 0,01%-It
10%-ni suurenes CH4 oksiidatsiooni aktiivsus tihes tunnis 0-st kuni 5,5 pmol/g-ni (Wang, et
al., 2011). Korgematel kontsentratsioonidel oksiidatsioonimdir stabiliseerus ning jéi 6
umol/g h juurde. Metaanivoo intensiivsus soltub priigilademe omadustest: ladestatud
jadtmete mahust, orgaaniliste jadtmete sisaldusest, jadtmete vanusest ning priigilademe

fiitisikalistest parameetritest (Scheutz, et al., 2014).
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1.4.2. Metaani bioloogiline tootmine

Metaani tootmist nimetatakse metanogeneesiks ning selleks on vaja nii Hz, COz, atsetaadi,
metanooli kui ka metiiiilgruppi sisaldavate substraatide olemasolu keskkonnas (Hunger, et
al., 2011). Aastane metaani emissioon on ligikaudu 600 Tg, millest 40% on périt looduslikest
allikatest ning 60% inimtekkelistest allikatest (Karakurt, et al., 2012). Metanogenees on
stisinikuringes oluline protsess, milles metanogeensed arhed viivad anaeroobsetes
tingimustes 14bi orgaanilise aine lagunemise viimast faasi, mille 16pp-produktiks on CHs
(Juottonen, et al., 2006). Metanogeenide elutegevuse kiigus tekkiv CHs moodustab

hinnanguliselt 70% - 85% kogu metaani emissioonist (Karakurt, et al., 2012).

Metanogeensed arhed on fiillogeneetiliselt viga mitmekesine grupp anaeroobseid organisme,
kes kuuluvad Euryarchaeota hdimkonda. Nad on Kklassifitseeritud nelja klassi
(Methanobacteria, Methanomicrobia, Methanococci, Methanopyri), kuude seltsi, 12

sugukonda ning 35 perekonda (Nazaries, et al., 2013; Dean et al., 2018)

Metanogeenide elukeskkonnad vdivad olla mitmesugused; enamus metanogeene on
mesofiilsed ning elavad neutraalses keskkonnas. Kuigi neid organisme on leitud viga
erineva temperatuuriga keskkondadest (4°C - 110°C), jddb enamasti nende organismide
kasvuks optimaalne temperatuur vahemikku 20°C - 40°C (Gracia, et al., 2000). Sobivaim
pH vahemik on enamustele metanogeenidele 6,0-8,0, kuid on leitud ka organisme, kes
eelistavad happelisemaid (5,6-6,2) ning aluselisemaid (8,0-9,2) keskkondi (Gracia, et al.,
2000). Metanogeene on leitud looduslikest margaladest, riisipdldudelt, priigilatest,
ookeanidest, loomade ja inimeste seedekulglast, kuumaveeallikatest, happelistest setetest,

olireservuaaridest ning kivisoest (Brochier-Armanet, et al., 2011; Nazaries, et al., 2013).

Metaani tootmine on neljaastmeline protsess, mis koosneb makromolekulide ja poliimeeride
esmasest hiidroliiiisist, atsidogeneesist, atsetogeneesist ning alles seejarel metanogeneesist.
Sellesse on kaasatud mikroorganisme mitmetest rithmadest. Kuna metanogeenid ise ei suuda
kasutada keerulisi orgaanilisi tihendeid, vajavad nad teisi anaeroobseid mikroobe enda
imber, kes muudavad keerulisemad iihendid lihtsateks suhkruteks ning rasvhapeteks
(Serrano-Silva, et al., 2014). Siintroofilised bakterid toodavad metanogeenidele vajalikku
atetaati, metiitilformaat, vesinikku (H2) ja CO2 ning metanogeneesi aktiivsus soltub suuresti

sellest, kui palju on kogu protsessi eelnevates etappides tekkinud vesinikku ning atsetaati.
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Metaani tootmine metanogeenide poolt on keeruline ning unikaalne anaeroobse hingamise
viis, milleks on vaja kuue koensiitimi (ferredoksiin, metanofuraan, tetrahiidrometanopteriin,
koensiitim F420, koensiitim M ning koensiitiim B olemasolu (Ferry, 2010)). Kolm peamist
metanogeneesi substraati on COy, atsetaat ning metiiiilgruppi sisaldavad iihendid nagu
nditeks metanool, amiinid ning sulfiidid. Vastavalt mikroobide kasutatud metabolismirajale
jaotatakse metanogeenid hiidrogenotroofseteks, atsetoklastilisteks ning muid metiiiilgruppe
sisaldavaid {ihendeid lagundavateks organismideks. Kuigi ensiimaatilised reaktsioonid ning
vaheiihendid on igal metabolismitiiiibil erinevad on viimane etapp (metaani teke) koigil
organismidel sarnane (Dean, et al., 2018). Hiidrogenotroofse ning atsetoklastilise
toitumistiitibi puhul seotakse viimases etapis esmalt metiitilgrupp valgulisele kandjale,
seejarel toimub metiitilgrupi iileviimine membraanseotud koensiitimile M ning sealt edasi
toimub metiiiil-koensiiimi M redutseerimine metaaniks. Viimast reaktsiooni kataliiiisib
ensiiiim metiiil-koenstiim M reduktaas (MCR) ning see etapp on teadaolevalt koikidel

metanogeenidel tihesugune (Narihiro ja Sekiguchi, 2011; Nazaries, et al., 2013).

Ehkki varasemates uuringutes kasutati metanogeenide tuvastamiseks ja kvantifitseerimiseks
keskkonnas markergeenina arhede 16S rRNA geeni, on selle geeni kasutus markergeenina
osutunud problemaatiliseks suure fiilogeneetilise mitmekesisuse tottu. Téanapdeval on
metanogeenide madramiseks markergeenina kasutusele voetud MCR-d kodeeriv geen mcrA.
MCR koosneb kolmest subiihikust: A, vdike kofaktor B ja C. Metiiiili reduktsioon arvatakse
asuvat subiihikus C, mis omakorda koosneb kolmest alaiihikust a, 3 ja y, mida kodeerivad
geenid mcrA, mcrB ning merG (Juottonen, et al., 2006; Narihiro ja Sekiguchi, 2011). McrA
kasutamise eeliseks on see, et seda markergeeni on vOimalik seostada ka 16S rDNA

fiillogeneesiga (Juottonen, et al., 2006).

1.4.3. Metaani oksiideerimine

Metanotroofsed mikroorganismid liigituvad enamasti Gram-negatiivsete aeroobsete
bakterite hulka. Neid on kahes hoimkonnas (Proteobacteria ja Verrucomicrobia), kolmes
seltsis (Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria, Verrucomicrobiae) ning neljas
sugukonnas (Methylococcaceae, Methylocystaceae, Beijernickaceae,
Methylacidiphilaceae). Kokku on identifitseeritud 21 perekonda ning 56 liiki metanotroofe.
Vastavalt morfoloogilistele, fiisioloogilistele ning geneetilistele erisustele on nad jagatud

kolme gruppi: titip 1 (Gammaproteobacteria), tiitip 2 (Alphaproteobacteria), tiitip 3
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(Verrucomicrobia) (Semrau, et al., 2010, Knief, 2015). Kui enamasti on metaani
okstidatsioon aeroobne protsess, kus elektroni aktseptorina kasutatakse hapnikku, siis on
olemas ka anaeroobne metaani oksiideerimine, kus elektroni akseptorina kasutatakse
sulfaati, nitraati, nitritit ja metalli oksiide (Xu, et al., 2018). Anaeroobne metaani
oksiidatsioon viiakse ldbi tihedalt omavahel seotud anaeroobsete metanotroofsete arhede
ning sulfaati redutseerivate bakterite (Desulfosarcina, Desulfococcus) poolt (Knittel ja
Boetius, 2009; Wendlandt, et al., 2010). On leitud ka organismid, kes viivad ldbi
denitrifitseerivat anacroobset metaani oksiidatsiooni (DAMO). Héimkonda NC10 kuuluvad
Can. Methylomirabilis oxyfera ja Can. Methanoperedens nitroreducens kasutavad
anaeroobses keskkonnas metaani oksiideerimisel elektroni aktseptorina nitritit ning protsessi
16pp-produktideks on N2 ning CO. (Ettwig, et al., 2009, 2010, Xu, et al., 2018). Neid
organisme on uuritud vdhe, kuna nende detekteerimine on keeruline, sellele vaatamata on
neid leitud véga erinevatest keskkondadest: jarvedest, jogedest, margaladelt ja mullast. Tegu
on unikaalse liiliga siisiniku- ning lammastikuringe vahel, mis vdhendab metaani emissiooni

atmosfaari (Wendlandt, et al., 2010; Hui, et al., 2017).

Metanotroofid toituvad ainult metaanist voi metanoolist, mis on neile nii siisiniku kui energia
allikaks. Metanotroofe leidub ka paljudes anoksilistes ja oksilistes keskkondades. Neid on
leitud nii rabadest, mérgaladest, mullast kui ka priigilatest, kus nad toituvad metanogeneesist
tekkinud metaanist ning vihendavad seeldbi metaani emissiooni (Nazaries, et al., 2013).
Metanotroofid vdivad dra kasutada 10% - 90% toodetud metaanist enne selle atmosfédri

joudmist (Semrau, et al., 2010).

Koik aeroobsed metanotroofid tarbivad metaani 14bi omavahel seotud reaktsioonide, mis
toimuvad tdnu erinevatele ensiiiimidele. Esmalt metaan hiidroksiiiilitakse, reaktsiooni
kataliiiisib metaan-monooksiigenaas (MMO) ning protsessis on vajalik ka tihe hapniku
aatomi osalemine, teine hapniku aatom reageerib vesinikuga ning korvalproduktiks on vesi.
Metaani hiidroksiitilimine vajab pidevat vesinikioonidega varustatust, mistdttu on tegu
energiat tarbiva reaktsiooniga (AlSayed, et al., 2018). MMO vaib olla rakus nii lahustunud
kujul ehk SMMO (soluble MMO) kui membraaniga seotud ehk pMMO (particulate MMO)
(Wendlandt, et al., 2010). Metaani esmase oksiidatsiooni kéigus tekib metanool (CH3zOH),
mis oksiideeritakse ensiilimi metanooli dehiidrogenaas (MDH) abil siisihappegaasiks,
kusjuures vaheiihenditena tekivad metanool ehk formaldehiitid (CH20) ning metaanhape
(CH203) (joonis 3) (Rastogi, et al., 2009; AlSayed, et al., 2018).
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Joonis 3. Metaani oksiideerimise skeem (AlSayed, et al., 2018 jargi)

PmoA geeni, mis kodeerib pMMO 3 subiihikut, peetakse sobivaks markeriks metanotroofide
fiilogeneetilise kuuluvuse uurimisel erinevates keskkondades ning see geen on koige
sagedamini kasutatav markergeen aeroobsete metanotroofide méaaramiseks (Knief, 2015).
Anaeroobsete metaani oksiideerivate organismide médramiseks on kasutusel praimerid, mis

on alles hiljuti vélja tootatud (Ettwig, et al., 2009, Xu, et al., 2018).

Metanotroofsed organismid asustavad priigila oksiidatsioonikihi iihe kuni kahe niddalaga
(Bogon ja Kiihle-Weidemeier, 2008). Tegu on iisna kohanemisvdimeliste organismidega,
kes suudavad toimida ka siis, kui metaani ei ole kuigi palju (Knief, 2015). Oksiidatsioonikihi
toime on isereguleeruv: kui gaasi toodetakse rohkem, on ka rohkem metanotroofe (Bogon ja
Kiihle-Weidemeier, 2008).
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2.

2.1.

Materjal ja metoodika

Prooviala kirjeldus

Kéesoleva magistritoé proovimaterjal koguti Saaremaa vallas (endises Ladne-Saare vallas),
Kudjape alevikus asuvast suletud priigilast (58.268683 °N, 22.538560 °E) (joonis 4).
Kudjape priigila avati 1970. a ning kuni 2000. aastani ladestati jddtmeid priigila 1,5 hektari
suurusesse vanemasse ossa. Aastatel 2000-2009 ladestati jadtmeid uuele 2,7 ha suurusele
alale. Maksimaalne priigikihi korgus priigilas oli 12 meetrit ja ladustatud priigis leidus 65%
polevmaterjali, 30% lagunenud orgaanilisi jadtmeid ja 5% muid jaatmeid (Bhatnagar, et al.,
2017).

Somera \ A i o Pahkla
ebe nsie
4 s e o Laadjala Sauaru
Arandi o o Suur-Randvere,
P
Kuusiku
i < °T6 o Tahula >
” © Paevere Toll
o Viidu 3 24 o Upa
o Kaesla o Kogula -
e i Mullutu o o Unimée | Sikassaare o Lilbi /o Kardu )
2 lipla
Parila” o Paimala
Vaivere o o
Ri Vatskula
Ngtee
~ udjape
\\\(& y A o Kasti
» <L)
o 3
o Vi
o ressaare o
\Y
< Muratsi \0‘Q
& O
R s> o Tirbi
4 \~0
Nasva §
§ N
Kiuyfssaare laht éf é,\\o
. \»\\‘“‘ Ennu laht
" o 2im
— 2w |
1:1845 %& e p - o Abmuka 1:118110

Joonis 4. Kudjape suletud priigila asukoht Saaremaal ning proovivotukohtade K1, K2, K3
(mérgitud punaste tappidega vasakul aerofotol) paiknemine endise priigila territooriumil
(Aluskaart: Maa-amet, 2018)

Priigila sulgemise ja korrastamisega hakati tegelema 2005. aastal. Kuna priigilal puudus
keskkonnaministri madrusele (RTL 2004, 56, 938) vastav vettpidav kiht priigilademe all,
vottis Keskkonnaamet vastu otsuse kaevata priigila lahti, luua vettpidav kiht ning seejérel
katta Kudjape priigila metaanioksiidatsioonikattega, mille paksus ladestusala uuemas osas
oleks 1,2 m ning selle all paikneks 0,5 m paksune gaasijaotuse aluskiht (Ratas, 2011;

Bhatnagar, et al., 2017). 2012. aastal alustati sulgemistoodega, mille kdigus kaevati
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priigilade 80 000 m® ulatuses libi ning sorteeriti sealne materjal biofilter-kattekihi,
drenaazikihi ja biokiituse tootmiseks, iimbertddtluseks mittesobiv materjal taasladestati ning
tihendati. Priigila katmiseks kulus 60 000 m® kattematerjali: peenfraktsiooni (<40 mm)
kasutati priigila biofilter-kattekihi rajamiseks ja viljasorditud suured (>40mm) fraktsioonid
(klaas, kivid, kruus jm) leidsid kasutuse gaasi-jaotuskihi rajamisel (Ratas, 2011; Bhatnagar,
etal., 2017).

Kudjape priigila timbertodtlemise ja sulgemise projekteerimis-ehitustood 10opetati 2013. a
oktoobris. Sulgemistoode kaigus ladestusala ka haljastati. Haljastamisel kasutati nii
hiidrokiilvi meetodit kui ka kanti seemned otse kaetud priigila pinnale. Kiilvati heintaimede
segu: aasristikut (Trifolium pratense), karjamaa-raiheina (Lolium perenne), harilikku
keraheina (Dactylis glomerata) pilliroogu (Phragmites australis) ja aas-rebasheina
(Alopecurus pratensis), samuti istutati madalamaid pddsaid (verev kontpuu (Cornus
sanguinea), harilik kuslapuu (Lonicera xylosteum), must leeder (Sambucus nigra), ning puid
(harilik kuusk (Picea abies), euroopa lehis (Larix decidua), harilik vaher (Acer platanoides)
ja pensilvaania saar (Fraxinus pensylvanica)). Hilisema taimeuuringu tulemustest selgus, et
priigila pinnalt voib leida 52 taimeliiki ning istutatud puude sdilivusprotsent ei ole kuigi
korge (euroopa lehisel 39,5% ning harilikul kuusel 60,9%), mis vaib olla tingitud erinevatest
teguritest, naiteks priigilagaasist, kattepinnase vdhesest hapniku- ja toitainetesisaldusest,
pinnase korgemast temperatuurist ning selle kehvast struktuurist (Tammjirv, 2015).
Uuringust selgub ka, et metaanilagunduskattel olev taimestik on liigirikkam kui taimestik
tavapinnasel priigila timber. Priigila pinna on asustanud tiilipilised priigilaliigid, niiteks
harilik puju (Artemisia vulgaris), harilik kesalill (Matricaria perforata) ja harilik hiirekdrv
(Capsella bursa-pastoris) (Orb ja Sai, 2015). Lisaks haljastusele on kaetud priigila juurde
loodud juurdepéddsuteed ning koristatud jddtmed priigila Umbrusest (Projekti kood:
2.1.0201.11-0020). Méele on loodud ka vaba aja veetmise voimalused ning hetkel on tegu

mitmekiilgse puhkealaga.

Priigila katmisel paigaldati priigila tipuosa kattekihti ka kolm kattekihti ldbivat ning
priigilademesse ulatuvat torustike siisteemi (joonis 4; lisa joonis 1), mille eesmérk oli seirata
gaaside emissiooni ning kontrollida kattekihi efektiivsust parast sulgemistoode 16ppu.
Gaasikaevude konstruktsioon valiti selliselt, et mootmisi 1dbi viies annaksid tulemused infot

priigilagaasi erinevate komponentide hulgast suletud priigila kattekihi, gaasijaotuskihi ja
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priigilademe sees (50 — 225 cm siigavusel 25 cm vahedega, lisa joonis 2). Gaasiseiresiisteem

paigaldati 2013. aasta juunis (Pehme, 2013).

2.2. In situ gaaside kontsentratsiooni mdotmine

Gaasiemissioonide mootmised teostati kohapeal 9. augustil 2017 enne pinnase lahti
kaevamist koigist kolmest statsionaarsest gaasimdotmispunktist. Maarati CHs, CO2 ja O2
mahuprotsendid priigilagaasis samuti temperatuur ning vee olemasolu torustikus kasutades
gaasianaliisaatorit Geotech GA5000. Tulemused mirgiti {iles analiisaatori stabiliseerumisel

ning enne igat uut modtmist lasti analiisaatoril dhu kées stabiliseeruda.

2.3. Pinnaseproovide kogumine

Pinnaseproovide kogumiseks kaevati ettevaatlikult priigila kattekiht koigis kolmes
gaasimootmispunktis kuni priigilademeni lahti nii, et gaaside kogumistorud oleksid nihtaval
(lisa joonis 1). Pinnaseproovid koguti vahetult parast kattepinnase lahti kaevamist. Igas
punktis voeti osaproovid (5 tk) iga gaasikogumistoru korguselt kaeve seinast spetsiaalselt
pinnaseproovide votmiseks moeldud eelnevalt autoklaavis steriliseeritud 250 ml mahuga
roostevabast terasest rongastega (@ 10 cm). Igas proovivotu punktis vdeti pinnaseproovid
ka pinnakihist (0-10 cm) ja 25 cm siigavuselt. Kogutud pinnakihis olevad taimejuured koguti
eraldi. 1ga proovipunkti iga kihi viis osaproovi segati plastikaatkotis kokku (iga koondproov
umbes 1 kg) ja kotid suleti 6hukindlalt. Kokku koguti 30 koondpinnase ja 3 risosfééri proovi.
Proove hoiti kuni laborisse joudmiseni (1 60pédev) kiilmakehadega kiilmakastides. Laboris
segati proovid hoolikalt 14bi ja jaotati osaproovideks (~1000 g keemilisteks analiitisideks ja

~60 g DNA eraldamiseks), mida sailitati vastavalt +4 °C ja —20 °C juures.

2.4. Proovide keemiline analuiis

Koik priigila kattekihist voetud proovid sdeluti enne keemilisi analiitise 1dbi 10 mm-se

silmaavaga soela.

Kuivaine (KA) sisalduse médramiseks kuumutati proove 105 °C juures. Orgaanilise aine

(OA) sisaldus maédrati pdletuskaona, pdletades proove 550 °C juures 3 tundi. Orgaaniline
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aine médrati kuulveskiga (Mixer Mill M400, Retch) jahvatatud proovist. Orgaanilise aine

sisaldus arvutati protsendina kuivainest.

Elektrijuhtivus (EC) ja pH maéérati vee-ekstraktidest, mis saadi 5 g proovist ja 50 ml
destilleeritud veest. Enne analiiiisi loksutati proove tund aega orbitaalloksutil (GFL 3017)
kiirusega 140 pooret minutis. Elektrijuhtivus méérati seadmega pH/Cond340i (WTW), pH
seadmega Seven Multi (Mettler Toledo). Koik analiiiisid tehti kolmes korduses. Eelpool
nimetatud keemilised analiiisid teostati Eesti Maaiilikooli pollumajandus- ja

keskkonnainstituudi bio- ja keskkonnakeemia laboris Kaja Orupollu (PhD) poolt.

Stisiniku, 1dmmastiku ja fosfori sisaldused méairati 6hkkuivatatud ja kuulveskiga (Mixer Mill
MM400, Retch) jahvatatud proovidest. Uldsiisiniku (C) ja iildlimmastiku (N) sisaldused
madrati elementanaliisaatoriga (varioMAX, versioon CNS, Elementar) Eesti Maaiilikooli
pollumajandus- ja keskkonnainstituudi mullalaboris. Méadratud néitajatest arvutati C ja N

suhe (C/N) priigilakatte pinnases.

Fosfori analiiiisid tehti Eesti Keskkonnauuringute Keskuse Tartu osakonnas. Enne analiiiisi
proovid mineraliseeriti mikrolaineahjus kontsentreeritud ldmmastikhappe ja soolhappe

seguga, analiilis teostati aparaadiga ICP-OES (Agilent 5100) lainepikkusel 213,618 nm.

2.5. DNA eraldamine

DNA eraldamiseks pinnase- ja juureproovidest kasutati PowerSoil® DNA Isolation Kit-i
(MO BIO, USA) ning eraldamisel lihtuti tootja protokollist. DNA eraldati 250 mg
pinnaseproovist. Erinevalt standardsest protokollist teostati homogeniseerimisetapp 5000
pooret minutis 20 sekundi jooksul homogenisaatoril Precellys 24 (Bertin Technologies,
Prantsusmaa). DNA saagise suurendamiseks pesti DNA filtrilt vélja kahes etapis lisades
esmalt filtrile 60 pl C6 lahust ning tsentrifuugiti toatemperatuuril 30 sekundit 10000 x g
juures ja seejérel lisati 40 ul C6 lahust ning tsentrifuugiti taas 30 sekundit 10000 x g juures.
Eraldatud DNA kontsentratsiooni médramiseks kasutati spektrofotomeetrit Infinite 200 M
(Tecan AG, Minnedorf, Sveits) ning andmeid to6deldi programmiga i-control™. Eraldatud

DNA siilitati stigavkiilmikus -20 °C juures.
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2.6.

Geenide kvantifitseerimine

2.6.1. Kvantitatiivse poliimeraasi ahelreaktsiooni iildised tingimused

Kvantitatiivse poliimeraasi ahelreaktsiooni abil (quantitative Polymerase Chain Reaction -
gPCR) madirati proovidest bakterite 16S rRNA, arhede 16S rRNA, metaani mono-
oksiligenaasi kodeeriva pmoA ja metiiiil-koensiiim M reduktaasi kodeeriva mcrA geenide
arvukused. Lisaks testiti qQPCR-1 nitritist sdltuva metaani anaeroobse oksiidatsiooni (nitrite-
dependent anaerobic oxidation of methane — n-damo) lédbiviijate (Ca. Methylomirabilis
oxyfera) olemasolu proovialal. Kdik qPCR reaktsioonid viidi 1dbi RotorGene® Q (QIAGEN,
Foster City, CA, USA) masinas, rakendades RotorGene Series Software version 2.0.2
(Qiagen) tarkvara. Reaktsioonisegu, mille 10ppmaht oli 10 pl sisaldas 5 ul Maxima SYBR
Green Master Mix reagenti (Thermo Fisher Scientific Inc., MA, Waltham, USA), 0,2 ul
geenispetsiifilisi sobiva kontsentratsiooniga praimereid, 1 pl eraldatud DNAJ ja iilejdanud
mahus (3,6 pl) steriliseeritud destilleeritud vett. Geenispetsiifilised praimerid ja qPCR
programmid on toodud tabelis 3. K&ik proovid amplifitseeriti kolmes korduses ja igale
mootmisele lisati negatiivne kontroll, mis sisaldas koiki reaktsioonisegu komponente peale
proovi DNA. Pérast qPCR amplifikatsioonireaktsiooni méérati sulamiskdver vahemikus 70
°C kuni 90 °C (0,35 °C/3 s) pideva fluorestsentssignaali modtmisega. Mirklaudgeenide
amplifikatsiooni efektiivsusi analiilisiti programmiga LinRegPCR: v. 2016.1 (Ruijter, et al.,
2009).

2.6.2. PmoA geenispetsiifiliste praimerite qPCR reaktsioonitingimuste
optimeerimine ja maddramispiiri leidmine

Metaani mono-oksiigenaasi kodeeriva pmoA geeni amplifitseerimiseks gPCR-l valiti
kirjanduse pohjal vilja kaks praimeripaari: A189F ja mb661R ning A189F ja mb661modR
(Costello ja Lindstorm, 1999; Chang, et al., 2010) (tabel 3). PmoA geenispetsiifiliste
praimeripaaride reaktsioonitingimuste optimeerimisel kasutati Kudjape katseala proovidest
K1-ris ja K1-25 eraldatud DNAd. Sobiva praimeripaari valiku kriteeriumiteks olid:
voimalikult madalad amplifitseeritud proovide tsiiklildve vairtused (Ct), korge proovide
amplifikatsiooniefektiivsus (LinRegPCR) ning mairklaudjirjestuse amplifikatsioonil

tekkivate ebaspetsiifiliste produktide puudumine voi vdiksem hulk.
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Esmalt leiti molemale praimeripaarile qPCR-ks sobivaim praimerite kontsentratsioon
testides 0,4 uM, 0,6 uM, 0,8 uM, 0,9 uM kontsentratsioone. Praimerite
seondumistemperatuurina kasutati 58 °C ning muud reaktsiooniparameetrid vastasid

peatiikis 2.6.1. ja tabelis 3 esitatud tingimustele.

Jargnevalt testiti molema praimeripaari spetsiifilisust PmMOA mirklaudjérjestuse
paljundamisel poliimeraasi ahelreaktsiooni (PCR) ja geelivaba elektroforeesi
kombinatsioonil kasutades D1000 ScreenTape mddramiskomplekti ja 2200 TapeStation
stisteemi (Agilent Technologies, USA). PCR reaktsioonisegu sisaldas 10 pl 2x Phusion
High-Fidelity PCR Master Mix reagenti (ThermoFisher Scientific, Inc.), 0,5 pl mdlemat
praimerit (30 pmol), 7 ul steriliseeritud destilleeritud vett ja 2 ul keskkonnaproovi. PCR
programmi parameetrid olid mdlema praimeripaari puhul jirgnevad: 98 °C 30 s; 40 tsiiklit:
98 °C 10 s, 56-59 °C 30 s, 72 °C 30 s; 72 °C 8 min. Suurema hulga ebaspetsiifiliste
amplifikatsiooniproduktide tekke tottu vélistati praimeripaari A189F ja mb661modR

edasine kasutamine ning optimeerimist jatkati vaid praimeritega A189F ja mb661R.

Optimaalse praimerite seondumistemperatuuri leidmiseks amplifitseeriti testproove qPCR-
il temperatuuridel 57 °C, 58 °C, 59 °C. Muud reaktsiooniparameetrid vastasid peatiikis 2.6.1

ja tabelis 3 esitatuile.

Optimeeritud reaktsioonitingimustel méérati ka pmoA geeni kvantifitseerimisldve vaértus,
(tabel 3). LOQ leidmiseks tehti neljast proovist (K1-ris, K1-25, K1-4, K1-7) lahjendusete
rida (10 kuni 10* kordsed lahjendused). LOQ viirtuseks loeti kdige suurema lahjenduse
tsiiklildve vaartus (Ct), millel amplifikatsioon esines koigis kolmes paralleelis, paralleelide
erinevus iiksteisest oli <0,5 tsiiklit ning sulamiskdverate asukoht vastas korrektselt pmoA

positiivse kontrolli sulamiskdvera asukohale.

2.6.3. PmOoA kaliiberkovera valmistamine

PmoA geeni kvantifitseerimise standardina kasutati vektorisse pEX-A128 kloneeritud pmoA
geeni jérjestust kontsentratsiooniga 10° geenikoopiat/ul (Eurofins MWG, Ebersberg,
Saksamaa), millest valmistati 10-kordsete lahjenduste rida vahemikus 108-50 geenikoopiat

10 ul reaktsioonisegu kohta, millele vastavad fluorestsentsi vaartused méarati eelnevalt
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optimeeritud  reaktsioonitingimustel ~ (tabel 3). Kaliiberkdvera pmoA  geeni

kvantifitseerimiseks valmistas t60 autor.

2.6.4. Mirklaudgeenide koopiaarvude méddramine pinnaseproovidest

Mikroobikoosluse arvukuse hindamiseks maiérati pinnaseproovidest bakterite ning arhede
16S rRNA geenide koopiaarvud. Metanogeenide arvukust hinnati metiiiil-koenstiim M
reduktaasi kodeeriva mcrA geeni arvukuse jargi, metanotroofide arvukust metaani mono-
okstigenaasi kodeeriva pmoA geeni ning n-damo protsessi ldbi viiva Ca. Methylomirabilis
oxyfera 16S rRNA geeni pohjal. Mérklaudgeenide amplifitseerimistingimused vastasid
peatiikis 2.6.1. ja tabelis 3 esitatuile. Saadud tulemuste kvaliteeti analiiiisiti RotorGene Series
Software version 2.0.2 tarkvaraga (Qiagen). Analiiiisiti sulamiskOverate paiknemist ja kuju
ning amplifikatsioonikdverate iihtsust. Hilbivate amplifikatsiooni- ja sulamiskdveratega
proovid elimineeriti edasisest analiilisist. Proovide amplifikatsiooniefektiivsust hinnati
programmi LinRegPCR v. 2016.1 abil (Ruijter, et al., 2009) ning proovide grupeerumist
amplifikatsiooniefektiivsuste alusel kontrolliti {ihefaktorilise dispersioonanaliiiisi abil
(ANOVA, p<0,05). Amplifikatsiooniefektiivsuste alusel grupeerusid kaeve 1 ja 2 proovid

tihte rithma ning kaeve 3 proovid teise riihma.

Uuritud proovides geenikoopiate arvukuse leidmiseks kasutati enamikel juhtudel (va pmoA)
juba olemasolevaid kaliiberkoveraid. Proovidest mairklaudgeenide koopiaarvude
midramiseks kasutati standardivahemikke, mis kattusid proovide C; véirtustega ning mille
puhul proovide tehniliste paralleelide amplifikatsioonide koopiaarvude standardhélbe
védrtus oli vdhim. Esmalt leiti proovi mirklaudgeeni kontsentratsiooni (A) ja vastava
standardi erinevate punktide kontsentratsioonide (B) vaheline kordusaste vastavalt valemile
(1) (Ruijter, et al., 2009)

Kordusaste = No 4/No g = (Nt a/Eace,a) | (Nt,g/Epcep), (1)

kus:
Ny, A — mérklaudgeeni kontsentratsioon proovis fluorestsentsiihikutes

No, B — mérklaudgeeni jarjestuse kontsentratsioon standardlahjenduses

E — amplifikatsiooni efektiivsus
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N, — fluorestsentsi lavivaartus
C,— lavivaartuse saavutamiseks kulunud amplifikatsioonitstiklite arv

Mirklaudgeenide arvukuse leidmiseks korrutati saadud kordsusaste vastava
standardlahjenduse kontsentratsiooniga. Uuritava geeni 10plik arvukus proovis leiti
kvantifitseerimisstandardi erinevate punktide alusel saadud koopiaarvude ja proovide
paralleelide aritmeetilisel keskmistamisel. Marklaudgeenide koopiaarvud on esitatud iihe
grammi kuiva pinnase kohta (koopiat/g KA). Funktsionaalsete geenide osakaalude
arvutamiseks prokartiootide koosluses miirati nende protsent bakterite ning arhede 16S

rRNA geenide summast.
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Tabel 3. T66s kasutatud qPCR praimerid, optimaalsed praimerite kontsentratsioonid ja qPCR programmid ning kasutatud standardite vahemikud.

Mirklau |Praimer |Jirjestus 5°-3° Viide Praimeri Produkti |gPCR programm Standardi
d-geen kontsentrat | pikkus vahemikud
sioon (uM) | (aluspaari)
. Bact517F | GCCAGCAGCCGCGGTAA Liu, et al., 2007 95 °C 10 min, 35 tsiiklit: |108-10°
1B§gterlte Bact1028 Dethlefsen, et al 0,6 530 95°C305,60°C 455,72
1 I ] 1 o
'RNA R CGACARCCATGCASCACCT 2008 C45s
o . . .. 8
Arhede Arc519F CAGYCGCCRCGGTAA]' 95°C 10 min, 35 tsiiklit: 10 -104
95°C155s,56°C30s, 72
16S Archo10 0,6 393 |,
RNA GAATWGGCGGGGGRGC! C30s
R Espenberg et al.,
2016 ° i iklit: 6.
METH-F | CASTTYGGHGGWTCHCA! 95 °C 10 min, 55 tsuklit: | 10°-50
95°C15s,51°C30s,72
mcrA 0,8 135 °C30s
mcrAgR | TTCTWYGGHTACGAYCTBCA!
o : 21114+ 7_102
A189F | GGNGACTGGGACTTCTGG 95 °C 10 min, 35 tsiiklit: | 10°-10
06 510 95°C 15s,57°C30s, 72
Mb661R | CCGGMGCAACGTCYTTACC! |  Costelloja C30s
DmoA Lindstorm, 1999
A189F |GGNGACTGGGACTTCTGG! ) )
0,6 510
1 y
Mt;%%lm GGMGCNACGTCYTTACCG Chang et al., 2010
M. 95 °C 10 min, 45 tsiiklit: | -
oxyfera Pg2F |GGGGAACTGCCAGCGTCAAG 95°C 15's, 60 °C 30 s.
16S Ettwig et al., 2009 0,8 281 72°C 30s, 80 °C 30 s?
rRNA (n-| Pg2R |CTCAGCGACTTCGAGTACAG
damo)

! _ Nukleotiidide tihistused: R—Avdi G;S—CvdiG, Y —CVvOIiT,W-AVOIT,M-AVWIC,H-A CvdiT,B-C,GvdiT;N—A, T,CvdiG

2_ Fluorestsentsi lugemine toimub teise ekstensiooniastme (80°C 30 s) 1dpus
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2.1.

PCR produktide ettevalmistamine sekveneerimiseks

Pinnaseproovide mikroobikoosluse iseloomustamiseks kasutati amplikonipdhist DNA
sekveneerimist rakendades universaalseid, nii bakterite kui arhede 16S rRNA geenile
seonduvaid praimereid 515F (5-GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3") ja 926R (5'-
CCGYCAATTYMTTTRAGTTT-3") (Parada et al., 2015). Proovide eristamiseks jargneva
analiitisi kdigus kasutati iga proovi puhul unikaalset F ja R praimerite kombinatsiooni, kus
mdlema praimeri 5° otsas oli unikaalne kuue aluspaari pikkune barcode-jarjestus. Igast
proovist teostati PCR kolmes korduses. Reaktsioonisegu (20 pl) sisaldas 10 pl Phusion
High-Fidelity PCR Master Mixi (ThermoFisher Scientific, Inc.), 0,2 uM molemat praimerit,
1 ul esialgset DNA proovi ning steriilset destilleeritud vett. Mérklaud-DNA kogused jaid
enamiku proovide puhul vahemikku 2,0-10,8 ng; nelja proovi (K1-ris, K1-0, K2-ris ja K2-
0) puhul kasutati reaktsiooni inhibitsiooni valtimiseks DNA koguseid vahemikus 0,07-0,14
ng. Kasutati jargmist PCR programmi: denaturatsioon 98 °C 30s; 25 tsiiklit: denaturatsioon
98 °C 10 s, praimerite hiibridiseerimine 60 °C 20 s, produkti siintees 72 °C 15s; lisasiintees
72 °C 8 min. PCR produktide digsust kontrolliti elektroforeetiliselt 1,5%-sel agaroosgeelil
kasutades 1 kb DNA suurusmarkerit (Gene Ruler 1 kb DNA ladder, ThermoFisher
Scientific, Inc.). Agaroosgeeli valmistamiseks kasutati IXTAE [50 mM Tris-atsetaat; 1 mM
EDTA; pH 8,2] puhvrit, agaroosi (1,5%, w/v) ja etiidiumbromiidi (0,6 pg/ml). Enne geelile
kandmist segati 3 pul PCR produkti Smart 6x Loading Dye Blue virviga. Jargnes PCR-i
produktide 25-minutiline elektroforees 1XTAE puhvris 100 V pinge juures. DNA

fragmendid visualiseeriti UV valguses.

Lopuks segati iihe proovi kolm PCR produkti kokku ning segu DNA kontsentratsioon
moodeti TapeStation 2200 instrumendil, kasutades D1000 ScreenTape-i ® (Agilent
Technologies), vastavalt tootja protokollile. Saadud tulemused visualiseeriti TapeStation
(Agilent Technologies) tarkvaraga. Sekveneerimiseks segati vordsetes kontsentratsioonides
kokku koikide proovide PCR produktid ning saadud segu puhastati NucleoSpin Gel and PCR
Clean-up (Macherey-Nagel GmbH & Co.KG, Saksamaa) komplektiga. Amplikonide
sekveneerimine teostati Microsyth AG (Sveits) poolt lllumina MiSeq platvormil.
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2.8.

Andmete statistiline analuiis

Sekveneeritud jérjestusi saadi iihe proovi kohta 19283 - 53333 (keskmiselt 32849+7948).

Nendest médrati bakterite jérjestusteks keskmiselt 98,3% ja arhede jarjestusteks 1,3%.

Kvaliteedikontrollis eemaldati jérjestused, mille kvaliteediskoor jdi alla 25,
homopoliimeeride arv oli viiksem kui 8, mis sisaldasid méddramata nukleotiide ja
minimaalne jarjestuse pikkus oli 100 aluspaari. Peale kvaliteedikontrolli jdi alles 84%
jarjestustest, mille keskmine pikkus oli 390 aluspaari. Kvaliteetsete jérjestuste taksonoomia
on médratud programmiga Mothur (versioon 1.40.3, Mothur.org) kasutades referentsina
SILVA 16S andmebaasi (versioon 132) (Pruesse, et al., 2007).

Pinnase fiitisikalis-keemiliste parameetrite ja uuritud geeniparmeetrite erinevusi kaevete
vahel kontrolliti Kruskal-Wallise testiga ja erinevusi konkreetsete kaevete vahel analiiiisiti
keskmiste astakute mitmese vordluse abil. Seoste olulisuse hindamisel geeniparameetrite ja
pinnase fiitisikalis-keemiliste parameetrite ning gaaside kontsentratsioonide vahel kasutati

Spearman’i korrelatsioonikoefitsienti.
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3.

3.1.

Tulemused

Keemilised ja fiitisikalised néitajad

Priigila rohttaimede risosfddri, metaanioksiidatsioonikihi, gaasijaotuskihi ja priigilademe
tilemise kihi fiiiisikalis-keemilised niitajad on toodud tabelis 4. Proovivotu ajal oli
valistemperatuur 21,7 °C ja pinnase temperatuur varieerus erinevatel siigavustel vahemikus
20,9-27,5 °C. Kuigi statistiline analiitis ei leidnud olulist erinevust (p>0,05)
proovivotupunktide vahel, moodeti kdige korgemad ja ithtlasemad temperatuurid kolmandas
proovivotukohas. MOK-is oli pinnase kuivaine sisaldus vahemikus 46,1% - 87,7% ja
véikseim kuivainesisaldus moddeti 95-130 cm siigavusel. pH jdi MOK-is vahemikku 7,8-
8,7, ning oli korgeim koige alumises (170-180 cm) kihis. GJK-is oli pH keskmiselt peaaegu
0,5 iihikut korgem, kui MOK-i alumises ja priigilademe iilemises kihis. EC véartused olid
MOK-is vahemikus 187-1257 uS/cm ning iilemises kihis oli see niitaja keskmiselt 3-4 korda
madalam kui MOK-i alumistes kihtides. Statistilise analiiisi tulemused néitasid, et K3
kaeves olid oluliselt madalamad EC vairtused kui K1 kaeves (p<0,01). K1 ja K2 vahel selles
aspektis olulist erinevust ei esinenud. GJK-s oli EC véirtus madal ja sarnanes MOKi iilemise
kihiga. C sisaldus jai MOK-is vahemikku 4,6% - 17,8%, varieeruvus oli kdige suurem K3-s
ning suurimad vaadrtused olid MOK-i keskosas. GJK-s ja priigilademes oli C véértus
madalam MOK:-ist. LOI vaértused jdid vahemikku 4,8% - 29,7% olles koige kdrgemad
MOK:-i keskosas ning madalaimad MOK-i siigavamates kihtides. LOI varieeruvus oli kdige
suurem punktis K3. Vorreldes GJK-ga oli LOlI MOK-is enamasti korgem, kohati 2-3 korda.
N sisaldus varieerus MOK-is 0,08% - 0,82%-ni. GJK-is oli N varieeruvus suur tinu K3-e
suurele erinevusele K1-st ja K2-st ning suur oli varieeruvus ka K3-e profiilis. Ka
priigilademes oli N K3-s 10 korda kdrgem vorreldes teiste punktidega. Siisinik-lammastik
suhe (C/N) varieerus MOK-is 8 ja 63 vahel. K3-s olid véirtused oluliselt madalamad
(p<0,001) kui kahes iilejddnud kaeves, mis statistiliselt selles aspektis iiksteisest ei erinenud.
Kui K1-s ja K2-s olid madalaimad C/N véartused 0-10 cm Kihis, siis K3-s moddeti madalaim
nditaja (8) just 170-195 cm siigavusel (GJK-i peal). GJK—s oli C/N varieeruvus
proovipunktide vahel véga suur, (7,5-424) kusjuures madalaim vaartus (7,5) moddeti punktis
K3 ja kdrgeim (424) punktis K 1. Ka priigilademes eristus K3 C/N suhte poolest kahest teisest
punktist (erinevus K1-st 8,2 korda ja K2-st 10,6 korda).
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P sisaldus varieerus suuresti nii kihtide kui ka proovivotupunktide vordluses jaddes
vahemikku 0,4-4,1 g/kg. Koige korgemad védrtused olid MOK-i keskosas 95-105 cm

stigavusel. GJK-s olid P sisaldused 2 korda viiksemad nii seda katvast MOK-i alumisest

kihist kui ka selle all olevast priigilademest.

Tabel 4. Fiiiisikalis-keemiliste parameetrite keskvdartused ja standardhdlbed (sulgudes,

n=3) Kudjape kaetud priigila metaanilagunduskatte metaanioksiidatsioonikihi eri siigavustes

ja gaasijaotuskihis (GJK) ning priigilademe iilemises kihis. Toodud on jidrgmiste

parameetrite vadrtused: kuivaine (KA), happesus (pH), elektrijuhtivus (EC), iildsiisiniku (C),
orgaanilise aine (LOI), iildlammastiku (N) sisaldused, C ja N suhe (C/N) ja iildfosfori (P)

sisaldus ja pinnase temperatuur (Temp). Kattekihis kasvavate rohttaimede risosfaéris

(Risos.) méadrati ainult kuivaine sisaldus.

Proovi Kiht KA y EC C Lol N C/N P Temp
titp (ecm) | (%) i (uS/em) | (%) | (%) | (%) (s/kg) | (°C)
Risos. 0-10 (72’4(; em em em em em em em em
0-10 839 | 78 | 214 |97 | 158 | 06 | 180 | 1,4 | 258
(52) | (04) | (108) | (31| (58 | (02 | (28 | (1,0) | (2,6)
2030 | 800 |80 | 835 |79 | 10403 [274 ] 09 |

- (7.6) [(03)| (570) [(3.0) | (38) | (0.1) | (62) | (0.3)
S 4555 | 791 [ 79| 676 |69 | 92 | 02 | 310 | 1,0 | 264
E (7,0) [ (03)| (391) [(3,0)| (41) | (01) | (6,0) | (04) | (2,0)
8 7080 | 727 | 79 | 846 |83 | 109 | 03 | 308 | 1,2 | 275
5 (6,8) [(0,1)| (299) [(1.9) | 37 | (01) | (13,1) | (04) | 1,1)
2 95-105 | 627 | 7.8 | 795 [128| 17,7 | 04 | 408 | 22 | 271
G (14,7 | (0,1) | (205) |(4,7) | (10,5) | (0,4) | (18,3) | (1,7) | (0,8)
g 120-130 | 699 | 7,7 | 864 |81 | 113 | 02 [ 344 | 13 | 263
5 32 (04| (133) |(1.0)| (16) [(0.1) | (80) | (04) | (1,0)
> 145-155 | 732 | 7.9 | 776 | 75| 96 | 03 | 300 | 1,0 | 244
(1,5) [(0,1) | (228) [(0,2)| (0,2) | (0,2) | (152) | (0,2) | (2,3)
170-180 | 788 | 82 | 665 | 60 | 68 | 04 | 390 | 07 | 239
(4,6) [ (05)| (204) [(0,8) | (1,7) | (0,4) | (183) | (0,2) | (3.4)
GIK |195005| 844 | 87 | 385 |51 | 43 [ 03 | 227 | 03 | 215
2,9) [ (05| (72 [0 | 11) | (05) | (209) | (0,04) | (4,0)
Priigilade | 2p0.230 | 773 | 81 | 727 [ 59 | 63 | 05 | 330 | 05 | 209
(2,8) | (0,2)| (161) | (0,6)] (0,7) | (0,7) | (25,0) | (0,04) | (4,2)

em — el maaratud
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3.2.

Gaaside osakaalud priigilagaasis

Hapniku osakaalud jdid koigis moddetud kihtides alla 0,1%, CO2 sisaldus vahemikku 20,1%
kuni 16,6% ning CHg sisaldus 0,5% — 44,8% vahele priigilagaasi koostisest MOK-is. O2 ja
CO; osakaal varicerus suhteliselt vihe proovipunktide vahel samas kui metaani sisaldus
varieerus proovipunktide vahel oluliselt. K3-s olid oluliselt vdiksemad CH4 osakaalud kui
K2-s (p<0,001, lisa tabel 1). Moddetud gaaside sisalduse muutust metaanilagunduskatte
profiilis (alates 50 cm siigavuselt) kuni priigilademe iilaosani proovivotu paeval on ndidatud
joonisel 5. Jooniselt on nédha jarsku O2 osakaalu langust 50 cm ja 75 cm vahelises kihis,
millele jargneb suhteliselt iihtlane pidev langus kuni GJK-ni, kus hapniku sisaldus oli alla
0,01%. Priigilademe iilaosas oli Oz sisaldus priigilagaasis sarnane MOK-i alumistele
stabiilseks kuni priigilademeni, kus fikseeriti keskmiselt umbes 0,5% vidiksem CO3 sisaldus
kui MOK-i alumistes kihtides ja GJK-s. CH4 osakaal suurenes ligi 8% piki MOK profiili
kuni 175 cm siigavuseni, kust edasi toimus iihtlane (umbes 4%) vahenemine MOK-is O ja
CO> tulemused ei kdikunud suures ulatuses. Statistiline analiiiis nditas, et mitmed pinnase
keemilised parameetrid olid seotud gaaside jaotusega priigilakatte pinnases (tabel 5), neist
C/N oli seotud O2 ja CH4 osakaalu ning KA Oz ja CO: sisaldusega, kuid erinevate gaaside

puhul olid seosed erisuunalised.
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Joonis 5. Kolme proovivotupunkti keskmiste hapniku (sinine), metaani (punane) ja

stisihappegaasi (roheline) osakaalud (priigilagaasi koostises) ruumiline muutus piki

metaanilagunduskatte profiili kuni priigilademe iilemise kihini (225 cm) proovivGtupdeval.

Tabel 5. Statistiliselt olulised seosed (Spearman’i korrelatsioonikordajad) gaaside (O2, CO2

ja CHas) sisalduste (priigilagaasis) ja pinnase fiilisikalis-keemiliste néitajate vahel

metaanioksiidatsioonikihis (n=21). Liithendid: KA - kuivaine, EC — elektrijuhtivus, N —

iildlammastik, C/N — siisiniku ja ldmmastiku suhe.

Gaas Keemiline niitaja
C/N KA EC N
-0,52 0,61
02 * **
CO, -0;48 0,:17
0,69 -0,53
CH4 *k*k *

37



3.3.

Bakterite ja arhede arvukus ja proportsioon

Joonistel 6 on dra toodud bakterite ja arhede 16S rRNA (vastavalt joonise a ja b osad) geeni
arvukuste keskvaartused (n=3) ja nende standardhilbed uuritud pinnasekihtides. Bakterite
16S rRNA geen oli oluliselt arvukam kui arhede vastav geen koikides uuritud pinnase
proovides moodustades 99% - 82% kogu prokariiootide 16S rRNA geenide arvukusest
(joonis 6¢). Bakterite 16S rRNA geeni arvukus jdi metaanilagunduskattes vahemikku
(1,34*10%1,91*%10%° GK/g KA). Ulemises (kuni 50 cm) MOK-i kihis oli see niitaja
keskmiselt 6,4*10° GK/g KA, mis oli oluliselt viiksem kui alumistes MOK-i kihtides, kus
nditaja vairtus oli keskmiselt 1,1*¥10° GK/g KA. Metaanilagunduskatte 0-10 cm kihis oli
bakterite arvukus kuni 10 korda madalam MOK-i keskmisest. GJK-s (195-205 cm) oli selle
geeni arvukus ligikaudu 4 korda vidiksem kui seda timbritsevates MOK-i alumises ja
priigilademe iilemises kihis. Bakterite 16S rRNA geeni arvukus risosfdiri proovis (4,19*10%
(£9,23*10%) GK/g KA) oli kaks korda kdrgem seda iimbritsevast juurevabast mullast (lisa
tabel 2).

Arhede 16S rRNA geeni arvukus metaanilagunduskattes oli vahemikus 3,34*10°%-2,53*10°
GK/g KA. Selle geeni arvukus suurenes iihtlaselt pinnalt kuni 130 cm siigavuseni, kus
moddeti koige suuremad selle geeni arvukused uuritud kihtides. Stigavuse suurenedes arhede
arvukus langes jérsult ning GJK-s oli see juba suurusjirgu vorra madalam kui 120-130 cm
MOK-i kihis (joonis 6b). Risosfiris oli arhede arvukus 4,25%107 (+2,08*107) GK/g KA,
mis on kaks korda korgem kui seda timbritsevas juurevabas mullas, kuid madalam kui
tilejddanud metaanilagunduskattes. Risosfadris oli bakterite osakaal 99% ning arhed

moodustasid 1% prokariiootide kooslusest (lisa tabel 2).

Ehkki varieeruvus kaevete vahel oli nii bakterite kui arhede 16S rRNA geenide arvukustes
suur (lisa tabel 2), ei tuvastanud statistiline analiiiis kaevete vahel nende parameetrite

védrtustes olulist erinevust (p>0,05).
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a. Bakterite 1658 rRNA geeni arvukus (koopiat/g*KA)
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b. Arhede 168 rRNA geeni arvukus (koopiat/g*KA)
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Joonis 6. Bakterite ja arhede 16S rRNA geenide arvukused (vastavalt a ja b) ning nende
proportsioonid prokariiootide koosluses (c¢) Kudjape suletud priigila metaanilagunduskatte
eri kihtides (10-175 cm), gaasijaotuskihis (200 cm) ja priigilademe iilemises kihis (225 cm).
Sinine tdhistab bakterite nditajaid ja roheline arhede vastavaid niitajaid. Geenide arvukuste
puhul on néidatud kaevete keskmised koos standardhilvetega ja proportsioonide puhul on

ara toodud kaevete keskmised (n=3). Lithend: KA- kuivaine

Korrelatsioonianaliilisi tulemused néitasid, et bakterite ja arhede 16S rRNA geeni arvukuste
ja nende geenide proportsioonide ning pinnase fiiiisikalis-keemiliste parameetrite vahel oli
mitmeid olulisi seoseid (tabel 6). Naiteks ilmnes nii bakterite kui ka arhede 16S rRNA geeni
arvukuste ja proportsioonide seos proovi siigavuse ja kuivaine sisaldusega. Lisaks oli

bakterite arvukus seotud ka EC véaartusega.
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Tabel 6. Bakterite ja arhede 16S rRNA geenide (Bakt16S ja Arh16S), mcrA ja pmoA geenide
arvukuste ning proportsioonide (vastavalt Bakt16S%, Arh16S%, mcrA% ja pmoA%) ja kogu
prokariiootide arvukuse (16S summa) statistiliselt olulised seosed (Spearman’i
korrelatsioonikordajad) proovi siigavuse ja fliiisikalis-keemiliste nditajate ning mdodetud
gaaside osakaaludega metaanioksiidatsioonikihis (n=24). Liithendid: KA - kuivaine, EC —

elektrijuhtivus, N — tildlimmastik, C/N — siisiniku ja lammastiku suhe

Mikrobiol . e ey s Gaaside osakaal
ol Proovi Keemiline niitaja . . .
niitaja siioavus priigilagaasis
8 KA EC N CIN 02 CO2 | CHa
Bakt16S 0,53 -0,54 0,51
*%* **x *
Arh16S 0,70 -0,77 0,66 -0,48
**kk **k* *% *
mcrA -0,68 0,65 -0,47 0,67 0,58 0.46* -0,59
**k* *k*k * ***x *% 1 *%
pmMoA 0,56 -0,75 -0,87 0,51
** ***x *k%k *
16S 0,56 -0,59 -
summa ** ** 0,514
Bakt16S -0,71 0,67 0,42 -0,48 -0,67 0,62
% *kk **k%k * * *k*k *%
Arh16S % 0,71 -0,67 -0.40% 0,48 0,67 -0,62
**kk **k*k 1 * **kxk **x
mcrA % -0,59 0,60 -0,53 0,69 0,65 -0,46 -0,63
**x *%* **x **kk **x * **x
pmoA % -0,43 -0,42 0,57 -0,79 -0,91 0,64
* * **x **kk **kxk **x

Kui bakterite 16S rRNA geeni arvukuse ja gaaside osakaalude vahel statistiliselt olulisi
seoseid ei esinenud, siis nii arhede 16S rRNA geeni arvukus kui bakterite ja arhede vastavate
geenide proportsioon prokariiootide koosluses olid seotud CO2 ja CHs osakaaludega

priigilagaasis.
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3.4.

Metanogeenid

3.4.1. McrA geeni arvukus ja proportsioon prokariiootide koosluses

McrA geeni arvukus jii MOK-is vahemikku 3,11*10°-2,8*10" koopiat/g KA. Jooniselt 7
ndhtub, et metanogeenide arvukus oli kdrgeim priigilademes ning madalaim GJK-s ja
maapinnal. MOK-is olid arvukused suurimad selle keskosas (95-105 cm) (lisa tabel 2). McrA
geeni proportsioon varieerus uuritud priigilakatte prokariiootide koosluses 0,01% - 0,5%
ning selle parameetri muutused piki uuritud profiile olid sarnased selle geeni arvukuse
muutustele. Suurimad véirtused leiti priigilademes ning madalaimad tulemused mdlema
parameetri puhul maapinna ldhedases kihis (10-20 cm) ja GJK-s, olles suurusjirgu vorra
madalamad kui GJK all olevas priigilademes. 20-180 cm siigavusel MOK-is varieerus mcrA
geeni proportsioon suhteliselt vdikeses ulatuses (joonis 8a). Taimede risosfddris jdid mcrA

geeni arvukused allapoole méadramispiiri.

mcrA arvukus (koopiat/g*KA)
0 5,0%10¢ 1.0*107 1,5%107 2,0%107 2,5%107 3,00%107 3,5%107 , 8.0%107

225 /;‘:

Joonis 7. McrA arvukus Kudjape suletud priigila metaanilagunduskatte eri kihtides (10-175
cm) gaasijaotuskihis (200 cm) ja priigilademe iilemises kihis (225 cm). Niidatud on

keskmised koos standardhidlvetega (n=3). Lithend: KA- kuivaine.
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mcrA proportsioon prokariiootide koosluses

pmMOA proportsioon prokariiootide koosluses
12 05 04 03 0,2

01 00 00 05 1,0 15 2,0 15 1,0 50 6,0
H 0

LA
Siigavus (cm)

Joonis 8. McrA ja pmoA geenide proportsioonid (vastavalt a. ja b.) Kudjape suletud priigila metaanilagunduskatte eri kihtides (10-175 cm),
gaasijaotuskihi (200 cm) ja priigilademe tilemise kihi prokariiootide koosluses (225 cm). Néidatud on keskmised koos standardhélvetega (n=3).
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Statistilise analiilisi tulemused néitasid, et mcrA gaani arvukus ja proportsioonid olid K3-s
oluliselt madalamad kui iilejddnud kahes proovipunktis (p<0,05) ning need néiitajad olid
seotud priigila kattematerjali EC vaartuse ning KA ja N sisalduse ja C/N-ga pinnases (tabel
6). Samuti ilmnesid olulised seosed mcrA geeni arvukuse ja proportsiooni ning koikide

mdoddetud gaaside osakaalude vahel priigila MOK-is.

3.4.2. Koosluse struktuur

16S rRNA geeni jarjestuste analiiiis leidis, et uuritud priigila metaanilagunduskatte kihtides
kuulusid 25,5% kaigist arhedeks Klassifitseeritud jérjestustest metanogeensetele arhedele
hdimkonda Euryarheota. Domineerisid klassi Methanomicrobia (0,24% koikidest arhede
jarjestustest) kahe seltsi Methanomicrobiales (0,05%) ja Methanosarcinales (0,19%)
esindajaid. Viimatimainitud seltsi esindajatest suudeti 0,15% maédrata perckonda
Methanosarcina. Teine tuvastatud metanogeenide klass oli Methanobacteria, millesse

kuulus 0,04% arhede jérjestusest.

3.5. Metanotroofid

Metanotroofide olemasolu priigila kattepinnases testiti kahe geeni pdhjal: pmoA, n-damo
protsessi ldbi viiva Ca. Methylomirabilis oxyfera 16S rRNA geeni pdhjal. N-damo protsessi
labiviivate metanotroofide arvukus jéi koikides proovides alla médramispiiri ning metaani

oksiideerivate organismide arvukused ja proportsioon leiti vaid pmoA geeni pohjal.

3.5.1. Optimeeritud gPCR programmi ja standardkdvera parameetrid pmoA geeni
kvantifitseerimiseks

Erinevate testide kdigus leiti optimaalsed tingimused pmoA geeni kvantifitseerimiseks.
Optimaalseks  praimerite  kontsentratsiooniks oli 0,6 uM ja  praimerite
seondumistemperatuuriks 57 °C (tabel 3). PmoA amplifikatsiooniefektiivsus jdi proovides
vahemikku 1,462-1,953 (keskmiselt 1,597 (n=92)). PmoA standardi
amplifikatsiooniefektiivsus oli keskmiselt 1,846.
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3.5.2. PmoA geeni arvukus ja proportsioonid prokariiootide koosluses

PmOA geeni arvukus jii vahemikku 2,65x*107-2,93*10® koopiat/g KA (lisa tabel 2) ning

prokartiootide kooslusest moodustasid metanotroofid 0,2% - 2,5% (joonis 8b ja lisa tabel 2).

Selle geeni arvukus ja osakaal prokariiootide koosluses olid tunduvalt kdrgemad 20-55 cm

kihis kui selle peal ja all olevates MOK-i kihtides (joonis 9 ja joonis 8b). Alates 145 cm

stigavuselt tdhendati pmoA geeni arvukuse ja proportsiooni olulist suurenemist. Kdige

arvukamalt leidus seda geeni GJK-s ja keskmiselt ronkem kui MOK-is ka priigilademe

iilemises kihis. Taimede risosfaris oli selle geeni arvukus 6,95%10° — 6,52*10" koopiat/g

KA vahel ja proportsioon varieerus proovivotukohtades 0,18% - 1,23% vahel.

pmoA arvukus (koopiat/g*KA)
0 5.0*107 1,0*10% 1.5%10% 2,0%108 2.5%108 3.00*10% 3.5%108 4,0*10% 4,5:10}

7.0%10%

7/

Siigavus (cm)

Joonis 9. PmoA arvukus Kudjape suletud priigila metaanilagunduskatte eri kihtides (10-175

cm), GJK-s (200 cm) ja priigilademe ilemises kihis (225 cm). Néidatud on arvukuste

keskmised koos standardhélvetega (n=3). Lithend: KA- kuivaine

Kruskal-Wallise testi tulemused niitasid, et pmoA arvukus ja proportsioon olid K3-s oluliselt

korgemad Kui teistes proovipunktides (p<0,001). PmoA arvukus oli seotud pinnase N

sisalduse ning C/N-ga. Lisaks ilmnesid olulised seosed pmoA arvukuse ja Oz ja CHa

kontsentratsioonide vahel. PmoA proportsiooni prokariiootide koosluses oli seotud proovi

stigavuse ning pinnase EC, N ja C/N viartustega ning O> ja CH4 osakaaludega priigilagaasis

(tabel 6).

3.5.3. Koosluse struktuur

16S rRNA geeni jdrjestuste analiilis tuvastas uuritud priigila metaanilagunduskattes 0,68%

bakterite jdrjestustest, mis kuulusid 44 erinevasse aeroobset metaani oksiidatsiooni

labiviivasse bakterite perekonda. Kiimme nendest perekondadest moodustasid ligi 60% kogu

metanotroofide  jarjestustest. ~ Tuvastatud  metanotroofid  kuulusid  klassidesse
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Gammaproteobacteria ja Alphaproteobacteria. Enamus esinenud perekondadest liigitusid

seltsi Methylococcales (tabel 7).

Tabel 7. Kudjape kaetud priigila kattepinnasest tuvastatud 10 domineeriva metaani

oksiideerivate bakterite perekonna fiilogeneetiline kuuluvus ja jarjestuste proportsioonid

(sulgudes % kogu bakterite jirjestustest).

Hoim-

kond

Klass

Selts

Sugukond

Perekond

Proteobacteria

Gammaproteobacteria

Methylococcales

Methylomonaceae

Klassifitseerimata
(0,15)

Methylomicrobium
(0,01)

Crenothrix (0,07)

Methylobacter
(0,05)

Methylococcaceae

Methylocaldum
(0,03)

Methylcoccus
(0,02)

Alphaproteobacteria

Rhizobiales

Methylocystaceae

Methylocystis
(0,02)

Beijernickaceae

Methylocapsa
(0,01)

Methylophilales

Methylophilaceae

Klassifitseerimata
(0,03)

Klassifitseerimata
(0,01)
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4. Arutelu

Suletud priigilad on antropogeensed maastikuelemendid ja keerulised 6kostlisteemid, kus
vaid keskkonnaparameetrite muutuste uurimine ei anna kogu infot metaani tootmise ja
tarbimise kohta. Priigilagaasi tootmise ja emiteerumise voimalikult heaks mdistmiseks ja
tapsemaks kirjeldamiseks eri tiilipi priigilates soovitatakse selliste 6kosiisteemide uurimisel

siduda keskkonnatingimused geeniparameetritega (Bridham, et al., 2013).

Metaani tootmise ja oksiidatsiooni potentsiaali uurimiseks keskkonnaproovides on
tinapdeval kasutusel DNA-pdhised meetodid. Uheks nendest on qPCR, mis vdimaldab
hinnata funktsionaalsete mikroobiriihmade arvukusi keskkonnas (Costello ja Lindstorm,
1999; Ettwig, et al., 2010; Chang, et al., 2010). Usaldusvéirsete tulemuste saamiseks peab
kasutatavate praimerite sobivus olema kontrollitud ning qPCR-i reaktsioonitingimused
optimaalsed (Nolvak, et al, 2012). Kéesolevas magistritods optimeeriti metanotroofide
detekteerimiseks kasutatavete pmoA praimerite kontsentratsioon reaktsioonisegus ning
qPCR programm selleks, et adekvaatsemalt hinnata metaani oksiideerumise geneetilist
potentsiaali metaanilagunduskattes. Teiste geenide médramiseks kasutatud protokollid olid

varem optimeeritud (Espenberg, et al. 2016).

Kiesoleva uurimuse objektiks oli Kudjape suletud priigila metaanilagunduskate, mis on
valmistatud sama priigila ldbikaevamisel sdelutud materjalist (Kriipsalu, et al. 2016;
Burlakovs, et al., 2017). Priigila sulgemise etapis, kui Kkattepinnas ei olnud veel
stabiliseerunud, teostatud uuringu tulemused nditasid, et priigila kattekiht sisaldas
raskmetalle (arseen, kaadium, kroom, nikkel, plii, tsink, vask, elavhdbe), mille
kontsentratsioon jdi alla maératud piirnormide (Pehme, 2013) ning iildorgaanilise aine
sisaldus oli alla soovitusliku normi ( >8% , Humer 2001). Kéesoleva uurimuse kaigus tehtud
priigilakatte keemiliste analiiliside tulemused nditasid, et priigila katte materjal oli kogu
profiili ulatuses aluseline, kuid keemiline koostis erines suuresti fosfori sisalduse ja C/N
suhte poolest metaanilagunduskihi ja gaasijaotuskihi vahel. MOK kihis oli C/N suhe
enamasti (va tilemine 10 cm kiht) ligi kaks korda suurem ja C/P suhe tunduvalt (kuni 33
korda) viiksem kui on nididatud looduslikes muldades keskmiselt (Mooshammer, et al.,

2014).

In situ gaasimootmiste tulemused nditasid, et hapniku osakaal pinnases vihenes kiiresti

kattekihi siigavuse suurenedes samal ajal kui CO2 sisaldus oli suhteliselt stabiilne. CH4
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osakaal vihenes 180 cm siigavuselt pinnapoole liikudes oluliselt. Modtmistulemused
néitasid ka, et proovivotupunktide gaaside sisalduse vahel oli suur erinevus pinnaseproovide
kogumise paeval. Gaaside kontsentratsioone priigilakattes ja priigilademe iilemises kihis on
moddetud Kudjapel alates 2013. aasta juunist (Pehme, 2013). Need andmed kinnitavad antud
t60s saadud tulemusi ning lisaks nditavad, et metaani osakaal on aja jooksul K1-e gaaside
segus vahenenud. Ka laboriskaalas katseseadmetes, mille siigavus oli 60 cm, olid trendid
gaaside osakaaludes sarnased - hapnikku oli rohkem profiili ilaosas ning metaani hulk

vihenes profiilis alt iiles liikudes (Stralis-Pavese, et al., 2006).

Mikrobioloogiliste analiiiiside tulemused néitasid, et Kudjape priigila kattekihi
mikroobikoosluses olid iilekaalus bakterid ja arhede osakaal oli seal viike. Ehkki
metanogeenseid arhesid leidus praktiliselt koikides uuritud MOK-i kihtides ja GJK-s, oli
oodatult kdige suurem metaani tootmise potentsiaal priigilademes, kus nii mcrA arvukus kui
ka proportsioon prokariiootide koosluses olid korgeimad. Metaani kdige suurem osakaal
priigilagaasis MOK-i kdige siigavamas kihis oli ilmselt tingitud GJK-i 1dhedusest, kuhu
priigilademes toodetud CHs vd3is koguneda. Arhede 16S rRNA geeni jirjestuste analiilis
niitas, et kdige arvukamalt oli uuritud alal kKlassi Methanomicrobia esindajad. Selle klassi
esindajad Methanomicrobiales redutseerivad CO>—e ja metiileeritud thesiisinikulisi
tihendeid ja kasutavad H> elektroni doonorina (Nazaries, et al., 2013). Teisel uuritud alal on
tuvastatud selle klassi (Methanosarcinales) esindajad on metaboolselt kdige
mitmekiilgsemad metanogeenid kes on voimelised tarbima peaaegu kdiki siisinikuallikaid
(Knief, 2015, Dean, et al. 2018).

PmoA arvukuse ja proportsiooni analiiiisi tulemused niitasid, et metaani oksiideerimise
potentsiaal oli korge nii MOK-i tilaosas kui GJK-s. Saadud arvukused olid korgemad, kui
troopilistes aluselise pH-ga priigilakatetes, kus 20-40 cm siigavusele jddvas kihis pmoA
arvukus kdikus aasta jooksul 1,25%103-1,93*10° koopiat/g KA vahel (Chang, et al., 2010).
Kudjapele sarnaseid, korgeid, tulemusi on saadud Kanadas St-Nicephore priigila
metaanioksiidatsioonikihis, kus metanotroofide arvukus kattekihi iilemises osas oli 1,5%10°
koopiat/g KA (Ait-Benichou, et al., 2009) ja Saksamaal, kus testitud priigila savigraanulitest
metaanioksiidatsioonikihis oli metanotroofide arvukus vahemikus 1,3*10%-7,1*10°
koopiat/g KA (Gebert, et al., 2003). Ehkki korgeimaid metaani oksiideerimise efektiivsusi
on saadud eksperimentaalsete kattepinnaste tilemises 10 cm-s (Bian, et al., 2018; Ait-
Benichou, et al., 2009), oli pmoA geenide arvukus Kudjape iilemises (0-10 cm) pinnasekihis

tunduvalt viiksem kui sellest allpool 20-55 cm kihis. Gaasimdotmise tulemused néitasid, et
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metaani osakaal vihenes oluliselt siigavusprofiilis iilespoole liikudes, kus tingimused
muutusid aecroobsemaks. Aktiivset metaani oksiidatsiooni GJK-s ja selle timbruses toestavad
metanotroofide suur arvukuse kasv, hapniku tarbimine ning CO2-e sisalduse tdus
priigilagaasis. Sellesse kihti jouab priigilademest ka koige suurem hulk metaani.
Ullatuslikult oli metanotroofide arvukus suur ka priigilademe iilemises kihis, mille gaaside

segus moddeti rohkem hapnikku kui GJK-s.

Statistilise analiitisi tulemused néitasid, et priigila katte fiitisikalis-keemilised omadused
mojutasid oluliselt metaani tootvate ja oksilideerivate mikroobide arvukust uuritud
keskkonnas. Mitmed varasemad uurimused on ndidanud olulist seost nii bakterite kui arhede
arvukuse ja proportsiooni ning priigila katte paksuse vahel (Abushammala, et al., 2014;
Einola, et al., 2007). Lisaks on ndidatud, et vaid 5 cm lisamisel kattepinnase tiisedusele on
voimalik tdsta metaani oksiidatsiooni taset 6% (Albanna, et al., 2007). Priigilakattega, mille
GJK-i paksus oli 30-50 cm ning selle peal oleva CH4 okstidatsioonikihi paksus oli 1,2 m on
suudetud lagundada 95% - 99% tekkinud metaanist (Huber-Humer, et al., 2009). Uuringud
on ndidanud, et kattepinnase orgaaniline osa on kdige olulisem metaani oksiideerimist
mojutav keskkonnafaktor ning et kdrgema orgaanilise aine sisaldusega kattes on metaani
oksiideerimise aktiivsus korgem (Majdinasab ja Yuan, 2017). C/N suhe oli antud
uurimistoos oluliselt seotud metaani o0sakaaluga metaanilagunduskattes. See nditaja
iseloomustab orgaanilise aine kvaliteeti ning on iiheks oluliseks mulla viljakuse néitajaks
(Ostonen, et al., 2017). Andmeanaliiiis nditas ka, et nii prokariiootide arvukused ja
proportsioonid kui ka CO. osakaal priigilagaasis olid oluliselt seotud pinnase
elektrijuhtivusega. See on kompleksne néitaja, mis iseloomustab mulla tekstuuri, katioonide
vahetusmahutuvust, drenaazitingimusi, orgaanilise materjali osakaalu, soolade sisaldust
ning uuritud pinnase omadusi (Grisso, et al., 2009). Ka Bian, et al. (2018) on niidanud, et
efektiivseks metaani oksiideerumiseks on olulised kattepinnase poorisuurus ning Shuga
taidetud pooride hulk kattepinnase siigavamates kihtides. Gerbert, et al., (2011) néitas, et
metaan, mida toodeti 4g m2h, oksiideerit tdielikult kui kattematerjali puistetihedus oli
katsekehas 1,35 g/cm?.

Kudjape priigila kattekihist leiti ainult aeroobsete metanogeenide perekondade esindajaid,
millest arvukamad (klassist Gammaproteobacteria) kuulusid nn I metanogeenide tiiiipi.

Need organismid kasutavad metaani nii siisiniku- kui energiaallikana (Knief, 2015).

Magistritdo tulemustest voib jareldada, et ehkki metaani tootvaid arhesid leiti peaaegu kogu
metaanilagunduskihi ulatuses, oli nende organismide arvukus tunduvalt madalam
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priigilademe metanogeenide arvukusest. Metaani oksiideerivate bakterite arvukus oli
sarnane teiste priigilakatetes ldbiviidud uuringutes leituga ja nende organismide arvukust
mdjutasid kattepinnase kuivaine sisaldus, elektrijuhtivus, lammastiku sisaldus ning siisiniku
ja lammastiku suhe pinnases. Metanotroofide proportsioon katte mikroobikoosluses sdltus

ka priigila kattepinnase paksusest.

Saadud tulemused annavad infot priigila kattepinnase mikroobikoosluse potentsiaalist toota
ja tarbida metaani. Selleks, et hinnata tegelikku metanogeenide ja metanotroofide aktiivsust,
tuleks edaspidistes uuringutes analiiiisida ka geenide ekspressiooni RNA-1 pohinevate
meetoditega. Pohjalikumalt tuleks uurida ka kogu mikroobikoosluse struktuuri, selle seost
metaani tootmise ja oksiidatsiooniga metaanilagunduskatte erinevatel siigavustel. Andmete
paremaks moistmiseks tuleks analiilise korrata, et ndha muutusi ajalises skaalas. Oluline

oleks uurida ka priigilakattest emiteeruva metaani koguseid (nditeks kambri meetodil).
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Kokkuvote

Inimeste keskkonnateadlikkus on aja jooksul {iha paranenud ning jddtmehierarhias
viljatoodud pohimotteid rakendatakse iiha enam. Kasutatud toodete jddtmeteks muutumist
vihendatakse itimbertdotlemise ja taaskasutamisega ning koige olulisem, jddtmetekke
viltimine on pdhimote paljude ettevitete keskkonnapoliitikas. Sellele vaatamata jouab osa
jaatmeid priigilatesse ning aegade jooksul on priigilaid tekkinud vdga palju. Priigilate
kasutamine on siiski vdhenenud ning paljud priigilad on suletud tdnu rangematele
keskkonnanduetele. Suletud priigilad ei ole Ioplikult isoleeritud neid iimbritsevast
keskkonnast, igal ajahetkel toimuvad priigilates erinevad protsessid, mis toovad endaga
kaasa muutusi nii priigila sees kui ka sellest viljaspool. Uheks olulisemaks viljakutseks
suletud priigilates on priigilademes tekkiva metaani hulga vdhendamine priigilagaasis.
Priigilagaas tekib mikroorganismide metabolismi kéigus ning metanogeensed arhed on
organismid, kes toodavad priigilagaasi iihte komponenti - kasvuhooneefekti tekitavat
metaani. Uheks vdimaluseks vihendada metaani emissiooni suletud priigilatest on Katta

priigilade metaanilagunduskattega.

Antud magistritds uuriti metaani tootmise ja — oksiideerimise geneetilist potentsiaali ning
selle potentsiaali seost gaaside sisaldusega priigilagaasis ning kattematerjali fiitisikalis-
keemiliste omadustega Kudjape suletud priigila metaanilagunduskattes. Uurimistoos
kasutati kvantitatiivset PCR meetodit bakterite ja arhede spetsiifiliste 16S rRNA geenide
ning mcrA geeni metanogeensete arhede ja pmoA geeni metaani oksiideerivate bakterite
arvukuse ja proportsiooni (prokariiootide koosluses) hindamisel. Lisaks analiiiisiti
metanogeenide ja metanotroofide koosluse struktuuri bakterite ja arhede spetsiifiliste 16S
rRNA geenide jérjestuste alusel. Voimalikult tdpsete pmoA arvukuste saamiseks optimeeriti
ka vastav qPCR programm ja praimerite kontsentratsioonid. T66 tulemustest selgus, et kuigi
metanogeene leidus kogu metaanilagunduskihi ulatuses, oli nende arvukus siiski tunduvalt
madalam priigilademe vastavatest arvukustest. Tuvastatud metanogeenidest olid
domineerivad  Kklassi Methanomicrobia (hdimkonda Euryarheota) kahe seltsi
Methanomicrobiales ja Methanosarcinales esindajaid, aga leiti ka klass Methanobacteria
esindajaid. Metanotroofide arvukus oli samas suurusjargus mitmete teiste varem uuritud
priigilakatetega. Priigila kattest leiti vaid aeroobseid metaani oksiideerivaid organisme.
Metanotroofe leiti 44 perekonnast, 10 nendest perekondadest moodustasid ligi 60% kogu

metanotroofide jarjestusest, kdige arvukamad (klassist Gammaproteobacteria) kuulusid nn
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I metanogeenide tiiiipi, kes kasutavad metaani siisiniku ja energia allikana. Kdige rohkem
metanotroofe leidus gaasijaotuskihis ning priigilakatte iilemistes kihtides, kus oli neile

piisavalt substraati ning sobivad elutingimused.

Statistilise analiiiisi tulemused niitasid, et metaanilagunduskatte fiitisikalis-keemilised
omadused sealhulgas kattematerjali veesisaldus ja orgaanilise aine kvaliteet mojutasid
oluliselt mikroorganismide arvukust ning seeldbi metaani tootmise ja oksiideerimise

potentsiaali uuritud priigila kattekihis.
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Summary

The environmental awareness of people has increased and the principles of waste hierarchy
are being applied more and more. The recycling and reusing of used goods will reduce the
amount of waste produced. Moreover, avoiding the waste production completely is now an
environmental policy for many companies. Nonetheless, some of the waste will eventually
be dumped in to landfills, and there have been a lot of landfills over time. However, the use
of landfills has decreased, and many landfills are closed due to more strict environmental
requirements. For example, closed landfills are not permanently isolated from the
surrounding environment, and over time, there are different processes in landfills that cause
changes both inside and outside of the landfill. One of the big challenges related to closed
landfills is to decrease emission of methane in landfill gas. Landfill gas develops during the
metabolism of microorganisms, and methanogenic archaea are the organisms that produce a
landfill gas component called methane, which has high greenhouse effect causing properties.
One option to decrease methane emission is to cover closed landfills with a methane

oxidation cover.

In this study, an assessment was conducted to determine the genetic potential of methane
production and oxidation and their correlations with physical-chemical properties in a
methane oxidation cover of the enclosed Kudjape landfill in Saaremaa County, Estonia. In
this study, the qPCR method was used to assess abundance and proportion of bacterial and
archeal 16S rRNA genes and mcrA for methanogenetic archea and pmoA for methane
oxidizing bacteria in prokaryotic community. In addition, the methanogenes and
methanotrophs community structure was investigated using bacterial and archeal specific
16S rRNA gene sequence. In order to obtain comprehensive methanotrophs abundance data
the gPCR program for pmoA amplifications were optimized. The results revealed that
although there were methanogenic organisms present in all layers of studied landfill cover,
the highest abundance of methanogenes were in the waste layer. From the identified
methanogens, the most dominating were from order Methanomicrobia (phylum
Euryarheota) families. Methanomicrobiales, Methanosarcinales, and Methanobacteria
representatives were also found. Only aerobic methane oxidizing bacteria were detected in
the studied landfill cover. The study found representatives from 44 different genera that
included ten dominating genera (more than 60% of the sequences of methanogenes). The

most dominant genera belonged to the class Gammaproteobacteria, and it represented one
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type of methanogenes known to use methane as a carbon and energy source. The highest
abundance and proportion of methane oxidating organisms were found in the gas dividing

layer and in the waste layer where they have the most substrate.

Statistical analysis showed that the potential for production and oxidation of methane in the
Kudjape enclosed landfill coating was related to the physical-chemical properties of the

landfill cover material including water content and organic matter quality.
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Lisa Tabel 1. Metaani, siisihappegaasi ja hapniku osakaalude keskvéairtused (n=3) ja

standardhdlbed (sulgudes) Kudjape kaetud priigila risosfadris, metaanilagunduskatte

metaanioksiidatsioonikihi eri siigavustes ja gaasijaotuskihis (GJK) ning priigilademe

ulemises kihis.

Proovi tiiiip | Kiht (cm) CH4 (%) CO2 (%) 02 (%)
Risos. 0-10 em em Em
0-10 9,00(7,9) | 9,57(5,1) | 10,80 (6,6)
= 20-30 em em em
’g 45-55 15,63 (24,4) | 17,53 (0,8) | 0,40 (0,4)
jz 70-80 18,70 (22,7) | 18,60 (0,6) | 0,13(0,1)
é 95-105 20,47 (21,8) | 19,10(0,9) | 0,10(0,1)
% 120-130 | 22,33 (21,4) | 19,30 (0,9) | 0,07 (0,06)
£ 145-155 | 22,73 (21,3) | 19,20 (0,9) | 0,07 (0,06)
= 170-180 | 23,30 (21,3) | 19,17 (0,8) | 0,07 (0,06)
GIK 195-205 | 21,27 (22,0) | 19,27 (0,9) | 0,00 (0,0)
Priigilade 220-230 | 18,97 (21,7) | 18,80 (0,8) | 0,07 (0,06)
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Lisa Tabel 2. Uuritud pinnaseproovide bakterite 16S rRNA geeni, arhede 16S rRNA geeni,

mcrA geeni ning pmoA geeni arvukuse ning osakaalu keskvédrtused (n = 9) ja sulgudes

standardhélve. Geenikoopiate arv on esitatud grammi kuivaine kohta (GK/g KA) ja osakaal

on antud protsendina (%) Kudjape kaetud priigila taimkatte risosfddris (Risos.),

metaanilagunduskihi eri siigavustes, gaasijaotuskihis (GJK) ja priigilademe iilemises kihis

(Priigi). Liihendid: LOQ - kvantifitseerimisldvi; em — ei méaratud.

- Bak 16S rRNA Arch 16S rRNA McrA PmoA
Kiht E Proport Proport Proport Proport
= Arvukus . Arvukus ) Arvukus ) Arvukus .
N sioon sioon sioon sioon
é; 010 4,19*10° 99,02 4,25*107 0,98 <L0Q o 2,72*107 0,56
= (9,23*10%) | (0,3) | (2,08*107) (0,3) (3,29*107) (0,6)
010 2,81*10° 99,46 1,76*107 0,54 2,81%10° 0,01 2,78*10’ 0,84
(6,59*10%) | (0,5) | (1,98*107) (0,5) (3,43*107) 0,9)
20- 6,07*10° 98,14 9,32*10’ 1,86 8,25*10° 0,13 1,06*108 2,52
30 (2,70*10% | (1,2) | (1,76*107) (1,2 (1,27*107) | (0,2) | (8,30*10") (2,9)
45- 1,05%10%° | 96,79 3,37*108 3,21 1,02*10’ 0,11 1,29*108 1,24
= 55 (3,06%10° (0,5) | (4,44*10%) (0,5) (9,60*10%) | (0,1) | (1,72*109) (1,6)
.—é 70- 9,90*10° 95,03 4,92*108 4,97 1,28*107 0,11 3,22*10’ 0,46
é 80 (4,73*10°% | (1,6) | (1,83*10°%) (1,6) (1,11*10) | (0,1) | (3,80*107) 0,7
é 95- 1,24*10% | 93,30 8,83*108 6,70 2,01*10’ 0,16 6,40*10’ 0,47
; 105 | (1,77*10°% | (L,1) | (1,73*10%) (1,1) (1,05*10") | (0,1) | (1,05*10°%) (0,8)
<§ 120- | 1,08*10% | 88,87 1,42*10° 11,13 1,40*107 0,12 2,65*107 0,19
= 130 | (1,44*10%) | (58) | (9,63*10®) (5,8) (8,22*10%) | (0,1) | (3,74*10") 0,3)
145- | 1,04*10%° | 93,55 7,14*108 6,45 1,59*10’ 0,15 3,34*107 0,29
155 | (4,11*10%) | (1,0) | (1,02*10%) (1,0 (8,64*10%) | (0,1) | (5,35*10") (0,5)
170- | 1,09*10%° | 94,75 5,08*108 5,25 8,87*10° 0,10 1,12*108 0,58
180 | (7,84*10% | (1,8) | (2,30*10%) (1,8) (8,52*10%) | (0,1) | (1,89*109) 0,9)
GIK 195- | 4,93*10° 94,28 1,51*108 5,72 1,45*10° 0,06 2,93*108 2,53
205 | (5,69*10° | (3,7) | (2,53*10) (3,7) (6,23*10° | (0,1) | (4,12*10%) (3,5)
Priigi | 220- | 9,99*10° 95,76 4,11*108 4,24 3,87*107 0,51 1,90*10® 1,44
lade |230 | (3,24*10° | (1,6) | (1,06*10%) (1,6) (4,42*10") | (0,7) | (2,59*10%) (1,9
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digitaalarhiivi DSpace-is lisamise eesmérgil kuni autoridiguse kehtivuse tdhtaja

16ppemiseni;

iildsusele kittesaadavaks tegemiseks Tartu Ulikooli veebikeskkonna kaudu, sealhulgas

digitaalarhiivi DSpace’i kaudu kuni autoridiguse kehtivuse tdhtaja 10ppemiseni.

Olen teadlik, et punktis 1 nimetatud digused jddavad alles ka autorile.

kinnitan, et lihtlitsentsi andmisega ei rikuta teiste isikute intellektuaalomandi ega

isikuandmete kaitse seadusest tulenevaid digusi.

Tartus, 01.06.2018
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