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Lammastikuringega seotud mikrobioloogiliste protsesside potentsiaal pdllumajandusliku

reostuse eemaldamisel vabaveelises tehismargalas

Intensiivse pdllumajandusliku tegevuse tottu on kasvanud vaetiste kasutamine, mille tulemusena
on suurenenud pinna- ja pOhjaveekogude saastumine liigsete toitainetega. Reostuse
vahendamiseks on hakatud ehitatama tehismérgalasid, mis pakuvad t6husat ja odavat lahendust
toitainete véhendamiseks saastunud veekogudes. Mikrobioloogilistel protsessidel on suur tahtsus
saasteainete eemaldamisel ning seetdttu on véga oluline mdista tegureid, mis mdjutavad neid

mikroobikooslusi ja nende poolt I&biviidavaid protsesse.

Ké&esoleva magistritod uurimisalaks oli 2010. aastal intensiivse pdllumajanduslikku piirkonda
ehitatud Rampilloni vabaveeline tehismargala (Prantsusmaa). Kogutud setteproovidest maarati
kvantitatiivse reaal-aja PCR meetodi abil mikrobioloogiliste lammastikuringe protsesside
(nitrifikatsioon, dissimilatoorne nitraadi redutseerimine ammooniumiks, denitrifikatsioon,
anaeroobne ammooniumi okslideerimine ja nitritist sdltuv anaeroobne metaani oksudeerimine)

geneetiline potentsiaal ja tuvastati neid protsesse mdjutavad keskkonnaparameetrid.

Mérgalal tuvastati nii bakterite kui arhede poolne nitrifikatsiooni geneetiline potentsiaal ning kui
arhede amoA geenide arvukus oli margala 16ikes Ghtlane, siis bakterite amoA geenide arvukus oli

kdrgem margala madalama veetasemega aladel.

Tuvastatud lammastikuringe protsesside geneetilise potentsiaali alusel jareldada, et
ldammastikiuhendite eemaldamisel on peamine roll denitrifikatsioonil, kuid teatud kdrgema
veetasemega piirkondades voivad sellesse panustada ka suhteliselt hiljuti avastatud anaeroobne

ammooniumi okstideerimine ja nitritist sdltuv metaani okstideerimine.

Denitrifikatsiooniga seotud nitriti redutseerimise geneetiline potentsiaal oli suhteliselt thtlane
kogu tehismdrgala ulatuses, samas dilammastikoksiidi redutseerimise potentsiaal oli kdrgem

madalamate margala osade setetes.

Mérksdnad: lammastikringe protsessid, péllumajanduslik hajureostus, mikrobioloogia

CERCS: T270 Keskkonnatehnoloogia, reostuskontroll, B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia,

viroloogia, mikoloogia



The potential of microbiological processes related to nitrogen cycle to remove agricultural

pollution in a surface flow constructed wetland

Due to the intensive agricultural activity, the use of fertilizers has increased, resulting in increased
surface and groundwater contamination by excess nutrients. In order to reduce the pollution,
constructed wetlands have been proposed as efficient and cheap solution for reducing nutrients
from contaminated waterbodies. Microbiological processes have a major role in the removal of
pollutants from wastewater; therefore it is very important to study the composition of microbial

communities and factors affecting the processes they conduct.

The current study was conducted at the Rampillon surface flow treatment wetland built in the
intensive agricultural area in 2010 (France). Quantitative real-time PCR was used to measure the
genetic potential of microbiological nitrogen cycle processes (nitrification, dissimilatory nitrate
reduction to ammonium, denitrification, anaerobic ammonium oxidation and nitrite-dependent
anaerobic methane oxidation) and environmental factors affecting those processes were

determined.

In the studied wetland, the genetic potential of nitrification was confirmed based on the bacterial

and archaeal amoA genes.

Results of this study indicate that denitrification play a major role in the removal of nitrogen
compounds in the Rampillon's artificial wetland, but in some regions, especially with higher water
levels, anaerobic ammonium oxidation and nitrite-dependent methane oxidation may also have

certain contribution.

The genetic potential of denitrification-related nitrite reduction was relatively uniform across the
treatment wetland, while the reduction potential of nitrous oxide was higher in the wetland section

with lower water level.

Keywords: nitrogen cycle, agricultural diffuse pollution, microbiology

CERCS: T270 Environmental technology, pollution control, B230 microbiology, bacteriology,

virology, mycology
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16S rRNA - prokaruootide ribosoomi véikeses alaiihikus sisalduv ribosomaalne RNA

Amo — ammoniaagi monooksligenaas

amoA — ammoniaagi monooksugenaasi kodeeriv geen

amoAnpak/amoAarh — bakterite ja arhede spetsiifiliste amoA geenikoopiate arvukuste suhe

amoAuid — bakterite ja arhede spetsiifiliste amoA geenikoopiate arvukuste summa

ANAMMOX - anaeroobne ammooniumiooni okstideerimine (ANaerobic AMMonium Oxidation)
ANOVA - dispersioonianalliiis (Analysis Of Variance)

amx — anaeroobse ammooniumi oksiideerimise spetsiifiline 16S RNA geen

Ca —-Candidatus

Cuig — Uldsusinik (Total Carbon)

DNRA — dissimilatoorne nitraadi redutseerimine ammooniumiks (Dissimilatory Nitrate Reduction

to Ammonium)

K —tehismérgala keskosa

KA - kuivaine

KL - tehismdrgala keskosa l6unakallas

KP — tehismérgala keskosa pdhjakallas

Nap — periplasmaatiline nitraadi reduktaas
Nar — membraanseoseline nitraadi reduktaas

N-DAMO - nitritist s6ltuv anaeroobne metaani okstideerimine (Nitrite - Dependent Anaerobic
Methane Oxidation)

Nir — nitriti reduktaas
nir — nitriti reduktaasi kodeeriv geen

nirK — vaske sisaldavat nitriti reduktaasi (Cu-Nir) kodeeriv geen



nirS — tsiitokroom cd-1 sisaldavat nitriti reduktaasi (cd1-Nir) kodeeriv geen

nirS/nirK — nirS ja nirkK geenikoopiate arvukuste suhe

nirag — NirS ja nirk geenikoopiate arvukuste summa

Nirua/nosZud — NirS ja nirkK ning nosZI ja nosZll geenikoopiate arvukuste summade suhe
Nor — ldammastikoksiidi reduktaas

Nos — dilammastikoksiidi reduktaas

nosZl — klaad I dilammastikoksiidi reduktaasi kodeeriv geen

nosZI/nosZIl — nosZl ja nosZll geenikoopiate arvukuste suhe

nosZIl — klaad 11 dilammastikoksiidi reduktaasi kodeeriv geen

nosZaia — NOSZI1 ja nosZIl geenikoopiate arvukuste summa

nrfA — tstitokroom c nitriti reduktaasi kodeeriv geen

OA - orgaaniline aine

OCuid — kogu orgaaniline susinik (Total Organic Carbon)

PCR - poliimeraasi ahelreaktsioon (Polymerase Chain Reaction)

gPCR - kvantitatiivne poliimeraasi ahelreaktsioon (Quantitative Polymerase Chain Reaction)
S — maérgala sissevool

V — mérgala véljavool



Sissejuhatus

Kasvava rahvastiku t6ttu on maailmas suurenenud intensiivse péllumajanduse osakaal ning selle
tootlikkus, mis on saanud vOimalikuks eelkdige tanu toostuslikule lammastiku fikseerimisele
Haber-Boschi meetodil (Gruber ja Galloway 2008), aga lisaks ka fosforvéetiste kasutamise
suurenemisele (Dal Ferro et al., 2018). Industrialiseerimisest alates on inimtegevus tugevalt
mdjutanud lAmmastikuringe tasakaalu: pdllumajanduses kasutatavate véetiste tootmise kaigus
fikseeritakse toostuslikult aastas 160 TgN, samas looduslikud N2 fikseerimise protsessid seovad
maismaal 110 TgN ja ookeanis 140 TgN (Gruber ja Galloway 2008; Canfield et al., 2010).
Inimtegevus suurendab Ghuldmmastiku fikseerimist ka fossiilsete kituste pdletamisega ning
ulatusliku liblikdieliste taimede kasvatamisega tdnu viimaste sUmbioosile lammastikku
fikseerivate bakteritega (nt migarbakterid perekonnast Rhizobium) (Thamdrup 2012; Canfield et
al., 2010). Koik need protsessid on drastiliselt suurendanud looduslikesse 6kostisteemidesse

sisenevate reaktiivsete lammastikiihendite hulka pohjustades ulatuslikke negatiivseid muutusi.

Intensiivsest pdllumajanduslikust tegevusest tingitud toitainete leostumine ja &rakanne
pdhjustavad Uleliigsete toitainete joudmist veekeskkondadesse. Toitainete hulk sdltub suuresti
nende kontsentratsioonist mullas ja &ravoolus, mis omakorda on mdjutatud reostusallika titbist,
sesoonsusest, kliimast ja keskkonnatingimustest. Sellest tingituna uuritakse aina rohkem
vabaveeliste tehismérgalade rakendamise voimalusi lammastikureostuse eemaldamiseks ja nendes
toimuvaid lammastikuringe protsesse. Vabaveelised tehismdrgalad on looduse suhtes
vaheinvasiivsed, sdilitades looduslike elupaiku ning on madala energiatarve, hooldus- ja
rajamiskuludega, eriti kui vorrelda klassikliste aktilvmudal pGhinevate reoveepuhastusjaamadega
vOi teist thupi tehismargaladega (Lee et al., 2009; Dal Ferro et al., 2018).

Tehismargalades toimub liigsete lammastikiihendite eemaldamine pdhiliselt mikrobioloogiliste
protsesside abil, kuid lisaks toimuvad ka erinevad fulsikalised ja keemilised protsessid nagu
sadenemine, settimine ja filtreerimine, mis Uhes bioloogiliste tegurite koosmdjul vahendavad
veekeskkondada jOoudvate saasteainete hulka (Vymazal ja Biezinova 2018). Paljud
ldammastikuringe protsessid avastati juba 19. sajandi I16pus, kuid 21. sajandil on arusaam nendest
protsessidest muutunud ning on avastatud ka mitmeid uusi protsesse (Thamdrup 2012).



Kesk-Euroopas kasutatakse pdllumajanduses vdga palju vaetiseid, et tagada vdimalikult suur
saagikus voimalikult véiksel maa-alal. Prantsusmaal Pariisi ldhistel asuv Tle-de-France piirkond
on intensiivne pdllumajanduslik ala, kus toimub laialdane vaetiste kasutamine ning maakasutuse
muutuste tdttu on vahenenud ka looduslikud biogeokeemilised reguleerimisprotsessid ning

seetdttu on ohustatud sealse piirkonna péhjavee varud.

Ké&esoleva magistrit06 uuritavaks objektiks oli Prantsusmaal Rampillonis asuv pdllumajandusliku
hajureostuse véhendamiseks ehitatud vabaveeline tehismérgala, millest kogutud proove kasutati
erinevates mikrobioloogilistes, keemilistes ja flusikalistes uuringutes. Magistrit06 eesmargiks oli
madrata molekulaarsete meetodite abil erinevate lammastikuringe protsesside (nitrifikatsioon,
dissimilatoorne nitraadi  redutseerimine ammooniumiks, denitrifikatsioon, anaeroobne
ammooniumi oksiideerimine ja nitritist sdltuv anaeroobne metaani okstideerimine) geneetiline
potentsiaal ja hinnata nende protsesside omavahelist seost ja sdltuvust keskkonnaparameetritest

vabavoolulises tehismargalas Prantsusmaal Rampilloni piirkonnas.



1. Kirjanduse Ulevaade

1.1. Tehismargalad ja nendes toimuvad protsessid

Suurenev vajadus toidu jargi on toonud endaga kaasa ulatusliku toostuslikult toodetud véetiste
tootmise ja kasutamise, mis omakorda on pohjustanud bioloogiliselt kéttesaadava lammastiku
hulga suurenemise kdikides Maa 6koslsteemides (Gruber ja Galloway 2008). Suurenenud
lammastiku kogused pdhjustavad veekogude eutrofeerumist, millega kaasnevad probleemid nagu

naiteks Glemadrane veetaimestiku ja tsuanobakterite kasvamine (Ge et al., 2015).

Uheks vdimaluseks looduslike veekogude kaitsmiseks on tehismargalade rajamine. Tehismargalad
sarnanevad looduslikele mérgaladele ning on thusad alternatiivid tavaparastele reoveepuhastitele,
kuna vajavad vahem ressursse (Lee et al., 2009). Tanapéeval on tehismérgalade disainimise
pohiliseks eesméargiks luua selline kontrollitud keskkond, mis oleks sobilik eelkdige looduslikele

puhastusprotsessidele.

Esimene reovee puhastamise eesmargil disainitud tehismdrgala rajati 1950ndatel aastatel
Saksamaal ning see toimis edukalt 20 aastat (Wu et al., 2015). Kui algselt uuriti tehisméargalade
vOimekust vaid olmereovee puhastamisel, siis tdnapédeval on tehismérgalade kasutusvaldkond
palju laiem. Nad leiavad kasutust nii pdllumajandusliku ja to6stusliku reovee, kaevanduste
aravoolu, prigilate heitvee, reostunud joe- ja jarvevee, kuid ka linnade ja maanteede &ravoolu
puhastamisel ning neid on valja tootatud vaga erinevate kliimatingimuste jaoks (Wu et al., 2015).
Alates 1990ndatest on tehismargalade arv huppeliselt kasvanud (Lee et al., 2009). Ténapéeval on
tehismargalasid Euroopas juba (le 50 000 ja P6hja-Ameerikas tle 10 000, samuti on neid rajatud
péris palju ka Hiinas (Kadlec ja Wallace 2009; Wu et al., 2015; Zhao et al., 2018).

Tehislikud maérgalad jagunevad kolme kategooriasse: 1) taastatud margalad; 2) tehislikud
maérgalad, mille rajamise eesmérk ei ole seotud vee kvaliteedi parandamisega; 3) tehismérgalad,
mille pGhieesmargiks on puhastada reostunud vett. Tehismérgalades toimub saastunud vee
puhastamine taimede, keemilise sadenemise, settimise ja seal toimuvate mikrobioloogiliste
protsesside koostoime kaudu (Vymazal 2007; Vymazal ja Bfezinova 2018). Kuna tehismargalades

on lammastik jaotunud setete, vee ja biomassi vahel ning seal on ka bioloogiliste protsesside
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osakaal palju suurem kui tdupilistes Okoslsteemides, muudetakse erinevad saasteained
lintsamateks toitaineteks ja enamasti keskkonnale ohututeks kdrvalsaadusteks ilma ulatuslikke
ressursse (nt inimtd6joéudu, fossiilseid kituseid voi kemikaale) vajamata (Kadlec ja Wallace 2009).

Tehismargalad jagunevad hidroloogia alusel vabaveelisteks ehk pinnavoolulisteks (free water
surface; surface flow) ja labivoolulisteks (subsurface flow) tehismérgaladeks (Kadlec and Wallace
2009; Lee et al., 2009; Fonder and Headley 2013). L&bivoolulised tehismérgalad jagunevad
omakorda horisontaalse veevooluga (horizontal subsurface flow) ja vertikaalse veevooluga
(vertical flow) méargaladeks (Vymazal 2007; Lee et al., 2009). Ehituslike isedrasuste tottu liigub
vabaveeliste tehismdrgalade puhul vesi valdavalt horisontaalselt maapinna kohal ning need
sarnanevad rohkem looduslikele méargaladele, samas labivooluliste margalade puhul liigub vesi
sagedamini vertikaalselt vOi horisontaalselt 1&bi poorse vett I&bilaskva filtermaterjali nagu néiteks
liiv vOi kruus (Scholz et al., 2005; Fonder ja Headley 2013).

Vabaveelised tehisméargalad sarnanevad kodige rohkem looduslikele margaladele, kuna seal
vahelduvad taimestatud alad taimestamata aladega ja vee sligavus mérgala I6ikes on varieeruv
(tavaliselt 10-50 cm) ning sOltub tihti aastaajast (Fonder ja Headley 2013). Kdige levinumad
taimeliigid vabaveelistes margalades on hundinui (Typha) ja pilliroog (Phragmites) (Scholz et al.,
2005; Kadlec ja Wallace 2009; Vymazal 2013). Taimede puhul on téhtis nende maérgalast
eemaldamine, et neisse kogunenud toitained hilisema lagunemise kdigus uuesti vette ei satuks,
kuid samas vajavad neid toitaineid osaliselt ka mikroorganismid oma elutegevuseks (Kadlec ja
Wallace 2009; Vymazal 2013). Vabaveeliste tehismargalade puhul on tahtis kontrollida vee
stigavust, et sdilitada soovitud taimeliikidele sobilikud htidroloogilised tingimused. Lisaks on
vabaveeliste tehismdrgalade korral probleemiks ka keeruline hudrauliline juhitavus, sest
veepinnale ulatuv taimestik mdjutab veevoolu suunda (Kadlec ja Wallace 2009). Vabaveelised
mérgalad on sobilikuks elukeskkonnaks védga paljudele looduslikes mérgalades elutsevatele
liikidele (Scholz et al.,, 2005). Valtimaks inimeste kokkupuudet olemreovees esinevate
patogeenidega, kasutatakse vabaveelisi mérgalasid valdavalt esmaste puhastusetappide jargselt (nt
aktitvmudal p6hinevad stisteemid) (Kadlec ja Wallace 2009). Vabaveelised tehismargalad sobivad
peaaegu koikides kliimavootmetes, kuigi kiilmemates piirkondades ja jahedamatel perioodidel on
puhastusprotsessid aeglasemad (Kadlec ja Wallace 2009).
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Tehismargalade tiheks peamiseks rakendusvaldkonnaks on pdllumajanduses kasutatavate vaetiste
poolt pbhjustatud hajureostuse véhendamine. Tehismargalades toimub fosfori eemaldamine
adsorptsiooni, kompleksiihendite moodustamise ja sadestamise kaudu ning lisaks toimuvad ka
settimine ja taimede poolne toitainete omastamine. Susiniku Uhendite vdhenemine margalasse
sisenevas vees toimub mikroobse tarbimise (nt mineralisatsioon, fermentatsioon ja metanogenees),
filtratsiooni ja sedimentatsiooni kaudu. Samuti toimuvad mitmesugused mikroobsed protsessid,
millel on oluline koht Idmmastikulihendite ja lammastikuvaetistest tingitud reostuse eemaldamisel
(Gorgoglione ja Torretta 2018). Ldmmastikuringe on margalades seotud ka susinikuringe
protsessidega, kuna bioloogiliselt kattesaadav susiniku hulk on tahtis lammastiku eemaldamisega
seotud mikrorganismidele nende elutegevuseks (Gruber ja Galloway 2008). Seega on nende
protsesside reguleerimine Okosusteemides véaga oluline, kuna see vOib viib globaalsete

kliimamuutusteni.

Lammastikuringe on osa keerulisest biogeokeemilisest tsiiklist, hdlmates vaga erinevaid
orgaanilisi ja anorgaanilisi ldammastiku vorme (Vymazal 2007). La&mmastiku kattesaadavus on
kontrollitud l&mmastiku fikseerimise ja fikseeritud ldmmastiku ringlusse votu vahel
dissimilatsiooni  protsesside kaudu (Thamdrup 2012). Pohilised lammastikuvormid
tehismérgalades on lahustunud nitraat (NO3z), nitrit (NO2) ja ammooniumioon (NH4").
Eelnimetatud Uhendid omavad suurt mdju just veetkosusteemides, kuna on taimede ja
mikroorganismide poolt kergesti omastatavad (Lee et al., 2009). Gaasiline l&mmastik vOib
maérgalades esineda dilammastiku (N2), dilammastikoksiidi (N20), lammastikdioksiididi (NO>),
dilammastiktetraoksiidi (N204) ja ammoniaagi (NHs3) kujul (Vymazal 2007). Peamised
tehismargalades toimuvad mikrobioloogilised I&mmastikuringe protsessid on assimilatsioon,
ammonifikatsioon, nitrifikatsioon, denitrifikatsioon, lammastiku fikseerimine ja dissimilatoorne
nitraadi redutseerimine ammooniumiks (DNRA), kuid tiha rohkem on hakatud uurima margalades
ka hiljuti avastatud anaeroobset ammooniumi okstdeerimist (ANAMMOX) (Vymazal 2007,
Kadlec ja Wallace 2009) ning nitritist sOltuvat anaeroobset metaani oksudeerimist (N-DAMO) (Hu
et al., 2014). Kaks viimati mainitud protsessi koos denitrifikatsiooniga on teadaolevalt ainukesed
protsessid, mille 18pp-produktiks on molekulaarne lammastik.. Lammastikuringe protsessid
tehismargalal on kujutatud joonisel 1.
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Joonis 1. Lammastikuringe protsessid. Metaboolsed protsessid on margitud mustade,
assimilatsiooni protsessid roheliste ja dissimilatsiooni protsessid hallide nooltega. Katkendlikud
nooled viitavad protsesside vahelisele ainete vahetustele ja transpordile (Thamdrup 2012 jargi).

1.2. Nitrifikatsioon ja seda mdjutavad tegurid

Nitrifikatsiooni k&igus muundavad mikroorganismid ammooniuminitraadiks, kasutades
elektronide doonorina anorgaanilisi susiniku Ghendeid ja aktseptorina hapnikku ning protsessis
ulejaévat energiat kasutatakse elutegevuseks (Ge et al., 2015). Nitrifikatsioon on kaheastmeline
aeroobne oksudatsiooni protsess, mis avastati 19. sajandi teises pooles, kui isoleeriti ammooniumit
nitritiks okslideeriv bakter Nitrosomonas ja nitritit nitraadiks oksudeeriv bakter Nitrobacter.(Smil,
2004) Enamikes keskkondades toimubki nitrifikatsioon erinevatest mikroorganismidest
koosnevate kogumite koostoimel, mis konkureerivad tksteisega energia saamise nimel ja nitriti
eest, vastavalt siis ammooniumi oksudeerivad (valem 1) ja nitritit oksudeerivad (valem 2)

organismid (Kuypers et al., 2018).
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2NH4* + 302—2NO2 + 2H20 + 4H" (D)
2NO; + 02—2NO3~ (2)

Nitrifikatsiooni esimeses etapis oksldeerivad ko6ik teadaolevad aeroobsed ammooniumi
okstlideerivad bakterid ja arhed ammooniumi ammoniaagi monookstigenaasi (Amo) vahendusel
hiidroksiitilamiiniks (NH2OH) ja seejdrel viiakse see iile lammastikoksiidi nitritiks, kuid raja
viimaseid etappe kodeerivad enstiiimid on veel tépselt teadmata (Kuypers et al., 2018). Amo on
membraaniseoseline vaske sisaldav ensliim, mida kodeerivad amoC, amoA ja amoB geenid (Ge
et al., 2015), milledest nitrifikatsiooni markergeenina kasutatakse amoA geeni (Ge et al., 2015; B.
Lietal., 2018). Teatud tingimustel v8ib nitrifikatsiooni esimese etapi kdrvalproduktina emiteerida
keskkonda ka kasvuhoonegaas N-O. Nitrifikatsiooni teiseks etapiks on nitriti okstideerimine
nitraadiks ning selle protsessi votmeensutmiks on nitriti oksidoreduktaas (Nxr) (Ge et al., 2015).
Enamasti kuuluvad nitrifitseerijad Proteobacteria hdimkonna erinevatesse klassidesse, mille
esindajaid vOib leida paljudest keskkondadest nagu vdetatud pinnasest ja reoveepuhastitest
(Kuypers et al., 2018).

Mérgalades soodustavad madalama veega alad nitrifikatsiooni toimumist, kuna nitrifikatsiooni
mdlemas etapis on vaja aeroobset keskkonda ja lahustunud hapniku kontsentratsioon keskkonnas
on ks pohilisi nitrifikatsiooni kontrollivaid tegureid (Kadlec ja Wallace 2009). Lisaks lahustunud
hapniku kontsentratsioonile md@jutavad nitrifikatsiooni positiivselt keskkonna kdrgem
temperatuur, fosfori sisaldus tle 0,2 mg/L ning madal C/N suhe.

Nagu denitrifikatsiooni korral esineb mittetdielikku denitrifikatsiooni (Graf et al., 2014), viivad
nitrifikatsiooni labi enamasti mittetdielikud nitrifitseerijad (Kuypers et al., 2018), kuid on ka
erandeid. Hiljuti muutus arusaam nitrifikatsioonist kui vaid kahe erineva organismide grupi
koostoimel labiviidavast protsessist, sest avastati taielikult ammooniuminitraadiks okstlideerivad
bakterid, mille esindaja on nditeks "Candidatus (Ca) Nitrospira inopinata”. Antud bakterid
suudavad hasti konkureerida ka teiste ammooniumit okslideerivate bakteritega, kuid uuringud on
naidanud, et nad oksiideerivad ammooniumit efektiivsemalt kui nitritit (Stein ja Klotz 2016;
Kuypers et al., 2018).
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1.3. Denitrifikatsioon ja seda mdjutavad tegurid

Denitrifikatsioon on fakultatilvne anaeroobne protsess, mille k&igus mikroorganismid
redutseerivad nitraadi vOi nitriti  1abi mitmete vaheetappide dilammastikoksiidiks vGi
molekulaarseks lammastikuks kasutades elektronide doonorina orgaanilisi tGihendeid (valem 3).
Kui keskkonnas leidub piisavalt hapnikku, siis eelistavad denitrifitseerijad kasutada
lammastikihendite asemel elektronide aktseptorina hapnikku (Zumft 1997; Kadlec ja Wallace
2009; Garcia-Lledd et al., 2011).

5CH20 + 4H" + 4NO3 — 2N + 5CO2 + 7H,0 €))

Denitrifikatsiooni ké&sitletakse tihti ka lammastiku fikseerimise vastandprotsessina (Zumft 1997)
ning see véime on leitud nii bakterite, arhede (Graf et al., 2014; Zumft 1997) kui ka seente
esindajate hulgas (Maeda et al., 2015). K6ige levinumad keskkonnas denitrifikatsiooni l&bi viivad

bakteriperekonnad on Pseudomonas, Bacillus ja Alcaligenes (Vymazal 2007).

Taielik denitrifikatsiooni rada koosneb neljast eraldiseisvast intratsellulaarsest ensutmist (md6da
metabolisimirada nitraadist molekulaarse lammastiku suunas liikudes): nitraadi reduktaas (Nar
ja/vbi Nap), nitriti reduktaas (Nir), l&mmastikoksiidi reduktaas (Nor) ja dilammastikoksiidi
reduktaas (Nos) (Zumft 1997). Denitrifikatsiooni rada koos vahethendite redutseerimisel

osalevate ensutimidega ning neid kodeerivate geenidega on toodud joonisel 2 (Thamdrup 2012).

Molekulaarne

Lammastik- Dilammastik- > |
oksiid (NO) oksiid (N,O) lammastik
(N2)
*Nar, Nap «NirK, NirS «Nor *Nos
*nar, nap *nirK, nirS «cnorB, gnorB *nosZlI, nosZIl

Joonis 2. Denitrifikatsiooni rada koos iga vahetihendi redutseerimisel osalevate ensiiimidega ning
neid kodeerivad geenid (kursiivis) (Thamdrup 2012 alusel).

Esimest denitrifikatsiooniraja protsessi, nitraadi redutseerimist nitritiks vOivad katalutsida kaks
erinevat nitraadi reduktaasi: periplasmaatiline nitraadi reduktaas, (kodeeritud nap geeni poolt) voi
membraaniseoseline nitraadi reduktaas (kodeeritud nar geeni poolt) (Zumft 1997). Nar ja nap
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geenid vOivad esineda lisaks denitrifikatsiooni rajas ka DNRA protsessis, mistottu ei kasutata neid
markergeenidena denitrifikatsiooni uurimisel (Saggar et al., 2013).

Nitriti redutseerimist lammastikoksiidiks viivad I&bi mikroorganismid, mis omavad nirS voi nirK
geeni poolt kodeeritud nitriti reduktaasi. Kaks nitriti reduktaasi erinevad oma struktuuri poolest:
nirS geeni poolt kodeeritud nitriti reduktaas sisaldab tsitokroom cd: ning nirK geeni poolt
kodeeritud nitriti reduktaas vaske (Cu) (Zumft 1997). Mdblemad Nir ensiumid on
periplasmaatilised ning asuvad mitokondri sise- ja valismembraani vahelises alas (Saggar et al.,
2013). Nitriti redutseerimist labiviivatel mikroorganismidel on enamasti kas nirS voi nirK geen,
kuid mdned organismid omavad mdlemat thdpi nitriti reduktaasi kodeerivat geeni. Nir geenid on

laialdaselt kasutusel denitrifikatsiooni hindamise markergeenina (Graf et al., 2014).

Lammastikoksiidi ~ reduktsiooni  dilammastikoksiidiks ~ katalliusivad  kaks  erinevat
membraaniseoselist heem-vask oksudaasi tlupi lammastikoksiidi reduktaasi, mis on kodeeritud
kas cnorB voi gnorB geeni poolt. NorB geenide homolooge on leitud ka patogeenidest, mis ei ole
vOimelised denitirifikatsiooni labi viima, aga ka anaeroobsetest denitrifitseerivatest
metanotroofidest, seetGttu pole need enstiimid suure metaboolse varieeruvuse tottu

denitrifikatsiooni uurimiseks kdige sobilikumad (Graf et al., 2014).

Teadaolevalt suudavad N2O redutseerimist N2-ks l4bi viia ainult mikroobid, mis omavad kas nosZ
klaad I vdi nosZ klaad 11 geeni poolt kodeeritud dilammastikoksiidi reduktaasi (Jones et al., 2013).
Nos enstitimid asuvad mitokondri periplasmaatilise ruumi sise- ja valismembraani vahelises alas
(Saggar et al., 2013). Enamasti kuuluvad nosZl geeni omavad organismid Proteobacteria
hdimkonda ja ka arhede hulka, kuid genoomsed uuringud on néidanud, et nosZIl geeni omavad
organismid on vdga varieeruva fulogeneetilise taustaga ning kuuluvad véga erinevatesse
hdimkondadesse (Jones et al., 2013). Osad denitrifitseerivad mikroorganismid ei oma nosZ geene
ning nende elutegevuse tottu emiteerub keskkonda N2O (Stein ja Klotz 2016). Denitrifitseerijate
genoomsete jarjestuste uuringud on néidanud, et nirS geeni omavatel organismidel on genoomis
suurema tdendosusega ka nosZ geen vorreldes nirK geeni omavate organismidega, mis nditab, et
nirS geeniga denitrifitseerijad on tdendolisemalt voimelised kogu denitrifikatsiooni protsessi ise
labi viima ja seega tootma vahem kasvuhoonegaasi N2>O. Samas paljud denitrifitseerijad osalevad
denitrifikatsioonis vaid osaliselt, kas (ihes vdi enamas, aga mitte igas denitifikatsiooni raja etapis,
viies seega labi mittetdielikku denitrifikatsiooni (Graf et al., 2014). Osad nosZ geeni omavad
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organismid kasutavad heterotroofse kasvu jaoks vajaliku energia saamiseks elektronaktseptorina
rakuvélist N2O-d, kuid enamasti need organismid ei suuda redutseerida kogu keskkonnas tekkivat
dildammastikoksiidi (Zumft 1997; Saggar et al., 2013).

Denitrifikatsiooni mdjutavad erinevad keskkonnaparameetrid, mida voib jaotada kaudseteks ja
otsesteks regulaatoriteks. Kaudsed regulaatorid nagu vegetatsioon, mulla pH ja tekstuur ning vee
sisaldusreguleerivad kooslust pikema aja véltel, samas otsesed regulaatorid nagu nitraadi ja
hapniku kontsentratsioon, siisiniku kattesaadavus ja temperatuur méjutavad koosluseid koheselt,
kuid nende parameetrite seosed denitrifikatsiooniga pole péaris selged ning nBuavad edasist
uurimist (Kadlec ja Wallace 2009; Saggar et al., 2013). Kui denitrifikatsioon toimub anoksilistes
tingimustes, naiteks mérjas pinnases, siis enamasti on valdavaks 16pp-produktiks N2, kuid tekib
ka teatud hulgal ohtlikku kasvuhoonegaasi N2O (Canfield et al., 2010). N2O ja N2 suhet mGjutab
ka pinnase happelisus: mida happelisem on keskkond, seda rohkem emiteerub lammastikdioksiidi,
kuid neutraalse voi veidi aluselise pH korral on N2O osakaal véaiksem. Téielikku denitrifikatsiooni
soodustavad ka korgem mulla temperatuur, madalam hapniku sisaldus ning ké&ttesaadava
orgaanilise susiniku ning mineraalse lammastiku olemasolu (Saggar et al., 2013).

1.4. Anaeroobne ammooniumi okstidatsioon ja seda mdjutavad tegurid

Anaeroobse ammooniumi oksudatsiooni (ANaerobic AMMonium OXidation — ANAMMOX)
kéigus muundatakse ammoonium ja nitrit veeks ja dilammastikgaasiks (valem 4) (Mulder et al.,
1995).

NH4* + NO2 —N> + 2H,0 (4)

ANAMMOX bakterid on autotroofid, mis kasutavad erinevalt denitrifitseerijatest anorgaanilist
stsiniku allikat (Lee et al., 2009). Protsess avastati 1990ndatel aastatel (Mulder et al., 1995), mil
leiti unikaalset "anammoxosoom" organelli omavate bakterite klaad. See muutis arusaama
lammastikuringest, kuna varasemalt teati, et ammoonium on vaid anaeroobse lagundamise 16pp-
produkt ning edasised muundamisprotsessid toimuvad vaid hapniku ning ammooniumi
okstlideerivate bakterite abil (Thamdrup 2012). Tanapéeval kuuluvad kdik ANAMMOX-i protsessi

labiviivad bakterid Planctomycetes hdimkonda kuuluvasse Brocadiales seltsi (Strous et al., 1999;
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Stein ja Klotz 2016). Seni on tuvastatud viis ANAMMOX bakterite perekonda ("Ca Brocadia",
"Ca Kuenenia", "Ca Scalindua”, "Ca Anammoxoglobus” ja "Ca Jettenia™) ning erinevatel
perekondadel on erinevad keskkonnatingimuste eelistused (Zhao et al., 2018). Need on ka
ainukesed teadaolevad bakterid, mis omavad hzsA ja hzsB geenide poolt kodeeritud Hzs ensuimi,
mis aktiveerib ammooniumiooni anaeroobselt (Kuypers et al., 2018). Hzs on ka ainus teadaolev
enstiim, mis tekitab N-N sidemeid kahest eraldiseisvast Idmmastikiihendist ning mille tulemusena
tekib vahetihendina hudrasiini (N2H4) (Kuypers et al., 2018). Teiseks ANAMMOX-i protsessi
vaheuhendiks on lammastikoksiid (Stein ja Klotz 2016). Hudrasiin okstdeeritakse edasi
dildammastikgaasiks hidrasiin dehtidrogenaasi (Hdh) poolt (Kuypers et al., 2018). ANAMMOX
bakterites leiduv  "anammoxosoom" on teadaolevalt ainus prokaruootidel leiduv
membraaniseoselise strukutuuriga organell, milles asuvad kdik anaeroobse ammooniumi
oksudatsiooni labiviivad enstiimid (Kuypers et al., 2018). Lisaks sisaldavad ANAMMOX
bakterite membraanid unikaalseid "ladderane" lipiide, mis omavad vedelikulaadseid omadusi ja
vOimaldavad membraanide tihedat pakkimist kaitstes rakku toksiliste vaheiihendite eest (Boumann
et al., 2009).

ANAMMOX protsess sdltub ammooniumi vabanemisest orgaanilise aine mineralisatsiooni kéigus
janitriti kattesaadavusest keskkonnas (Thamdrup 2012). VVorreldes tavaparastelt reoveepuhastuses
kasutatavate nitrifikatsiooni ja denitrifikatsiooni protsessidega on ANAMMOX-i eelisteks
madalam hapniku vajadus, energiasééstlikkus ning protsess ei vaja orgaanilist stsiniku allikat,
samas nduab kdrgemat temperatuuri ning erinevate substraatide nagu sulfiid ja nitrit esinemine
reovees mojub inhibeerivalt. Lisaks sdltub ANAMMOX protsess keskkonna tingimustest ning
taielikuks ammooniumi eemaldamiseks peab ammooniumi ja nitraadi suhe olema 1/1,32 (Saeed ja
Sun 2012). Waki ja teised (2015) leidsid, et ANAMMOX protsessi aktiivsus oli kdrgem
vabaveelise tehismdrgala taimestatud ja pidevalt veega kaetud aladel ja korgema NO>
kontsentratsiooni korral keskkonnas.

Hapnikuvaestes ookeanide piirkondades on ANAMMOX-i protsessil suur téhtsus, sest tle 1000
meetri stigavustes piirkondades moodustab ANAMMOX-i protsessi kéigus tekkinud N2 kuni 70%
kogu tekkivast N2-st (Thamdrup 2012) toimides seega ldmmastikureostuse eemaldajana (Stein ja
Klotz 2016). ANAMMOX protsessi on tuvastatud ka véga erinevates maismaa ja magevee
Okosusteemides, naiteks méagitundras (Zhao et al 2018), véetatud riisipdllul (Zhu et al., 2011),
j0gedes, margalades ja jarvedes (Humbert et al.,, 2012; Thamdrup 2012). Margalades ja
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mageveelistes veekogudes moodustab ANAMMOX protsessis tekkinud N2 < 1-28% kogu
tekkinud dilammastikgaasi emissioonist (Thamdrup 2012). ANAMMOX-il on téhtis koht ka
tehismargalades toimuvates protsessides (Canfield et al., 2010; Kadlec and Wallace 2009; Waki
et al., 2015), kuna selle protsessi kaigus eemaldatakse nitriti ja ammooniumi korraga, aga samal
ajal ei teki juurde ohtlikku kasvuhoonegaasi N2O ning lisaks kasutatakse ANAMMOX-i protsessi
toostuslikult lammastikreostuse eemaldamisel (Stein ja Klotz 2016). Kui keskkonnas vahelduvad
oksilised ja anoksilised tingimused, siis on voimalik osalise nitrifikatsiooni ja ANAMMOX-i
siimbioos, mis ei vaja orgaanilise sisiniku olemasolu ning sellisel puhul on véimalik puhastada

kdrge ammooniumi kontsentratsiooniga reovett (Kuypers et al., 2018).

1.5. Dissimilatoorne nitraadi redutseerimine ammooniumiks ja seda mojutavad

tegurid

Dissimilatoorne nitraadi redutseerimine ammooniumiks (Dissimilatory Nitrate Reduction to
Ammonium — DNRA) on heterotroofne protsess, mis toimub anaeroobsetes tingimustes (Scott et
al., 2008). Mdnedes bakterites on DNRA fermentatsiooni protsess, kuid enamikes looduslikes
keskkondades toimub see energiasaastlikuma hingamisprotsessina. DNRA protsessis kasutatakse
elektrondoonorina orgaanilist ainet, vesinikku, rauda, sulfiidi vOi metaani ja protsessi
vOtmeenstumiks on nrfAH geenide poolt kodeeritud periplasmaatiline tsitokroom c nitriti
reduktaas (Kuypers et al., 2018). Kdrvalproduktina vdib DNRA kéigus keskkonda emiteeruda ka
N20O-d (Simon et al., 2012). Antud protsessi vOivad labi viia v&ga erinevat tlpi organismid nagu
bakterid, arhed, seened ja vetikad (Thamdrup 2012; Kuypers et al., 2018). DNRA vdib olla seotud
ka nitraadi redutseerimisega nitritiks, kas the raku tasandil vdi koosluses olevate organismide
vahel (Stein ja Klotz 2016).

Kuigi DNRA olulisuse kohta keskkonnas on suhteliselt vahe teada, siis antud protsessil on
taheldatud olulist tahtsust nitraadi eemaldamisel veekogude setetes, kus on piisaval hulgal
kéattesaadavat susinikku (Scott et al., 2008). Lisaks leidsid Scott ja teised (2008) tehismérgala
hdlmanud uuringus, et DNRA toimumine oli kdige aktiivsem suvel, kui veetemperatuur oli tle
30°C.
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1.6. Nitritist s6ltuv anaeroobne metaani okstideerimine ja seda mdjutavad tegurid

Looduslikes ja tehisméargalades tekib N> lisaks denitrifikatsioonile ja ANAMMOX-ile ka nitritist
sOltuva anaeroobse metaani okstideerimise (Nitrite-dependent anaerobic methane oxidation — N-
DAMO) teel (Raghoebarsing et al., 2006; Xu et al., 2018). N-DAMO protsessi kaigus
redutseeritakse nitrit ldmmastikoksiidiks, mis seejarel muudetakse arvatavasti lammastikoksiidi
dismutaasi kaudu molekulaarseks lammastikuks ja hapnikuks ning tekkinud hapnikku kasutatakse
aeroobseks metaani okstideerimiseks. Varasemalt arvati, et N2 tekib vaid dildammastikoksiidi
reduktaasi vahendusel denitrifikatsiooni protsessi kédigus (Hu et al., 2014). N-DAMO protsessi
kirjeldatakse ka kui intra-aeroobset denitrifikatsiooni, kuna see toimub nii oksilises kui ka
anoksilises keskkonnas ning lisaks eelistavad bakterid nitraadi asemel nitritit metaani
oksudeerimisel (Ettwig et al., 2010). Esimesena seostati selle protsessiga vaid hdimkonda NC10
kuuluvat anaeroobset metanotroofset bakterliiki "Ca Methylomirabilis oxyfera-t". "Ca M.
oxyfera" isoleeriti the Hollandi kraavi setetest ning seetdttu vOib arvata, et ta vOib osaleb ka
margalades toimuvates protsessides (Ettwig et al., 2010). Lisaks on "Ca M. oxyfera" sarnaseid
16S rRNA geene tuvastatud ka teistest mikroorganismidest mis omavad pmoA geeni poolt
kodeeritud metaani monookiigenaasi ning neid kutsutakse "Ca M. oxyfera" sarnasteks bakteriteks
(Hu et al., 2014).

N-DAMO protsess on vaga oluline ja unikaalne avastus, kuna see seob omavahel sisiniku- ja
ldammastikuringe ning aitab vahendada ka metaani emissiooni atmosfaari (Raghoebarsing et al.,
2006; Hu et al., 2014). Veel ei ole teada, kui suur osakaal on "Ca M. oxyfera" ja temaga sarnastel
bakteritel keskkonnas toimuvates protsessides, kuna nende kohta on veel véhe informatsiooni ja

olemasolevad arvukuste andmed on kohati vastuolulised (Xu et al., 2018).
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2. Materjal ja metoodika

2.1. Prooviala kirjeldus

Kéaesoleva magistritéd prooviala asub Prantsusmaa pdhjaosas 1le-de-France piirkonnas Rampilloni
kiilas (48°32"160N, 03°03'37E) Pariisist 80 km kaugusel kagu suunas. 2010. aastal ehitatud
vabaveelise tehismdrgala rajamise eesmargiks oli vdlja to0tada tdiendavaid meetodeid, et
vahendada Seine ja Marne valgla suudmes intensiivse pdllumajandustegevuse tagajargedel
tekkinud hajureostust Champigny'i p6hjaveekihis (Seine et Marne, Prantsusmaa). Champigny
pbhjaveekiht on peamine Pariisi darelinnade p&hjaveevaru, millest saab joogivee tle 1,5 miljoni
elaniku 1700 km? suurusel alal. Selle piirkonna pdhjavesi on suurel madral mdjutatud karstilistest
pinnavormidest, mille kaudu jouab reostus pohjavette: ligikaudu 70% igal-aastal juurde tekkivast
pdhjaveest imbub looduslike karstilehtrite kaudu otseselt pinnaveest vOi vooluveekogudest
pbhjavette (Tournebize et al., 2012).

Rampilloni tehismargala pindala on 5270 m2 ja maht 2500 m® ning keskmine veesiigavus on 38
cm. Pollumajanduslik reovesi périneb 355 ha suuruselt valgalalt. Tehismérgala asub osaliselt
eraldatud sissevooluga kuivenduskraavi kdrval. Vegetatsiooniperioodil juhitakse kuivenduskraavi
vesi tehismargalase ning valjaspool seda perioodi ei ole kraavis voolav vesi otseselt margalaga
seotud (joonis 3). Mérgalasse siseneva vee kogust reguleeritakse sissevoolus asuva litsi kaudu
(eriti oluline veerohkel perioodil) ning veevool mérgalasse varieerub vahemikus 0-120 L/s.
Piirkonna keskmine aastane dhtutemperatuur on 10,5 °C, keskmine sademete hulk 689 mm ning
potentsiaalne aurustumine 679 mm. Margala vees sisalduvad nitraadi kogused margala
sissevoolus, kahes keskosa punktis ja valjavoolus mais ja novembris 2014 ning mértsis ja oktoobris
2015 on toodud tabelis 1.

Tehismargala on jaotatud kolmeks: sissevoolus asuv settetiik, keskosas asuv muutuva
veetasemega tsoon ning valjavoolu osas asuv kérgema veetasemega ala. Margalal kasvavateks
pohilisteks taimeliikideks on pilliroog (Phragmites australis), sinihall-luga (Juncus inflexus),
kallastarn (Carex riparia), keraluga (Juncus conglomeratus), kevadtarn (Carex caryophyllea),
laialeheline hundinui (Typha latifolia) ja soo-vesitédht (Callitriche palustris), mis kdik kokku
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katavad ligikaudu 20% kogu mérgala pinnast. Ule kogu margala on levinud ka filamentsed

mikrovetikad.

Joonis 3. Rampilloni tehismdargala koos proovivotukohtadega. Nooled néitavad veevoolu suunda
margalas. Proovipunktide tahistused: S — sissevool (punktid S1 ja S2), véljavool — V (punktid V1
jaV2), keskosa ldunakallas — KL (punktid KL1 ja KL2), keskosa — K (punktid K1, K2 ja K3) ning
keskosa pohjakallas — KP.

Tabel 1. Vee nitraadi kogused (mg/L) erinevatel ajahetkedel neljast méargala md6tmiskohast.

Aeg Sissevool Keskosa 1 Keskosa 2 Véljavool
Mai 2014 30 15 10 7
November 2014 51 49 45 39
Mérts 2015 52 48 45 44
Oktoober 2015 45 40 35 30
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2.2. Gaasiemissioonide mddtmine

N2O emissioonide mddtmised proovialal toimusid vahetult enne setteproovide kogumist
dinaamilise suletud kambri meetodil (Rochette et al., 1997). Md6tekampaaniad viidi labi
jargmistel perioodidel: 16.-21. mai (keskmine 6hutemperatuur 25 °C) ja 18.-23. november 2014
(keskmine Ghutemperatuur 9 °C), 11.-16. marts (keskmine Ghutemperatuur 7 °C) ja 19.-26.
oktoober 2015 (keskmine 6hutemperatuur 12 °C) ning 4.-11. mai 2017. Gaasiproovid koguti 12
ujuva mddtesusteemiga, kus oli kasutusel 12 automaatkambrit (30 x 40 x 40 cm) (Foto 1).
Kambreid kasutati paarikaupa, mis tdhendab, et igas proovivdtukohas (S2, K1, K2, K3, PK, V2),
oli kasutusel kaks kambrit (he proovivotukoha gaasivoo hindamiseks keskmistati mélemast
kambrist mdddetud l6ppvaartused). Mddtesisteemi oli Uhendatud N2O analiisaator (Quantum
Cascade Laser, Aerodyne, USA), millega mdddeti 1Hz (1 md6tmine sekundis) sagedusega gaasi
kontsentratsiooni muutust kambris. Automaatset kambrite sulgumist ja avanemist juhtis
mddteststeemis ajareelega multiplekser. Korraga oli suletud tks kamber ning mddGteaeg oli
kdikide kambrite puhul 6 minutit, millest esimene minut kulus stisteemi I&bi puhastamisele vérske

ohuga.

Foto 1. Paarikaupa ujuv automaatkambersiisteem (Foto: Kaido Soosaar).

Gaasivoogude mootmiseks Ule terve margala, viidi lisaks labi kohtades kust automaatkambritega
polnud vOimalik moota(KL1, KL2, V1, S1), , gaasiproovide kogumine manuaalse staatilise
pimekambri meetodil (Hutchinson ja Livingston 1993). Mootmistel kasutati valgeid (valtimaks
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kambris dhu soojenemist) vees hdljuvaid PVC-kambreid mahuga 65 L, diameetriga 50 cm ja
kdrgusega 40 cm. Gaasiproovid koguti kdikidel médtekampaaniatel kolmel péeval kaks korda
paevas (hommikul ja dhtul). Gaasiproovid koguti kambrist tunni aja jooksul 20 minutiliste
intervallidega eelnevalt laboris vakumeeritud 50 ml klaaspudelitesse. Proovitsikli alguses voeti
kambrist esimene algproov, et fikseerida kambris oleva gaasi algkontsentratsioon ja seejérel 20
minutiliste intervallidega jargmised kolm proovi. Gaasiproovid analliisiti gaaskromatograafiga
(elektron-detektori (ECD) ja leekionisatsiooni detektoriga (FID) varustatud gaaskromatograaf
Shimadzu 2014 GC) Tartu Ulikooli geograafia osakonna aineringete uurimislaboris. Mdlemal
meetodil saadud kontsentratsiooni muutustest arvutati NoO vood lineaarse seose pdhjal ning
korrigeeriti vastavalt kambri pindalale ja mahule.

Setteproovide N potentsiaalne voog mdddeti kambrimeetodil Tartu Ulikooli Geograafia osakonna
laboris. Mullapuuriga koguti iga proovivotu ajal terassilindritesse mullakehad (@9cm) viielt
sligavuselt (0-6; 6-12; 12-18; 18-24; 24-30 cm) ning hoiustati jahutis +4 °C juures.
Terassilindrid asetati (ihest otsast avatuna dhukindlatesse silindritesse ning proove voolutati labi
kunstliku gaasiseguga (0,3 ppb N20, 1,8 ppm CHs4, 6 ppm N2, 350 ppm CO; ja He) samal
temperatuuril, mis esines iga slgavuse valistingimustes. Tagamaks kogu ©hu vahetumine
gaasisegu, kestis ldbipesu 36h. Silindrite valjavoolus mdddeti voolutamise ajal
gaasikontsentratsiooni gaaskromatograafiaga ning N. modtmiseks suleti silindri valjavool kaheks
tunniks ja moddeti kontsentratsioonis toimunud muutused iga 40 minuti tagant kahe tunni jooksul
(kokku neli mddtmist). Seejarel analliisiti saadud proovid samuti gaaskromatograafiaga. N2

potentsiaalne gaasivoog arvutati lineaarse kontsentratsiooni muutuse alusel.

Gaasiproovide mddtmise ja analiiiisi viisid labi Tartu Ulikooli Geograafia osakonna to6tajad ja

antud magistrit6o autor selles ei osalenud.

2.3. Setteproovide kogumine

Proovide kogumine tehisméargalast toimus vahetult enne gaasimddtmisi. Proovivotukohad (joonis
3) wvaliti vastavalt hudroloogilistele parameetritele ja pusivatele gaasimd6tmispunktide

asukohtadele. Iga kampaania kaigus koguti kiimme setteproovi (kokku 50 proovi). Setteproovid
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koguti Glemisest 0-10 cm mullakihist kasutades proovivotu puuri (Eijkelkamp, Holland). Proove
séilitati keemiliste analtitiside jaoks +4°C ja DNA eraldamiseni -20°C juures.

Setteproovid koguti Tartu Ulikooli Geograafia osakonna to6tajate poolt ja antud magistritoo autor
setteproovide kogumises ei osalenud.

2.4. Setteproovide keemiline anallits

Proovide pHkci, uldlammastiku (Nag), nitraatlammastiku (NO3s-N), ammooniumldmmastiku
(NH4-N), kaaliumi (K), fosfori (P), kaltsiumi (Ca), magneesiumi (Mg) ja orgaaniline aine (OA)
vaartused maarati Eesti Maaulikooli Taimebiokeemia laboris vastavalt standardmeetoditele.
Setteproovide uldsusiniku (Ciuig) ja kogu orgaaniline stsiniku (OCuig), vaartused maarati Tartu
Ulikooli Geograafia osakonna biogeokeemia laboris kasutades Vario TOC aparaati (Elementar
GmbH, Saksamaa).

2.5. DNA eraldamine setteproovidest

Setteproovidest DNA eraldamiseks kasutati komplekti PowerSoil® DNA Isolation Kit (Qiagen,
USA) lahtudes tootjapoolsest juhendist. DNA eraldati 0,25 g eelnevalt l&bisegatud setteproovist.
Erinevalt tootja juhendist kasutati homogeniseerimiseks ja rakkude litisimiseks homogenisaatorit
Precellys 24 (Bertin Technologies, Prantsusmaa), millega téddeldi proove 20 sekundi jooksul 5000
pooret minutis. DNA kogusaagise suurendamiseks pesti DNA filtrilt vélja kahes etapis: 1) filtrile
lisati 80 pl C6 lahust ning tsentrifuugiti toatemperatuuril 30 sekundit 10000 x g juures; 2) filtrile
lisati 20 pl C6 lahust ning tsentrifuugiti 30 sekundit 10000 x g juures. Eraldatud DNA proove
séilitati edasiste analtiiside jaoks -20 °C juures.
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2.6. Geenikoopiate arvukuse maaramine reaalaja PCR meetodil

Kvantitatiivse polimeraasi ahelreaktsiooni abil (quantitative Polymerase Chain Reaction — qPCR)
madrati setteproovide bakterite ja arhede 16S rRNA, nitrifitseerivate bakterite ja arhede amoA,
denitrifikatsiooniga seotud nirS, nirK, nosZl ja nosZll, ANAMMOX ja N-DAMO bakterite
spetsiifilise 16S rRNA ning DNRA-ga seotud nrfA geenide arvukused.

Kdigi gPCR reaktsioonide labiviimiseks kasutati Rotor-Gene Q masinat (Qiagen, USA).
Reaktsioone viidi 1dbi kasutades 10 pl reaktsioonisegu, mis sisaldas 5 pul Maxima SYBR Green
Master Mix reagenti (Thermo Fisher Scientific Inc., USA), péri ja vastasuunalist geenispetsiifilist
praimerit, 1 pl eraldatud DNA-d ja tUlejaddnud mahus steriliseeritud destilleeritud vett. K&iki proove
ampilfitseeriti kolmes korduses ning igale mddtmisele lisati kolm negatiivset kontrollproovi, mis
sisaldasid koiki reaktsioonisegu komponente vélja arvatud DNA. Geenispetsiifilised praimerid ja
nende kontsentratsioonid, geenifragmentide pikkused ja qPCR programmid on esitatud tabelis 2.
Kontrollimaks amplifitseeritud  geeniproduktide  spetsiifilisust, viidi vahetult peale
amplifikatsiooni 16ppu labi gPCR produktide sulamiskdverate analtits (60-95 °C, samm; 0,35
°C/3 ).

2.7. N-DAMO spetsiifilise 16S rRNA kaliiberkdvera valmistamine

N-DAMO spetsiifilise 16S rRNA geeni kvantifitseerimise standardina kasutati vektorit pEX-A128
(kontsentratsioon 10° geenikoopiat/pl), kuhu oli eelnevalt kloneeritud antud geeni vastav
stinteetiline fragment (Eurofins MWG, Saksamaa). Sellest tehti 10-kordsete lahjenduste rida
vahemikus 108-25 geenikoopiat 10 pl reaktsioonisegu kohta ning optimeeritud

reaktsioonitingimusi kasutades méérati vastavad fluorestsentsi vaartused.
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Tabel 2. To6s kasutatud gPCR praimerid, optimaalsed praimerite kontsentratsioonid, gPCR programmid ning kasutatud standardite

vahemikud.
, - Amplikoni | Praimeri kontsent- - Kasutatud
Maérklaud-geen Praimer pikkus (bp) ratsioon (M) Viide gPCR programm standardi vahemik
Bact517F Liu et al., 2007 . -
. i 95°C 10 min; 35 tsiklit: 95°C 30 s; 8 116
Bakterite 16S rRNA Bact1028R 530 0,6 Dethlefsen et aI, 60°C 45 s: 72°C 455 10°-10
2008
Arc519F . e
Espenberg et al., 95°C 10 min; 45 tsuklit: 95°C 15s; 7 1n5
Arhede 165 TRNA Arch910R 393 0.6 2016 56°C 30 5; 72°C 305 1010
nirs . 431 0.8 Vﬁihﬁifﬂreﬂlf 95°C 10 min; 45 tsUKIit: 95°C 15 s; 107-108
nirSR3cd ’ 2006 58°C 30 s; 72°C 30s, 80°C 30 s*
. FlaCu Hallin ja Lindgren | 95°C 10 min; 45 tsiiklit: 95°C 15 s, 6 1n4
nirk R3Cu 473 08 1999 55°C 30's, 72°C 30's, 80°C 15 s* 10+-10
nosZ2F 95°C 10 min; 45 tsiiklitl: 95°C 15 s, 5 13
nosZlI N0SZ2R 267 0,6 Henry et al., 2006 61°C 30's, 72°C 30 s, 80°C 15 & 10°-10
nosZIIF o ‘o Sllit. QEo
_ 95°C 10 min; 45 tsiiklit: 95°C 30s, 8 1n6
nosZlIl nosZIIR 700 0,6 Jones et al., 2013 54°C 45's, 72°C 45 s, 80°C 30 & 10°-10
. amoA-1F Rotthauwe ja 95°C 10 min; 45 tstklit: 95°C 30 s, 4
Bakterite amoA 491 038 Witzel 1997 57°C 45's, 72°C 45 s 1050
amoA-2R
CrenamoA
23F _ Tourna et al., 95°C 10 min; 45 tstklit: 95°C 30 s, 5 1n2
Arhede amoA CrenamoA 600 08 2008 55°C 45 s, 72°C 45 s 1010
616R
ANAMMOX AA38F 048 06 Humbertetal., | 95°C 10 min; 45 tsiiklit: 95°C 15ss, 10412
spetsiifiline 16S rRNA AG684R : 2012 51°C 305, 72°C 30s
6F : 95°C 10 min; 45 tsiiklit: 95°C 15's
nrfA o 222 0,8 Takeuchi 2007 55°C 30's5, 72°C 30 s 100-25
N-DAMO spetsiifiline pq2F : 95 °C 10 min, 45 tsiiklit: 95 °C 15 s,
165 rRNA 0q2R 292 08 Euwigetal., 2009 | “gh0c30'5 72 °C 305, 80 °C 30 5° 1000-25

& — Fluoresents signaali mdétmine




2.8. Reaalaja PCR andmete anallits ja marklaud geenikoopiate arvutamine

Rotor-Gene Q masina andmeid anallusiti vastava tarkvaraprogrammiga Rotor-Gene Q Series
Software (v 2.0.2) (Qiagen, USA). Analtusil voeti arvesse iga proovi kolme paralleeli
amplifikatsioonikdverate thtsust ning sulamiskdverate paiknemist ja kuju.

Iga proovi geenifragmentide individuaalse paljundamise efektiivsuse hindamiseks kasutati
programmi LinRegPCR (v 2018.0) (Holland) (Ruijter et al., 2009). Kdikide geenide puhul
kontrolliti proovide grupeerumist amplifikatsiooni efektiivsuste alusel kasutades thefaktorilist
dispersioonanaliiusi (one-way ANOVA) kasutades programmi STATISTICA (v 7.1). Statistiliselt
olulised erinevused esinesid bakterite 16S rRNA ja nirS (p<0.05),nirK (p<0.01) ja arhede 16S
rRNA, nosZll ja bakterite amoA (p<0.001) geenide amplifikatsioonide efektiivsuses erinevate
proovivotu aegade vahel ning selle alusel jagati setteproovid viieks amplikoniks proovivotu aja

alusel.

Geenikoopiate arvukuse leidmiseks (valja arvatud N-DAMO spetsiifiline 16S rRNA geen) kasutati
kaliiberkdvera vahemikke, mis kattusid proovide amplifikatsioonikdverate asukohtadega ning

mille puhul oli proovi paralleelide koopiaarvude standardhélbe vaartus kbige vaiksem.

Rakendades Ruijter et al., (2009) véljatoodud valemit (5), arvutati proovi mérklaudgeeni
kontsentratsiooni (A) ja vastava standardi erinevate punktide kontsentratsioonide (B) vaheline
kordusaste:

Kordusaste = Noa/ Nog = (Nta/ EACY?) / (N / Eg©'B) ®)

kus,

e Noa - mérklaudgeeni A algkontsentratsioon proovis fluorestsentsuhikutes

e Nog - marklaudgeeni kontsentratsioon standardlahjenduses fluorestsentsiihikutes

e N - fluorestsentsi lavivaartus

e E - amplikoni keskmine amplifikatsiooni efektiivsus

e C; - fluorestsentsi lavivaartuseni jdudmiseks vajalike tsuklite arv
Geenikoopiate arvukuste leidmiseks Kkorrutati iga proovi kordusaste véartus vastava
standardilahjenduse geenikoopiate arvuga. Loplik geenikoopiate arvukus igas proovis leiti
kasutades standardi erinevate punktide alusel arvutatud koopiaarvude aritmeetilist keskmist.
Mérklaudgeenide koopiaarvud on esitatud the grammi sette kuivaaine kohta (koopiat/gKA).



Lisaks arvutati vastavalt bakterite ja arhede 16S rRNA, bakterite ja arhede amoA, nirS ja nirK ning
nosZl ja nosZll geenikoopiate arvukuste summeerimisel prokariootide, amoA (amoAaud), nir
(niraq) ja nosZ (nosZuig) geenide tldarvkused. Erinevate amoA, nir, ja nosZ geenide omavahelise
suhte hindamiseks kasutati vastavate geenide jagatisi (vastavalt amoApa/amoAar, nirS/nirK ja
nosZl/nosZIl). Dilammastikgaasi ja nitriti reduktaasi omavahelise suhte hindamiseks kasutati
Nirgg ja ja nosZag vaartuste jagatist (nirue/nosZug). Eelnevate programmide tulemuste
stistematiseerimiseks, koondamiseks ning koopiaarvude arvutamiseks kasutati programmi MS
Excel 2016.

2.9. Andmeanallts

Kogutud setteproovid grupeeriti vastavalt: 1) méargala piirkondadele sissevoolust véljavoolu
suunas: sissevoolu (S1, S2), keskosa (KL1, KL2, K1, K2, K3, KP) ja véljavoolu (V1, V2) piirkond;
2) margala osadele p6hja ja I6una suunas: pdhjapoolne osa (S1, S2, KP, V1, V2) ja ldunapoolne
osa (KL1, KL2, K1, K2, K3). Lisaks grupeeriti vastavalt proovivotu aegadele (mai ja november
2014, marts ja oktoober 2015 ning mai 2017) ning hooajaliselt ehk kevadine (mai 2014, marts
2015 ja mai 2017) ja stigisene (november 2014 ja oktoober 2015) periood .

Keemiliste, geeniparameetrite ning gaasiemissioonide gruppidevaheliste erinevuste leidmiseks
kasutati mitteparameetrilist Kruskal-Wallis dispersioonanaliiisi ja keskmiste astakute mitmest
vordlust. Erinevate uuritud parameetrite omavaheliste seoste testimiseks rakendati Spearman’i
korrelatsioonikoefitsenti. Statistilised analtitsid viidi 1&bi kasutades programmi Statistica v 7.1
(StatSoft. Inc., USA).
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3. Tulemused

3.1. Prooviala keemilised parameetrid

Rampilloni tehismdrgala setteproovide keemiline koostis varieerus nii ajaliselt kui ruumiliselt
uurimisala 16ikes ning keemiliste parameetrite keskvéartused ja standardhdlved on toodud tabelis
3.

Setteproovide pHkci vaartused olid vahemikus 6,98-7,82 ning madalamad vaartused tuvastati

mais 2017 ja oktoobris 2015 vdrreldes tlejadnud uuritud ajahetkedega (p<0,001).

Uldlammastiku, nitraadi ja ammooniumi kontsentratsioonid varieerusid setteproovides vastavalt
vahemikus 0,10-0,36%, 0,02-8,49 mg/kg ning 0,11-135,78 mg/kg. Kui NH4-N
kontsentratsioonides ei leitud olulist muutust ajas, siis Nuqd vaartused olid kérgemad ja NOs-N
vadrtused madalamad mais 2017 (p<0,001). Nitraadi vaartused olid méargala I16ikes vaga erinevad
nii ajas kui ruumis: kui oktoobris varieerusid anallitisitud setteproovide nitraadi vaartused
vahemikus 0,04-8,49 mg/kg (variatsioonikoefitsent 160%), siis mais 2017 olid NO3-N véartused
enamikes setteproovides allpool mé&&ramispiiri. NHs-Npuhul esinesid madalamad vaartused
méargala keskosas (13,23+20,60 mg/kg) vOrreldes sisse- ja valjavoolu osadega (vastavalt
58,21+33,44 ja 58,81+27,61 mg/kg) ning ldunaosas (14,38+22,07) vorreldes p6hjaosaga
(48,30£34,01) (mblema puhul p<0,001).

Kui kaaliumi kontsentratsioon erines uuritud margala settes uurimisperioodi 18ikes ligi kaks korda
(120,10-247,10 mg/kg), siis fosfori kontsentratsioonid varieerusid rohkem, erinedes 5,5 korda
(41,40-229,11 mg/kg). Kui proovide K ja P véartuste puhul ei tuvastatud ajalist muutust
uurimisperioodi jooksul, siis margala 18ikes tuvastati madalamad P kontsentratsioonid sissevoolu
alal (vastavalt 127,06+40,62 mg/kg) vorreldes keskosaga (vastavalt 185,10+27,22 mg/kg)
(p<0,001), samas K vaartused olid kdrgemad valjavoolu piirkonnas (209,65+25,53) vorreldes
maérgala sissevoolu ja keskosaga (vastavalt 176,16+30,59 ja 179,43+26,70 mg/kg) (p<0,05).
Lisaks esinesid kdrgemad P vaartused margala pohjaosas (184,88+29,07 mg/kg) ja K véartused
Idunaosas (196,20+31,46 mg/kg) vorreldes vastasosadega (vastavalt 157,86+37,69 mg/kg ja
173,43+£22,83 mg/kg) (mdlemal korral p<0,05).
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Analuisitud setteproovides olid magneesiumi ja kaltsiumi kontsentratsioonid vastavalt vahemikus
52,00-161,80 mg/kg ja 1084,60-4348,50 mg/kg. Kui Mg véartused olid madalamad 2014. aastal
vorreldes tlejdénud proovikordadega, siis Ca korral tuvastati madalamad vaartused oktoobris 2015
(md&lemal korral p<0,001).

Uldsuisiniku, kogu orgaanilise suisiniku ja orgaanilise aine vaartused varieerusid prooviala IGikes
vastavalt vahemikus 1,20-5,70%, 0,69-3,20% ja 1,30-5,22%. Kui Cuq ja orgaanilise aine
vadrtused olid madalamad esimestel proovikordadel vdrreldes viimastega, siis OCuq Vvéartused
olid madalamad martsis 2015 vorreldes prooviperioodi alguse ja l6puga (p<0,001). Testitud
margala proovigruppide ldikes statistiliselt olulist erinevust antud parameetrite véartustes ei
tuvastatud.

3.2. Prooviala N2O gaasiemissioonid ja N» potentsiaalsed emissioonid

Proovialalt kogutud N»O gaasiemissioonide ja setete N» potentsiaalsete emissioonide
keskvadrtused ja standardhélved on toodud tabelis 3.

N2O gaasiemissioonid varieerusid prooviala ja proovivotu perioodide I6ikes vahemikus -1,01-
17,10 ugN/m?h. Vrreldes teiste proovikordadega mdddeti kdrgemad N,O emissioonid novembris
2014, samas kdige rohkem negatiivseid N2O emissioone esines mais 2017 (seitsmes
proovipunktis). N2O puhul olid erinevused hooajalisel jagunemisel, kus sligise proovivotu
kordadel olid vaartused kdrgemad (p<0,01).

Setteproovide N2 potentsiaalsed emissioonid olid véga varieeruvad prooviala 10ikes jaades
vahemikku 0,03-19,77 mgN/m?h. Madalamad potentsiaalse N, emissiooni véartused esinesid
proovialal oktoobris 2015 vorreldes kahe varasama proovivotu korraga, samas kdérgemad
vaartused esinesid margala pdhjaosas (4,46+4,10 mgN/m?h) vdrreldes l6unaosaga (2,34+1,93
mgN/m?2h) (p<0,01).
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Tabel 3. Setteproovide keemiliste parameetrite keskvaartused koos standardhdlvetega kogu prooviala I6ikes vastavalt proovivotu ajale.

. N2-N N20
Proovivotu NOs3-N | NH4-N P K Ca Mg oM Cid OCuud
pHkct | N (%) (mgN/ (ugN/
aeg (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (%) (%) (%) meh) meh)
. 7,61 0,13 0,53 14,84 187,76 | 189,06 | 3759,94 66,88 2,41 1,96 1,55 4,16 0,81
Mai 2014

+0,12 +0,02 +048 | £16,09 | £36,52 | +28,88 | £270,74 | +£5,58 +035 | £+040 | *041 +5,92 +121

November

755 | 013 | 014 | 2626 | 17018 | 18921 | 356743 | 6673 | 220 | 222 | 1.32 546 | 972
2014 +011 | +002 | +021 | +2690 | +3501 | £2377 | +24839 | +830 | +027 | +044 | +012 | +222 | +4.42

Marsoos | 755 | 013 | 020 | 3183 | 164,83 | 20033 | 362992 | 8344 | 252 | 237 | 115 361 | 324
+013 | +002 | £026 | +2981 | +4647 | 3275 | +22249 | +1084 | +032 | +104 | +012 | +127 | +150

Oktoober | ;44 0,16 1,72 30,02 | 17523 | 167,72 | 1459,38 | 83,84 3,05 3,06 1,67 1,44 1,60
2015 +012 | +003 | £275 | +5247 | +2942 | +3321 | +26132 | +863 | +061 | +107 | +045 | +268 | +151

. 718 | 023 | 002 | 4475 | 15886 | 177,78 | 358708 | 10882 | 367 | 344 | 212 234 | 234

Mai 2017

+0,14 | £0,07 +0,07 | £2758 | £30,55 | +22,05 | £105,74 | +2489 | £121 | +115 +0,60 +1,15 +1,15




3.3. Prooviala arhede ja bakterite arvukused

Uuritud setteproovide bakterite ja arhede 16S rRNA geenikoopiate arvukuste keskvéartused
proovivotu aja alusel on toodud joonisel 4. Bakterite 16S rRNA arvukus setteproovides jai
vahemikku 1,03*10°-1,43*10'° koopiat/gKA, arhede oma 3,94*10'-2,19*%10% ning kogu
prokariiootide arvukus oli 1,12*10°-1,43*10* koopiat/gKA. Bakterite ja arhede omavaheline suhe
varieerus proovide I6ikes 0,003-0,098%. Arhede ja bakterite 16S rRNA geenide omavahelise
suhte keskvaartused proovivotu perioodide alusel on ndha joonisel 5. Kui bakterite 16S rRNA
geenide ja prokartootide uldarvukus margala proovides oli kdige kérgem ja arh/bak véartused
kdige madalamad viimasel proovivotu korral vorreldes kolme eelnenuga, siis arhede oma oli kdige
madalam viimasel proovivotul vorreldes kahe eelnenuga (p<0,001). Kui arhede 16S rRNA
geeniarvukuse ega arh/bak vaartuste puhul statistiliselt olulisi erinevusi teistes uuritud gruppides
ei esinenud, siis bakterite ja prokariootide arvukus 16S rRNA geenide alusel oli mérgalas kérgem

kevade proovivotu kordadel (p<0,001).

Bakterite 16S rRNA  mProkarlioodid = Arhede 16SrRNA
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Joonis 4. Arhede, bakterite ja prokariiootide 16S rRNA geenikoopiate arvukuste keskvéartused
koos standardhélvetega proovivotu perioodide alusel.
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Joonis 5. Arhede ja bakterite 16S rRNA geenide omavahelise suhte keskvaartused koos
standardh&vetega proovivotu perioodide alusel.

3.4. Lammastikuringega seotud protsesside geneetiline potentsiaal uuritud
proovialal

3.4.1. Nitrifikatsiooni geneetiline potentsiaal uuritud proovialal

Arhede ja bakterite amoA geenide ning amoAud geenikoopiate arvukuste keskvéartused
proovivotu alusel on ndha joonisel 6. Bakterite ja arhede amoA geenikoopiate arvukused jaid
vastavalt vahemikku 5,53*10%-1,15*10° ja 5,21*10°-1,07*10" koopiat/gKA ning nende summa
7,43*10°-1,14*107 koopiat/gKA. Kdigi kolme geeniparameetri puhul olid kdige kdrgemad
arvukused kahel esimesel proovivdtu korral vorreldes viimasega (p<0,001) ning arhede amoA ja
amoAgis korral esinesid kdrgemad vaartused ka stigisestel proovivottudel vorreldes kevadetega
(p<0,01). Lisaks tuvastati kdrgemad bakterite amoA geenikoopiate arvukused mérgala Idunakaldal
(5,30*%10°+2,80*10° koopiat/gKA) vorreldes pdhjakaldaga (3,46*10°+2,48*10° koopiat/gKA)
(p<0,01). Bakterite ja arhede amoA geenide suhe varieerus vahemikus 0,04-0,43 ning kuigi antud
vaartused ei erinenud proovikordade IGikes, leiti teatud mdadral kdrgemad amobak/amoAarh

vadrtused kevadisel perioodil (p<0,05) (joonis 7). Lisaks tuvastati kGrgemad bakterite amoA
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geenide osakaalud vOrreldes arhede amoA geenidega margala keskosas (0,187+0,104
koopiat/gKkA) vorreldes sissevooluga (0,089+0,033 koopiat/gKA) ja véljavoolu (0,079+0,046
koopiat/gKA) aladega (p<0,001) ning margala l6unaosas (0,204+0,104 koopiat/gKA) vorreldes
pdhjaosaga (0,088+0,041 koopiat/gKA) (p<0,001).
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Joonis 6. Arhede ja bakterite amoA geenide ning amoAud geenide summa keskvéartused koos
standardh&vetega proovivotu perioodide alusel.
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Joonis 7. Arhede ja bakterite amoA geenide omavahelise suhte keskvéartused koos
standardh&vetega proovivotu perioodide alusel.
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3.4.2. Denitrifikatsiooni geneetiline potentsiaal uuritud proovialal

Nitriti reduktaasi kodeerivate nirS ja nirK geenide arvukused varieerusid prooviala 16ikes
1,26*107-4,35*108 ja 3,77*10"-2,82*108 koopiat/gKA ning nir geenide summa oli 5,54*10"-
7,17*%108 koopiat/gKA (joonis 8). Kui nirK arvukused olid madalad 2015. mértsi proovivdtul
vOrreldes teiste proovikordadega, siis nirS ja nirgq vaartused olid kérgemad viimasel proovivotul
vorreldes teise ja kolmandaga (p<0,001). nirK geeni puhul leiti ka statistiliselt kdrgemad
geenikoopiate arvukused margala I6unaosas vorreldes pdhjaosaga (p<0,05) (joonis 9). NirS/nirK
vaartused jaid proovialal vahemikku 0,20-1,79 (joonis 10) ning nirS geeni osakaal nirK geeni
suhtes oli kdrgem mais 2017 vorreldes kahe esimese ja neljanda proovivotu korraga ning martsis
2015 vorreldes teise proovivotu korraga ja seega néidates kdrgemaid nirS/nirK véartusi kevadisel
perioodil (p<0,001).
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Joonis 8. NirS ja nirK geenide ning ning nirgd geenide summa keskvéartused koos
standardh&vetega proovivotu perioodide alusel.
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Joonis 9. NirK geeni keskvaartused koos standardhdvetega proovivotu perioomargala osa alusel.
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Joonis 10. NirS ja nirK geenide omavahelise suhte keskvadrtused koos standardhdvetega
proovivotu perioodide alusel.

NosZI, nosZIl ja nosZga geenikoopiate arvukused jaid vastavalt vahemikku 9,00%10°-9,46*105,
6,39*10°-8,48*10° ja 1,58*10°-1,75*10" koopiat/gkA (joonis 11). Kdige madalamad
kvantifitseeritud nosZ geenikoopiate arvukused olid novembris 2014 vorreldes esimese ja kahe

37



viimase proovivotu korraga (va nosZI geen, mille puhul esimene proovivott ei erinenud viimasest),
lisaks oli nosZIl arvukus madalam ka martsis 2015 vorreldes kahe viimase proovivotu korraga
(p<0,001). nosZI (p<0,01) ja nosZiud (p<0,05) korral esinesid kérgemad geenikoopiate arvukused
mérgala l6unaosas vOrreldes pdhjaosaga (joonis 12) ning nosZl puhul tuvastati kdrgemad
arvukused (p<0,01) mérgala keskosas vorreldes véljavooluga (joonis 13). NosZl ja nosZll
omavaheline suhe (joonis 14), mis varieerus vahemikus 0,73-12,03, oli kdrgem (p<0,001) margala
Idunaosas vorreldes péhjaosaga ning margala keskosas vorreldes véljavoolu ja sissevoolu aladega
(p<0,01), kuid erinevus puudus proovikordade Idikes.
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Joonis 11. NosZl ja nosZll geenide ning ning nosZud geenide summa keskvaartused koos
standardh&vetega proovivotu perioodide alusel.

38



mnosZl mnosZild

1,2E+07

1,0E+07

8,0E+06

14 (koopiat/gKA)

6,0E+06

u

4,0E+06

2,0E+06

nosZl ja nosZ

0,0E+00

Ldunakallas Pdhjakallas
Maérgala osa

Joonis 12. NosZI geeni ja nosZuid geenide summa keskvéartused koos standardhdvetega margala
osa alusel.
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Joonis 13. NosZI geeni ja nosZuid geenide summa keskvéartused koos standardhdvetega margala
piirkonna alusel.
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Joonis 14. NosZl ja nosZll geenide omavahelise suhte keskvadrtused koos standardh&vetega
proovivotu perioodide alusel.

Dilammastikoksiidi ja nitriti reduktaase kodeerivate geenide omavaheline suhe jai proovialal
vahemikku 0,02-0,08 (joonis 15). Kuigi margala l6ikes nosZ/nir véaartustes erinevusi ei tuvastatud,
siis oli antud geeniparameetri vaartused kdrgemad 2015. aastal vOrreldes novembriga 2014 ja mai
2017 (p<0,001) (joonis 11).
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Joonis 15. NosZ ja nir geenide omavahelise suhte keskvadrtused koos standardhdvetega
proovivotu perioodide alusel.
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3.4.3. DNRA, ANAMMOX-i ja N-DAMO geneetiline potentsiaal uuritud proovialal

Prooviala setteproovidest uuritud DNRA, ANAMMOX ja N-DAMO protsessiga seotud
geenikoopiate arvukused olid mitmetes proovivotu kohtades alla madramispiiri (vastavalt < 25, 12
ja 25 geenikoopiat reaktsiooni kohta).

Setteproovides, kus DNRA spetsiifilise nrfA geenide arvukused Uletasid maaramispiiri,
varieerusid geenikoopiate arvukused vahemikus 7,60*10-4,89*10* koopiat/gKA. Méargala sisse-
ja valjavoolu piirkonnas ning keskosa pdhjakaldal olid nrfA geenid allpool maaramispiiri (joonis
16). Uuritud proovigruppides nrfA geenide arvukuse alusel statistiliselt olulisi seoseid ei
tuvastatud.
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Joonis 16. NrfA geeni esinemine margala ja proovivOtukordade I8ikes. Null vaartusega
geenikoopiate arvukused jaid allpool maaramispiiri. Proovivotukohtade téhistused: S — sissevool
(punktid S1 ja S2), véljavool — V (punktid V2 ja V1), keskosa ldunakallas — KL (punktid KL1 ja
KL2), keskosa — K (punktid K1, K2 ja K3) ning keskosa p6hjakallas — KP.

Madaramispiiri tletanud ANAMMOX-i protsessi spetsiifilise 16S rRNA geenide arvukused jaid
prooviala setteproovides vahemikku 1,38*10°-5,04*10° geeni/gKA (joonis 17). Kuigi proovivétu
kordade vahel amx geeniparameetrites erinevused puudusid, siis kérgemad ANAMMOX-iga
seotud 16S rRNA geenikoopiate arvukused esinesid margala sissevoolus (9,73*10%+1,48*10°
geeni/gkA) vorreldes keskosaga (1,63*10*+3,52*10* geeni/gKA) ning pdhjakaldal
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(5,49*%10*+1,06*10° geeni/gKA) vorreldes l6unakaldaga (4,89*%10%+3,41*%10° geeni/gKA)
(md&lemal korral p<0,01).
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Joonis 17. ANAMMOX-i protsessi spetsiifilise 16S rRNA geeni esinemine margala ja
proovivotukordade 16ikes. Null vaartusega geenikoopiate arvukused jaid allpool méaramispiiri.
Proovivotukohtade tahistused: S — sissevool (punktid S1 ja S2), véljavool — V (punktid V2 ja V1),
keskosa Idunakallas — KL (punktid KL1 ja KL2), keskosa — K (punktid K1, K2 ja K3) ning keskosa
pdhjakallas — KP.

N-DAMO protsessile spetsiifilise 16S rRNA geenikoopiate arvukused, mis (iletasid maaramispiiri,
jaid vahemikku 1,45*%10%-7,38*10* geeni/gKA ning nende esinemine proovialal ja proovivotu
kordade I6ikes on esitatud joonisel 18. Kdikidel proovivdtukordadel tuvastati N-DAMO protsessi
spetsiifilisi geenikoopiaid sissevoolus esinevas proovipunktis S1, samas teises maérgala
sissevoolule 1dhedal olnud proovipunktis (S2), keskosas (K1, K2, K3) ja keskosa pohjakaldal (KP)
olid nende arvukused allpool mé&&ramispiiri. Proovivotu kordade lbikes esines N-DAMO
spetsiifilisi geene kdige rohkem novembris 2014, kui neid mé&érati nelja erineva proovipunkti
setteproovides.
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Joonis 18. N-DAMO protsessi spetsiifilise 16S rRNA geeni esinemine margala ja
proovivotukordade 16ikes. Null véartusega geenikoopiate arvukused jaid allpool méaramispiiri.
Proovivotukohtade tahistused: S —sissevool (punktid S1 ja S2), véljavool — V (punktid V2 ja V1),
keskosa Idunakallas — KL (punktid KL1 ja KL2), keskosa — K (punktid K1, K2 ja K3) ning keskosa
pdhjakallas — KP.

3.5. LAmmastikuringega seotud geeniparameetrite seosed keemiliste nditajatega ja

gaasivoogudega uuritud proovialal

Statistiliselt olulised korrelatsioonid méaratud geeniparameetrite ja keemia vahel on toodud tabelis
4. Spearmani korrelatsioonikoefitsendi jargi olid bakterite 16S rRNA geenikoopiad positiivselt
seotud N ja OCqyig ning negatiivselt NO3-N véértustega, samas arhede 16S rRNA arvukused olid
seotud samade parameetritega, aga seose suund oli vastupidine. Lisaks olid bakterite 16S rRNA

geenikoopiad seotud positiivselt veel Mg, OA ja negatiivselt N2O emissiooniga.

Nitrifikatsiooniga seotud bakterite ja arhede amoA geenide arvukused ja nende summa oli
positiivselt seotud pHkci ja negatiivselt N, Mg, OA, Cuqd ja OCuig vadrtustega. Samas oli kahest
amoA geenist vaid arhede amoA geenide arvukus positiivselt korreleerunud NO3-N, potentsiaalse
N2 ja N2O emissiooniga ning bakterite amoA geen NH4-N ja P vaartustega. AmoAbak/amoAarn
korral esines positiivne seos pHkci-ga, mis oli ka ainuke seos antud geeniparameetri ja analtitsitud

keemia vaartuste vahel.
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Tabel 4. Statistiliselt olulised Spearmani korrelatsioonikoefitsendid prooviala geenikoopiate absoluutvaartuste ja suhete ning proovide
keemiliste parameetrite vahel.

N2-N N20
NOs-N NH4-N P Ca Mg Cid OCiid
Tunnus H N (% OA (% mgN N
Price | N (myikg) | (makg) | (maikg) | (maika) | (markg) | O2 | 00) | o0 | TRV | NG
Bakterite 16S - O ARk - - x -
ENA 0,36 0,35 0,30 0,30 0,48 0.50%
Arhede 16S O a1 " aanx | .0 aaxe
'RNA 0,31 0,32 0,30 0,44
Prokariioodid 0,36%* | -0,34* 0,31* | 0,30% 0,48%** —
Arhed/bakterid -0,35* 0,38** -0,53*** 0,52***
amoAarh 0,37** -0,44** 0,34* -0,67*** | -0,52*** | -0,37** | -0,46*** 0,31* 0,50%**
amoAbak 0,65*** | -0,60*** -0,29* 0,34* -0,57*** | -0,54*** | -0,28* | -0,38**
amoAad 0,42*%* | -0,49*** | 0,34* -0,68*** | -0,54*** | -0,39** | -0,46*** 0,30* 0,49%**
amoAbak/ 0,32%
amoAarh
nirk 0,29* -0,31* 0,50%** -0,37**
nirS -0,43** | 0,57*** | -0,30* 0,47*** | 0,59*** | 0,30* | 0,55*** -0,31* 0 6{;***
Nirid -0,36* 0,47%** 0,44** 0,31* | 0,57*** -0,30* 0 5{;***
nirS/nirK -0,42** | 0,51*** | -0,36** 0,30* 0,66*** | 0,55*** 0,30* 0 55-***
nosZI -0,35* -0,28* 0,36** 0,29* 0,32* -0,46*** 0 57-***
nosZlIl -0,40** 0,41** 0,45%** 0,46*** -0,30* 0 6'3:***
n0sZid 031* | 031* -0,31% | 0,32 | 0,48%%* 0,42%% | 04T | 1 (o
nosZl/nosZlIl 0,31* -0,33*
nosZ/nir -0,40** | 0,54*** -0,36*
DNRA -0,35*
N-DAMO -0,77*** 0,78*** | -0,85*** 0,59*

* — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001



Nitriti reduktaasi kodeerivad nir geenid ja nende suhe olid positiivselt seotud N, OCuq ja
negatiivselt N2O emissiooniga. Erinevalt nirK geeni arvukusest, olid nirS geeni vaartused setetes
seotud ka pHkci, NO3-N, Mg, OA ja Cuq Vaartustega, samas nirK geeni puhul esines seos NH4-N

kontsentratsiooniga settes.

Testitud keemilistest parameetritest olid mlemat tiiipi nosZ geenid mdjutatud positiivselt OA ja
OCuig poolt, samas kui nosZl geeni arvukused olid positiivselt seotud Cuig ja negatiivselt NH4-N
ja Ca vaartustega ning nosZll geeni arvukused positiivselt N ja negatiivselt pHkci vaartustega
settes. Erinevalt nosZl ja nosZll geenidest, oli nosZ geenide summa seotud Mg
kontsentratsiooniga. Koik uuritud nosZ geenide parameetrid (va nosZl/nosZIl) olid negatiivselt

seotud potentsiaalse N2 voo ja N2O emissioonidega.

Kui ANAMMOXIi spetsiifiliste 16S rRNA geenidega ei tuvastatud thtegi korrelatsiooni uuritud
keemiliste parameetrite ega gaasiemissioonidega, siis DNRA markergeen nrfA oli negatiivselt

seotud sette N2 potentsiaalse emissiooniga.

3.6. Lammastikuringega seotud geenikoopiate omavahelised suhted

Statistiliselt olulised korrelatsioonid geeniparameetrite vahel on esitatud tabelis 5.

Bakterite ja arhede 16S rRNA geenide arvukesed olid omavahel seotud negatiivselt. Kui bakterite
uldarvukus 16S rRNA geeni alusel oli nitrifikatsiooniga sotud amoAan ja amoAuw
geeniparameetritega korreleerunud negatiivselt, siis arhed olid korreleerunud antud parameetritega
positiivselt. Bakterite 16S rRNA geeni arvukused olid positiivselt seotud kdikide uuritud
denitrifikatsiooniga seotud geeniparameetritega, samas arhede 16S rRNA korral esines vaid

negatiivne seos nirK ja nirgqg vaartustega.

Erinevad amoA geenid olid omavahel seotud positiivselt. Mdlemad amoA geenid olid nirS
geenigaseotud negatiivselt, kuid vaid bakterite amoA oli seotud negatiivselt nosZIl geeni

vaartustega.

Denitrifikatsiooniga seotud nirK, nirS, niruaq, NosZI, nosZl1 ja nosZaiq geeniparameetrite arvukused

olid kdik omavahel positiivselt seotud.



Tabel 5. Statistiliselt olulised (*) Spearmani korrelatsioonikoefitsendid prooviala geenikoopiate vahel.

Tunnus Bakteri | Arhede | Prokar | Arhed/b | amoA | amoA | amoA nirk nirS Nirid nosZl | nosZIl | nosZ | amx N-
te 16S 16S Uoodid akterid arh bak iild ild DAMO
rRNA rRNA

Bakterite

16S rRNA 1,00

Arhede -

165 rRNA | 030 1,00

Prokarlio | 4 gowex | _g32% | 1,00

odid

Arhed/ - 0,71** - 100

bakterid | 0,88*** * 0,85%** ’

**k 0’55** Kk *kk
amoAarn | -0,42 - -0,40 0,53 1,00
*
amoAbak OEB 1,00
*k * *
amoAaid -0,41** 0’55 -0,39** | 0,52*** 0,?,? OE,? 1,00
nirk 0,55*** | -0,31* | 0,54*** | -0,56*** 1,00
1 *hk *kk KAk _ * * _ * 0’52**
nirS 0,79 0,78 -0,70 0,54 -0,34 0,53 - 1,00
** **
*k *k
Nirid 0,78*** | -0,34* | 0,77*** | -0,74*** 0’85 0’81 1,00
*k *k *k
nosZI 0,39** 0,40** 0’55 0’55 0’53 1,00
*k *k *k *
nosZII 0,51%** 0,51*** | -0,40** -0,33* 0’51 0’63 0’6,? Off 1,00
** ** *k * *k

NnosZiid 0,51*** 0,52*** -0,33* 0’6,} 0’7,} 0’73 03} 0’73 1,00

amx 1,00

N-DAMO 0,74* 1,00

* — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001




Spearman-i korrelatsioonikoefitsendi alusel ei tuvastatud ihtegi seost DNRA protsessi geneetilist

potentsiaali iseloomustavad nrfA geeni ja prooviala teiste maaratud geeniparameetrite vahel
(p>0,05).

N-DAMO-ga ja ANAMMOX-i seotud 16S rRNA geeni arvukused olid seotud vaid (ksteisega
ning nende vahel tuvastati positiivne korrelatsioon (p<0,05).



4. Arutelu

Ké&esoleva magistrito6 uurimisalaks oli Rampilloni vabaveeline tehismérgala, mille
setteproovidest hinnati lammastikuringe erinevate protsesside geneetilist potentsiaali kasutades
gPCR meetodit ning uuriti nende seoseid mérgala setete keemiliste parameetrite ja potentsiaalse

N2 ning N2O emissiooniga.

Uuritud tehismargala setetes Uletas bakterite ldarvukus selgelt arhede arvukust. See tulemus
kattub eelnevalt avaldatud andmetega tehismérgaladest, kus on néidatud, et tehisméargalade
kooslustes domineerivad eelkdige bakterid (Zhou et al.,, 2017) ning viitav sellele, et enamus
toitainete sh lammastikutihendite eemaldamisega seotud protsesse viivad pohiliselt 1&bi bakterid.
Kui 2014. ja 2015. aasta proovikordadel oli bakterite ja arhede arvukus suhteliselt stabiilne, siis
2017. aastal oli bakterite oma kdrgem ja arhede oma madalam, mis v@ib olla tingitud keskkonna
muutustest, sest sel perioodil tuvastati ka setetes korgemad uldlammastiku ja -stsiniku ning
orgaanilise aine vaartused. Sellised muutused vdisid soodustada bakterite arvukuse tdusu, mida
vOib seostada bakterite 16S rRNA geenikoopiate positiivse seosega sette Uldldmmastiku ja
orgaanilise ainevaértustega ning samas arhede arvukuse langust, mida vdib seostada arhede 16S
rRNA geenikoopiate negatiivse seosega tldlammastiku ja -susiniku vaartustega.

Nitrifikatsiooni votmeprotsessi l&biviiva ammoniaagi monooksiigenaasi kodeerivate amoA
geenide alusel oli nitrifikatsiooni geneetiline potentsiaal margala 18ikes suhteliselt Gihtlane ning
margala setted olid sobilikumad pigem nitrifitseerivatele arhedele kui bakteritele.

Nii tldsisiniku kui orgaanilise susiniku korral esines negatiivne seos amoA geene omavate
mikroorganismidega, mis vOib viidata sellele, et kdrgema Uldsusiniku ja orgaanilise sisiniku
vadrtustega keskkond oli sobilik pigem orgaanilisi sisiniku Ghendeid tarbivatele organismidele
(nditeks denitrifitseerijad) kuna nitrifitseerijad kasutavad elektronide doonorina anorgaanilisi

susiniku Uhendeid.

Samas oli bakterite poolne nitrifikatsiooni geneetiline potentsiaal oli kdrgem margala I6unaosas
vOrreldes pdhjaosaga, kus oli ka madalam veetase ning arvatavasti aeroobsem keskkond ning
amoA geenide arvukused olid seotud ka erinevate keskkonnaparameetritega, mis vdib viidata
sellele, et amoA bakterid on eelistavad teatud méaral teistsuguseid keskkonnatingimusi kui amoA
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geeni omavad arhed. Nitrifitseerivate amoA geene omavate bakterite ja arhede erinevaid seoseid
keskkonnaparameetritega on néidatud ka reostunud joevett puhastavas vabaveelises margalas (Li
et al.,, 2018).

Dissimilatoorse nitraadi redutseerimise ammooniumiks protsessi spetsiifilist nrfA geeni esines
ainult margala kesk- ja Idunapoolsemate osade setetes. DNRA protsessi vahest esinemist mérgalas
vOib pdhjendada naiteks mitte piisaval hulgal elektrondoonorite esinemisega keskkonnas (Kuypers
et al., 2018). Scott ja teised (2008) leidsid Texase Waco jarve margala uurimisel, et DNRA
protsess esines eelkdige kdrgemate temperatuuride juures suvisel perioodil. Kuna setteproovide
kogumine toimus stgisel ja kevadel, siis vois juhtuda, et keskkonna temperatuur oli liiga madal
DNRA protsessi l&biviivate mikroorganismide jaoks ning selletdttu oli ka antud protsessi
geneetiline potentsiaal setetes madal.

Kui nitrifikatsioon ja DNRA protsessid viivad l&mmastikutihendeid thest vormist teise, siis
lammastiku 16plik eemaldamine margalasse sisenevast veest gaasiliste 16pp-produktide kaudu
toimub labi denitrifikatsiooni, ANAMMOX-i vGi N-DAMO protsesside.

Rampilloni tehismérgalas tulemused néitasid, et eelpool nimetatud protsessidest oli méargala
setetes kOige korgem eelkdige denitrifikatsiooni geneetiline potentsiaal, mis on kattuvad
varasemate tehismargala alaste uuringute andmetega (Hu et al., 2014; Ligi et al., 2015). Nitriti
redutseerimise geneetiline potentsiaal nir geenide alusel oli suhteliselt Ghtlane kogu margala
ulatuses, vaid nirK geeni arvukused olid kdrgemad margala ldunapoolsemas osas, kus vdisid
esineda ka aeroobsemad tingimused ning mis on kooskdlas ka varasema tehisméargala uuringu
tulemusega (Ligi et al., 2013) Samas selget nirS vOi nirK geeni omavate organismide
domineerimist mérgala settekooslustes ei esinenud, mis viitab sellele, et keskkond oli sobilik

mdlemat tldpi denitrifitseerijate esinemiseks.

Kasvuhoonegaasina tuntud dildmmastikoksiidi redutseerimist labi viivat ensuimi kodeerivate
nosZ geenide arvukus oli teatud maaral kdrgem mérgala lI6unaosas. Erinevat klaadi nosZ geeni
omavate organismide omavaheline suhe nditas, et tehismargala setetes domineerisid valdavalt
nosZl geeni omavad organismid. NosZI geeniklaadi domineerimist enamikes keskkondades ja
sealhulgas mérgalades on ndidatud nditeks mitmetes uuringutes (Jones et al.,, 2013; Ligi et al.,,
2015; Hallin et al.,, 2018). Sarnaselt nirK geenidega oli ka nosZI ja tldine nosZ geenide arvukus
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kérgem maérgala l6unapoolsemas osas vorreldes p&hjapoolse osaga, kus on madalam vesi ning
teatud perioodil aastas vdib see margala osa ka kuivaks muutuda ning setetes voivad tekkida
aeroobsed tingimused ning nosZl geeni puhul oli arvukus madalam ka stigavamates sisse- ja
valjavoolu piirkondades vorreldes madalama keskosaga. Samas kirjanduses on toodud ka véga
vastakaid nditeid: nditeks jarvevett puhastava tehismargala uuringus olid nosZ klaad | geenide
arvukused olid kérgemad tehismérgala valjavoolu osas (Li et al., 2019), samas reostunud joevett
puhastavas tehisméargalas olid nosZl geeni arvukused kdrgemad ajutiselt Gleujutatud margala
osades (Ligi et al.,,, 2013). Nos ensiumi peetakse kdige hapniku tundlikumaks enstimiks
denitrifikatsiooni rajas (Thomson et al., 2012), seetdttu on korgem dildmmastikoksiidi

redutseerimise geneetiline potentsiaal antud margala osas teatud méaéral Gllatav.

Kuigi uuritud mérgalas olid mblemat tttpi nir geenid seotud uldl&mmastiku ja orgaanilise stisiniku
vadrtustega ning mblemat klaadi nosZ geenid orgaanilise aine ja orgaanilise susiniku vaartustega,
tuvastati sarnaselt erinevate nitrifikatsiooniga seotud amoA geenidega ikkagi teatud erinevad
seosed keskkonna keemiliste parameetritega. Naiteks erinevalt nirK geenist oli nirS geenide
arvukus seotud pH, magneesiumi, orgaanilise aine ja orgaanilise susiniku vaartustega ning kui
nosZIl geenide vaartused oli seotud ammooniumi, kaltsiumi, orgaanilise slisiniku vaartustega siis
nosZIl geen arvukused pH ja uldlammastiku vaartustega. Lisaks tuvastati nirK ja nosZl klaadi
kdrgemad véartused pigem aeroobsemas mérgala l6unapoolsemas osas. Erinevaid nir ja nosZ
geene omavate organismide teatud erinevat keskkonna eelistamist on toonud vélja ka varasemad
keskkonna alased uuringud (Henry et al.,, 2006; Graf et al., 2014), sealhulgas vabaveelistes
tehismargalades (Ligi et al., 2015). Antud t60 tulemused nditasid, et setetest mdddetud
dilammastikgaasi potentsiaalne emissioon oli seotud negatiivselt dilammastikoksiidi
redutseerimise potentsiaaliga dilimmastigaasiks. Selline teatud mééral vastuoluline tulemus vdib
olla seotud sellega, et N, allikas mérgalas ei ole vaid denitrifikatsioon (mida kinnitab ka
ANAMMOX ja N-DAMO geneetilise potentsiaali esinemine) ning et potentsiaalne N2 emissioon
on moddetud kuni 30 cm settekihi ulatuses, samas geneetiline potentsiaal maarati tilemisest 10 cm
settekihist.

Nitriti reduktaasi ja ldammastioksiidi reduktaasi kodeerivate nir ja nosZ geenide suhet kasutatakse
tinti ka hindamaks keskkonna denitrifikatsioonist tulenevat N2O emissiooni potentsiaali. Uuritud
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Rampilloni tehismdrgalas Gletas nitriti redutseerimise geneetiline potentsiaal dilammastikoksiidi
redutseerimise potentsiaali, mis viitab sellele, et margala on N2O allikas ning mida kinnitavad ka
N2O emissiooni mddtmise tulemused. Samas ei tuleb arvestada, et Rampilloni tehismérgalal
mdddetud N>O emissioonid on védga vaiksed vOrreldes mdne teise sarnases klimaatilistes
piirkonnas asuva tehismargalaga (Hernandez ja Mitsch 2006). Kuigi antud uuringus ei leitud
seoseid nosZ/nir véartuste ja N2O emissiooni vahel, siis dilammastikoksiidi redutseerimise
geneetiline potentsiaal oli seotud negatiivselt ja nitrifikatsiooni geneetiline potentsiaal positiivselt
N2O emissiooniga, mis on kooskdlas varasemate teadmistega, et denitrifikatsiooni viimane etapp
on N20 emissiooni vahendaja ja nitrifikatsioon on N2O allikas. Samas tuleb arvestada, et
moodetud N2O emissioon on erinevate N»O tarbivate ja tootvate protsesside samaaegselt
toimumise tulemus ning uuritud proovid koguti tilemisest 10 cm settekihist, samas N2O emissioon

mddodeti kogu setteprofiilist.

Kéesoleva t60 tulemused néitasid, et Rampilloni tehismérgalas esines anaeroobse ammooniumi
oksudeerimise protsessi geneetiline potentsiaal vaid teatud margala osades ning see oli ajas
muutuv. Eriti soodsad tingimused olid ANAMMOX bakteritele 2017. aasta mais, kui neid tuvastati
kogu margala ulatuses. Sarnaselt antud t60 tulemustele, tuvastasid ka Zhao ja teised (2018)
magitundra 6kosusteemi margala uuringutel, et ANAMMOX baktereid esines 50st proovikohast
vaid Uheksas. Antud toost selgus, et ANAMMOX-i geneetiline potentsiaal oli kdrgem
tehismargala sisse- ja valjavoolus ning pdhjapoolses osas, kus oli kdrgem veetase ning mérgala
setted oli aastaringselt veega killastunud. Varasemalt on leidnud ka Waki ja teised (2015)
kérgemat ANAMMOX protsessi esinemist samuti margala sligavamas sissevoolu alas ja seet6ttu
vOib jareldada, et kOrgem veetase tagab tdendoliselt ANAMMOX bakterite poolt ndutavad
anaeroobsed tingimused. Samuti tuvastati kdrgemad ANAMMOX geenide vaartused sigalast

périneva reovett puhastava tehismérgala sissevoolus (Chen et al., 2017).

Nitritist sOltuva anaeroobse metaani okstideerimise geneetiline potentsiaal esines valdavalt
tehismargala sissevoolus, mida vdib pdhjendada pusivalt anaeroobse keskkonnaga, kus on pidev
orgaanilise aine ja lammastikihendite pealevool. Ruumiliselt véga varieeruvat N-DAMO protsessi

esinemist joevett puhastavas vabaveelises mérgalas on ndidanud ka Xu ja teised (2018). Lisaks
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esines N-DAMO ja ANNAMOX protsesside geneetilise potentsiaali vahel positiivne seos, mis
viitab antud protsesside teatud sarnaste keskkonnatingimuste vajadusele.

Ké&esoleva magistritoo tulemuste vordlemisel teiste avaldatud andmetega on oluline arvestada, et
gPCR meetodi puhul s6ltub marklaudgeeni koopiate arvukuse mééaramise 16pptulemus ka DNA
eraldamise meetodist ning kasutatavatest praimeritest (Ndlvak et al., 2012).
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5. Kokkuvote

Vaetiste kasutamise suurenemine pdllumajanduses avaldab ulatuslikku negatiivset mdju
veekogudele, pdhjaveele ning sellega seoses ka joogiveele. Uleliigsete toitainete jGudmist
veekeskkondadesse on voimalik takistada v6i vahendada kasutades tehismérgalasid.

Ké&esoleva magistritd6 eesmargiks oli mé&&rata erinevate lammastikuringe protsesside
(nitrifikatsioon, dissimilatoorne nitraadi redutseerimine ammooniumiks, denitrifikatsioon,
anaeroobne ammooniumi okstideerimine ja nitritist sdltuv anaeroobne metaani oksudeerimine)
geneetiline potentsiaal ja hinnata nende protsesside omavahelist seost ning sdltuvust

keskkonnaparameetritest vabavoolulises tehismérgalas Prantsusmaal Rampilloni piirkonnas.

Kimnest proovivotukohast Ule tehisméargala koguti proove viiel ajahetkel vahemikus mai 2014
kuni mai 2017. Setteproovidest eraldatud DNA-st maarati reaalaja PCR meetodil arhede ja
bakterite spetsiifiliste 16S rRNA ja nitrifikatsiooni (amoA geenid), dissimilatoorse nitraadi
redutseerimise ammooniumiks (nrfA geen), denitrifikatsiooni (nir ja nosZ geenid), anaeroobse
ammooniumi okstideerimise (spetsiifiline 16S rRNA geen) ja nitritist sdltuva anaeroobse metaani
okslideerimise (spetsiifiline 16S rRNA geen) markergeenide arvukused. Geenikoopiate arvude ja
nende omavaheliste suhete puhul testiti statistiliselt oluliste seoste esinemist margala setteproovide
keemiliste ja gaasiparameetritega ning anallitsiti erinevusi margala erinevate osade ja hooajaliste

muutuste alusel.

ToO6 tulemustest vdib jareldada, et tehismargala settekoosluses oli kdrgem bakterite 16S rRNA
geenide osakaal vorreldes arhede 16S rRNA geenidega. Mdlemate geenide arvukus setetes oli ajas
muutuv ning bakterite arvukuse tous ja arhede arvukuse langus vdis olla mojutatud kdrgemate

lammastiku ja orgaanilise susiniku sisaldustest samal perioodil.

Méargalal tuvastati nii bakterite kui arhede poolne nitrifikatsiooni potentsiaal ning kui arhede amoA
geenide arvukus oli margala I8ikes Uhtlane, siis bakterite amoA geenide arvukus oli kdrgem

margala madalamatel aladel.
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Dissimilatoorse nitraadi redutseerimise ammooniumiks geneetilise potentsiaali esinemist tuvastati
vaid mdrgala kesk- ja lIdunaosa setetes ning selle protsessi osakaal margala lammastikuringe

protsessides ei olnud véaga kdrge.

Rampilloni tehismargalas voib uuritud lammastikuringe protsesside geneetilise potentsiaali alusel
jareldada, et lammastikiihendite eemaldamisel on peamine roll denitrifikatsioonil, kuid teatud
kdrgema veetasemega piirkondades vdivad sellesse panustada ka suhteliselt hiljuti avastatud

anaeroobne ammooniumi oksiideerimine ja nitritist sdltuv metaani okstideerimine.

Nitriti redutseerimise geneetiline potentsiaal tletas dilammastikoksiidi redutseerimise potentsiaali,
mis viitab sellele, et Rampilloni tehismérgala on N.O allikas ning mida kinnitavad ka N.O

emissiooni modtmise tulemused.

Denitrifikatsiooniga seotud nitriti redutseerimise geneetiline potentsiaal nir geenide alusel oli
suhteliselt Ghtlane kogu tehismdrgala ulatuses, samas dildmmastikoksiidi redutseerimise
potentsiaal nosZ geenide arvukuse alusel oli kdrgem madalamate mérgala osade setetes. Mdlemat
thdpi nir geenid olid seotud tldlammastiku ja orgaanilise stsiniku vaartustega ning mélemat klaadi
nosZ geenid olid seotud orgaanilise aine ja orgaanilise stsiniku vaartustega, samas erinevat tudpi
nir ja nosZ geenid olid seotud ka erinevalt keemiliste parameetritega ning nosZl ja nirK geenide
arvukused olid kdrgemad madalama veetasemega margala osas. Seega lldises plaanis ei tuvastatud
suuri erinevusi erinevaid nir ja nosZ geene omavate organismide keskkonna eelistamisel, aga

teatud erinevused esinevad siiski.

Pdllumajandusliku  hajureostuse eemaldamisega seotud lammastikuringe protsesse on
tehismargalades uuritud juba varasemalt, eriti nitrifikatsiooni ja denitrifikatsiooni, kuid mitte nii
paljude protsesside koos esinemist ja seetdttu aitavad antud magistritoé tulemused kaasa
vabaveeliste tehismérgalades toimuvate lammastikuringe protsesside ja neid mdjutavate tegurite

mdistmisele.
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The potential of microbiological processes related to nitrogen cycle to remove agricultural

pollution in a surface flow constructed wetland

Laurina Sinkejeva

Summary

Due to the growing Earth population the use of fertilizers in agriculture has increased drastically
in the past century. Industrial nitrogen fixation has increased the input of nitrogen compounds in
different natural ecosystems causing negative impact on water bodies, groundwater and

consequently on drinking water.

Treatment wetlands are effective solution to reduce the amount of excessive nutrients entering in
the aquatic environment. The removal of nitrogen compounds from the polluted water flowing
through the wetland has been associated mainly to microbiological processes and therefore it is
crucial to understand the factors affecting those processes.

The aim of the thesis was to determine the genetic potential of different nitrogen cycle processes
(nitrification, dissimilatory nitrate reduction to ammonium, denitrification, anaerobic ammonium
oxidation and nitrite-dependent anaerobic methane oxidation) and determine the environmental
factors affecting those processes in the surface flow constructed wetland in the Rampillon area of

France.

Samples from ten sampling points across the constructed wetland basin were collected at five time
points between May 2014 and May 2017 from the 0-10 cm top sediment layer. Quantitative real-
time PCR was used to determine the abundance of bacteria and archaea specific 16S rRNA,
nitrification (amoA genes), dissimilatory nitrate to ammonium (nrfA gene), denitrification (nirsS,
nirK, nosZl and nosll genes), anaerobic ammonium oxidation (a specific 16S rRNA gene) and
nitrite-dependent anaerobic methane oxidation (a specific 16S rRNA gene) genes from the
microbial communities of sediment samples. In the case of gene copy numbers and their

relationships, statistically significant correlations with chemical and gas parameters of wetland
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sediment samples were tested and differences were analyzed based on different parts of the wetland

and seasonal variations.

The results of the study suggest that the proportion of bacterial 16S rRNA genes in the constructed
wetland sediment community was higher archaeal 16S rRNA genes. The abundance of both genes
was variable over time and the increase in bacterial abundance and the decline in archaea
abundance may have been influenced by higher nitrogen and organic carbon levels at the same
time period.

In the studied wetland, the genetic potential of nitrification was based on the bacterial and archaeal
amoA genes. The abundance of amoA genes was relatively even across the wetland, however, the
abundance of bacterial specific amoA genes was higher in the areas with lower water level.

The genetic potential for reducing ammonium nitrate to ammonium was found only in the middle
and southern sections of the wetland and the proportion of this process in the wetland nitrogen

cycle was not very high.

Results of this study indicate that denitrification play a major role in the removal of nitrogen
compounds in the Rampillon's artificial wetland, but in some regions, especially with higher water
levels, anaerobic ammonium oxidation and nitrite-dependent methane oxidation may also have

certain contribution.

The ratio of nitrous oxidation and nitrite reduction genetic potentials indicate that Rampillon
wetland is the source of greenhouse gas N2O and this was also confirmed by the gas measurements.

The genetic potential of denitrification-related nitrite reduction based on the abundance nir genes
was relatively uniform across the treatment wetland, while the reduction potential of nitrous oxide
based on the number of nosZ genes was higher in the wetland section with lower water level. Both
types of nir genes were associated with the values of total nitrogen and organic carbon, and nosZ
genes from clade | and 11 were associated with the values of organic matter and organic carbon.
Results demonstrated also that different types of nir and nosZ genes were also linked differently
to the chemical parameters, and the only the abundances of nosZl and nirK genes were higher in
the shallow part of the wetland. Thus, in general, there were no major differences in the preference
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for the environment of organisms with different nir and nosZ genes, but some differences still

exist.

Nitrogen cycle processes related to the removal of diffuse nitrogen pollution have been studied
previously; especially the co-existence of nitrification and denitrification processes, but not so
many processes together as in the current study, consequently the results of this Master's thesis
contribute to the understanding of the nitrogen cycle processes and factors influencing these

processes in surface flow treatment wetlands.
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