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SISSEJUHATUS

Turbaalad on kdige enam levinud mérgalade tiup Imaai Need on olulised globaalse
klima mdjutajad susinikuringe kaudu, sest neisldisb /5 kogu maailma mullasusinikust
(Joosten, Clarke 2002). Turbaalade alla kuuluvamtls&us turbakihi paksus on tle 30 cm
ning selle ladestumine ei ole katkenud (Paal 20hlmene on soode 6kosusteeme oluliselt
mojutanud kuivenduse kaudu, mille eesmargiks orulild pdllu-, karja- ja metsamaa
rajamine, turba kaevandamine vai infrastruktuueinaiamine (Silvius et al. 2008)
Sooderikastes maakohtades ja isoleeritud piirkoesladn kaevandatud turvas oluliseks
energiaressursiks (Joosten, Clarke 2002; Silviied. 2008; Virtanen, Valpola 2011). Turvas
on laialdaselt kasutusel ka alus- ja aiandusturlfBaailiko et al. 2007; Paal 2011; Virtanen,
Valpola 2011), sest turvas on puhas ja steriilnéerjad, mis takistab taimehaiguste levikut ja
parandab taimede kasvukeskkonda (Joosten, Clafk Reedik 2003). Turvast kasutatakse
veel kompostimisvabrikutes, biofiltritena, isolesismaterjalina, tekstiilitdostuses,
balneoloogias ja meditsiinis (Veski 1998; Joost@arke 2002; Silvius et al. 2008; Virtanen,
Valpola 2011).

Tanapaevase tehnikaga turba kaevandamisel tekiefgslikud frees-jddksood (mahajaatud
turbaalad), kus taimestik havitatud ja veereziimudetud (Triisberg et al. 2011). Lisaks
eemaldatakse kaevandamisega ka enamus mikroobiteasist, mis paikneb peamiselt
turba Ulemises kihis (Andersen et al. 2013). Seegatuvad kaevandamise tagajarjel oluliselt
ka kasvuhoonegaaside (¢HN.O, CQ) vood, mis on otseselt seotud mikroorganismide
aktiivsusega turbas (Basiliko et al. 2007).

Uuringud on naidanud, et kaevandamise tagajarjeénvéb toitainete kattesaadavus ning uue
pealmise turbakihi kohati kuivemad tingimused katesad kill CQ ja CH, produktsiooni
(Basiliko et al. 2007), kuid samas ilma uhegi tasi&tota emiteerub neilt aladelt
kasvuhoonegaase atmosfaari veel aastakiimneid (femdext al. 2013). Lisaks avaldavad
mahajaetud turbavaljad Umbruskonna veereziimileatigget moéju, suurendavad pdlengute
riski, véhendavad bioloogilist ja maastikulist mékesisust (Paal 2011). Seepérast on vajalik
antud alade taastamine soodena (Andersen et al3) 2@di keskkonnatehnoloogiline
kasutamine (Mander et al. 2012).

Metaan (CH) on tahtsuselt teine kasvuhoonegaas susihappe@f2@si jarel, mille osaks
loetakse ca 18% kogu kasvuhoonegaasiefektist (Eaisuét al. 2010). Atmosfaari
emiteerunud Cklkogus oleneb mikroorganismide poolt toodetud nresadmetanogenees) ja
selle tarbimise ehk okslUdeerimise (metanotroofgaspkaalust (Bridgham et al. 2013).



Metanogeensed arhed viivad labi orgaanilise ainguridamise viimast etappi, mille
produktiks on metaan. Seda vahendab ensiim me#@indikdm M reduktaas, mille Uhte
olulist subuhikut kodeerib geemcrA (Juottonen et al. 2006). Tugeva konserveerumise ja
spetsiifilisuse tdttu omcrA geen kasutusel biomarkerina keskkonnauuringutéanogeense
koosluse uurimisel (Luton et al. 2002; Galand 20D4httonen et al. 2006; Freitag, Prosser
2009; Narihiro, Sekiguchi 2011; Ma et al. 2012).

Kliima soojenemist mdjutavate tegurite mdoistminenab olulisel maaral sellest, kuidas
saadakse aru metanogeensete arhede seostest herelklk®nnaga ja moistetakse sellest
tulenevat CH produktsiooni dinaamikat. Uuringud on naidanudmetanogeensete arhede
aktivsus  maérgalades  sOltub  kompleksselt  flulsikedsmilistest  tingimustest,
mikroobikooslusest ja taimede liigilisest koosssisiuid teadmised neist mehhanismidest on
piiratud (Bridgham et al. 2013). Samuti on piiratudahajdetud turbaalade paremate
kasutusvdimaluste ja nendega seotud mikroobsetsgaside uurimuste arv (Andersen et al.
2013).

Kaesoleva magistritod eesmarkideks olid:

1. Voéimalikult universaalsete ja hasti téotavate adsgetsiifiliste 16S rRNA jancrA
geenide detekteerimiseks ja kvantifitseerimisekelddd praimerite konstrueerimine
ja reaalaja polumeraasi ahelreaktsiooni (QPCR)rtingte optimeerimine Lavassaare
(Parnumaa) mahajaetud freesturba tootmisala tusbajole analtitsiks.

2. Konstrueeritud praimerite abil hinnata paideroogédtikeerimise ja vaetamise mdoju
arhede 16S rRNA geeni koopiate arvukuseleng@A geeni koopiate arvukusele ning
proportsioonile arhede koosluses turbasambas.

3. Anallusida maaratud geenikoopiate arvukusi ja ptemmni mdjutavaid flusikalis-
keemilisi faktoreid ning hinnata geeniparameetseoseid metaani emissiooniga

erineva tootlusega freesturba katselappidel.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Sood kui ressursiallikad
Sood ei moodusta protsentuaalselt suurt osa massjriaad sooderikastes piirkondades on

need 6kosusteemid olulisteks inimelude mojutajatiik®melt on sood inimestele materiaalselt
kasulikud l&bi produktsiooni-, kandja- ja regulatsifunktsiooni (Joosten, Clarke 2002).
Produktsioonifunktsioon véljendub pakutavates nessdes nagu turba kaevandamine ja
kasutamine, joogivee saamine, taimkatte ja lookadtasutamine, alade ekspluateerimine
pdllu- vbi metsamaana. Kandjafunktsioon nditab,lakd on vdimalik antud ala kasutada
(néiteks veereservuaarina ja puhkealana, kalatifadine). Regulatsioonifunktsioon hélmab
endas globaalset ja regionaalset kliima, hidrobggihidrokeemia ning pinnase tingimuste
regulatsiooni.

Erinevat tllpi soode peamised kasutusvaldkonnadolond erinevad. Kui madal- ja
siirdesoode arvelt on suurendatud metsa- ja pojamdaslikke alasid, siis rabasid on rohkem
kasutatud turba kaevandamiseks (Paal 2011). Ralmsildamist metsanduses parsib nende
madal metsakasvatuslik vaartus. Toitainete (foghotammastik) puudust saab parandada
kuivendamise ja vaetamise teel, kuid tegemist orlukdeu ettevitmisega. Rabade
pollumajanduslikust kasutamisest ollakse huvitaauult maa nappuse korral (Valk 2005).

Seega on uldjuhul rabade peamiseks ressursikssturva

1.1.1. Soode kuivendamine
Soode kasutusele votmine metsa- voi pdllumajandasm&ui ka turba kaevandamisalana

eeldab esmalt nende kuivendamist. Selle jaoks alkgat kinniste vOi lahtiste
kuivenduskraavide vorgustik, mille abil alandatakeetaset (Paal 2011).
Kuivendussusteemide Uulesandeks on luua vajalikuthiniused edasiseks olenevalt
kasutuseesmargist. Metsa- ning p6llumajandusliideatajamisel tagatakse kultiveeritavatele
taimeliikidele sobivad niiskus- ja aeratsioonitimgised ning turba kaevandamisel masinatele
soodsad tootingimused. Kaevandamisele mineval patatakse kraavidega kogu ala
ristkilikukujulisteks véaljadeks (Alexander et al0dB; Paal 2011). Veetaseme korgus ja
dunaamika sdltub kraavide vahekaugusest ja stugstv{)&ak 2005).

On leitud, et esmalt toob kuivendamine esile mueduturbas ja seejarel muutub ka kogu
turbaala Okosusteemi toimimine. Turba kokkuvajumesemineralisatsiooni tottu vaheneb
turbaala kdrgus, mis tingib esialgu jarjepidevavkuaduskraavide stgavdamise (Joosten,

Clarke 2002). Parast esialgset kuivendamist een@dsa kaevandusvaljadelt taimkate



(Alexander et al. 2008; Paal 2011). Turba kaevanmskka sobiv niiskuse tase saavutatakse
kuivendusvorguga valjal tavaliselt 4-6 aasta p§Raaal 2011).

Kuivendamise tagajarjel peatub turba moodustuménaekumuleerumine ning soo teiseneb
uute omadustega sekundaarseks oOkosusteemiks (Baa). 2Juringud on naidanud, et
veetaseme alanemise tottu toimub lisaks turba vaglenja mineralisatsioonile ka turbakihi
I6henemine, mis vahendab turba veesidumisvéimetu8an taheldatud varem seotud ainete
Uleminekut liikuvasse vormi, mis soodustab toiteeneemissiooni ja suurendab
kasvuhoonegaaside emissiooni (Joosten, Clarke 2002)

Kuivendamine mdjutab peale kraavitatud ala endadibe Gmbrust (Joosten, Clarke 2002;
Paal 2011). Kuivenduse kaudse mdju ulatus soltubekdusobjekti asukohast soos, soo
suurusest ja tuubist. Sellest johtuvalt voib m@ualoodustada 20-150% kuivendusobjekti
pindalast (Paal 2011). Kuivendamisest pohjustatigsikalised ja keemilised muutused

turbas suurendavad tundlikkust mullaerosiooni jekiahjude suhtes (Silvius et al. 2008).

1.1.2. Turba kaevandamine ja kasutamine
Koik turba kaevandamise meetodid hdlmavad kuivehgugsimkatte eemaldamist. Turvast

on kaevandatud ké&sitsi ja mehhaniseeritult. Meld®ammitult toimub turbatootmine
plokkturbana ja mataste IGikamise ning freesimisel.t Viimaste puhul on vajalikud
stigavamad kraavid ja stistemaatilisem kuivenduskteasdrgustik (Alexander et al. 2008).
Peamiste kasutusalade jargi jaguneb kaevandatavasturkaheks. Vahelagunenud
sfagnumturvas on peamiselt hinnatud aianduses &abstraadina ja hastilagunenud turvas
laheb valdavalt kitteks. Kui madalsoodes moodukgsyuturvas kogu lasundi, siis rabades
ainult pealmise kihi, mille all lasub kitteturvaslofnets 2003). Laialt kasutatavale
aiandusturbale on Uuritatud ka asendusmaterjalea,leldiid siiani pole need piisava
kvaliteediga vOi suurtes kogustes toodetavad tuabandamiseks (Joosten, Clarke 2002;
Silvius et al. 2008).

Lisaks on turvas veel sobilik ka mitmete saasteaireraldamiseks erinevatest reovetest.
Vahelagunenud turbaga on tsingi ja vase metalleoeamaldatud vastavalt 97-99% ja 85-
100% ulatuses véaavlikaevanduse norgveest (Ringetisl. 2002). Eelnevalt keemiliselt
tootlemata turbaga on vdimalik eemaldada veekeskk®rolevaid orgaanilisi saasteaineid
(benseen, tolueen, etlllbenseen, kstleeni isomé¢€adta et al. 2012).

Liigsete fosfori koguste eemaldamisel reoveest amudi turvas osutunud efektiivseks
materjaliks, sest see sisaldab suuri alumiiniumirgaa koguseid, mis on vajalikud

vahetusreaktsioonides fosfaadi sidumiseks (Ko&ivakt 2009; Xiong, Mahmood 2010).



Tehismargalades on reovee kaitlemiseks kasutaligdniiaterjali lisandina ka turvast, mille
eesmargiks on olla susiniku allikaks denitrifitsegle mikroobikooslusele (leliigse
lammastiku eemaldamiseks (Xiong et al. 2011).

Turba aladel kasvanud tupp-villpdariophorum vaginatumjuurtest moodustuvad pruunid 5-
20 cm pikkused kiud, mis on piisavalt pehmed tdkstistuses kasutamiseks (Joosten,
Clarke 2002; Korhonen 2012). Balneoloogilistel (nage) eesmarkidel kaevandatud turvast
on kasutatud mitmetes riikides reumaatiliste hamguglnekoloogiliste probleemide ja
nahahaiguste raviks, aga samuti stressi ning tsastukorral (Joosten, Clarke 2002; Orru jt.
2007; Orru et al. 2011). Samuti leiab turvas kastneel kosmeetilistes protseduurides (Orru
jt. 2007; Wollina 2009) ja saunaturbana (Orru {02).

1.2. Keskkonnatingimused jadksoodes
Jadksood on kitsamalt késitledes edasiseks magm&sevandamiseks ammendunud alad,

kus turba jaaklasundi paksus jaab enamasti alla eetri. Jaaksoode tekkeviisi ja

iseloomulike omaduste pohjal eristatakse suhttlisedase reljeefiga frees-jadksoid ning
ligendatud pinnamoega karjaari-jaaksoid (Paal 20¢fimased neist on kujunenud tukkturba
kaevandamise tulemusena, kus on tehtud osalinanmedkuivendus ning mdjutused soo
Okosusteemile on suhteliselt vaikesed ja lokaalskatuslikud frees-jaaksoode alad tekkisid
stigavate kuivenduskraavide ja taimkatte ning pegu kmrbakihi eemaldamise tagajarjel

(Triisberg et al. 2011).

Kaevandamise tulemusel paljandunud kihid sisaldaraths hasti lagunenud turvast, kus on
vaiksem mikrobioloogiline aktiivsus ja muutlikud ($ikalis-keemilised parameetrid

(Andersen et al. 2010). Pealmiseks kihiks saanudatasundi sigavamad kihid on halva
veehoide ja -mahutavusega. Seal vOib sademevesidustamla ajutisi pinnapealseid

vaikeveekogusid voi vooluvete vorgustikke, kuid laesti kaduda jaakturbakihis olevate

I6hede kaudu, mis on kujunenud kuivenduse tagépdjeaurustuda tuule ning temperatuuri
mojul (Paal 2011).

Pinnase- ehk vabavee tase on jadksoodes suhteiigedt ja varieeruv (Basiliko et al. 2007).
Taastamata alade veekeemia erineb maéargatavalatia@gsia looduslike turbaalade omast
suurema vee aurustumise ja muutliku hidroloogidutbimis mdjutab redokstingimusi

turbasambas. Enim ilmnevad erinevused vee keeesligtarameetrites klimaatilistest
tingimustest pohjustatult kesksuvel (Andersen e2@10).

Turba l&mmastikusisaldust mdjutab turba laguneresapH, aeratsioonitingimused,

mikroobne aktiivsus ja taimkatte areng (Paal 20Kbrgema lagunemisastmega turbas on



leitud rohkem anorgaanilist lammastikku (Caissealket2008). Véahelagunenud turbas on
suurem nitraatlammastiku sisaldus, kuid koérge lagusastmega turvastes suureneb
ammooniumlammastiku kontsentratsioon. Kérgem pHdlastab aeroobsete nitrifitseerivate
bakterite aktiivsust turbas. Suhteliselt kérgetgbsline lammastiku tase pusib turbas nii kaua,
kuni taimestik selle &ra tarbib (Paal 2011).

Taimestik koloniseerib freesitud turbaalasid aegjtga horedalt, sest kuivematel perioodidel
vOib mineraalmaal asuv turbakiht taielikult |abiikada (Andersen et al. 2013). Samuti
parsivad tuuleerosioon ja kilmakohrutus seemnedmeichist ja taimede kasvu freesitud
turbaaladel (Triisberg et al. 2011). Lisaks eelteleapdhjustele pole ka jadksoode turbakihis
valla kujunenud mikroobikooslust, mis aitaks sellésiduvad toitained taimedele
kattesaadavasse vormi viia (Paal 2011). Taimed &anad taastamata jddksoodes peamiselt
fosfori puuduse kaes (Andersen et al. 2010). Vde=lfrees-jadksoodega taimestuvad
karjaari-jaaksood iseeneslikult paremate keskkongiatuste tdttu oluliselt kiiremini
(Triisberg et al. 2011).

1.2.1. Ekspluateeritud alade kasutamine
Jaaksoo edasine kasutamine sOltub selle suurussisyjkorrast (jaakturba paksus, turba

lagunemisaste, taimede liigiline koosseis, happemitginete ja toksiliste ainete sisaldus),
veereziimist (sadevee aravool, Uleujutused) ja ikagisaldusest turbalasundis kaevandamise
I6petamisel (Paal 2011). Seeparast ei saa jadkseddsist kasutamist otsustada Uheselt
(Caisse et al. 2008; Paal 2011). Mahajaatud tusbahlon kasutatud erinevatel viisidel:
pdllumajandus ja marjakasvatus (Albert et al. 20Tfgtsastamine (Caisse et al. 2008),
energiaheinakasvatus (Saarmets 2008; Varnik jt. 120Mander et al. 2012),
turbakaevandamisala kuivendusvee puhastus (Padl) 28lveekogude rajamine (Higgins,
Colleran 2006; Klavins et al. 2010).

Marjakasvatuste rajamisel on kultuurideks olnud vijgad (Oxycoccus palustr)s ja
k&nnasmustikadvaccinium angustifoliupn(Paal 2011). Mustikaistanduste puhul on néidatud,
et mahajaatud turbavaljal on kérge saagikuse jditkedi saavutamiseks ulimalt oluline
Oigete vaetiskoguste doseerimine (Albert et al.120Marjakultuuriga kaetud jaaksooaladel
hakkab teatud aja mooddudes akumuleeruma ka tuPzad 2011).

Jaaksoode metsastamise eesmarkideks on peale e@lielooduslike turbaalade Umbruse
mitmekesistamine ja tuulevarju rajamine (Caisseakt 2008). Jaaksoode metsastamist
takistavad turba jadklasundi toitainete vahesusgakaalustamatus, ebasoodne mikrokliima
(hilis- ja varakilmade oht, maapinna korge tempendt mulla halb poorsus, ebasobiv



niiskusreziim (Paal 2011). Tingimusi metsakasvadtssesaab parandada veereziimi
reguleerimisega. Samuti on vaetamise vajadus \attijrkuid selle moju pusib 4-6 aastat,
misjarel voib vaja minna korduvvaetust (Caissele@08). Metsastamiseks on soodsamad
looduslikud tingimused Ohukese jaakturbakihiga @ladkus on tekkinud viljakas glei-
madalsoomuld (Paal 2011).

Uheks jasksoode kasutamise vdimaluseks on enedijardjamine katlamajades poletatava
rohumassi kasvatamiseks. Po&hja-Euroopabib paideroog energia tootmiseks tanu oma
kiirele uuenemisele, suurele saagikusele ja hegui@misomadustele (Paal 2011; Varnik jt.
2011). Paideroo kasvatamine jadksoodes aitab vadand selle negatiivseid
keskkonnamdjusid (Saarmets 2008; Mander et al. )20I@itainevaestes jadksoodes on
energiaheina kasvatamisel oluline alasid vaetadal 011; Mander et al. 2012).
Kaevandamisega tekkinud turbatolm reostab vett uhelj ja orgaanilise ainega.
Turbakaevandamisaladelt lahtuva kuivendusvee paiméstks on peale settebasseinide
voimalik kasutada ka puhastuslodusid. Need on Jeegiuse margalad, milleks vdivad olla
ka selleks kohaldatud jaaksood. Jaaksoid on vdkmiakendada selliste puhastusprotsesside
(fuusikalised, keemilised, bioloogilised) puhul,swiajavad hea puhastusefekti saavutamiseks
pikka viibeaega (Paal 2011).

Jadksoid on muudetud ka madalapdhjalisteks jargedeld m). Parast kaevandamist
eemaldatakse suur osa turbast paljastades ka msetrgpinda selleks, et luua jarvendgu
(Higgins, Colleran 2006; Klavins et al. 2010), kuan ka teine meetod, mil turvast enne
Uleujutamist praktiliselt ei eemaldata (Higgins, ll€@n 2006). Eemaldatud turvast
kasutatakse jarve kilgnevate vallide rajamisekwedési on madaluse tottu hasti aereeritud
ja sesoonsetele temperatuurimuutustele kergesti. aladksoojarvede veekeemia parameetrid
sOltuvad oluliselt aluspdhjaks olevast turbakiliikiist ja/véi mineraalpinnast, sissetuleva vee
paritolust ja veereziimist (Higgins, Colleran 2006)lenevalt tekitatud jarvede stigavusest,
suurusest, veekeemiast ja vegetatsioonist saab k&stitada rekreatsioonikohaks voi
elupaigaks veelindudele (Klavins et al. 2010).

1.2.2. Ekspluateeritud alade taastamine soodena
Ekspluateeritud alade taastamise eesmargiks otatasaimestik ja hiddroloogiline reziim

voimalikult sarnaseks selle sama piirkonna lootteslsoodega (Andersen et al. 2010;
Juottonen et al. 2012). Taastatud turbaalad peaksichuleerima lagunevat orgaanilist ainet,
siduma atmosfaarist susinikku, omama todtavat it@ta ringet ja suutma vastu panna

sissetungivatele voorliikidele (Andersen et al. @01Taastaimestamine on kaevandatud



turbaaladel tihtipeale pikaajaline protsess ja elteroluliselt kaevandamise meetodist
(Triisberg et al. 2011). Norgalt kuivendatud ja itsiskaevandatud jadksoodes toimub
taastamine ja seeldbi taimestumine oluliselt kiirerkui suurtel tasastel ja lagedatel ning
stigavate kuivenduskraavidega freesturbavéljadeixgkider et al. 2008).

Freesturbavaljasid on taastatud nn Kanada metogalifaoss transfer techniquéanadas
(Andersen et al. 2013) kui ka Eestis (Paal 2013gndtla metoodikas toimub taimestiku
aktiivne taastamine ja taimede kasvuks sobivatailstete niiskustingimuste loomine. Kuigi
jddksoosse viidud turbasambla fragmendid lahevadadvaoveereziimi korral Usnha hasti
kasvama, vdib soo taastumiseks kuluda 10-20 a@Rtatl 2011). Vaetamisega saab tdsta
fosfori sisaldust taastavatel aladel (Andersenlef@l0). Turbakaevandamise jadkvéljade
taassoostamine soltubki peamiselt veereziimi taast taimestiku rajamise ja viimaks uue
turbakihi moodustumise edukusest (Basiliko et @07).

Ekspluateeritud alade taastamise edukuse hindaonsab olulist rolli seire (Andersen et al.
2010). Taastatud alade seire on naidanud, et kabstaga taastub vegetatsioonikiht, milles
domineerib turbasammal, kuid mikroorganismide bissneastub kauem. On leitud, et viis
aastat parast taastamist on mikroobide aktiivsusesn ja CQ emiteerub rohkem taastatud
aladelt vorreldes looduslike turbaaladega (Anderstnal. 2013). Suurest veetaseme
kbdikumisest tekkiv aeratsioon tingib uue moodustlotgaanilise aine kiiremat lagundamist.
Uus akrotelm ehk turbatekkekiht hakkab jark-jarguihendama veetaseme koikumisi
(Andersen et al. 2010).

Taastatud ja looduslik turbaala on erinevad veeke@oolest ka parast mitmeid aastaid. On
leitud, et veetaseme kdikumise amplituud on oliiliseurem taastatud turbaalal, mis ilmneb
selgelt kuivemates oludes suveperioodil (Anderdeal.e2010). Sellel ajal kontsentreeruvad
vette naiteks Ca, Mg, Na, Cl ja ka DHnis tdstavad pH-d ja suurendavad elektrijuhtivust
turbas. Stabiilsete metaani tootjate ja tarbijaikroobipopulatsiooni taastumine on samuti

parsitud kaevandatud alade hudroloogilise reziimaregulaarsusest (Andersen et al. 2013).

1.3. Metaan keskkonnas
CH, kontsentratsioon on ule 1775 ppiafts per billior) atmosfaaris (Hunger et al. 2011) ja

selle sisaldus kasvab seal tdusvas trendis (Bridgka al. 2013). Hinnanguliselt pusib
metaani molekul atmosfaaris 9-12 aastat (Earl .e2@03). Ennustatakse, et ¢kbos teiste
kasvuhoonegaasidega tdstab globaalset maapinnakitexskmist temperatuuri 2-4,5 °C 100

aasta jooksul (Eusufzai et al. 2010).
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CH4 margatav kasv atmosfaaris on peamiselt inimtegestysdhjustatud ning antropogeenne
emissioon on ca 1,5-2,5 korda suurem looduslik&ngh et al. 2012a). Suurimad
antropogeensed metaaniallikad on kariloomad, bisma$letamine, prugilad ja muud
jaadtmekaitlustehnoloogiad, fossiilsete kituste tawine ja riisipdllud (Bridgham et al.
2013). Veekogude eutrofeerumine soodustab samufip@dtluktsiooni, sest antropogeensete
tegurite tottu lisandub vette substraati metaawoitniseks (West et al. 2012). Ainuuksi
riisipdldudelt emiteerub ca 10% globaalsest metidMa et al. 2012).

Looduslikest allikatest emiteerub enim metaani rakdelt (27-53% maailma GH
emissioonist) (Hunger et al. 2011), millest suurimsa omavad troopilised margalad
(Bridgham et al. 2013). Margaladest voib metaamilderda difusioonil, mullidena ja/voi
taimede poolt vahendatud transpordi kaudu (Galaa2Bridgham et al. 2013). Metaani
eraldub atmosfaéari veel setetest (Juottonen et 2806), ookeanidest, maletsejatest
metsloomade ja osade putukate (termiidid) elutegeviagajarjel (Galand 2004). Alla 1%
globaalsest metaani voost tuleb keskkonda taimeddt pahendatud aeroobseid radu pidi
(Bridgham et al. 2013).

Reovete puhastamisel metaankaaritustankides pudnethanist toodetakse energiat, mis
katab osaliselt voi taielikult metaani tootmiskulnishg vahendab CHemissiooni atmosfaari
ja seega ka globaalse soojenemise potentsiaalnf8tg, Regan 2009). Mitmed uuringud on
leidnud, et reovee puhastamiseks kasutatavatesniélgalades on vdimalik metaani

emiteerimist atmosfaari kontrollida taimestamisada (Truu et al. 2009).

1.3.1. Metanogeenid
Kdik teadaolevad metanogeensed mikroobid kuuluvdebdee hdimkondaEuryarchaeota

jagunedes klassidessklethanomicrobia Methanobacteria Methanococgi Methanopyri
Kuus seltsi KethanomicrobialesMethanocellalesMethanosarcinalesMethanobacteriales
Methanococcales Methanopyrales hdlmavad  metanogeenide 33  perekonda.
Methanomicrobiaon fulogeneetiliselt ja fusioloogiliselt kdige miekesisem klass (Narihiro,
Sekiguchi 2011). SeltsMethanocellalesarhed taluvad erinevalt teistest metanogeenidest
paremini oksilisi (Ma et al. 2012).

Metanogeneesiks on vajalikud substraadid nagiC®,, atsetaat, metanool ja formaat
(Hunger et al. 2011) v6i muud metudlgruppi sisa&thuhendid (Narihiro, Sekiguchi 2011).
Toitumistldbilt saabki metanogeene jaotada kolmehmdl hidrogenotroofsed,
atsetoklastilised ja muid metidlgruppe sisaldavéaicbndeid lagundavad (Galand 2004).
Sugukonnad Methanosaetaceaga Methanosarcinaceaekasutavad substraadina ainult
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atsetaati, kuid Ulejgdnud metanogeenigrupid tacbigahteliselt laia substraadivalikut

(Narihiro, Sekiguchi 2011; Angel et al. 2012; Bidgn et al. 2013). Enamustes
veeOkosUsteemides on tldpiliselt domineeriv atsastikne ja ombrotroofsetes rabades
hidrogenotroofne metanogenees (Bridgham et al.)2013

Metaani tootmiseks on vajalik enstim metluilkoensiMimeduktaas, mis osaleb metaani
slinteesi viimases etapis ja kataltisib koenstumaMeptud metidlrihma redutseerimist
(Narihiro, Sekiguchi 2011). Metuulkoensiim M reaad koosneb kolmest komponendist:
A, véike kofaktor B ja C. Neist komponendis C aakae asuvat metldli reduktsioon ja see
koosneb alathikutest, B jay, mida kodeerivad vastavalt geemctrA mcrB, ja mcrG (Earl

et al. 2003).

Mullapooride suurus, gaaside labivus ja hudradilijuhtivus pinnastes mé&éaravad vaga
oluliselt ara metanogeenide leviku ja aktiivsuseeyFet al. 2011). Metanogeenide arvukus ja
koosluse struktuur muutub margalade vertikaaldaiées oluliselt (Galand 2004; Juottonen

et al. 2006; Watanabe et al. 2010; Akiyama et@L12 Bridgham et al. 2013). Turbaaladel on
stigavuse suurenedes tdheldatud metanogeenidesakéivangevat trendi (Bridgham et al.
2013).

Metanogeene on eraldatud anoksilistest keskkontadgs riisipdllud (Watanabe et al. 2010;

Ma et al. 2012; Singh et al. 2012a), margalad (dnen et al. 2006; Hunger et al. 2011,
Kanokratana et al. 2011), igikelts (Simankova eR8@03; Shcherbakova et al. 2011), prugilad
(Luton et al. 2002), setted (West et al. 2012; Medlal. 2013), maletsejate magu (Wright et
al. 2008; Singh et al. 2012b). Metanogeene rakehkdat metaantankides suure hulga
orgaanilisi Uhendeid sisaldavate munitsipaal-, ymdjandus- ja todstusreovete

puhastamiseks, mille kaigus toodetakse metaanidaskasutatavat energiaallikat (Steinberg,
Regan 2008).

1.3.2. Metanotroofid
Metaani okstdatsioon toimub keskkonnas enamastobsete bakterite (metanotroofid) voi

anaeroobse koosluse (metanotroofsed arhed ja waéilinitraati redutseerivad bakterid)

osavotul (Wendlandt et al. 2010). Olenevalt tingstest kasutatakse 10-90% toodetud
metaanist metanotroofide poolt &ra enne atmosjaédmist. Metanotroofid on v8imelised

teatud tingimustes CfHatmosfaarist siduma (Semrau et al. 2010).

Metanotroofid kasutavad gaasilist metaani elektommerina ja stsinikuallikana, mille juures

on hapnik elektronaktseptoriks (Wendlandt et all®0 Metanotroofid jagunevad kahte

bakterite h6imkond&roteobacteriaja Verrucomicrobia(Andersen et al. 2013Proteobacteria
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hdimkonnas eristatakse flisioloogia, biokeemia jafohmogia alusel kaht rihma: ttdp | ja
tutp I, kus esimene neist jaguneb veel omakordti@pideks la ja Ib (Ho, Frenzel 2012).
Taup | metanotroofsed bakterid on arvukad korge nikap ja madala metaani
kontsentratsiooniga tingimustes ning vastupidistades on eelisseisus tudlp Il metanotroofid
(Truu et al. 2009).

Enamikul metanotroofidel on metaani oksldeerimisenene etapp vahendatud ensuum
monookslgenaasi (MMO) poolt (Akiyama et al. 20MMO on vdimeline oksuideerima ka
teisi orgaanilisi Uhendeid (alkaanid, metaanasemtdérivaadid, alkeenid, eetrid, aromaatsed
ja heterotstiklised sisivesinikud). Olenevalt keskieo vase kontsentratsioonist ja Cu
omastamisest rakkude poolt s6ltub, kas MMO on rd&asgstunud kujul ehk sSsMMGs6luble
MMO) v6i membraaniga seotult ehk pMM@a(ticulate MMQ (Wendlandt et al. 2010).
Metanotroofid on laialt levinud vees ja muldadesef\landt et al. 2010). Metanotroofide
levikut, aktiivsust ja arvukust moéjutavad tegurid niiskussisaldus, temperatuur ning £H
lammastiku ja vase kontsentratsioon (Semrau ét(dl0). Kui alatlitibis la on Uldiselt meso-
vOi psuhrofiilsed bakterid, siis alattitibis Ib omtetolerantsed ja termofiilsed bakterid. Siiski
eelistavad tuidp | metanotroofid madalamaid temperat vorreldes ka kuumastressile
paremini vastu pidavate tuup Il metanotroofidega, (Frenzel 2012).

Metanotroofseid baktereid on uuritud prugilates,geveeejarvedes, pollumaadel, igikeltsal
(Wendlandt et al. 2010), aga ka turbaaladel (Akigaet al. 2011) ja riisipdldudel (Ho,
Frenzel 2012; Singh et al. 2012a). Metanotroofdeilitereid on kasutatud biotehnoloogia
valdkonnas saastatud alade bioremediatsiooniogibieesil (biolaguneva plasti tootmine ja
bioproteiinide tootmine loomas6tddaks) (Semrau.e2@10; Wendlandt et al. 2010).
Anaeroobne metaani oksudatsioon (AOMaerobic oxidatiorof methang kus kasutatakse
hapniku asemel alternatiivseid elektronaktseptoreidib vahendada metaani emissiooni
atmosfaari 5-20% (Wendlandt et al. 2010). Fulogslmst metanogeenidega lahedalt seotud
AOM-i arhedest on leitud mettilkoensiim M redukitgd4cr) sarnane valk (Steinberg,
Regan 2008). 16S RNA geeni vordlus néaitas, et AOdthed on geneetiliselt lahedased
seltsideMethanomicrobialega Methanosarcinalesnetanogeenidele (Wendlandt et al. 2010).
Anaeroobsel CHl oksudatsioonil vdidakse ara kasutada lle 90% rResgisteemides

toodetud metaanist (Bridgham et al. 2013).

1.3.3. Metaani emissiooni mgjutavad keskkonnaparanetrid
Oksilised ja anoksilised tingimused mojutavad aklli suUsinikuringet keskkonnas, sest

metanogeenid on ranged anaeroobid ja metanotroafidnamasti aeroobid (Akiyama et al.
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2011). Metanogeensed arhed produtseerivad pea Magubiogeense metaani (Angel et al.
2012). Metaani tootmine s6ltub metanogeenide arsetja aktiivsusest, taimede biomassist
ja ammooniumi (N kontsentratsioonist mullas. Taimed mdjutavad geutiste kaudu
metanogeenide mitmekesisust ja kdik metanogeenslithaad NH lammastikuallikana
(Singh et al. 2012aMetanogeneesi vbivad parssida orgaanilise matdwgajus ja kvaliteet,
madal mulla pH ja alternatiivsete elektronaktsdfoolemasolu keskkonnas (Angel et al.
2012). On leitud, et metanogeneesiks vajalike saéstle olemasolu keskkonnas sdltub
oluliselt olemasolevast bakterikooslusest (Singhl.e2012a).

Uuringud on naidanud, et makropooride ruumala uihga vee infiltratsiooni parsitus
muldades takistab aeratsiooni ja soodustab anasztelprotsesside toimumist ning mdjub
positiivselt metanogeenide arvukusele (Frey et28fl1). On leitud, et metanogenees on
taielikult inhibeeritud hapniku juuresolekul nii lpaskultuuride puhul kui ka muldades. Siiski
suudavad metanogeenid hapnikust tingitud stregsiiumsi Ule elada (Angel et al. 2012).
Nimelt on metanogeene detekteeritud ka ulemistésisti aereeritud mullakihtidest
pollumaadelt, metsadest ja rohumaadelt (Frey et2@l1l; Angel et al. 2012). Samuti
suudavad metanogeensed organismid Ule elada mdddukeendust vdi aeratsiooni
riisipbldude mullas (Ma et al. 2012) ning olla akied isegi veega taidetud anaeroobsetes
mikropoorides (Andersen et al. 2013).

Metaani produktsioon on oluliselt parsitud seninikldeskkonnast on eemaldunud peale
molekulaarse hapniku ka nitraat, raud(lll), mandB&nja sulfaat (Frey et al. 2011), mis
muidu konkureeriksid alternatiivsete elektroniaktegitena metanogeneesiga (Angel et al.
2012). Ma et al. (2012) leidsid, et riisipdldudedhelduv drenaaz (kuivad/méarjad tsuklid)
parssis oluliselt metaani produktsiooni ja vahenelasssiooni vorreldes kestva uleujutusega,
ehkki samal ajal metanogeenne kooslus ei muutumNichelt muutus metanogeenide
metaboolne aktiivsus tugevalt lUhiajalisest aeoatsist pdhjustatud redokstingimuste
muutuse ning raud(lll) ja sulfaadi kontsentratsidersuurenemise tottu.

Metanogeenid toodavad metaani nii kilmades kui &aphlistes looduslikes keskkondades
(tundra, turbaalad, jarvesetted) (Steinberg, R&f#08; Steinberg, Regan 2009), kuid siiski
emiteerivad ka sood po&hjapoolsetel laiuskraadidelmaise metaanist soojematel kuudel
(Juottonen et al. 2008). Talvel vbib emissioon dHda3% aastasest metaanivoost (Juottonen
et al. 2008), mil temperatuurid on sobivad psuHessmtsetele voi aktiveeruvad psuhrofiilsed
metanogeensed arhed (Simankova et al. 2003). Tatopermdjutab metanogeensete arhede

kooslust nii otseselt kui ka kaudselt substraattekaadavuse muutmise kaudu. Lisaks sellele
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sOltub soodes CHproduktsioon veel peamiselt veetasemest ja tukbatp(Juottonen et al.
2008).

1.4. Keskkonnaproovide mikroobikoosluse analiilis ga&oopiate arvu maaramise abil
Looduskeskkonnas on mikroorganismidest vahem kui Kiftiveeritavaid liike (Torsvik,

@vreds 2002). Seetdttu on oluline keskkonna mikidaioogia uurimiseks kasutada
molekulaarseid meetodeid, kus analliusi kaasataksuittekultiveeritavaid lilke (Steinberg,
Regan 2008; Smith, Osborn 2009; Hargreaves et @L3)2 Nende meetodite puhul
eraldatakse esmalt proovist nukleiinhapped (DNA, ARNmille jarel on vdimalik
marklaudgeenide  koopiate  arvukusi maarata jarjspaisiifiliselt  polimeraasi
ahelreaktsiooni meetoditega (Sharma et al. 2007).

Uuritavas proovis sisalduvate geenikoopiate kvisgerimiseks on vélja todtatud kolm
polimeraasi ahelreaktsioonil (PCR) pdhinevat meetpitlahjendustel pohinev PCR (MPN-
PCR), konkureeriv PCR (cPCR) ja reaalaja-PCR (gPGRarma et al. 2007; Smith, Osborn
2009). Neist kolmest on oma praktilise lihtsusdijeuse tottu kdige laialdasemalt kasutusel
viimane (Smith, Osborn 2009; Hargreaves et al. 2013

Reaalaja-PCR-i abil on vdimalik detekteerida ja rat# erinevate taksonoomiliste ja
funktsionaalsete geenide hulka erinevates keskkwooaides (Smith, Osborn 2009; Ndlvak
et al. 2012; Hargreaves et al. 2013). Selle meg#odon uuritud mitmesuguste
keskkonnategurite (toitained, hapniku kontsentoatsj pH, reoained, agrokemikaalid,
veesisaldus ja temperatuur) moju erinevate geeargtakusele ja ekspressioonile mullas
(Sharma et al. 2007). Reaalaja-PCR-i on kasutathdda Uldkoosluse ja metanogeenide
uurimiseks margalades (Juottonen et al. 2008; Kinale 2008; Akiyama et al. 2011;
Juottonen et al. 2012), riisipdldudel (Eusufzaale010; Ma et al. 2012; Singh et al. 2012a),
setetes (Colwell et al. 2008; Swan et al. 2010)yddes mullades (Angel et al. 2012),
maletsejate maos (Singh et al. 2012b), reoveeptdmgiNunoura et al. 2008; Shin et al.
2010).

Kuna geenikoopiate arv ei ole Uks-Uheselt seotkklude arvuga, siis ei vdimalda see naitaja
rakkude arve keskkonnas tapselt maarata (Viannal.e2006; Kim et al. 2008; Freitag,
Prosser 2009; Ince et al. 2010; Swan et al. 20AfHede 16S rRNA geenikoopiate arv
varieerub eri liikide mikroobirakkudes thest nelj@ianna et al. 2006), kuid kirjanduses
voib leida keskmiseks geenikoopiate arvuks ks (Setaal. 2010; Meslé et al. 2013) voi ka
1,5 koopiat rakus (Ince et al. 2010; Swan et afl020 Metanogeenidel varieerubcrA
geenikoopiate arv kuni kaheni rakus (Vianna et 28106; Freitag, Prosser 2009), kuid
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enamasti loetakse geenikoopiate ja rakkude arvsedsd (Kim et al. 2008; Freitag, Prosser
2009; Meslé et al. 2013).

1.4.1. Reaalaja-PCR
Reaalaja-PCR (gPCR) on robustne, korratav ja tlkinalleetod, mis vdimaldab produkti

moodustumist jalgida protsessi kaigus (reaalajas)ith, Osborn 2009). Reaktsioonil tekib
pidev mdddetav signaal (fluorestsentssignaal), emifitensiivsus soltub otseselt toodetava
amplikoni kogusest. Amplifikatsiooni efektiivsuseilasaab arvutada algse marklaud DNA
(RNA) fragmentide arvukuse proovis (Kubista et 2006). Amplifikatsiooni efektiivsus
sOltub suuresti uuritava geeni nukleotiidide jéaresst ja qPCR-is kasutatavast
reaktsioonisegust (Nolvak et al. 2012).

gPCR-is toimub arvukalt tsikleid. Igas tsiklis ekrdanatureeritakse DNA matriits, seejarel
praimerid seonduvad spetsiifiliselt DNA Uksikahedele jarjestusele, millele jargneb DNA
polimeraasi poolt vahendatud komplementaarse glieéadamine (Smith, Osborn 2009).
Algustsiklite puhul on produktide emiteeritud flastsentssignaal ndrk (Kubista et al. 2006).
Andmed on kasutatavad anallusiks, kui signaal liilgigsavalt taustamira, mida nditab
lavemejoon (Sharma et al. 2007). Selle Uletamisedalikku tsiklite arvu nimetatakse
tsuklilavemeks (CT). Mida rohkem sihtmarkmolekule mdddetavas proovis, seda kiiremini
on akumuleerunud produkti véimalik detekteeridagda madalam on CT vaartus (Kubista et
al. 2006; Smith, Osborn 2009).

Produkti akumuleerimisel signaal kasvab eksponaaitselt. LOpuks jduab signaal platoole ja
kullastub mone olulise reaktsioonikeskkonna kompdneammendumisel (praimerid,
reporter, dNTP — nukleotiid trifosfaadid) (Kubisit al. 2006). Keskkonnaproovides
kasutatakse pigem fluorestseeruva reporterina S@é€en I, mille puhul saab kvaliteetse
andmestiku ning kdrgemad ja stabiilsemad amplisikaini efektiivsused (NOlvak et al.
2012). Amplifikatsiooni efektiivsust vdivad mojutadka proovis sisalduvad inhibiitorid
(valgud, soolad, fenoolsed uUhendid jne), mille udtpuhastatakse proove eelnevalt
inhibeerivate ainete vahendamiseks (Kubista é&016; Hargreaves et al. 2013).
Marklaudgeenide koopiate arvud uuritavates proevidesutatakse vastavat geenifragmenti
sisaldavast standardlahusest valmistatud ja anséttogroovidega anallusitud lahusterea
kaliiberkdveraid kasutades (Smith, Osborn 2009)adRga-PCR-i meetodi kasutamisel on
palju eeliseid: korratavus, tapsus, spetsiifilistisndlikkus (madal detekteerimise lavi),
amplifikatsiooni efektiivsus, vBimalus maarata exiaid jarjestusi samas proovis korraga,

kiirus. Samas esineb reaalaja-PCR-il ka mdningaigdpsi: vajalik on spetsiaalse aparatuuri
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ja tarkvara olemasolu, vajadus spetsiifiliste atigkleotiidide jarele, amplikoni pikkuse

limitatsioon (Sharma et al. 2007).

1.4.2. Markergeeni kordistamiseks kasutatavad prairarid
Markergeeni kordistamise t6husus soltub oluliselaraB amplifikatsiooni reaktsioonis

kasutatavatest praimeritest (Juottonen et al. 20@6ihiro, Sekiguchi 2011; Ndélvak et al.
2012; Hargreaves et al. 2013). Tootavaid praimemidvoimalik disainida ainult geeni
konserveerunud piirkondadesse (Galand 2004). Arkald#fiooni efektiivsust mdjutavad
sulamistemperatuurid, GC sisaldu&d content ja nukleotiidsed asendused praimeri
jarjestuses (kddupositsioonid) (Hargreaves etGil32.

Uks olulisemaid praimeri omadusi on universaalsaskergeeni suhtes, mis mdjutab otseselt
PCR-i pdhiseid uurimusi (Galand 2004; Steinberggd®e 2008). Vahese universaalsuse
korral on vdimalik kasutada mitmeid praimeripaareis kataksid ara kogu koosluse
mitmekesisuse (Galand 2004), kuid siis vbib osutpdableemiks Ulekatvus. Praimerite
jarjestustes olevate nukleotiidide modifitseerigse on vdimalik tdsta praimerite
universaalsust. Lisaks vOib olla positivne efekbhiversaalsusele ka konserveerunud
piirkondade praimerite jarjestuste pikendamisel kifiiendamisel mone nukleotiidi vorra.
Samas on hea, kui ei ole kddupositsioone praimalgigses ja I6pus, mis tekitavad probleeme
praimerite seondumisel marklaudjarjestustele (8t Regan 2008).

Praimeri disainil peab jalgima, et ei tekiks prairdeneere, mis pdhjustavad
mittespetsiifiliste amplifikatsiooniproduktide tdttsamuti tlehindamist fluorestsentssignaali
kaudu. Selleks tuleb valtida Uksteise suhtes komeigaarsete praimerite kasutamist
(Sharma et al. 2007; Smith, Osborn 2009). To6otayate- ja araspidiste praimerite
sulamistemperatuurid peavad olema sarnased (StginRegan 2008). Ka kasutatav gPCR-i
programm mdjutab oluliselt kvantifitseerimise tulesn(No6lvak et al. 2012).

Tabelis 1 on toodud arhede Uldkoosluse (16S rRNAMetanogeensete arhedac(A)
detekteerimiseks kasutatavate péari- ja Aaraspidimamde olulisemate karakteristikute
(universaalsused jarjestuste andmebaaside pdorjdlipositsioonid arv praimerjarjestuses,
praimeripaaride abil amplifitseeritavate fragmeatjpikkused) kokkuvote teaduskirjanduses
kasutatud praimerite pohjal. Nagu tabelist on nghsarhede 16S rRNA geeninacrA geeni
analtidsil on kasutusel vaga erineva universaalsusegmerid ja nende abil amplifitseeritud
geenifragmentide pikkused erinevad suures ulatusdsede Uldkoosluse (16S rRNA) ja
metanogeensete arhedenc(A) detekteerimiseks kasutatavad praimerid peaksimal
eelkbige voimalikult universaalsed (vastama koed&sta geeni erinevatele jarjestustele), 100-
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400 nukleotiidi

efektiivsusega.

pikkusega DNA

I6ike amplifitseertvaja kdrge amplifitseerimise

Tabel 1. Ulevaade teaduskirjandusest leitud ja kagusel olnud 16S rDNA ningmcrA praimeritest.

Universaalsused

Kodu-

Fragmentide

Marklaud- Praime- | andmebaasidest | positsioonide | pikkused
jarjestused | Praimerid | rite arv | (%) arv (bp) Viited
165 rDNA paripidine 7 55,20-94,01* 1-5 Lima, Sleep 2007; Shin et al. 2010;
70-660 Akiyama et al. 2011; Gantner et al.
(arhEd) iraspidine 38 58,40—97,06* 0-4 2011; Pires et al. 2012; Yergeau et al.
2012; Meslé et al. 2013
Galand 2004; Juottonen et al. 2006;
Colwell et al. 2008; Nunoura et al.
paripidine 12 0,07-36,83** 0-8 2008; Steinberg, Regan 2008; Pereyra
et al. 2010; Yagi et al. 2010; Akiyama
mcrA 100-760 |etal.2011; Hunger et al. 2011;
Kanokratana et al. 2011; Narihiro,
iraspidine 11 0,91-56,91** 3-5 Sekiguchi 2011; Angel et al. 2012; Ma

et al. 2012; Nyyssonen et al. 2012;
West et al. 2012

*The Ribosomal Database Project (RDP) (seisuga22201.2)
**Functional Gene Pipeline/Repository (FGPR) (sgs20.12.2012)
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2. MATERJAL JA METOODIKA

2.1. Uurimisala kirjeldus
Uurimisalaks oli LAane-Eesti madalikul asuv Lavass&o00. Selle Padrnumaal oleva iUihe Eesti

suurima soo pindala on 21868 ha, millest moodud@m6 ha turbamaardla (Orru, Orru
2003). Lavassaare soo tekkis magedaveelise lagkimiikasvamisel, mis eraldus
Litoriinamerest. Soo toitub sademetest ning ka @ojg valgveest. Kohati on turba all 6huke
0,1-0,2 m paksune jarvemudakiht. Turvas ja jarveanaguvad liivsavil, saviliival ja liival.
Lavassaare soostikus domineerib lageraba (50-68&6stikus asuvad ka 196 ha suurune jarv
ja moned mineraalmaasaared. Soo servaala aarisidddsoomets (Orru 1995).

Lavassaare soos on turvast kaevandatud ule 90 aaiieatbttu on seal palju jaaksooalasid.
2006. aastal alustati ca 230 ha suurusel Lavassaammendunud turbatootmisvaljal
ettevalmistusi energiaheina kasvatamise katsetéamisRajati kahe paiderooPKalaris
arundinacea sordiga ,Pedja“ ja ,Palaton” taimestatud katseafadlest osa véetati erinevate
mineraalsete ja orgaaniliste vaetistega ning Uhejdédjaid vaetamata kontrollaladeks
(Saarmets 2008; Varnik jt. 2011).

URO Toidu- ja Pdllumajandusorganisatsiooni (FAQe Food and Agriculture Organization
of the United Natios mulla klassifikatsiooni jargi oli kaesoleva t66urimisalal
vahelagunenud turvasmuld (Fibric Histosol), kuigeBimise tottu on paljandunud hasti
lagunenud pilliroo-tarnaturvas (lagunemisaste am Rosti skaala jargi H7). Freesturbaalal ol
lahtine kuivenduskraavide vorgustik. Kraavide tihedon ca 400 m hektaril. Jaaksooalal
toimub mineraalirikka pdhjavee immitsemine lubjasg®hjast ning lahedal olevast
moreenseljandikult (Mander et al. 2012).

2.1.1. Proovivdtu kirjeldus
12 katselappi suurusega 2,5 x 10 m rajati 2012agasanis Lavassaare freesturbaala varem

vaetamata kolmele péaiderooga taimestatud laamile062 aastal rajatud vaetamata
kontrollalad taimestatud Eesti sordiga ,Pedja“)ghkolmele taimestamata freesturba laamile
(joonis 1) nii, et turbakihi siigavus mineraalsenaim oleks kogu katselapi ulatuses 50-60 cm.
Ilgale valjavalitud laamile rajati Uks vaetatud lkdapp ning Uks véetamata kontrolllapp.
Katselapid asetsesid kuivenduskraavidest ca 4 memigusel, kaugus kontrolli ja vaetatud

lapi vahel oli vahemalt 4 m. Kraavid olid kogu keterioodi valtel erinevalt veega taitunud.
Katselappidest pooled véaetati mineraalvaetiseg&g§ata), milles oli kokkusegatult toitaineid

suhtega 24N-6P-12K. Vajamineva vaetise kogus jait@te suhted méaarati uurimisala turba

testproovide keemilise koostise alusel.
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Joonis 1. Kaesoleva t66 wrimisala asukoht (58°34'20" N ja 24°23'15" E,Lavassaare/Parnumaa) je
katselappide paigutus (Maaamet). Freesturbaala katselappidest on B taimestatud paiderooga,nende
hulgas 1, 4, 6 on vaetamata ning 2, 3, 5 on vaetat. Freesturbaala katselappidst on i-12 taimestamata,
nende hulgas7, 10, 12 on vaetamata ning 8, 9, 11 on vaeta.

Turbaproovid vdeti 20. juunil 2012. aastal vahearlhe katselappide vaetamist ning 3 k
peale vaetamist 2@eptembril 201 (joonis 2). Turbaproovide vétmiseks jagati iga katsel:
veel kaheks vordseks alafgeonis 3. Mdlemalt alalt vdeti turbapuurigg®d(5 cm) kolm puuri
sudamiku tait labi turbakihi kuni mineraalse saliki. Vdetud kolmest siidamikust kog
koondproovid kilekottidesseraldi (0-20 cm, 20-40 cm ja 40-60 ckihtides). Mdlemal
proovivotu korral voeti72 turbaproov (kokku 144 proovi) Proove hoiti kuni laboriss

joudmiseni kilmakehadega jahekasti

Joonis 2. Paiderooga taimestamata ja
(20.09.2012, foto Jarvi Jarveoja).

vaetatud freesturba atselapp kolm kuud peale vaetamis
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Joonis 3. Vee-, gaasi- ja turbaproovide votukohtadekeem katselappidel. Turbaproovide v8tmiseks jagat
iga katselapp kaheks vdrdseks alaks (A ja B) ja kumastki vdeti kihtide (0-20, 20-40, 40-60 cm) kaupa
kolmest kohast alaproovid, mis segati kokku koondpwovideks.

Laboris eraldati mikrobioloogiliste uuringute jaoka 50 g materjali, mida hoiti kuni DNA
eraldamiseni —20 °C juures. Lisaks sellele eralti@@ g materjali, mida hoiti +4 °C juures
kuni futsikalis-keemiliste parameetrite maaramisehi Eesti Keskkonnauuringute Keskuse
Tartu filiaalis. Turbaproovidest maarati jargmigédsikalis-keemilised parameetrid: kuivaine
sisaldus (KA%); pH-HO; uldsisiniku (TC) sisaldus autoanallisaatoriga; tidt@stiku
kontsentratsioon (TN) Kjeldahli meetodil; tldfosf¢fP), tldkaaliumi (TK), dldvaavli (TS)
ja Cd&" sisaldus ICP meetodil; lahustunud orgaanilise nskisi (DOC),
ammooniumlammastiku (NA -N), nitraatse lammastiku (NON), nitrittammastiku (NG-
N), fosfaatse fosfori (P-P) ja sulfaatiooni (S§3) kontsentratsioon.

Kdigilt proovialadelt koguti metaani proove kogutseperioodi valtel nii enne vaetamist kui
ka parast vaetamist (esimesel kuul iganadalaséienmh kahenadalaste intervallidega)
pimekambri meetodil (kolmest kambrist iga katsel&phta) (joonis 4). Tartu Ulikooli
Okoloogia ja maateaduste instituudi Geograafia @sak laboris maarati kogutud
gaasiproovidest metaani kontsentratsioon gaaskogradfiga Shimadzu GC-2014
(Shimadzu Corporation, Jaapan). Lisaks fikseeemngeratuur turbasamba eri kihtides (10,
20, 30, 40 cm) ning moddeti veetaseme korgus liedintes. Kohapealsed mddtmised
teostasid ja gaasiproovid kogusid Tartu Ulikoohdar Martin Maddison ja doktorant Jarvi

Jarveoja.
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Joonis 4. Paiderooga taimestatud katselapil metaaniproovide kogumine pimekambri meetodil
(20.09.2012, foto Jarvidarveoja).

2.2. DNA eraldamine ja kontsentratsiooni méaramine

Turbaproovidest DNA eraldamiseks kasutBtowerSoif DNA Isolation Kiti (MO BIO,
USA). DNA eraldamine toimus vastavalt tootja pate nahtud protokollile. Modifitseeritult
toimus homogeniseerimisetapp, mis viidi labi 20 ek jooksul (5000 pddret minutis)
homogenisaatoril Precellys 24 (Bertin Technologlesantsusmaa). DNA kontsentratsiooni
suurendamiseks modifitseeriti ka filtrist DNA valpgesemise etappi. Esmalt lisati 60 pul C6
standardlahust filtrile ja tsentrifuugiti 30 sekin@dik tsentrifuugimised toimusid 10000 x g
juures toatemperatuuuril). Seejarel kanti filtdildud lahus uuesti filtrile ja tsentrifuugiti 30
sekundit. Lopuks lisati 40 pl C6 lahust filtrile faentrifuugiti 30 sekundit. Saadud DNA
kontsentratsioon maarati spektrofotomeetriga Itdi®00 M (Tecan AG, Austria). DNA

sailitati —20 °C juures.

2.3. Praimerite disain ja gPCR reaktsioonitingimusé optimeerimine
Kirjanduse Ulevaates toodud tingimustele vastawateede uUldkoosluse (16S rRNA) ja

metanogeensete arhedec(A) detekteerimiseks kasutatavate praimerite ja ngrakgide
leidmiseks tehti jargnevad toimingud:

1. T66 teaduskirjandusega

Arhede Uldkoosluse ja metanogeensete arhede detiekiee jaoks leiti teadusartiklitest

hulganisti kasutusel olnud praimereid (tabel 1).n&undutavatele tingimustele vastavaid

22



praimereid kirjandusest ei leitud, siis modifitsBergeenijarjestuste konserveerunud
piirkondadele vastavad uued praimeripaarid.
2. Referentsandmebaaside koostamine ja nendetigiegoondamine

Andmebaasi National Center for Biotechnology Infatimn (NCBI) p&hjal koostati 16S
rRNA geeni jaoks 17 jarjestusega referentsandmebkas olid esindatud 1195-1500
nukleotiidi pikkuste jarjestustega kdik arhede hkamnad CrenarchaeotaEuryarchaeotes
Korarchaeota Nanoarchaeota Thaumarchaeofa NCBI ja Functional Gene
Pipeline/Repository (FGPR) andmebaaside (kummdsilirjestust) pdhjal tehtncrA geeni
jaoks 12 jarjestusega referentsandmebaas, kugsihdatud 1014-1253 nukleotiidi pikkused
jarjestused erinevatest metanogeenide seltsideASTA-formaadis olevad jarjestused
referentsandmebaasides joondati programmiga CLUSTAL

3. Praimerite positsioonide leidmine joonduselgade piirkondade analiitis

Teaduskirjanduses kirjeldatud praimerite aluseljavdllnud konserveerunud piirkonnad
margiti referentsandmebaasidest tehtud vastavatgestidste joondustele. Kui mitu

konserveerunud piirkonda paigutus Uhte piirkond@nglusel, siis eelistati edasiseks
analtiisiks neid, mis uhtisid joondatud referentesetzhasi jarjestustega paremini ja millel ol
suurem universaalsus andmebaasides RDP v6i FGRRvates jarjestuste suhtes ning mille
jarjestuses tuli kasutada vahem kddupositsioone.

4. Praimerite modifitseerimine ja nende omadustellkks tegemine

Eeltoodud analtiisi jarel valiti vélja sobiliku pikkega geenifragmente amplifitseerivate
praimeripaaride positsioonid joonduste konservastypiirkondades. Nendele piirkondadele
vastavate praimerite nukleotiidide jarjestusi mibsiferiti vastavalt jooduste jarjestustele,
mille abil saavutati praimerite parem katvus (urse@lsus) andmebaasis olevatele
jarjestustele. Programmiga OligoAnalyzer 3.1 maaraite modifitseeritud praimerite
sulamistemperatuurid (pari- ja araspidise prainsaetamistemperatuuride vahe peaks jadma
alla 5 °C), juuksendela moodustumise temperatuyad nende voime moodustada
homodimeere selleks, et amplifitseerimise kaiguskiks soovimatuid produkte.

5. Leitud uute potentsiaalsete praimeripaarideldrsal

Uutest praimeritest sai moodustada 11 praimeripadrede Uldkoosluse ja 8 praimeripaari
metanogeensete arhede detekteerimiseks. RDP anasigelai kontrollida universaalsust ka
praimeripaaridena. Arhede 16S rRNA geeni testingsdkboris valiti valja kolm

praimeripaari, mille universaalsused olid 87,4-94,@raimerite universaalsused eraldi olid
92,1-96,5%), fragmentide pikkused olid 241-393 eokidi ja sulamistemperatuuride vahed

olid 0,3-3,3 °C.mcrA testimiseks laboris valiti véalja neli praimeripiamille praimerite
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universaalsused eraldi olid 46,8-85,7%, fragmenékysed olid 135-386 nukleotiidi ja
sulamistemperatuuride vahed olid 0,4-4,1 °C.

6. Praimeripaaride testimine laboris ja gPCR rea&tstingimuste optimeerimine

Valja tootatud praimeripaare testiti laboris gPCReaktsioonis erinevat tadpi mulla
proovidega (erineva lagunemisastmega ja lagunentatha proovid, pdllumullad,
tehismargalade filtermaterjaliks olev kergkruus). Oikide praimeripaaride
reaktsioonitingimused optimeeriti tsuklilaveme (G/Bartuste, amplifikatsiooni efektiivsuste
ja programmi tsuklites oleva seondumisetapi tentparale muutmise abil ning kdige
vaiksema CT ja kdrgema efektiivsusega praimeripaditi mdlema geeni detekteerimiseks
(tabel 2). Lopuks optimeeriti praimeripaaride kemisatsioon reaktsioonisegus
turbaproovidega tootamiseks.

Tabel 2. T66s kasutatud 16S rDNA jancrA praimerid ning nende jarjestused.

Universaalsus Fragmendi
Marklaud- andmebaasidest Kodu- pikkus

Praimer | jdrjestused Jarjestus (5'-3') (%) positsioonid (bp)
Arc519F CAGYCGCCRCGGTAA* 96,45** 2

A 165 rDNA ' 393
Arch 910R GAATWGGCGGGGGRGC* 93,06** 2
METH-F CASTTYGGHGGWTCHCA* 67,86*** 5

mcrA 135
mcrAgR TTCTWYGGHTACGAYCTBCA* 64,62*** 5

*K@dupositsioonide tahistused: Y = C/T; R = AIG; ®A/T; S = G/C; H= A/C/T; B = CIGIT
*The Ribosomal Database Project (RDP) (seisuga2@012)
***Eynctional Gene Pipeline/Repository (FGPR) (sgja 20.12.2012)

2.4. Geenikoopiate arvu maaramine turbaproovidesteaalaja-PCR meetodil
Arhedespetsiifilise 16S rRNA geeni jacrA geeni koopiate arvu maaramiseks kasutati
termotsuklerit Rotor-Gene Q (QIAGEN, Holland). Vasite geenide kaliiberkdverate
tegemiseks kasutati arhede 16S rRNA geeni pDrgulfurococcus sgNCBI EF088324.1)
geeni fragmenti jancrA puhul Methanobacterium sgNCBI DQ677519.1) geeni fragmenti,
mis telliti firmast Eurofins MWG Operon (Saksamaajhede 16S rRNA geeni puhul tehti
vastavat geenifragmenti sisaldavatest standardiestugalmistatud lahustereast kaliiberkdver
(kimnekordsed lahjendused*110° geenikoopiat mikroliitris). KamcrA geeni puhul tehti
vastavat geenifragmenti sisaldavatest standardiestugalmistatud lahustereast kaliiberkdver
(kiimne- ja viiekordsed lahjendused®11@° geenikoopiat mikroliitris). M8lema geenianaliiiisi
puhul valmistati kaliiberkdver sarnastes reaktsitiogimustes ja sama qPCR-i programmiga
kui jargnev proovide anallus.

Arhedespetsiifilise 16S rRNA geeni jacrA geeni koopiate arvu maaramisel viidi PCR-i
reaktsioon labi 1Qul reaktsioonisegus, mis sisaldasull proovi DNA-d. Siduva proovina
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kasutati kaliibri Ght lahjendust, mida L0 reaktsioonisegus oli fl. Antud t66s kasutati 16S
rRNA puhul Kkaliibri lahjendust T0geenikoopiafil ning mcrA puhul kaliibri lahjendust 10
geenikoopiaill. Praimereid oli reaktsioonisegus 4B1 kontsentratsioonis 16S rRNA puhul
ja 0,4uM kontsentratsioonisncrA puhul (tabel 2). Kaiki proove ja kaliiberlahusemtbodeti
kolmes korduses.

16S rDNA praimeritega kasutati programmi paramsga: esmalt 50 °C 2 minutit, seejarel
esialgne denaturatsioon 95 °C 10 minutit, milledegnes 45 tsuklit 95 °C 15 sekundit
denaturatsiooni, 56 °C 30 sekundit seondumise, 30 sekundit ekstensiooni etappidega
ning programmi l6puks ahelate sulatamise etapp33€ (tostetakse 0,35 °C kaupa, enne
esimest tdstmist 90 sek paus, parast iga tostnssk paus).

mcrA praimeritega kasutati programmi parameetritega: aisB0 °C 2 minutit, seejarel
esialgne denaturatsioon 95 °C 10 minutit, milledegnes 50 tsuklit 95 °C 15 sekundit
denaturatsiooni, 51 °C 30 sekundit seondumise, 30 sekundit ekstensiooni etappidega
ning programmi l6puks ahelate sulatamise etapp %56 (tostetakse 0,35 °C kaupa, enne
esimest tdstmist 90 sek paus, parast iga tostnsisk paus).

gPCR-i jargselt analuusiti proovide amplifikatsiddiveraid ja sulamiskdverate kuju.
Amplifikatsiooni efektiivsusi analldsiti programnaig.inRegPCR 2012.3, mille pdhjal tehti
statistiline analliiiis voorvaartuste eemaldamiseksnasalt NOlvak et al. (2012).
Geenikoopiate arvud arvutati kaliiberkdveraid kases ja on esitatud t00s vastavate geeni
koopiate arvuna grammi kuiva turba kohta (GK/g KA)crA geeni proportsioon arhede
kooslusesricrA'16S rRNA) on arvutatud vastavatest amplifikatsiogfiektiivsustest ja CT
vaartustest ning esitatud t66s protsentidena (%).

2.5 . Andmeanalls ja t60 autori osalus uurimuses
Analtuside tulemusi analtusiti jargmistes gruppidEsmestamise moju uurimisel kdik

taimestatud ja taimestamata lappide proovid jaardete mdju uurimisel eraldi vaetatud
taimestatud lappide proovid ja vaetamata taimedt@dontroll) lappide proovid ning vaetatud

taimestamata ja vaetamata taimestamata (kontralbpidle proovid. Uuritud gruppide

geenikoopiate arvukuste ja proportsioonide, sarfiisikalis-keemilisete parameetrite ja
metaani emissiooni aritmeetilised keskmised, statiddbed ja variatsioonikoefitsendid

arvutati programmiga Microsoft Office Excel 2007.

T-testiga (GraphPad QuickCalcs) hinnati vaadeldavdthmade vastavate parameetrite
keskvaartuste erinevusi (p<0,05). MitteparamestrilSpearmani korrelatsioonikordaja abil
(STATISTICA V 7.1) analuusiti maaratud geeniparatmge omavahelisi seoseid ja
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fuusikalis-keemiliste naitajatega turbaproovideshefaktorilise dispersioonanaliiiisigané
way ANOVA (STATISTICA V 7.1) testiti geenikoopiate arvukaga nende suhete erinevusi
uuritud gruppide turbasamba eri kihtides.

TOO autor osales katse planeerimises, katselappitievalmistamisel, turba-, vee- ja
gaasiproovide votmisel ning turbasamba temperatnd@ramisel katsealal, eraldas DNA,
viis labi kdik molekulaarsed analtitisid (m&&ras Di#atsentratsiooni, disainis praimerid,
tegi kaliiberkdverad, maaras geenikoopiate arvyarggortsiooni) ning tegi andmettotiuse ja

statistilised analtisid.
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3. TULEMUSED

3.1. Katselappide fuusikalis-keemilised parameetridreesturbas
Katselappide temperatuur turbasambas varieerusmikbe 13,8-14,9 °C katseperioodi

jooksul. Tabelis 3 on &ra toodud aritmeetilised kk@ised ja variatsioonikoefitsiendid

temperatuuride ja veetasemete kohta uuritud grepjpicbasambas proovivotmise péevadel ja
nendevahelisel perioodil. Uhel laamil asuvate Kamg@de turbasamba samad kihid ei
erinenud temperatuuri poolest kummagil proovivotieyal. T-testi tulemusena ilmnes, et
katseperioodi jooksul oli temperatuur taimestatagplde turbasambas oluliselt (p<0,001)

koérgem kui taimestamata lappidel.

Tabel 3. Temperatuuri ja veetaseme keskvaartused €3) ja sulgudes nende variatsioonikoefitsendid (%)
uuritud gruppide turbasambas proovivétu paevadel janende vahepealsel perioodil. - tdhistab veetaseme
stigavust allpool maapinda. Katselappide gruppe onahistatud jargmiselt: péiderooga taimestatud
kontrolllapid (PK), paiderooga taimestatud ja vaetdud lapid (PV), taimestamata freesturba kontrolllapid
(FK), taimestamata ja vaetatud freesturba lapid (F\j.

temperatuur (°C) veetase (cm)

Riihm | 20.06.2012 | 20.09.2012 | periood | 20.06.2012 | 20.09.2012 | periood
PK 12,5(7,1)| 12,6 (1,3) | 14,4 (1,0) | -50 (19,4) | -15 (30,6) | -26 (17,3)
PV 12,5(7,1)| 12,6 (1,3) | 14,7 (1,4)| -48(6,9)|-10(36,6) | -22 (15,8)
FK 12,6 (2,2)| 12,1 (1,6)| 13,9(1,0) | -53 (11,9) | -37 (47,7) | -43 (29,1)
FV 12,6 (2,2)| 12,1 (1,6)| 14,0(1,0)| -65(3,1)|-41(39,5)|-46 (17,8)

)
)
)
)

Juunikuu proovivétu ajal oli veetase oluliselt mlada (p<0,01) kui septembris mdddetud
veetase. Juunis varieerus veetase taimestatudinestamata katselappide turbasambas
vastavalt 17 cm ja 21 cm ulatuses. Septembrisaghdstatud katselappide veetase Uhtlasem
(varieerumine 12 cm ulatuses), kuid taimestamatdedlerinevused lappide vahel suurenesid
(varieerumine 35 cm ulatuses). Uhel laamil asukatiselappide (kontrolllapp ja vaetatud
lapp) keskmised veetasemed varieerusid enamabtdambas katseperioodi jooksul kuni 4
cm ulatuses, kbige suuremad olid veetaseme vahedaifhestatud laam) ja 11 cm
(taimestamata laam). Statistiline analtitis naitasur®asambas oli nii proovivotu paevadel
(p<0,05) kui ka katseperioodi jooksul (p<0,001) tase taimestatud lappidel kérgem kui
taimestamata lappidel.

Tabelis 4 ja 5 on é&ra toodud uuritud gruppide fikdigs-keemiliste parameetrite
keskvaartused ja nende varieerumine turbasambaddihkaupa juuni ja septembri
proovivotupdevadel. Turba pH varieerus katselapjeideevates kihtides 5,2-8,1. Vaetatud
taimestamata freesturba katselappidel oli kolmeasisk tGlemises (0-20 cm) pH alati
madalaim. paiderooga Taimestatud lappide turbassrabgH oluliselt madalam (p<0,001)

taimestamata lappidest.
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Tabel 4. Uuritud gruppide flitisikalis-keemiliste pamameetrite keskvaartused (n=6) ja sulgudes nende viatsioonikoefitsendid (%) katselappide turbasamba ktide kaupa juunis.
Katselappide gruppe on tahistatud jargmiselt: paideooga taimestatud kontrolllapid (PK), péiderooga tamestatud ja vaetatud lapid (PV), taimestamata fresturba kontrolllapid

(FK), taimestamata ja véaetatud freesturba lapid (FV). Maaratud parameetriteks olid happesus (pH) ja kivaine (KA), dldsusiniku (TC), lahustunud orgaanilise aine (DOC),
uldfosfori (TP), fosfaatse fosfori (PQ*-P), uldlammastiku (TN), ammooniumlammastiku (NH,*-N), nitrittammastiku (NO ,-N), nitraatse lammastiku (NO; -N), tldvaavli (TS),

sulfaatiooni (SQ%), kaaliumi (K), kaltsiumi

Ca?" sisaldus.

Kiht DOC TP PO,>-P NH,"-N NO,-N NO;-N so,” ca”
Rihm | (cm) | pH-H,0 KA (%) TC(%) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | TN (mg/kg) | (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) TS (mg/kg) (mg/kg) | K(mg/kg) | (mg/kg)
0-20 59(2,1)| 21,3(6,8)| 46(2,3)| 264(21,9) | 285(19,1) | 1,03 (48,0) | 27667 (10,9) | 11,5(38,4)| 0,32(34,5)| 20,67(70,8)| 8817(9,4)| 431(82,8)| 125(48,9)| 275(43,7)
20-40 | 6,0(54)|16,5(12,7)| 46(1,8)| 448 (12,1) | 247 (14,2)| 0,99 (40,8)| 28667 (5,7)| 13,2(33,6)| 0,59(60,5)| 10,97 (73,7)| 11550 (24,3)| 1413 (103)| 93(45,9)| 762 (48,9)
PK |40-60 | 59(11,5)| 27,7 (46,4) | 21 (53,5) | 250(39,1) | 275 (24,7) | 2,01(98,7)| 16950 (44,8)| 6,8(51,1)| 0,35(158)| 5,03(97,9)| 8350(75,2)| 4810 (118)| 842 (44,0)| 1898 (90,4)
0-20 6,0 (6,1) | 21,9 (14,7) | 44(6,4) | 284(23,5) | 268 (25,5)| 1,31(52,2) | 26167 (13,5)| 8,5(69,1)| 0,34(54,6)| 16,15(72,9)| 8883(13,3)| 645(96,1)|238(120,8) | 364 (50,4)
20440 | 6,2(7,2)|16,8(13,7)| 45(1,1)| 444(9,9)| 253 (15,5)| 1,53(36,7)| 28833 (5,6)| 16,7(650)| 0,84(58,8)| 20,11(77,4)| 10000 (22,7)| 1272(105)| 70(23,1)| 753(62,1)
PV |a060 | 6,0(7,7)]20,0(32,0)|30(40,8) | 310(36,6) | 292 (12,2) | 1,41(36,3)| 23000 (28,4) | 10,5(97,9)| 0,36 (181,9)| 12,87 (74,8) | 11200 (61,3)| 4193 (87,4)| 588(59,5)| 1597 (63,9)
0-20 6,2(9,1) | 25,5(11,9) | 45(1,9)| 207 (26,2) | 260 (12,9) | 0,29 (64,2) | 25500 (13,1) | 6,8(71,4)| 0,48(65,6)| 35,73(29,9)| 8833(12,3)| 1083(121)| 60(31,9)| 481 (68,6)
20-40 | 6,3(7,6)| 16,7 (18,4)| 44 (5,5)| 345(32,7)| 283 (14,9)| 1,12(85,4)| 27167 (8,5)| 20,0(70,3)| 0,76(47,0)| 15,48(32,0) | 11717 (28,5)| 2062(99,9)| 111(44,9)| 991 (70,8)
FK |4060 | 6,7(57)|26,7(30,8) | 20(58,4) | 184(52,9) | 313 (22,1)| 0,29(57,4) | 17983 (36,2) | 11,1(45,3)| 0,58(64,7)| 5,45(98,5)| 5567(31,2)| 1300(92,5)| 1003 (66,2) | 623 (27,6)
0-20 6,1(7,1) | 23,7(12,1) | 45(1,2)| 216(17,5)| 262(2,9)| 0,18(33,5)| 25500(8,9)| 4,9(48,0)| 0,53(36,9)| 29,27(43,4)| 9467(51)| 998(102)| 45(54,6)| 449 (62,9)
20-40 | 6,2(3,6)| 154(6,2)| 44(2,7)| 415(10,0) | 277 (10,6) | 0,35(47,4)| 28667 (4,2)| 12,9(48,4)| 0,77(42,9)| 13,02(50,5) | 11200 (14,9) | 2188 (83,8)| 48(106,3)| 685 (41,7)
FV |4060 | 6,5(6,0)|20,4(29,2) | 28(47,4) | 303(53,6) | 315(14,0)| 0,75(110) | 19417 (39,7) | 18,8(71,2)| 0,59 (56,9)| 4,70(53,5)| 9317(55,1)| 1736(69,6) | 855 (68,6)| 744 (24,4)

Tabel 5. Uuritud gruppide fllsikalis-keemiliste parmmeetrite keskvaartused (n=6) ja sulgudes nende viatsioonikoefitsendid (%) katselappide turbasamba kntide kaupa
septembris. Katselappide gruppe on téhistatud jargnselt: paiderooga taimestatud kontrolllapid (PK), paiderooga taimestatud ja vaetatud lapid (PV), taimstamata freesturba
kontrolllapid (FK), taimestamata ja vaetatud freesturba lapid (FV). Maaratud parameetriteks olid happesus (pH) ja kuivaine (KA), ldstsiniku (TC), lahusunud orgaanilise aine
(DOC), uldfosfori (TP), fosfaatse fosfori (PQ*-P), tildlammastiku (TN), ammooniumlammastiku (NH,"-N), nitrittammastiku (NO ,-N), nitraatse lammastiku (NOy -N), tldvaavli

(TS), sulfaatiooni (SQ?), kaaliumi (K), kaltsiumi (Ca®") sisaldus. - tahistab, et PG'-P néitaja oli alla maaramispiirkonna.

2+

Kiht DOC TP PO,>-P NH,"-N NO,-N NO;-N so,” Ca
Rihm | (cm) | pH-H,0 KA (%) TC(%) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | TN (mg/kg) | (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) TS (mg/kg) (mg/kg) | K(mg/kg) | (mg/kg)
0-20 5,8 (1,5) | 20,3 (10,3) | 46(3,6)| 240(13,4) | 285 (16,0)| 0,21(7,8)| 27500(6,0)| 11,5(27.7)| 1,36(57,0)| 9,61(76,5)| 9133(8,9)| 679(71,9)| 145(24,2)| 312(38,2)
20-40 | 59(5,1)|16,1(10,6)| 46(2,1)| 381(70)| 270(7,4)| 0,27(51,8)| 27500(3,0)| 18,0(28,0)| 2,74(39,2)| 3,52 (105) | 11683 (19,1) | 1636(76,6)| 154(58,2)| 768 (41,9)
PK |40-60 | 6,4(10,2)| 27,2 (40,8) | 20(52,3) | 220(33,8) | 295 (32,6) | 0,04 (245) | 14533 (46,4) | 12,0(49,6)| 1,77(357)| 3,89 (158)| 8233(79,1)| 2080(91,6)| 993(42,3)| 973(47,6)
0-20 6,0 (4,7) | 20,0 (10,7) | 45(7,0)| 275(21,9) | 283 (20,0)| 0,13(19,3)| 26833(9,8)| 12,1(13,6)| 2,16(31,2)| 11,97 (106)| 9083 (11,0)| 995(92,9)| 202(38,6)| 426 (53,8)
20-40 | 6,1(4,8)|17,1(20,2)| 46(2,4)| 360(24,7)| 280(5,1)| 0,15(4,8)| 28333(4,3)| 19,0(26,7)| 2,66(17,8)| 2,30(52,4)| 11683 (22,7)| 1704(91,3)| 155(64,5)| 740 (58,9)
PV |a060 | 6,2(64)]24,1(357)]|25(54,3)| 223(40,3)| 295 (14,0)| 0,29 (29,2) | 15733 (47,6) | 15,1(65,2)| 2,06(62,6)| 2,84(66,2)| 9367(76,7)| 2019(77,5)| 723(49,0)| 844(58,9)
0-20 6,1(8,5)| 21,9(7,0)| 44(1,2)| 185(13,7)| 278(8,9) -| 25333(10,2)| 5,0(86,0)| 1,11(20,3)| 46,57(39,0)| 9317(11,8)| 1241(116)| 76(35,9)| 543(77.8)
20-40 | 6,2(8,1)| 15,8(10,0)| 44(4,4)| 267(8,6)| 288(15,4)| 0,12(1,3)| 28333(7,3)| 18,1(109)| 1,86(13,6)| 16,63 (57,5)| 11583 (19,4)| 2079 (120)| 111(88,5)| 810(88,1)
FK |4060 | 6,5(8,4)|22,3(37,3)|26(47,9)| 205 (53,4) | 330(13,0)| 0,02 (245) | 18383 (50,4) | 11,1(101)| 1,42(28,8)| 8,99 (102)| 7283(31,6)| 1597(85,6)| 760(56,2)| 633 (58,9)
0-20 59(59)| 20,7(8,2)| 45(1,8)| 197(9,2)| 277 (10,4)| 0,23(245)| 26000 (8,1)| 6,2(66,1)| 0,91(57,2)| 194,94 (60,2) | 9867(6,9)| 1108 (120)| 190(28,6)| 745 (50,2)
20-40 | 6,5(12,9)| 14,8(4,9)| 45(2,6)| 296(26,8)| 283(8,8)| 0,53(82,3)| 29000 (3,1)| 12,0(76,2)| 1,90(49,5)| 89,23 (187) | 11300(18,4)| 1849(79,9)| 76(50,1)| 592 (62,5)
FV |4060 | 6,5(4,1)|21,2(30,0) | 27 (43,4) | 201(34,7) | 350 (25,3) | 0,49 (49,1) | 15050 (43,7) | 11,0(103)| 1,55(24,1)| 5,58(80,2) | 8883(54,2)| 1911(104)| 792 (47,2)| 463 (44,3)
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Turbasamba kuivaine sisaldus varieeruvus oli sugtigavaimas kihis (40-60 cm). Sarnaselt
olid kolmanda kihi varieerumised suurimad uldsiaihja lahustunud orgaanilisel susinikul.
Turbasammaste vordlemisel ilmnes, et lahustunudamigise aine sisaldus oli statistiliselt
oluliselt (p<0,001) kérgem paiderooga taimestaappidel vorreldes taimestamata lappidega.
Samuti ilmnes, et lahustunud orgaanilise aine mdauttdrdlemisel oli kontrolllappide muutus
oluliselt (p<0,05) vaiksem vdrreldes vaetatud ldepmuuduga.

Uldfosfori sisaldus varieerus turbaproovides suuwdstuses (170-500 mg/kg). FOP
kontsentratsioon oli t-testi alusel oluliselt kamge(p<0,001) turbasambas péaiderooga
taimestatud lappidel vorreldes taimestamata laggidé&amuti ilmnes juuni ja septembri
kontrolllappide v&rdlemisel, ePO,>-P sisaldus oli oluliselt suurem (p<0,001) juunigula

oli oluliselt suurem (p<0,01) P&-P sisaldus vaetatud taimestamata lappidel voseléade
kontrolllappidega.

Uldlammastiku kontsentratsioon varieerus turbapides/ samuti suures ulatuses (6300-
32000). Tabelist 4 ja 5 nahtub, et tldlammastikat&entratsioon varieerub enam turba kdige
sugavamas kihis (40-60 cm). Ammooniumi kontsentvats varieerus turbaproovides
vahemikus 1,3-48,1 mg/kg. NitrittAmmastiku sisaldkastrolllappide turbasambas oli t-testi
alusel oluliselt kdrgem (p<0,001) septembris vdkesl juuniga, kuid varieeruvused
turbasambas olid dldjuhul juunis suuremad.

Kogu turbasamba analtusist ilmnes, et ;NO sisaldus oli oluliselt madalam (p<0,01)
paiderooga taimestatud lappidel vorreldes taimestadappidega. Samuti iimnes, et N®
muutude vordlemisel oli kontrolllappide muutus @alt vaiksem (p<0,05) vorreldes vaetatud
lappide muuduga. Nitraatse lammastiku kontsent@atsioli oluliselt kérgem (p<0,05)
vaetatud taimestamata lappidel vorreldes vastd&aattolllappidega septembris.

Uldvaavli sisaldus varieerus turbaproovides suusehemikus (1700-21000 mg/kg).
Variatsioonikoefitsendi pdhjal varieeruvus uUldvaditaldus kdige rohkem 40-60 cm kihis.
Erinevused sulfaadi muutused olid katselappidecgdte paralleelide vahel suhteliselt suured
(variatsioonikoefitsendid enamasti 100% lahedadédaliumi sisaldus jai uuritud proovides
vahemikku 19-2300 mg/kg ning kaltsiumi oma 160-421igfkg.

T-testi alusel ilmnes, et juunikuu kontrolllappigke véaetatavate lappide turbasammastes ei
esinenud statistiliselt olulisi erinevusi fuusilsakeemilistes parameetrites (p>0,05). Lisaks
erinevustele kogu samba fltsikalis-keemilistesajetiés rihmade vahel, leiti olulisi erinevusi
ka uuritud rihmade turbasamba kihtide omavaheli@adlusel, mis on véalja toodud lisas 1.
Sageli statistiliselt olulise erinevuse ilmnedegkdurbasambas, ilmnes see ka tlemises (0-20

cm) kihis. Samal ajal ilmnes taimestatud ja vaetakatselappide vordluses vastavate
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kontrolllappidega PE-P puhul kéigis turbakihtides statistiliselt olwirerinevus (lisa 1),

kuid kogu turbasambas erinevust ei leitud.

3.2. Arhede 16S rRNA jamcrA geenide arvukuste maaramine turbaproovidest

3.2.1. Arhede 16S rRNA jamcrA geeni detekteerimiseks valjatootatud praimerite
omadused

Arhede uldkoosluse (16S rRNA) ja metanogeensetedarhncrh) detekteerimiseks valja
tootatud praimerid olid andmebaaside pdhjal va#tauaiversaalsusega ule 93 ja 64
protsendi. Nende praimerite amplifitseeritavad udiglid vastavalt 393 ja 135 nukleotiidi.
gPCR-i reaktsioonisegus andsid 16S rRNA narA praimerite katseliselt maaratud
kontsentratsioonid (vastavalt 08V ja 0,4 uM) ning programmi katseliselt m&aratud
sulamistemperatuurid (vastavalt 56 ja 51 °C) padimaplifikatsiooni efektiivsused.

gPCR-i algandmete statistilise anallisi tulemudeinés arhede 16S rRNA geeni
amplifitseerimisel voorvaartusi alla 5% (prooviderjende paralleelide arv oli 432). Arhede
16S rRNA geeni amplifitseerimise efektiivsus koikli$86-1,922 vahel ning keskmiseks
efektiivsuseks oli 1,780. 16S rRNA geeni standéedemisel oli keskmine efektiivsus 1,738.
mcrA geeni puhul tuli edasisest analliisist valja jatta 7,5% esialgsetest amplifikatsiooni
tulemustest (proovide ja nende paralleelide arv 43PR). mcrA geeni amplifitseerimise
efektiivsus varieerus 1,242-1,544 vahel ning keskis efektiivsuseks oli 1,37fcrA geeni

standardi tegemisel oli keskmine efektiivsus 1,395.

3.2.2. Arhede 16S rRNA jamcrA geeni koopiate arvukuste ningncrA geeni osakaal
katselappide freesturbas

Tabelis 6 on &ra toodud arhede 16S rRNA@A geeni koopiate arvukuste ning mcrA geeni
osakaalu keskvaartused ja nende variatsioonikeefiid uuritud rihmades turbasamba
kihtide kaupa proovivétu paevadel. Turbasamba deskihis (0-20 cm) oli 16S rRNA geeni
koopiate arvukus (6,94*f@,33*10"° GK/g KA). Keskmise kihi 16S rRNA geeni koopiate
arvukuse varieeruvus oli vaiksemas vahemikus (3,829,50*10° GK/g KA). Kdige
alumise kihi 16S rRNA geeni koopiate arvukus jéiemikku 7,12*18-5,83+*10° GK/g KA.
Taimestatud ja vaetatud lappide 20-40 cm turbakimses 16S rRNA geeni koopiate
arvukuste statistiliselt oluline suurenemine (p$),@rreldes vastavate kontrolllappidega.
Taimestatud katselappidel oli 16S rRNA geeni kopavukus oluliselt suurem 20-40 cm ja
40-60 cm kihis (m6lemad p<0,001) vorreldes kdigemike (0-20 cm) kihiga. Taimestamata
katselappidel ilmnes samuti, et oluliselt suuremesse (p<0,001) ja kolmanda kihi (p<0,01)

16S rRNA geeni koopiate arvukus vorreldes esimé@sga Oluliselt suurem (p<0,05) oli ka
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16S rRNA geeni koopiate arvukus vaetatud taimedtippide kolmandas kihis vérrelduna

samade lappide esimese kihiga.

Tabel 6. Uuritud gruppide arhede 16S rRNA jamcrA geeni koopiate arvukuste ningmcrA geeni osakaalu
keskvaartused (n=6) ja sulgudes nende variatsioonilefitsendid (%) katselappide turbasamba kihtide
kaupa proovivdtu paevadel. Geenikoopiate arv on dsitud grammi kuivaine kohta (GK/g KA).
Katselappide gruppe on tahistatud jargmiselt: paideooga taimestatud kontrolllapid (PK), paiderooga
taimestatud ja véetatud lapid (PV), taimestamata feesturba kontrolllapid (FK), taimestamata ja vaetatd
freesturba lapid (FV).

Kiht 16S rRNA (GK/g KA) mcrA (GK/g KA) mcrA/16S rRNA (%)
Rilhm | (cm) 20.06.2012 20.09.2012 20.06.2012 20.09.2012 20.06.2012 20.09.2012
0-20 |8,62*¥10°(92,9) |5,93*10°(56,9) |6,52*10°(49,3) |7,42*10°(76,1) |4,09 (109) |9,40 (111)
20-40 | 2,44*10"° (49,4) |1,41*10"(38,9) |2,45*107 (69,4) |1,47*107(61,7) |5,28(234) |4,31(100)
PK |40-60 |2,17*10" (64,5) |1,70*10'(70,9) |[2,95*10’(56,8) |2,52*10(66,9) |1,37 (103) |8,25 (144)
0-20 |6,74*10°(91,4) |8,33*10° (104) 9,51*10°(57,7) |9,66*10°(61,6) |7,37(168) |1,57(92,1)
20-40 | 1,94*10" (46,7) |2,32*10"°(30,9) [2,02*107 (42,7) |3,03*107(25,8) |1,07(98,1) |1,43(181)
PV |40-60 |2,99*10% (55,7) |2,58*10" (52,7) |5,41*107(96,1) |4,74*10” (53,2) |1,00(83,5) |0,56(70,2)
0-20 |6,81*10°(103) |6,10*10° (98,6) |1,06*10"(62,3) |8,21*10°(29,2) |2,64(80,1) |8,38(91,8)
20-40 | 2,55*10"° (113) |3,31*10"° (103) [3,86*107 (114) |4,66*107 (110) |7,24(192) |4,57 (197)
FK |40-60|2,10¥10"° (61,0) |2,07*10%° (40,2) |3,97*10"(118) [2,95*10’(60,6) |0,87(149) 0,51 (47,7)
0-20 |5,46%10°(76,0) |6,92*10°(72,3) |8,30*10°(82,4) |1,14*10’ (61,0) |4,84(158) 2,99 (89,1)
20-40 | 2,40*10"° (71,5) |2,65*10" (81,7) |3,19*10’ (87,4) |3,53*107(91,2) |1,50(114) |1,24 (64,8)
40'60 ’ 7 7 7 ’ 7 ’ 7 7 7 ’
FV 2,22%10"° (49,5) |2,97*10°(69,0) |2,52*10° (64,6) |4,08*10”(89,0) |4,62(143) |0,72(73,4)

Tabelist 6 nahtub, ehcrA geeni koopiate arvukus oli tGlemises turbakihisnessti madalam
(2,40*1F-2,29*10 GK/g KA) vorreldes alumiste kihtidega. KeskmisehikimcrA geeni
koopiate arvukus oli vahemikus 6,17°10,28*10° GK/g KA ning kdige alumisel kihil oli see
2,85*10-1,58+*10 GK/g KA. Kahe alumise kihi varieeruvus oli suurémi tlemisel kihil.

Taimestatud ja vaetatud lappide turbasambas swireceA geeni koopiate arv oluliselt

(p<0,05) vdrreldes vastavate kontrolllappidega exaprikuus. Oluline erinevus ilmnes just
20-40 cm turbakihis (p<0,01).

Taimestatud katselappidel ilmnes,netrA geeni koopiate arvukus oli oluliselt suurem teises

(p<0,05) ja kolmandas kihis (p<0,01) vorreldes Usnturbakihiga. Samas oli neil lappidel

ka kolmanda kihi arvukus oluliselt suurem teiseabisk (p<0,05). Taimestamata katselappidel

oli mcrA geeni koopiate arvukus oluliselt suurem 20-40 @w0(01) ja 40-60 cm Kkihis

(p<0,05) vorreldes 0-20 cm kihiga. Taimestatud kaltlappide kolmandas kihis olncrA

geeni koopiate arvukus oluliselt suurem (p<0,0%nesest kihist. Oluliselt suurem (p<0,01)

oli ka mcrA geeni koopiate arvukus vaetatud taimestatud |l&pkadmandas kihis vorrelduna

samade lappide esimese kihiga.

mcrA geeni osakaal arhede koosluses varieerus uuritodvigdes suures ulatuses. Koige

suuremad varieeruvused olid keskmises kihis (28M}) kus see naitaja oli vahemikus 0,03-

35,4%. Ulemises kihis (0-20 cm) jaicrA geeni osakaal vahemikku 0,13-32,4% ja kdige
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alumises (40-60 cm) oli see 0,07-30,0% piiridesritud gruppide erinevate kihtide vahel
mcrAgeeni proportsioonides ei esinenud statistiliskilisi erinevusi (p>0,05).

Statistiline anallids naitas, micrA geeni osakaal vahenes oluliselt (p<0,05) vaetktppide
turbasambas vorreldes kontrolllappidega, kusjuuobdine erinevus ilmnes 0-20 cm
turbakihis (p<0,05). Samuti ilmnes, et taimestgmdaetatud katselappidel aticrA geeni
osakaal oluliselt (p<0,01) vaiksem vorreldes vastakontrolllappidega septembris.
Andmeanalliisi tulemustest selgus, et nii taimedtakwi taimestamata katselappide
turbasambas oli tugev positiivhe seos arhede 18%ArR mcrA geenide arvukuste vahel
(vastavalt R=0,81; p<0,001 ja R=0,84; p<0,001) ¢matiivsed seosethcrA proportsiooni
ning 16S rRNA (vastavalt R=-0,42; p<0,001 ja R=90,8<0,001) jancrA(R=-0,40; p<0,001
ja R=-0,31; p<0,01) geenide arvukuste vahel.

Taimestatud vaetatud katselappidel ning nende @liiappidel turbas ilmnesid erinevad
seosed maaratud geeniparameetrite vahel. Kui ttataeskontrolllappidel ilmnesid seosed
16S rRNA jamcrA geenide arvukuste vahel (R=0,85; p<0,001) mmggyA geenide arvukuse
ja mcrA proportsiooni vahel (R=-0,52; p<0,05), siis vaatialappidel ilmnes seos ainult 16S
rRNA jamcrAgeenide arvukuste vahel (R=0,80; p<0,001).

Taimestamata ja vaetamata kontrolllappide proovalearhede 16S rRNA jancrA geenide
arvukuste vahel tugev positivne seos (R=0,83; @&D), samas kui nii 16S rRNA geeni
arvukuse jamcrA propartsiooni kui kamcrA geeni arvukuse jancrA propartsiooni vahel
ilmnesid negatiivsed seosed (vastavalt R=-0,73;,@3D0 ja R=-0,52; p<0,05). Véetatud
taimestatud lappidel iimnes positiivne seos vai& tRNA jamcrA geenide arvukuste vahel
(R=0,83; p<0,001).

Statistiline analtitis néaitas, et maaratud geenipaetid olid uuritud gruppide erinevates
kihtides omavahel erinevalt seotud (Lisa 2) Samamés, et kuigi uuritud turbasamba
kihtides ei leitud olulist seoshcrA geeni arvukuse jencrA proportsiooni vahel, ilmnes see
seos kolme kihi koosanaluisil kdikidel taimestamafapide, taimestatud kontrolllappide ja
taimestamata kontrolllappide turbas.

3.3. Fuusikalis-keemiliste faktorite mgju 16S rRNAa mcrA geeni koopiate arvukustele
ning mcrA geeni osakaalule freesturba arhede koosluses

3.3.1. Geeniparameetrite seosed fuusikalis-keemtksnaitajatega paiderooga
taimestatud katselappidel

Paiderooga taimestatud ja taimestamata lappidelednfliisikalis-keemiliste parameetrite ja
16S rRNA jamcrAgeenide arvukuste vahel mitmeid statistilisellisiseoseid (joonis 5). Nii
taimestatud kui ka taimestamata lappidel oli 163NARkui ka mcrA geenide arvukus
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negatiiselt seotud kuivaine sisaldusega ja posdliv Uldfosfori, tldvaavli ja sulfaadi
sisaldusega turbas.

Ehkki erineva seoste tugevusega, olid taimestatudimestamata lappidel 16S rRNA geeni
koopiate arvud seotud veel lahustunud orgaanilisee ga kaltsiumi sisaldusega. Kui
taimestamata lappidel esines positiivne seos arb@8aRNA geeni koopiate arvu ja perioodi
keskmise veetasemega tubasambas ning lisaks anmumdémmastiku sisaldusega, siis
negatiivne seos ilmnes nitraatse lammastiku sisaelgian Taimestatud lappidel aga ilmnes

ndrk, kuid oluline seos 16S rRNA arvukuse ja typbhvahel.
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Joonis 5. Statistiliselt olulised Spearmani korreltsioonikordajad turba fliUisikalis-keemiliste néitajate ja
geenikoopiate arvude (16S rRNA jamcrA) vahel paiderooga taimestatud (A) ja taimestamata(B)
freesturba katselappidel (** p<0,01; *** p<0,001). Kdikide nditajate puhul on n=72, valja arvatud
katesperioodi keskmine veetase (periood; n=6).

0

i

Spearmani korrelatsioonikordaja jargi erinesid &smtud ja taimestamata lapid Uksteisest
statistiliselt olulisteseoste arvu poolesicrAgeeni koopiate arvude ja keskkonnaparameetrite
vahel. Sarnaselt 16S rRNA geeni arvukusele, olinkaA puhul taimestamata lappidel olulisi
seoseid rohkem kui taimestatud lappidel ja lisaksastele seostele mojutas seda parameetrit
taimestamata alade turbas veel N® ning NH,"-N sisaldus, pH ja perioodi keskmine
veetase.

Statistiline analtts nditas ka , et taimestamataifjaestatud lappide erinevates kihtides esines
fuUsikalis-keemiliste parameetrite ja geeniparanteetvahel olulisi erinevusi (Lisa 3).
Taimestatud katselappide erinevates kihtides ti@itduvalt rohkem olulisi seoseid (enamasti
tlemises ja alumises kihis) mblema analtiisitud igaerukuste ja keskkonnaparameetrite

vahel.
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mcrAgeenide arvukuse osakaal ei korreleerunud turbassutaimestatud lappidel fldsikalis-
keemiliste parameetritega. Kull aga oli taimestarappidelmcrA proportsioon positiivses
seose nitraatse lammastikuga (R=0,37; p<0,01).t&Kimestatud lappidel leiti vaid ks nork
seos nitraatse lammastiku pacrA proportsiooni vahel Glemises turbakihis, siis @stamata
lappidel leiti rohkem seoseid selle geeniparamggtkeskkonnafaktorite vahel, mis ilmnesid

ainult keskmises kihis (Lisa 3).

3.3.2. Geeniparameetrite seosed fluusikalis-keemiksnaitajatega vaetatud ja vaetamata
katselappidel

Paiderooga taimestatud vaetamata ja vaetatud kppidines flusikalis-keemiliste
parameetrite ja 16S rRNA jecrA geenide arvukuste vahel mitmeid statistiliseltlisiu
seoseid (joonis 6). Spearmani korrelatsioonikorgigi on taimestatud vaetamata ja vaetatud
lappidel nii 16S rRNA kui kancrA geenide arvukus sarnaselt seotud sulfaadi jailkwailis
sisaldusega.

Taimestatud vaetamata ja vaetatud lappidel 16S rRNéni koopiate arv sarnaselt seotud
dldvaavli sisaldusega. 16S rRNA geeni koopiate larguoli kontrolllappidel vorreldes
vaetatud lappidega méargatavalt enam seotud ermeiegkkonnaparameetritega. Erinevalt
vaetatud lappidest leiti vaetamata lappide puhujevad positivsed korrelatsioonid
ammooniumi, nitrittAmmastiku ja Uldfosforiga ninggatiivsed nitraatlammastiku ja kuivaine
sisaldusega turbas. Vaetatud lappidel oli fosfadtséor seotud 16S rRNA geeni koopiate

arvukusega.
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Joonis 6. Statlstlhselt olulised Spearmani korrelEmoomkordajad turba flusikalis-keemiliste néitajate ja
geenikoopiate arvude (16S rRNA jamcrA) vahel péiderooga taimestatud kontroll (A) ja tainestatud

vaetatud (B) freesturba katselappidel (* p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001). K&ikide nditajate puhul on
n=18.
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Ka péiderooga taimestatud vaetamata ja vaetatymidiepurbasambas ilmnes suhteliselt véhe
seoseidmcrA geeni koopiate arvude ja keskonnaparameeetritel.véontrolllappidel ol
mcrA geeni koopiate arv negatiivselt korreleerunudaaitse |Ammastikuga ja positiivselt
Uldfosforiga, vaetatud taimestatud lappidel agatipeselt seotud fosfaatse fosforiga.

mcrA proportsioon arhede koosluses korreleerus tainueksja vaetamata lappidel positiivselt
nitraatse lammastikuga (R=0,48; p<0,05), kuid tatad ja vaetatud lappidel negatiivselt
sulfaadiga (R=-0,47; p<0,05). Kui taimestatud véete lappidel leiti vaid Uks ndrk seos
kaaliumi jamcrA proportsiooni vahel alumises turbakihis, siis testatud vaetatud lappidel
leiti rohkem seoseid selle geeniparameetri ja keskkfaktorite vahel (Lisa 4).

Vélja on toodud ka taimestatud vaetamata ja véetdappide fuusikalis-keemiliste
parameetrite ja geeniparameetrite kihtide vahelisedsed, mis on lisas 4. Taimestatud
vaetamata lappidelt leiti geenikoopiate arvukustek¢skkonnaparameetrite vahel ligi kaks
korda rohkem statistiliselt olulisi seoseid kihsdérreldes taimestatud vaetatud lappidega.
Taimestamata kontrolllappidel ilmnes margatavaltherd statistiliselt olulisi seoseid
fuusikalis-keemiliste parameetrite ja 16S rRNAn@rA geenide arvukuste vahel vorreldes
vastavate vaetatud lappidega (joonis 7). Taimedtkantrolllappidel ja vaetatud lappidel ol
16S rRNA geeni koopiate arv sarnaselt seotud ammponja nitraatse lammastiku
sisaldusega. Taimestamata vaetatud lappidel ilrdrtegievad positiivsed seosed 16S rRNA
geeni koopiate arvukuste ja nitrittAmmastiku, sadia Gldvaavli, lahustunud orgaanilise
ainega ning lisaks negatiivne seos turba kuivaisagldusega. Vaetamata freesturba lappidel

aga ilmnes oluline seos uldfosfori ja mélema ansitid geeni arvukusega.
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Joonis 7. Statistiliselt olulised Spearmani korrelEmoomkordajad turba flusikalis-keemiliste néitajate ja
geenikoopiate arvude (16S rRNA jancrA) vahel taimestamata kontroll (A) ja taimestamata ¥etatud (B)
freesturba katselappidel (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). Kdikide naitajate puhul on n=18.




mcrA geeni koopiate arv korreleerus mélemas riihmadi npérnitraadi kontsentratsiooniga.
Lisaks leiti vaetatud lappide puhul veel seosed aomumi, sulfaadi, tldvaavli, lahustunud
orgaanilise aine, kaltsiumi ja kuivaine sisalduseghas. Kontrolllappide turbas aga ilmnesid
seosed pH, uldfosforiga ja Uldsusiniku sisaldussg mcrA geeni arvukuse vahemcrA
geenide osakaal oli taimestamata kontrolllappideitpvselt seotud uldstsiniku (R=0,54;
p<0,05) ja nitraatse lammastikuga (R=0,80; p<0,0@8p negatiivselt tldfosfori (R=-0,46;
p<0,05) ja kaaliumi (R=-0,66; p<0,01) sisaldusegacrA geenide osakaaluga arhede
koosluses taimestamata véaetatud lappidel oluleseid ei leidunud.

Lisas 4 on néaidatud statistiliselt olulised seoseus ilmnesid taimestamata kontroll- ja
vaetatud lappide eri kihtides fuusikalis-keemiligt@rameetrite ja geeniparameetrite vahel.
Taimestamata vaetamata lappidelt leiti geenikoepmtvukuste ja keskkonnaparameetrite
vahel margatavalt vahem statistiliselt olulisi sgdkihtides vorreldes taimestamata vaetatud
lappidega. Taimestamata vaetamata ja vaetatud delppimnes mcrA proportsiooni ja
keskkonnafaktorite vahel vahe olulisi seoseid magpt kontrolllappidel olid seosed eranditult
kdige ulemises kihis.

3.3.2.1. Geeniparameetrite seosed veetaseme ja temgtuuriga uuritud katselappide
turbasambas kolm kuud peale vaetamist

Taimestatud ja taimestamata ning véetatud ja vadtantappidel geeniparameetrite ja
veetaseme ning temperatuuri seoste uurimiseksiedoldimalik kasutada mitteparameetrilist
Spearmani korrelatsioonikordajat, sest veetaseme tgmperatuuri modtmised olid
keskmistatud iga katselapi kohta, mille t6ttu adllise statistilise analliisi jaoks liiga vahe
andmeid (n=3). Joonisel 8 on vélja toodud veetagam®&S rRNA ningncrA geenikoopiate
arvude jamcrA proportsiooni seosed taimestatud ja taimestamatavéetatud ja vaetamata
katselappidel septembrikuu turbaanaliisi tulemaktsel. Jooniselt nahtub, et nii veetaseme
kui ka mdlema geeni arvukuste varieerumine oli reankadiksem taimestatud lappidel. Lisaks
oli veetasemel erinev moju geenikoopiate arvulmésitatud ja taimestamata aladehjerA
proportsioonile arhede koosluses vaetatud ja védtaaladel.
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Joonis 8. Veetaseme seos arhede 16S rRNA (A) jacrA (B) geenide arvukustega ningmcrA
proportsiooniga (C) taimestatud ja taimestamata niig véaetatud ja vaetamata katselappidel 20. septembri

andmete alusel.

Joonisel 9 on ara toodud turbasamba keskmise tewojperja keskmiste 16S rRNA jacrA

geenikoopiate arvude ningicrA proportsiooni seosed taimestatud ja taimestamatg n

vaetatud ja vaetamata katselappidel septembrikinadnaltitisi tulemuste alusel. Jooniselt on

naha, et ka temperatuuri ja geeniparameetrite sedseinevad erinevused lappide taimestatud

ja taimestamata ning vaetatud ja vaetamata lapyaidel.
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Joonis 9. Temperatuuri seos arhede 16S rRNA (A) jancrA (B) geenide arvukustega ningmcrA

proportsiooniga (C) taimestatud ja taimestamata nig véaetatud ja vaetamata katselappidel 20. septembri
andmete alusel.

3.4. Metaani emissiooni seos arhede 16S rRNAfacrA geenide arvukuste ningncrA
proportsiooniga arhede koosluses

Metaani emissioon katselappidelt varieerus 20. ijus,68-19,15 pg CHC/n? h ja
septembris —1,36-50,99 pg GB/n? h. Katseperioodi keskmine emissioon varieerus
katsealal 2,58-27,48 ug GH/n? h. Metaani emissiooni keskvaartused ja selle eanimine
turbaproovide votmise paevadel ja nendevahelisebq@dil uuritud rihmades on &ra toodud
tabelis 7. T-testi alusel ei ilmnenud statistiliselulisi erinevusi uuritud gruppide vahel
metaani emissioonis nii 20. juuni ja 20. septenftarilka katseperioodil keskmiselt.

Tabel 7. Metaani emissioonkeskvaartused (n=3) ja sulgudes nende variatsioonilefitsendid (%) uuritud
gruppide turbaproovides proovivétu paevadel ja nené vahepealsel perioodil. Katselappide gruppe on

tahistatud jargmiselt: péaiderooga taimestatud kontolllapid (PK), paiderooga taimestatud ja vaetatud
lapid (PV), taimestamata freesturba kontrolllapid (FK), taimestamata ja vaetatud freesturba lapid (FV)

CH, (g CHy-C/m” h)
Riihm 20.06.12 20.09.12 periood
PK 7,85 (130) 3,23 (123) 8,14 (80,0)
PV 7,28 (139) 20,13 (135)| 18,70 (46,0)
FK 6,33 (49,9) 8,16 (167) 8,77 (104)
FV 3,95 (53,5) 11,24 (170) 7,24 (98,5)
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Taimestatud lappidel iimnes positiivne seos 16SARjdeni koopiate arvu ja proovivotu ajal
moddetud metaani emissiooniga (R=0,65; p<0,01)n&atamata lappidel korreleerosrA
geeni koopiate arv positiivselt katseperioodi keslemmetaani emissiooniga (R=0,82;
p<0,05).

Taimestatud vaetatud ja vaetamata ning taimestavdatatud ja vaetamata gruppide metaani
emissiooni ja geeniparameetrite seoste uurimiseks olmud voimalik kasutada
mitteparameetrilist Spearmani korrelatsioonikorjagest iga katselapi kohta oli sellise
anallilsi jaoks (20. septembri andmed) liiga varsimasid (n=3). Siiski on vélja toodud nii
16S rRNA kui kamcrA geeni koopiate arvude suhted metaani emissiodaelkgppide kaupa
(joonis 10). Jooniselt on néha tendents, et 16SArHAl mcrA geenikoopiate arvude
suurenemisega kaasneb metaani emissiooni tous. tiSemoeb, et proportsioon kahaneb

tugevalt vaetamise korral, kuid metaani emissio@ib gellegi poolest tdusta.
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Joonis 10. Metaani emissiooni seos arhede 16S rRNA) ja mcrA (B) geenide arvukustega ningncrA
proportsiooniga (C) taimestatud ja taimestamata nig véaetatud ja vaetamata katselappidel 20. septembri
andmete alusel.
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4. ARUTELU

Keskkonnaproovides olevate taksonoomiliste ja fsiokiaalsete geenide uurimisel on
tbhusaks toovahendiks kvantitativne-PCR, kuid dissvdarsete tulemuste saamiseks peab
jargima selle kasutamisel mitmeid olulisi aspeliélyak et al. 2012). Neist tihed olulisemad
on kasutatavate praimerite universaalsus ja nempdienaalsed reaktsioonitingimused, mis
kindlustavad keskkonnaproovide korrektsema kirjeld@. Antud magistritod jaoks valja
tootatud arhede Uldkoosluse (16S rRNA) ja metanugpte arhedenicrA) detekteerimise
praimerid olid kokkuvottes aina taiustuvate ja sekg tapsemate andmebaaside pdhjal seni
teaduskirjanduses kasutatud praimeritest parema&ensaialsusega. Samuti optimiseeriti
praimerite kontsentratsioon reaktsioonisegus janttatiivse-PCR-i programm proovidega
tootamiseks nii, et amplifikatsiooni efektiivsusadl t66tamiseks parimad.

Looduslik keskkond on kompleksne stisteem, millegasside kirjeldamiseks ei piisa ainult
erinevate geenikoopiate arvude uurimisest. Sedgh twringutes geeniparameetrite andmeid
kombineerida erinevate keskkonnaparameetritegayvfimaldavad méarksa adekvaatsemaks
mikrobioloogilisi protsesse kirjeldada (Akiyamaakt2011; Bridgham et al. 2013).

Uuritud freesturba tootmisala turbast maaratud kiesmnaitajate (pH, C, N, P, S) vaartused
olid sarnased antud alalt varem mdddetutega (Magidal. 2012). Sellelt alalt on m6ddetud
ka suhteliselt kérged Gaja SQ? kontsentratsioonid, mis on seletatavad ala aluspja
veeoludega, kus mineraalirikas pohjavesi pdhjudtabas vastavate ioonide kdrgemaid
sisaldusi. Suurematest kaltsiumi kontsentratsiagstidvdib olla tingitud ka Lavassaare
mahajaatud freesturba tootmisala kdrgem pH vorseddiega, mis on leidnud Basiliko et al.
(2007) ning Triisberg et al. (2011) freesturbaaldaelemal puhul pH=3,8).

Taimestatud lappidel oli freesturbaalal veetasdisail kérgemal ja kdikus vahem vorreldes
taimestamata lappidega, mis on ilmnenud ka tetgteagutes (Basiliko et al. 2007; Andersen
et al. 2010). Taimestatud lappidel oli turbasaméraperatuur samuti kdrgem. Paiderooga
taimestatud lappide pH oli madalam taimestamatpidigst, mida on taheldatud ka sama ala
varasemates uuringutes (Mander et al. 2012). Lahudt orgaanilise aine sisaldus ol
taimestatud lappidel suurem ilmselt taimede juutiser vOi taimede varske ja kergemini
lagundatava taimse varise tottu (Mander et al. 28bh&ersen et al. 2013).

Uuritud freesturba tootmisala turbast méaaratud iggarfiisikalis-keemilistes parameetrites
ning metaani emissioonides ei esinenud erinevusiavdisele minevatel lappidel ja nende
kontrolllappidel. Selle pdhjal voib jareldada, epsmbris tdheldatud erinevused vorreldes
kontrolllappidega voiksid olla pdhjustatud vaetagsis
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Vaetamise mojul suurenes lahustunud orgaanilise &ontsentratsioon turbasambas, sest
vaetamine tdi turbasse juurde toitaineid kiirendad@neraliseerumisprotsesse. Naiteks on
varasemates uuringutes leitud, et fosfori lisantigtab mikrobioloogilist aktiivsust, mille
jarel toimub ka kiirem turba mineralisatsioon (Gai®t al. 2008). PA-P kontsentratsioon oli
vaetatud lappidel vorreldes vaetamata lappideggekdr sest lisatud vaetise koostises oli ka
fosfor.

NOs-N sisaldus oli oluliselt madalam paiderooga taiaesl lappidel vorreldes taimestamata
lappidega. Nimelt taimed omastavad lammastikku aomuonmi vai nitraadi  kujul.
Taimestamata vaetatud lappidel tdusis ilmseltsNO kontsentratsioon vorreldes nende
kontrolllappidega lammastikuga vaetamise tagajarjsest parast sinna lisandunud
lammastikihendite okstdeerimisel toodeti enam atitramis vOis akumuleeruda, sest
puudusid seda substraati tarbivad taimed (Caisak 2008).

Teaduskirjandusest selgub, et siiani ei ole meteeoige koosluse struktuuri uuritud
mahajdatud freesturba tootmisaladel (Andersen et 28ll3) ning samuti puuduvad
mikrobioloogilised uuringud metanogeenide ja arhe#eosluse kohta ja&ksoode
energiaheinaga taimestamise katsealadel. Kill agatethtud metanogeenide koosluse
uuringuid mahajaatud freesturba tootmisalade tasssmise seire kaigus (Juottonen et al.
2012).

Erineva metoodikaga (erinevad praimerid, qPCR-ktgaonisegu jne) maaratud qPCR-i
geenikoopiate arvud, ei ole erinevate uuringuteelaliseselt vorreldavad (Nolvak et al.
2012). Siiski vdib oletada, et mahajdatud freestutbotmisalademcrA geeni koopiate
arvukus sarnanes oma vaartustelt veekogu loodudlifddavoondi margala vastavate
vaartustega, sest ka seal on marksa muutlikum seetarreldes rabade ja madalsoodega,
millega on ilmselt ainult teatud metanogeenide kesed harjunud (Kim et al. 2008).

Uuritud freesturba tootmisala kogu 60 cm paksusebasambas olid metanogeenid
detekteeritavad ja nende arvukuste vertikaalneigaatritud turbagruppides oli erinev, mida
on naidatud teisteski tdodes (Galand 2004; Juattateal. 2006; Watanabe et al. 2010;
Akiyama et al. 2011; Bridgham et al. 2013). Selgispii 20-40 kui ka 40-60 cm kihis olid
oluliselt suuremad 16S rRNA jacrA geenide koopiate arvukused vorreldes 0-20 cm &ihig
taimestamata ja ka taimestatud freesturbaalal, néigb, et oluline osa metaani tootmise
potentsiaalist asub just sigavamates turbakihtides.

Mahajaatud turbaalade kohta ei ole kirjandusesnabk tuua vordlusandmeid. Looduslikes
margalades on aga metanogeene detekteeritud 20ganauselt (Juottonen et al. 2008), 0-7,5

ja 7,5-15 cm slgavuselt (Juottonen et al. 2012)j RO cm sitgavuselt (Kim et al. 2008) ja

41



isegi kuni 200 cm stigavuselt (Akiyama et al. 20BKiyama et al. (2011) andmetel on kdige
suuremad 16S rRNA jancrAgeenide koopiate arvukused mdddetud margaladakinib 20-

50 cm sugavuselt. Samas ei maara arvukus metanidgeaktiivsust. Nimelt on Galand
(2004) leidnud, et soodes on gproduktsioon suurim 10-20 cm alla veetaseme, lapsiku
sisaldus on piisavalt vahenenud. Sealt on leitud dtaseejarel metanogeenide aktiivsus
vaheneb kuni 40 cm stigavuseni, mil see on |lahedaliga, mis on seletatav substraadi
puudusega metanogeenidele (Galand 2004). Samasgyemist anaeroobsete organismidega
ning madala veetaseme korral vdivad need paiknedaaprofiili sigavamates kihtides
(Andersen et al. 2013).

Vaetatud lappide turbasambas vahemesA geeni osakaal vorreldes kontrolllappidega, mis
iimselt tuleneb sellest, et vaetamine mdjus pesiimalt arhede tldkooslusele. Taimestatud
ja vaetatud lappide turbasambas toimusrA geeni koopiate arvu suurenemitkejd mcrA
geeni osakaalu vdhenemine, mis oli ilmselt p&hjudtaseega 16S geeni koopiate arvu
suuremast tdusust neil lappidel. Vaetamise tagdjtiiyiseb toitainete kontsentratsioon turbas,
mis mdjub mikroobikooslustele positiivselt (Basdikt al. 2007; Andersen et al. 2010).

16S rRNA ja mcrA geenide koopiate arvukused Kkorreleerusid postiivkoikides
uurimisgruppides, mis on kooskdlas teiste uuringuemustega (Akiyama et al. 2011; Singh
et al. 2012a). Taimestatud ja taimestamata aladeaguilmnesid 16S rRNA ningncrA
geenide koopiate arvukuste nacrA osakaalu vahel negatiivsed seosed, kuid nii tased
kui ka taimestamata lappidel véaetamisega sellismosexi ei ilmnenud. Seega pdhjustas
vaetamine muutusi, millele mikroobide arvukusedrekii reageerisid. On téheldatud, et
mikroobid reageerivad erinevatele keskkonnamuutiskeirelt, sest neil on lihikesed
generatsiooniajad, suur evolutsiooniline potentssaur raku pindala ja ruumala suhe (Kim
et al. 2008; Andersen et al. 2013).

Kuigi metanogeenide ja ka arhede kooslus on tertyngniat séltuvad (Juottonen et al. 2008;
Akiyama et al. 2011), ei iimnenud k&esolevas todstud gruppides 16S rRNA ningncrA
geeni koopiate arvukuste ja temperatuuri vaheltseosla on tdheldatud ka. Samas on ka
teistes turbamulla uuringutes (Freitag, Prosse®R00

Turbaaladel peaks vdhenema metaani emissioon gulfd@masolul, mis on pdhjustatud
sulfaadi redutseerijate ja fermenteerivate mikraargmide konkurentsist elektronaktseptorite
parast ning sellest tulenevast substraadi puudusesanogeenidele (Angel et al. 2012;
Andersen et al. 2013). Kaesolevas t00s taimesfjatteimestamata lappidel aga ilmmasrA
geeni koopiate arvul positivne seos sulfaatioosaldusega turbas. Sarnane seos oli ka

koéikidel vaetatud aladel. See vdib olla tingitutlesd, et toitainete ladestumine sulfaadina voi
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nitraadina voib stimuleerida metaani produktsioedi edendada metanogeenide aktiivsust
theskoos muude arhedega v0i anaeroobsete bakéefAedersen et al. 2013). Alternatiivne
elektroniaktseptor nitraatne lAmmastik mojus megaeaide arvukusele siiski negatiivselt
kdigis uuritud gruppides (taimestamata lapid, tatatid kontrolllapid, taimestamata
kontrolllapid, taimestamata vaetatud lapid), kus seos esines (Angel et al. 2012).
Taimestamata lappidel esines veetaseme tousugeifegeeni koopiate arvukuse kasv, mida
iimselt pobhjustasid sellega kaasnevad anaeroobsadimtised, mis on soodsad
metanogeenidele (Frey et al. 2011). Samuti on EdArning mcrA geeni koopiate arvukuste
ning NH;" vahel on positivsed seosed, sest ammoonium onrowotikdele oluline
lammastikuallikas (Singh et al. 2012a). Taimestamlappidel onmcrA geeni koopiate
arvukus norgalt positiivselt seotud ka turba pH{gamed autorid on leidnud, et madal pH
(<5) ei ole soodne metanogeenide arenguks (Juotteng. 2008; Angel et al. 2012).
Uldistatult nahtub tulemustest, et kui vaetamismjérjel iimnes taimestatud lappidel vahem
olulisi seoseid 16S rRNA ningicrA geeni koopiate arvukuste ja keemiliste parameetrit
vahel, siis taimestamata lappidel esines rohkera.\&& olla seotud sellega, et taimestatud
lappidel tarbivad toitaineid ka taimed.

Metaani emissioonid katselappidelt olid sarnasetlichralalt varasemate uuringute kaigus
mooddetud emissioonidega (Mander et al. 2012). Udrigruppide metaani emissiooni ja
geenikoopiate arvukuste vahel ilmnesid Uksikud sg@okuna on teada, et DNA alusel saadud
metanogeenide geenikoopiate arv naitab ainult @sstgpotentsiaali, kuid mitte aktiivsust, siis
ei pruugi CH emissioon korreleeruda arvukusega (Ma et al. 28ifgh et al. 2012a). Samuti
tarbitakse osa metanogeenide toodetud metaanistéiemotroofide poolt turbasambas, mille
tbttu ei pruugi ka metaani emissioon metanogeemjdenikoopiate arvukusega otseselt
seostuda (Akiyama et al. 2011). Mahajaatud frebatuootmisala turbasambas soodustas
metaani tarbimist ka veetaseme madalseisust tettkigilised tingimused (Mander et al.
2012).

Andmeanallilis naitas, et taimestatud lappidel oliaare emissioonil positivne seos 16S
rRNA geeni koopiate arvuga turbaproovivotu ajatgenestamata lappidel samuti positiivne
seos mcrA geeni koopiate arvu ja katseperioodi keskmise ametamissiooni vahel.
Varasemates uuringutes on usna selliseid seosiid leéhe. Ombrotroofsetes soodes on
leitud ndrk positivne seosicrA geeni koopiate arvu ja metaani emissiooni vaheti{&g,
Prosser 2009). Ka taimestatud vaetatud ja vaetaniagataimestamata vaetatud ja vaetamata
gruppide analtdsil ilmnes metaani emissiooni jangegameetrite seoses sama tendents.

Vaetamise tulemusena vahenes kidrA osakaal arhede koosluses, kuid metaan emissioon
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siiski suurenes. Ka looduslikel ja taastatud tuldmdel leiti positivne seosncrA geeni
koopiate arvu ja metaani emissiooni vahel (Juotiateal. 2012).

TOO tulemused annavad olulist infot paideroo kemwage (sealhulgas vaetamise) mojule
mikroobikoosluse metaanitootmise potentsiaalile aedtud freesturba tootmisalal.
Jargnevalt tuleks katsealal tegeliku metanogeemiki@vsuse hindamisel uurida geenide
ekspressiooni RNA-I po6hinevate meetoditega (poardtriptaasi reaalaja polimeraasi
ahelreaktsioon, RT-gPCR) ning pohjalikult analtési@ogu mikroobikoosluse (arhed,
bakterid) struktuuri uue pdlvkonna jarjestamise toéiéega. Lisaks tuleks mikroobikoosluse
ja keskkonnaparameetrite ning neist lahtuva metamsiooni seoste paremaks moistmiseks
uuringus saadud andmete komplekssust arvestadesdada statistilisi mudeleid (nt Uldine
lineaarne segamudel) (Bridgham et al. 2013).

44



KOKKUVOTE

Turvas on osutunud kasulikuks materjaliks mitmetéga erinevates eluvaldkondades, mille
tottu seda unikaalset maavara kaevandatakse ahtiigeoderikastes piirkondades. Turba
kaevandamisel on tehnika arenguga kaasnenud priydekhate meetodite ja masinate
kasutusele votmine, millele tagatakse kuivenduseiisidega soodne tookeskkond. Nende
meetoditega kaevandamise jarel tekivad ulatuslikeds-jaaksood (mahajaatud turbaalad),
mis avaldavad keskkonnale negatiivset moju. linastizstoodeta emiteerub frees-jadksoodest
aastakimneid kasvuhoonegaase {QO, CG).

Metanogeensed arhed toodavad kliima soojenemisitend@t metaani. Mahajaetud freesturba
tootmisalal saab metaanitootmise potentsiaali n@dretanogeenide arvukuse alusel, mida
voimaldab teha meetod reaalaja polimeraasi ahétieak (QPCR). Selle abil on vdimalik
suhteliselt kiirelt ja efektiivselt maarata metaaootmisel viimast etappi kodeerivacrA
geeni koopiate arvukust keskkonnaproovides, kuitekse tuleb kasutada vdimalikult
universaalseid praimereid markergeeni suhtes ja liitsgerimisel optimaalseid
reaktsioonitingimusi.

Kéesoleva t00 eesmarkideks olid voimalikult unieaisete ja hasti toodtavate
arhedespetsiifiliste 16S rRNA jacrA geenide detekteerimiseks ja kvantifitseerimiseks
moeldud praimerite konstrueerimine ja reaalaja mpeaasi ahelreaktsiooni (QPCR)
tingimuste optimeerimine Lavassaare (Parnumaa) jaetua freesturba tootmisala
turbaproovide anallilsiks. Lisaks oli eesmargiks skaeeritud praimerite abil hinnata
paiderooga kultiveerimise ja vaetamise moju arhiBgte rRNA geeni koopiate arvukusele ja
mcrA geeni koopiate arvukusele ning proportsioonileedeh koosluses turbasambas ja
analliisida maaratud geenikoopiate arvukusi ja ptsiponi mojutavaid futsikalis-keemilisi
faktoreid ning hinnata geeniparameetrite seoseithané emissiooniga erineva tdotlusega
freesturba katselappidel.

Katseperioodi pikkuseks oli 93 paeva (20.06.201222013). T66 tulemusena selgus, et
uued konstrueeritud arhede Uldkoosluse (16S rRNA)metanogeensete arhedac(A)
detekteerimise praimerid olid seni kirjanduses fkatsal praimeritega vorreldes suurema
universaalsusega ja voOimaldasid turbaproovidest tavagl geene nduetekohaselt
kvantifitseerida hea efektiivsusega. Kvantifitsageh maaratud geeniparameetrite alusel
iimnes mitmeid olulisi tulemusi paiderooga kultivieeise ja vaetamise mdoju kirjeldamisel

mahajdetud freesturba tootmisalal.
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Kdigis uurimisgruppides (taimestatud lapid, tairaesata lapid, taimestatud véaetatud lapid,
taimestatud kontrolllapid, taimestamata vaetatuplidla taimestamata kontrolllapid) olid
omavahel arhede Uldkooslus ja metanogeenide argedkpgsitiivselt seotud. Taimestatud ja
taimestamata lappide alumistes kihtides (20-406@Q@m) olid arhede ja metanogeenide
arvukused suuremad vorreldes tlemise (0-20 cmy&ihi

Uldistatult nahtub tulemustest, et kui vaetamigmjéarjel ilmnes taimestatud lappidel vahem
olulisi seoseid 16S rRNA ningicrA geeni koopiate arvukuste ja keemiliste parameetrit
vahel, siis taimestamata lappidel esines rohkentek&itaimestatud ja taimestamata lappidel
ilmnes metanogeenidel positivne seos sulfaadiganeSugune seos ilmnes ka sulfaadiga
taimestamata ja taimestatud vaetatud lappidel. &eeltati vaetamise tulemusel véaetatud
lappidel arhede ja metanogeenide arvukuse tGubagsambas.

Taimestatud lappidel esines 16S rRNA geenikoopé&tal ja metaani emissiooni vahel
positivhe seos, aga taimestamata lappidel esmesA geenikoopiate arvu ja metaani
emissiooni vahel positiivne seos. Samas taheldatakmestatud vaetatud ja vaetamata ning
taimestamata vaetatud ja vaetamata lappidel gempigi® arvude (16S rRNAmMcrA)

suurenemisega metaani emissiooni tdusu.
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Effect of canary grass cultivation and fertilisatian on soil archaeal community and its
potential of methanogenesis in abandoned peat extgon area
Mikk Espenberg

SUMMARY

Peat is a useful material for people in differeses. Extracted peat is mainly used in energy
generation or in horticulture, but there are aldweooutputs. All extraction methods require
clearance of the surface vegetation and site dgaindhe most modern peat mining is
conducted using large scale milling and vacuum rexhof recently dried peaf hereafter
remains abandoned peatlands, which have a negapaet on the environment. Without any
kind of restoration, these areas emit greenhousesg&H, N,O, CQ,) for decades.

Climate warming is affected by methane, which isdpiced by methanogenic archaea. The
potential of methanogenesis in abandoned peat ctixinaarea can be evaluated by the
abundance omcrA gene possessing methanogenic archaea. This genedding an enzyme
catalysing the final step of methanogenesis. Aablatapproach to the quantify abundance of
functional genes from environmental samples is qiaive PCR (qPCR), but the results
obtained using this method greatly depend on psnaed reaction conditions used for the
amplification.

The aims of this study were to design primers fetedtion and quantification of archaea
specific 16S rRNA andncrA genes and optimize gPCR reaction conditions anudyiag
these primers in qPCR to evaluate the effect oligagrass cultivation and fertilisation on
soil archaeal community and its methanogenic pitenh experimental plots of the
abandoned peat extraction area. In addition, timeveas to analyse the relationships between
measured genes and physicochemical parametersamsksahe relationship between archaeal
16S rRNA andmcrA gene abundance amacrA proportion in peat archeal community with
methane emissions from the experimental plots. &kperiment was carried out from
20.06.2012-20.09.2012 (three months).

The results from this study showed that new desigim@ners were with better universality
compared to those used in previous studies and gaoeé quantification results. With these
primers, abundance of archaea specific 16S rRNAnacih gene was determined. Several
important results emerged from the analysis of déffect of canary grass cultivation and
fertilisation on soil archaeal community and itstgrgial of methanogenesis in abandoned

peat extraction area.

a7



Archaeal and methanogenic community abundances pasgively related in all studied
groups (planted plots, unplanted plots, plantedrobplots, planted fertilised plots, unplanted
control plots, unplanted fertilised plots). Both umplanted and planted plots the greater
abundance of methanogenic archaea in the deepérlgpgas (20-40, 40-60 cm) was
measured compared to the shallow 0-20 cm layer.

Abundance of methanogenic community showed a pestorrelation with sulphate in both
unplanted and planted plots. A similar relationsiwgs also seen in unplanted and planted
fertilised plots. Also the size of the archaeal #imel methanogenic community in fertilised
plots increased in response to the fertilisatieatment.

In planted plots 16S rRNA gene copy number wastpesy related to methane emissions,
but mcrA gene copy number was positively related to metlenissions in unplanted plots.
Methane emission also increased with the gene oopybers (16S rRNAmcrA) in other
plots (unplanted control plots, unplanted fertdisplots, planted control plots, planted

fertilised plots).
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LISA 1. Statistiliselt olulised erinevused (*p<0,05; **p<001; ***p<0,001) uuritud gruppide katselappide
turbakihtides fuusikalis-keemiliste parameetrites.Kasutatud tahistused: kuivaine (KA), tldsusinik (TC),

lahustunud orgaaniline aine (DOC), uldfosfor (TP),ildlammastik (TN), Gldvaavel (TS).

Rihmad
taimestatud vs kontroll vs | kontroll 6 vs taimestatud | taimestamata
taimestamata | kontrolllapid | vdetatavad | viaetatud & kontroll vs kontroll vs
Kiht katselapid (jun vs sept) | lapid (jun) (sept-jun) vdetatud vdetatud
Tunnus | (cm) (n=24) (n=12) (n=12) (n=12) (sept) (n=6) (sept) (n=6)
0-20
20-40
pH-H,0 | 40-60 | *
0-20 * % *
20-40
KA (%) | 40-60
0-20
20-40 | ***
TC (%) | 40-60
0-20 % % %k
poc |20-40 *k *
(mg/kg) | 40-60
0-20
TP 20-40 | *
(mg/kg) | 40-60 | *
0_20 %k k %k k %k k
PO43--P 20-40 *kk * % *
(mg/kg) | 40-60 * * ok K %%
0-20
TN 20-40
(mg/kg) | 40-60
0_20 %k k
NH,"-N | 20-40
(mg/kg) | 40-60 *E
0_20 %k k
NO,-N | 20-40 rxk
(mg/kg) | 40-60 wkx
0_20 %k *
NO;-N |20-40
(mg/kg) | 40-60
0-20
TS 20-40
(mg/kg) | 40-60
0-20
so,” |20-40
(mg/kg) | 40-60 | *
0-20 * * %k
K |20-40 *
(mg/kg) | 40-60
0-20 |*
ca?* | 20-40
(mg/kg) | 40-60 | **
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LISA 2. Arhede 16S rRNA ja mcrA geeni koopiate arvukuste (GK/g KA) ningmcrA geeni osakaalu ficrA/16S rRNA; %) omavahelised statistiliselt olulised

Spearmani korrelatsioonikordajad (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001) uuritud rihmade turbakihtides.

Taimestamata lapid

Taimestatud

Taimestatud vaetatud

Taimestamata

Taimestamata vaetatud

N Taimestatud lapid (n=24) (n=24) kontrolllapid (n=6) lapid (n=6) kontrolllapid (n=6) lapid (n=6)
Kiht
Tunnus (cm) | 16S rRNA | mcrA 16S rRNA | mcrA 16S rRNA | mcrA 16S rRNA | mcrA 16S rRNA | mcrA 16S rRNA | mcrA
0-20 |0,68***
20-40 | 0,65%**
mcrA 40-60 | 0,73***
0-20 |-0,47%* -0,48* -0,83*
o *
meraj16s | 20-40 0,45
rRNA 40-60




LISA 3. Statistiliselt olulised Spearmani korrelatsioonikoidajad (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001) arhede
16S rRNA ja mcrA geeni koopiate arvukuste (GK/g KA) ningmcrA geeni osakaalu icrA/16S rRNA; %)

ja fuusikalis-keemiliste parameetrite vahel taimesitud ja taimestamata katselappide turbakihtides.
Kasutatud tahistused: kuivaine (KA), uldsusinik (TC), lahustunud orgaaniline aine (DOC), uldfosfor
(TP), uldlammastik (TN), dldvaavel (TS).

Taimestatud lapid (n=24) Taimestamata lapid (n=24)
mcrA/16S mcrA/16S
Tunnus Kiht (cm) | 16S rRNA mcrA rRNA 16S rRNA mcrA rRNA
0-20 -0,77*** -0,51*
20-40 0,43*
pH-H,0 | 40-60 -0,74%**
0-20 -0,74*** | -0,47* -0,46* -0,54**
Kuivaine |20-40 -0,45* -0,51* 0,45%*
(%) 40-60 -0,90*** | -0,66***
0-20
20-40 -0,52%**
TC (%) 40-60 0,87*** 0,62**
0-20 0,57** 0,43*
DOC 20-40 0,51%*
(mg/kg) | 40-60 0,64*%** 10,62%*
0-20 0,84*** | 0,57** 0,69%**
20-40 0,53** 0,41* 0,45%*
TP (mg/kg) | 40-60 0,61** 0,47*
0-20
PO, -p | 20-40
(mg/kg) | 40-60
0-20 0,89*** | 0,48* 0,61**
20-40 0,41*
TN (mg/kg) | 40-60 0,81*** | (0,45*
0-20
NH,"-N | 20-40 -0,44*
(mg/kg) |40-60 0,47* 0,47* 0,48* 0,48*
0-20
NO,-N 20-40
(mg/kg) | 40-60
0-20 -0,47* -0,49* 0,48%*
NO;-N | 20-40 -0,58** -0,50*
(mg/kg) | 40-60
0-20 0,73*** 0,72*** | 0,49*
20-40 0,64*** | (0,52%*
TS (mg/kg) | 40-60 0,91*** | 0,55%* 0,65*** 10,43*
0-20 0,62** 0,67***
S0, 20-40 0,42* 0,43*
(mg/kg) |40-60 0,75%**
0-20 -0,61**
20-40
K (mg/kg) | 40-60 -0,77*** |-0,48*
0-20 0,74*** 0,73%%**
ca? 20-40 0,44* -0,44*
(mg/kg) |40-60 0,66***

60



LISA 4. Keskkonnaparameetrite ja arhede 16S rRNA (16S) jancrA geeni koopiate arvukuste (GK/g KA) ning
arhede kooslusemcrA geeni osakaalu acrA%) ja fllsikalis-keemiliste nditajate vahelised stastiliselt olulised
Spearmani korrelatsioonikordajad (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001) uuritud gruppide turbakihtides. Kasut atud
tahistused: kuivaine (KA), tldsisinik (TC), lahustunud orgaaniline aine (DOC), tldfosfor (TP), Gldlamnastik (TN),
Uldvaavel (TS).

Taimestatud kontrolllapid Taimestatud vaetatud Taimestamata Taimestamata vaetatud
(n=6) lapid (n=6 kontrolllapid (n=6) lapid (n=6)
Kiht mcrA
Tunnus | (cm) 16S mcrA | mcrA% 165 mcrA | mcrA% 165 mcrA mcrA% 16S mcrA %
0-20 -0,97** 0,94%**
20-40 -0,83* 0,93** | (0,93**
pH-H,0 |40-60 | 0,89*
0-20 -0,99*** -0,83* -0,89*
Kuivaine | 20-40 |-0,83* -0,89* -0,81*
(%) 40-60 |-0,83* -0,83* -0,94** -0,89*
0-20 -0,81*
20-40
TC (%) |40-60 0,83* 0,89* 0,94%*
0-20 |0,94** -0,94** -0,94**
DOC 20-40
(mg/kg) | 40-60 0,89*
0-20 0,88* 0,93**
TP 20-40 0,83* 0,94%** 0,84*
(mg/kg) | 40-60 |0,94** 0,81*
0-20 |0,82*
PO,>-P |20-40
(mg/kg) | 40-60
0-20 0,86* 0,88* 0,90%*
TN 20-40
(mg/kg) | 40-60 |0,83* 0,94%* 0,83*
0-20 |0,89*
NH,™-N | 20-40 0,83*
(mg/kg) | 40-60 | 0,94%* 0,83* 0,83*
0-20
NO,-N |20-40 | 0,83* 0,89*
(mg/kg) | 40-60
0-20 0,89*
NO;-N | 20-40 -0,83* -0,83* -0,89*
(mg/kg) | 40-60
0-20 |0,89* 0,89* -0,89* | 0,94** 0,99%**
TS 20-40 0,99%**
(mg/kg) | 40-60 0,83* 0,94%* 0,99%** 0,81*
0-20 -0,83* -0,94**
5042' 20-40 0,83* -0,89* 0,94%*
(mg/kg) | 40-60 | 0,94%* 0,82*
0-20 0,89* -0,89* -0,94** -0,83*
K 20-40 0,82*
(mg/kg) | 40-60 0,81* |-0,83*
0-20 -0,94**
ca® |20-40 0,88*
(mg/kg) | 40-60

61




Lihtlitsents 16put66 reprodutseerimiseks ja I6putdduldsusele kattesaadavaks tegemiseks

Mina Mikk Espenberg (stnnikuupéev: 11.02.1988)

1. annan Tartu Ulikoolile tasuta loa (lihtlitsentsi)nda loodud teose ,Paiderooga
kultiveerimise ja vaetamise moju mulla arhede kossle ja selle metaanitootmise
potentsiaalile mahajaetud freesturba tootmisatallle juhendaja on vanemteadur Marika
Truu,

1.1reprodutseerimiseks séailitamise ja Uldsusele kddidmvaks tegemise eesmargil, sealhulgas
digitaalarhiivi DSpace-is lisamise eesmargil kunutaidiguse kehtivuse tahtaja
[6ppemiseni;

1.20ldsusele kattesaadavaks tegemiseks Tartu Ulikemsbikeskkonna kaudu, sealhulgas
digitaalarhiivi DSpace’i kaudu kuni autoridiguséntreuse tahtaja I6ppemiseni.

2. olen teadlik, et punktis 1 nimetatud digused jadalsels ka autorile.

3. kinnitan, et lihtlitsentsi andmisega ei rikuta teisisikute intellektuaalomandi ega
isikuandmete kaitse seadusest tulenevaid digusi.

Tartus, 20.05.2012

62



