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1 JOHDANTO

Mikrobiologiset prosessit vastaavat keskeisesti aineiden kierrosta maassa ja vedessa.
Metsdekosysteemissa maaperan mikrobisto ja pieneliot hajottavat maahan paatyvan
kuolleen orgaanisen aineksen ja vapauttavat siihen sitoutuneet ravinteet uudelleen
kasvien kaytt00n. Ympéristomuutosten, kuten happamoittavan laskeuman ja
raskasmetallien, on havaittu olevan haitallisia hajottajaelidstolle ja nadinollen aihe-
uttavan hairi6ita hajotusprosessissa. Hajotuksen estyminen vinouttaa ravinnekiertoa ja
vaikutukset heijastuvat koko ekosysteemin toimintaan. Maaperdn mikrobiaktiivisuuden
mittaukset antavat kuvan maaekosysteemin toiminnan kannalta keskeisestd prosessista,
hajotustoiminnasta.

Maaperdan mikrobiologista aktiivisuutta voidaan arvioida mittaamalla maahengitysta.
Maahengitys tarkoittaa mikrobitoiminnan tuloksena maaperdssé syntyvaa hiilidioksidia,
jonka maara on sitd suurempi mitd aktiivisempaa mikrobitoiminta maassa on. Mit-
taukset tehdddn metsdmaan humuskerroksesta, jossa mikrobitoiminta on aktiivisinta ja
johon ympdristomuutokset ensimmaiseksi kohdistuvat. Mikrobiaktiivisuutta voi
arvioida my0s mitaten entsyymiaktiivisuutta, esim. maan happaman fosfataasin
aktiivisuutta. Metsamaan altistuessa esim. raskasmetalleille sen mikrobisto voi
muuttua lajikoostumukscltaan. Herkemmat mikrobiryhmaét ja lajit havidvat ja niiden
ekologiset lokerot valtaavat raskasmetalleja paremmin sietdvat mikrobit. Taméa
mikrobien lajikoostumuksen muuttuminen voidaan todeta my0s viljelymenetelmin.
Kuormitetun alueen mikrobisto kestdd korkeampia raskasmetallipitoisuuksia (Baath
1989). Tama PICT ~ilmi6 (Pollution Induced Community Tolerance) kertoo selvastd
mikrobistoon kohdistuvasta sel=ktiopaineesta (Blanck 1995).

Bio—geo—kemiallisten kiertojen eri vaiheisiin osallistuu suuri joukko mikrobeja, joista
tunnetaan vain osa, koska kaikkia luonnossa esiintyvid organismeja ei ole pystytty
viljelemiin. Osa mikrobeista on erikoistunut harvinaisiin aineenvaihduntareaktioihin
kun taas jotkut reaktiot ovat monille mikrobeille ominaisia. Sen vuoksi mikrobien
biomassaa tai kokonaisaktiivisuutta mittaamalla ei voida saada lajiston koostumuk-
sessa tapahtuneita haitallisia (yleensd biodiversiteettid alentavia) muutoksia esiin.
Jonkin tdrkedsta kierron prosessista vastaavan ryhmidn hdvidminen voi tuntuvasti
heikentdd ekosysteemin toimintaa, vaikka esim. maahengitys ei vield olisikaan
héiriintynyt.

Mikrobien diversiteettia pidetddn myds tarkednd luonnonvarana, koska nykyédan
tuntemattomat mikrobit voivat olla hyddyksi bioteknisissd sovellutuksissa niin
laakkeiden tuotossa kuin teollisissa ja ympéristobiotekniikan tarvitsemissa sovellutuk-
sissa. [hmisen toiminnan vaikutuksia ympéristoon tulisi voida tutkia mahdollisimman
herkilld menetelmilld, jotka osoittavat muutokset lajistossa oli aiheuttajana sitten
metsdnhoidon tai maatalouden kasittelymenetelma, teollisuuden ja liikenteen
aiheuttama kuormitus, ilmastonmuutos tai vieraiden organismien (esim. geneettisesti
muunnettujen organismien) lisdédminen ymparistoon.

Koska vain pieni osa mikrobeista luonnonndytteissd saadaan viljellen esiin, viime
vuosina on voimakkaasti ryhdytty kehittdmaéan luonnonnéytteille soveltuvia molekyy—
libiologian menetelmida mikrobien osoittamiseen ja tunnistamiseen. Kehitteilld onkin
suuri joukko erilaisia menetelmid, joiden kayttokelpoisuudesta ja luotettavuudesta ei
ole kattavasti kokemusta. Tamén 'raivaajatydn" tarkeyttd korostavat mm. EU:n
osoittama kiinnostus (mm. EC - GBF International Symposium Exploration of
Microbial Diversity, Ecological Basis and Biotechnological Utility, 1995 Groslar,
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Germany), painotukset USAssa (The American Academy of Microbiology jarjesti
tammikuussa 1996 kokouksen "The Microbial World: Foundation of the Biosphere"
valmistellakseen raportin mikrobien diversiteetistd; The National Science Foundation
on korostanut mikrobien biodiversiteetin merkittavyyttd tekemailld useita aloitteita
aihepiirin kehittdmiseksi) ja Englannissa (USAn National Science Foundation ja
United Kingdom Natural Environment Research Council jarjestivadt yhdessd kokouksen
"Life in Soil — Soil Biodiversity: Its importance to Ecosystem Processes”, jossa
korostettiin maaperdn mikrobien diversiteetin suurta merkitystd ja kédynnistettiin
kansainvalista yhteisty6ta).

Lupaavia molekyylibiologian menetelmid ovat toisaalta maasta suoraan eristetyn
DNA:n taksonomista sijoittumista ilmentdvien tai tarkedsti aineenvaihduntareaktioista
koodaavan geenin monistaminen PCR-reaktiossa, tuotteiden erottelu denaturoivassa
gradienttigeelielektroforeesisssa (DGGE), sekd sekvenointi ja toisaalta in situ —
hybridisaatioon perustuvat eri taksonomisten tasojen mikrobien suora o0soitus
maandytteistd. Lisdksi molckyylibiologian uudet menetelmét tarjoavat entistd
paremmat keinot maasta eristettyjen mikrobien tunnistamiseen.

Haasteellisen lahtokohdan maan mikrobien biodiversitectin selvittimiselle antaa se,
ettei Suomen maaperdn mikrobilajistoa ole laajasti karakterisoitu eikd lajiston
selvittdmisen keinoja ole vield muuallakaan laajasti sovellettu. Nyt kdynnisséd oleville
tutkimushankkeille on antanut l[dhtokohdan mm. Mikrobiologikillan vuonna 1990
julkaisema raportti "Ymparistomikrobiologian kehittdminen. Asiantuntijatydryhmien
selvitys" (Heindnen ja Niemi 1990).

Taman tutkimuksen tavoitteena oli saada kayttdon menetelmid, joiden avulla voidaan
havaita varhaisessa vaihecssa sellaiset ihmisen toiminnan aithcuttamat muutokset, jotka
vaikuttavat haitallisesti metsdn tuottoon. Menetelmind aiottiin kdyttdd olennaisesti
molekyylibiologian menetelmid, joita osittain tdydennettiin perinteisilld viljelymenetel -
milld ja mikrobiaktiivisuuden mittausmenetelmilld. Koska kuitenkin kolmivuotiseksi
suunniteltu hanke pdittyi cnsimmadisen vuoden jalkeen, tassd voidaan raportoida vain
kesdn 1995 havaintoalueiden kuvaukset, ensimmdiisen kasvukauden néytteiden
aktiivisuusmittausten ja pesdke— ja liemiviljelyiden tulokset ja tiedot DNAn
eristimisestd sekd alustavat tulokset DNA-fragmenttien monistamisesta seka
denaturoivasta gradienttigeelielektroforeesista.

2 KOHDEALUEET

Kohdealueiden kasvillisuuden kuvaus perustuu naytteenoton yhteydessd tehtyihin
pikaisiin havaintoihin ja sen tarkoituksena on antaa kuva alueen kasvillisuuden
yleispiirteista.

HARJAVALTA: Outokumpu metals

Outokumpu Harjavalta Metals Oy on ainoa kuparin ja nikkelin tuotantolaitos
Suomessa. Tehdas (61°19'N, 22°7'E) sijaitsec Linsi—-Suomessa, noin 30 km:n
etdisyydelld Selkdameren rannikolta. Harjavallassa on metalliteollisuus toiminut jo
puolen vuosisadan ajan; kuparisulatto aloitti toimintansa vuonna 1945 ja nikkelin
sulatus vuonna 1960.
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Padstot: Vuonna 1947 rikkidioksidipdastdt olivat pahimmillaan ollen 35 000 tonnia
vuodessa (nyt S000 t/v). Pddstdjen vaikutus nidkyi puuston vakavana vaurioitumisena
pian kuparisulaton toiminnan alettua. Rikkidioksidipddst0ja pystyttiin vahentimain
rakentamalla kuparisulaton yhteyteen Rikkihappo— ja Superfosfaattitehtaat Oy:n (nyk.
Kemira Oy) rikkihappotehdas vuonna 1947 ja ottamalla vuonna 1949 kiyttoon
liekkisulatusmenetelmd. Sulaton laajennusten seurauksena rikkidioksidipdastot
kasvoivat. Vuoden 1984 lopulla rikkikaasujen talteenotossa tehokkaampi rikkihappo-
tehdas kdynnisti toimintansa ja vanha tehdas lakkautettiin (Poutanen P. ym.,1994).

IImateitse, pdlyn mukana levidvien metallien padstdja pyrittiin vahentamadn, kun
vuonna 1994 kaksi matalaa piippua korvattiin 140 metrid korkealla piipulla. Paastot
kulkeutuvat nykyaan laajemmalle alueelle kuin ennen ja tehtaan lahialueella ulkoilman
rikkidioksidipitoisuudet alkavat véhetd. Piippuihin asennetut kuitusuodattimet
puhdistavat poistokaasujen metallipdlyja ja laskelmien mukaan pdlypddstét ovat
laskeneet viidennekseen aiemmista arvoista; tehtaiden lahelld raskasmetalli- ja
arseenilaskeumat ovat kohonneita, mutta 2-3 kilometrin etdisyydelld pitoisuudet
alkavat pienentya (Rantalahti 1995). Vaikka laskeumamaardat ovat vahentyneet,
maaperaan joutuneiden ja sinne yhd tulevien raskasmetallien poistuma on hyvin
hidasta. Viimeisen viiden vuoden ajalta mikrobiologisissa mittauksissa ei ole havaittu
muutoksia parempaan (Helmisaari ym. 1995). Tehtaan vaikutusalueella maapera on
silmiinpistdvin karua. Aluskasvillisuus on erittain niukkaa ja tummanharmaa polyava
karike on levittdytynyt kaikkialle. Nykyisin tehtaiden pddstoistd merkittdvimmat ovat
ilmateitse levidvat Cu, Ni, Cd ja S.

Niytteenottopaikat: Naytteitd haettiin kolme kertaa (22.5., 1.8. ja 9.10.) viidesta eri
paikasta (H1 - HS). Naytteenottoalueita yhdistdd sama kaakosta luoteeseen kulkeva
mantyvaltainen harjujakso, Harjavallanharju. Ensimmadisen ndytteenottokierroksella
22.5.1995 muista poiketen H5 -ndyte otettiin harjun ulkopuolelta mantyvaltalsesta
hickkamoreenimaastosta. Myos sienet kirjattiin 9.10.1995 :

H1: etdisyys tehtaasta S00 m eteladn, ei aluskasvillisuutta, pulkkosienii ja
kangasrousku; puusto koostuu harvaan kasvavista matalista ménnyista,
joiden neulastuotanto on vahaista, ja koivuista.

H2: ctdisyys tehtaasta 1 100 m kaakkoon, niukka aluskasvillisuus, juolukka,
variksenmarja, korte, suopursu, puolukka, pulkkosieni, kéarpassieni;
havaintopaikka sijaitsee suoalueen reunalla ja sielld kasvavat mannyt,
koivut, katajat ja kuuset ovat selvisti vaurioituneita, mutta kookkaampia
kuin ldhempand tehdasta. :

H3: ctdisyys tehtaasta 2 100 m kaakkoon, niukka aluskasvillisuus, puolukka,
variksenmarja, mustikka, kangassieni; méintymaastossa on edelleen
silmiinpistdvad vahdinen aluskasvillisuus.

H4: etdisyys tehtaasta 7 400 m kaakkoon, runsas sammalpeite, puolukka,
kanerva, sianpuolukka, poronjdkald, hirvensarvenjakald, kangasrousku,
kangastatti, seitikki , sappitatti.

HS: etdisyys tehtaasta 17 000 m kaakkoon, runsas sammalpeite, puolukka,
kanerva, mustikka, poronjdkalda, kangasrousku, kangastatti, seitikki,
sappitatti
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Niytepisteissd H1 ~ H3 on hyvin niukka aluskasvillisuus, joka ei pysty suojelemaan
maata tuulen eikd sateen eroosiovaikutuksilta. Humuskerros on tummanharmaa,
pOlydva ja hyvin ohut, paikoitellen ldhes olematon, koostuen pddasiassa hajoamatto—-
mista havunneulasista. H4:ssa kasvaa runsaasti sammalta ja jakdldd, mutta muuten
aluskasvillisuus on niukempaaa kuin HS:ssa.

KOVERHAR: Oy Fundia Wire Ab

Tehdas (59°53'N, 23°15'E) sijaitsee ensimmadiselld Salpausselalld Lappohjassa,
Hankoniemen tyvessa. Rautatehdas aloitti toimintansa Koverharissa vuonna 1961, joka
laajeni rauta— ja terdstehtaaksi vuonna 1971.

Paastot: Koverharin rauta— ja terdstehtaalla syntyy rikkidioksidi-, typen oksidi—,
raskasmetalli- ja hiukkaspdastdja. Monni ja Miakinen (1995) ovat tehneet selvityksen
Koverharin tehtaan ymparistosté tehdyista ymparistovaikutustutkimuksista. Selvityksen
mukaan rikkidioksidip4astot olivat vuonna 1980 liki 4000 tonnia ja vuonna 1993 noin
1300 tonnia; vdheneminen johtui raaka—aineena kdytetyn rautamalmin rikkipitoisuuden
alenemisesta 0,5%:sta 0,005%:iin. Vuonna 1993 hiukkaspdastot olivat 1178 tonnia,
typen oksideja pédasi 554 tonnia ja raskasmetalleja (Cd, Pb, As,ja Zn) 1,5 tonnia.
Ymparistoon polyn mukana kulkeutuu mm. kalsiumia ja rautaa. Teraksen ja raudan
valmistuksen yhteydessad syntyvd kalkkipoly saa aikaan alkalisen laskeuman tehtaan
lahiympéristossa ja korkeassa pH:ssa maaperdsséd olevien raskasmetallien liukoisuus
viahenee. Tchtaan vaikutusalueella polylaskeuma on lisdnnyt maan tiiviyttd,
vedenpidatyskykya ja samalla maan kosteutta. Jakald- ja mantytutkimuksissa on tehty
sdannollista seurantaa Koverharin tehtaan vaikutusalueella. Seurannan mukaan tehtaan
vaikutusalue ulottui vuonna 1985 noin viiden kilometrin paahén, oli supistunut hieman
vuonna 1988, mutta palautui vuonna 1991 vuoden 1985 tasolle. Muita tutkimuksia on
vaikea verrata keskenddn, mutta eri elidryhmat indikoivat ympériston muutoksista
(Monni ja Mikinen 1995).

Niytteenottopaikat: Hankoniemi on melko tiuhaan rakennettu, mika hankaloitti
hyvan vertailualueen loytdmistd. K2:n ldhelld on mm. dynamiittitehdas,mutta sen
ympdrilld on laaja asumaton alue, jolla liikkuminen on kiellettyd. Valitsimme
vertailualueemme dynamiittitehtaalle johtavan pikkutien varrelta. K2 sijaitsee
kangasmetsidssa, ldhellda Hankoniemen kérked. Maapera on kangashiekkaa. Aluskasvil—
lisuus on runsasta ja humuskerros on melko ohut. Kangasmietsd on mdintyvaltaista.
Niytteet haettiin kesan aikana 30.5. ja 7.8. vaikutusalueelta (K1) ja vertailualueclta
( K2):

K1: ctdisyys tehtaasta n. 500 m koilliseen, runsas aluskasvillisuus, puolukka,
kanerva, sianpuolukka, heindkasveja ja sammalia.

K2: etdisyys tchtaasta n. 11 000 m lanteen, Furunds, runsas sammalpeite,
puolukka, kanerva.

KUOPIO: Savon Sellu

Savon Sellun tehdas (62°56'N, 27°43'E) sijaitsce Sorsasalon saarella Kuopion
pohjoispuolella. Tehdas on ollut toiminnassa jo yli 20 vuoden ajan. Sorsasalon
koillispuolella oleva kapea Virtasalmi erottaa saaren mantereesta.



13

Paistot: Vaikka Savon Scllun vuosittaiset rikkipadstot ovat huomattavia (n. 10 000
t/v), ovat metsdmaan laskeuma-arvojen rikkipitoisuudet olleet typpiarvoja (typpipaas—
tot NO, n. 400 t/v ja NH, n. 8 t/v) pienempiad (Halonen ja Holopainen 1991). Edelld
mainitun tutkimuksen mukaan suurimmat typpilaskeumat ovat tehtaan valittdémassa
ldheisyydessd, jossa mydskin puustovauriot ovat vakavimpia. Suurimmat rikkipitoi—
suudet mitattiin alueelta, jossa havaintopaikka Sa 1 sijaitsee. Tehtaan pohjois— ja
itdpuolella on maénnyissa havaittavissa voimakasta harsuuntumista aina 4,5 km:n
etaisyydelld tehtaasta ja vuoden 1976 mittauksiin verrattaessa puuston ja jdkilien
vaurioalue on laajentunut tehtaan pohjoispuolelle (Nerg ja Holopainen 1991).

Niytealueet: Sa 1 -ndytteet otettiin mantereen puolelta, Virtasalmen rannalta
kohoavalta rinteeltd. Alueen korkeat méet ja kalliopaljastumat ovat paljolti vaikutta—
neet maaperdn nykyisiin muodostumiin. Méntyvaltaisessa, louhikkoisessa kangasmaas—
tossa on monipuolinen aluskasvillisuus. Humuskerros on melko paksu ja siind on
runsaasti juuria. Sa 2 -ndytteet haettiin mantymetsistd Kehvon eteldlaidalta
Haapaniemen tyvestd. Niytteitd otettiin 7.6. ja 14.8. laheltd tehdasta (Sa 1) ja
vertailualueelta (Sa 2).

Sa 1: etdisyys tehtaasta n. 1 900 m pohjoiseen, runsas aluskasvillisuus,
mustikka, puolukka, heindkasveja

Sa 2: etdisyys tehtaasta n. 6 600 m luoteeseen, runsas aluskasvillisuus,
mustikka, vadelma, heindkasveja.

SIILINJARVI: Kemira Chemicals Oy

Kemiran Siilinjarven tehtailla tuotetaan lannoitteita ja niiden valmistuksessa kédytettyja
happoja. Tehtaiden toiminta aloitettiin vuonna 1969, jolloin tuotettiin rikki- ja
fosforihappoa. Tuotevalikoimaan kuuluu nykyddn myds typpihappo. Fosforihapon
jatkojalostuksessa saadaan rehufosfaatticn raaka—ainetta ja kipsipigmenttia paperiteol-
lisuuden tarpeisiin. Nykyaan Siilinjdrven tehtailla tuotetaan puolet Suomen tarvitse—
mista lannoitteista. Siilinjarven toimipaikan tuotanto perustuu myos fosfaattimalmi-
kaivoksen toimintaan; muualla Lénsi-Euroopassa ei vastaavia kaivoksia ole.
Kaivoksesta saatava padartikkeli on fosfaattirikaste, apatiitti, jonka rikastuksessa
malmista erotetaan ja jalostetaan fosfaattia, maanparannuskalkkia ja kiilletuotteita.

Padstot: Tehtaat kuormittavat ympéristod ilmateitse fluoriyhdisteilld, rikkidioksidilla,
typen oksideilla, ammonium- ja nitraattitypelld ja hiukkasilla. Paastdjen médarad on
alettu vahentdd 70-luvulta ldhtien. Rikkidioksidipdastdt on saatu viime vuosina
vihenemadn merkittavasti. Vuonna 1980 rikkidioksidipaastot olivat viela 6 000 t/v ja
90-luvulle tultaessa ne olivat S00 t/v. Kemiran tehdasalueella on vuosina 1984-87
tehdyissa tutkimuksissa havaittu metsdvaurioita SO hehtaarin alalla. Typpiyhdisteiden
paastot vahenivat merkittdvasti 90-luvulle tultaessa. Vield vuonna 1980 typen oksideja
kulkeutui ilmateitse ympéristotn n. 1000 t/v (1990 alle 100 t/v) ja ammoniakkia ja
nitraattitypped vuonna 1983 n. 2500 t/v (1990 alle 200 t/v) (Kemira, Ympéristdraportti
1991).

Néytteenottopaikat: Tchtaan ympiristd on muutamassa vuodessa muuttunut
kaivostdiden takia maisemallisesti paljon. Vain kapeita metsdkaistaleita on itse
tehdasalueella jaljelld. Tehdas (63°06'N, 27°4S'E) sijaitsee Juurusveden Kuuslahden
rannalla ja koska tehdasalueella ei ollut jéaljelld kasittelemdtontd metsad, valitsimme
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tehdasta lahina sijaitsevan ndytteenottopaikkamme lahden vastarannalta. Kummassakin
naytteenottopaikassa, Sil ja Si2, on kuusivaltainen metsd. Maaperd molemmissa
nédytteenottopaikoissa on moreenia:

Sil: etdisyys tehtaasta 2 150 m koilliseen, runsas aluskasvillisuus

Si2: etaisyys tehtaasta 13 700 m lounaaseen, runsas aluskasvillisuus.

HAAPAVESI: IVO Tuotantopalvelut Oy/ Haapaveden voimalaitos

Haapaveden sdhkodd tuottava turvelauhdevoimalaitoksen — kaupallinen kayttd on
aloitettu vuoden 1989 joulukuussa. Padpolttoaineena on jyrsinturve sekd tuki— ja
varapolttoaineena raskas polttodljy. Turvevoimalaitos (64°07'N, 25°25'E) sijaitsee
Haapaveden kunnan Eskolanniemen alueella, Haapajarven itdrannalla, Pyhé&joen
laskukohdan pohjoispuolclla. Jddhdytysvesi otetaan Pyhédjoesta ja johdetaan
jatelampOineen Haapajarveen.

Paastot: Turvevoimalaitoksesta tulevat paastdt koostuvat pddasiassa rikkidioksidista,
typen oksideista ja lentotuhkasta. Turvevoimalan suunnitteluvaiheessa arvioitiin ilman
epdpuhtauksien maksimipitoisuuksien esiintyvan 1,5-2 km:n etdisyydelld voimalasta.
Padstomadariksi arvioitiin rikkidioksidia n. 3500-4000 t/v, typen oksideita n. 2600-
4000 t/v ja lentotuhkaa n. 350-450 t/v (Muurman 1989). Vuoden 1988 aikana
Haapaveden kunta yhdessd Ymparistoinstituutin kanssa laati ilmanlaatuselvityksen
kunnan alueella. Erityisesti Haapaveden kunnan keskustassa oli vdhaistd, mutta
selvisti havaittavaa muutosta kasvillisuudessa; puuston lievda harsuuntumista seka
neulasten rikkipitoisuuden ja sammalten raskasmetallipitoisuuden kohoamista
(Virkamaiki 1989). Selvitys tehtiin ennen IVO:n turvevoimalaitoksen kayttdonottoa ja
sen antamalla informaatiolla on hyotyd lisddntyvien padstOmddrien vaikutusta
seurattaessa. Rikkidioksidimittaukset lopetettiin - vuoden 1995 lopulla, koska
mittaustulokset olivat vuodesta 1988 ldhtien olleet alle Valtioneuvoston ulkoilman
enimmadispitoisuuksista antamien ohjearvojen ja vuosina 1995-96 keskitytddn
bioindikaattoritutkimuksiin (Sirpa Vililehto, Haapaveden ymparistonsuojelusihteeri,
suullinen ilmoitus).

Naytteenottopaikat: Kesilld 1995 hacttiin Haapavedeltd maandytteitd vain kerran,
14.6.. Ndytteenottopaikan valinta tuotti hankaluuksia, koska maa oli otettu tehokkaa—
seen hyotykayttdon laajalla alueella tehtaan ldhimaastossa. Valitsimme metsasaarck~
keen (Hal) asutuksen ja peltojen lomasta edustamaan kuusi- ja méintymetsad. Myos
vertailualueen (Ha2) 10ytdminen oli tydlastd, koska seutu on hyvin soista ja lihes
kaikki metsdt on ojitettu. Vertailualueen puusto on Hal:n kaltainen, mutta aluskasvil-
lisuus on kostean sammaleista. Molemmilla alueilla maaperd on moreenia.

Hal: etdisyys 4060 m turvevoimalasta koilliseen, aluskasvillisuus runsasta,
sammalta, mustikkaa, puolukkaa

Ha2: etaisyys 10 500 m turvevoimalasta pohjoiseen, aluskasvillisuus kosteaa
ja runsasta, sammalta, mustikkaa.
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3 MENETELMAT

3.1 Maahengitysmittaus

Kultakin koealalta otettiin kaksi rinnakkaista humusnaytettd, A ja B. Naytteet otettiin
humuskerroksesta kivenndismaahan asti, kuitenkin enintddn 5 cm syvyyteen kdyttden
halkaisijaltaan 72 mm maaperédkairaa. Néytteet olivat kokoomandytteitd muodostuen
kymmenestd sattumanvaraisesti otettusta kairallisesta jotka laitettiin muovipussiin ja .
kuljetettiin laboratorioon kylmélaukuissa ja sdilytettiin jadkaappildmpdtilassa. Naytteet
seulottiin 4 mm seulalla ja vihredt kasvinosat sekd suuret juuret poistettiin. Taustatie—
doiksi ndytteistd madritettiin kosteusprosentti, vedenpidatyskyky, orgaanisen aineksen
madré ja vesi-pH.

Mikrobiologista kokonaisaktiivisuutta kuvastava maahengitys madritettiin IR~
hiilianalysaattorilla mittaamalla humusniytteestd muodostuva CO, (Vanhala ja
Abhtiainen 1994). Kustakin ndytteestd punnittiin 2 grammaa kuiva-ainetta vastaava
mdaard humusta kahteen rinnakkaiseen 130 ml pulloon ja ndytteiden kosteudeksi sdd-
dettiin 60% vedenpidatyskyvystd. Niytteiden annettiin stabiloitua 7 vuorokautta
14°C:n lampdétilassa. Taman jalkeen pulloja inkuboitiin 6 tuntia 14 °C:n vasihauteessa
ja muodostuneen CO,:n madrd mitattiin IR-hiilianalysaattorilla.

3.2 Entsyymiaktiivisuudet

Viimeiselld ndytekerralla tuoreista seulotuista Harjavallan maandytteistd kartoitetiiin
eri entsyymien aktiviteettia API Zym- testikitillda (API Bio Mérieux SA). Testikitin
avulla voidaan havaita 20 eri entsyymin aktiivisuus (Liite 1) vérireaktioiden avulla.
Maandytettd punnittiin 5 g steriiliin veteen (15 ml), suspensio homogenoitiin
tasoravistelijassa (20 min/200 rpm) ja kiintoaines poistettiin sentrifugoimalla (S min/
1600 rpm). Supernatanttia pipetoitiin 65 ul kuhunkin ndytetaskuun. Testiliuskoja
inkuboitiin yon yli (16 tuntia) 20 asteessa ja reaktiot luettiin valmistajan ohjeiden
mukaan.

Harjavallan lokakuun ndyttciden happaman fosfataasin aktiivisuus mitattiin
yhdennetyn seurannan ohjeiden mukaan (Environment Data Centre 1993). Tuoretta
maandytettd punnittiin 1 g 8 ml:aan puskuria (pH 5,0). Substraatiksi liséttiin 2 ml
0.115 M PNP-P (p-nitrofenyylifosfaatti) liuosta. Inkuboinnin aikana (2 h/ 20 °C)
maandyteen hapan fosfataasientsyymi muuntaa substraatin keltaiseksi p—nitrofenoliksi,
jonka madrd mitattiin spektrofotometrisesti.

3.3 Heterotrofinen pesidkeluku

Heterotrofisen pesdkeluvun mddarityksessd kdytettiin R2A—agarin vakiomuunnosta,
johon lisattiin sykloheksimidia (Actidion pitoisuudeksi 50 mg/l) eukarioottien kasvun
estamiseksi; Vaara ym. 1979) ja jonka pH laskettiin arvoon 6.0 (= R2Av). Niytteet
laimennettiin puskuriin (SFS 4112) kdyttden naytteiden homogenisointiin 60 sekunnin
kasittelyd nopeudella 7 Omni Mixerilldi Kahtena rinnakkaisena viljellyt ndytteet
inkuboitiin lampotilassa 14°C 7, 14 ja 21 d ajan.
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Taméan perusviljelyn lisdksi joidenkin havaintopaikkojen néytteet viljeltiin lisaksi
R2Av -—alustasta edelleen muunnetulla alustalla, johon oli lisdtty kohdealueen
kuormitusta vastaavia tekijoita:

— Harjavallan nédytteiden viljelyyn lisdttiin raskasmetalleita klorideina lopulliseksi
pitoisuudeksi (metallina laskettuna) 23.5.1995 ja 2.8.1995 Cu 500 mgl™, Pb, Zn ja
Ni 100 mg ™!, 9.10.1995: Cu 50 mg 17 sekd Zn ja Ni 10 mg 1! ja Cu 5 mg 1™ seki
ZnjaNi1lmgl’.

— Savon Sellun ympiristostd otettujen naytteiden viljelyyn lisdttiin rikkid 25 ug ml™
K,SO,:na ja typped 200 pg ml™ NH,Cl:na.

— Siilinjarven Kemiran tehtaan ympériston ndytteisiin lisattiin 15 pg mi™ fluoridia
natriumsuolana.

Muunnetut R2ZAmod-maljat inkuboitiin, kuten R2Av-maljatkin.

Harjavallan 2.8.1995 otetuista naytteistd R2ZAmod alustoilta eristettiin 26 bakteerikan-
taa, joista valtaosa oli sidesienid, sekd 2 hometta, jotka sietivit korkeita raskasmetalli-
pitoisuuksia.

3.4 Sienten pesikeluku

Sienten pesakeluku médritettiin mallasuuteagarilla (MEA), jossa oli Rose—-Bengalia 35
mg 17 ja aureomysiinii 35 mg 17" (Niemi ym. 1982). Maljoja inkuboitiin
lampdtilassa 22°C vain 7d, koska kauemmin inkuboitaessa maljalla levinneistd itidisti
kasvaneet sekundaaripesdkkeet selvésti hdiritsivat. Kuormituksen vaikutusta sienten
pesdkemaddriin tutkittiin muuntamalla MEA-maljoja, kuten bakteeriviljelyiden
R2Amod-maljoja.

3.5 Kasvun inhibition mittaus liemiviljelmisti

Maaniytteiden mikrobien mairaa ja etenkin raskasmetalliresistenssid arvioitiin myos
kasvattamalla maandytteen mikrobistoa liemiviljelmassd eri metallien ldsndollessa
Bioscreen C~ laitteessa (Labsystems). Laite mittaa mikrobien kasvua sameusmittauk-
sin (absorbanssialueella 420 — 580 nm).

Harjavallan seulottuja tuorcita maanaytteita punnittiin 10 g ja homogenoitiin 90
ml:aan SFS—-4112 puskuria. Tata suspensiota otettiin 10 ml R2A -liemeen esikasva-
tukseen (6 h 20 °C:ssa). Siirrokseksi Bioscreen— liemikasvatuksiin kuoppalevyjen
kaivoihin pipetoitiin 20 ul em. esikasvatettua viljelmaa 350 ul:n kokonaistilavuuteen
R2A-lientd. Lisattyina raskasmetalleina olivat kupari (CuCl,), nikkeli (NiCl,) ja sinkki
(ZnCl,) sekd ensimmaiselld ndytekerralla sinkin sijalla kadmium (CdCl,). Metallien
pitoisuudet olivat ensimmadiselld kerralla 0,5 mg/l, toisella 1 mg/l ja viimeiselld
kerralla 10 mg/l kutakin metalli-ionia kohden laskettuina. Kutakin metallilisdysta
(Cu, Ni, Zn ja Cu+Ni, Cu+Zn, Ni+Zn ja Cu+Ni+Zn) sekd ilman metalleja kasvatettuja
kontrollikaivoja oli S rinnakkaista.
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Kuoppalevyja inkuboitiin yli kolme vuorokautta Bioscreen laitteessa 20 °C:ssa, jona
aikana laite mittasi viljelmien kasvun.

3.6 DNA:n eristys

DNA:n eristimisessd verrattiin Saanon ja Lindstromin (1995) menetelmda ja
modifikaatiota, jossa lisdttiin mekaaninen kasittelyvaihe muutoin muuttamattomaan
menettelyyn. Mekaaninen késittely tehtiin bead beater —homogenaattorilla (Medical
Braun MSK) kéyttden 3 x 90 sekunnin kasittelya (4000 rpm, halkaisijaltaan 100...110
um lasihelmet) CO,:lla jadhdytettynd. DNA:n puhdistus tehtiin Saanon ja Lindstrémin
(1995) ohjeen mukaisesti. Eristetty ja puhdistettu DNA séilytettiin lyhyen aikaa
ldmpotilassa +4 °C ja pidempaan ldmpdtilassa —70 °C.

3.7 DNA-jaksojen monistus

DNA:n monistamisen tarkoituksena oli saada monistettua Kkaikille bakteereille
soveltuvilla alukkeilla 16S 1DNA:ta koodaavia DNA-jaksoja. DNA:n monistus,
polymerase chain reaction (PCR), suoritettiin OmniGenelaitteella (Hybaid). Alukkeina
kéytettiin koko 16 S rDNA:ta monistavia alukkeita fD1 ja rD1 (Weisburg et al. 1991),
16S rDNA:n 550 bp:n fragmenttia monistavia GMSF- ja 907R-alukkeita (Muyzer et
al. 1995), jossa GMSF-alukkeen 5'-pddhan on liitetty 40:n nukleotidin runsaasti GC:t4
sisdltava sekvenssi (GC-clamp) lisddmadan monistetun fragmentin stabiilisuutta
DGGE:ssd. Edellisten lisdksi kéytettiin 300 bp:n fragmenttia monistavia Y1- ja Y2~
alukkeita (Young et al. 1991), seka samoja alukkeita modifioituna siten, ettd Y1~
alukkeen S'-pddhén liitettiin GC-clamp (Y1GC). Kaikki alukkeet hankittiin KEBO
OY:lta.

PCR-tuotteet analysoitiin ajamalla ndytteet 1%:ssa agaroosigeelissd, johon oli lisatty
0,5 pg/ml etidiumbromidia (EtBr). Markkerina kaytettiin ABst Ell:sta. EtBr:lla
varjatyt, fluoresoivat PCR-tuotteet taltioitiin geeliltd kuvantallennuslaitteella UV~
valossa (Cybertech CS-1).

3.8 Denaturoiva gradienttigeelielektroforeesi

DGGE-laitteen pystyttamisessa sovellettiin Tyoterveyslaitoksella kaytdssa olevasta
vastaavasta laitteesta ja kirjallisuusviitteistd (Myers et al. 1987, Muyzer 1995) saatua
tietoa. DGGE-ajot tehtiin Muyzerin ohjeen mukaan.

4 TULOKSET

4.1 Maahengitys

Taulukossa 1. on esitetty pH— ja maahengitysmittausten tulokset niytteenottokerroit-
tain A ja B ndytteistd ja kosteusprosentit. Maahengitystulokset on esitetty maan
orgaanista ainetta kohti. Kuvassa 1. on esitetty maahengitys Harjavallan alueelta
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kolmena eri ndytteenottokertana rinnakkaisndytteiden keskiarvoina. Maahengitysaktii—
visuus ei vaihdellut Harjavallassa merkittdvasti eri ndytteenottokierrosten vililla.
Maahengitys oli selvésti alentunut kolmella pédéstdlahdettd lahimpéand olleella
koealalla, ollen alle 30% kahdesta kauempana olevasta. Kuvassa 2. on vastaavat
tulokset Koverharin, Savon Sellun, Siilinjarven ja Haapaveden koealoilta. Koverharis—-
sa molemmilla naytteenottokierroksilla maahengitys oli voimakkaampaa péaastolahteen
vieressd kuin tausta—alueella. Savon Scllun ldhialueclla maahengitys oli selvisti
vahdisempdd kuin vastaavalla tausta-alueella. Siilinjarvelld ja Haapavedelld ei
koealojen maahengitysaktiivisuudessa kocalojen valilld voida havaita selvid eroja.

Taulukko 1. Maaniytteiden pH- ja maahengitys ndytteenottokerroittain. Maahengityk—
sen yksikkd on COh™'g,, ™.

Koeala pH Maahengitys Kosteus %
A B A B

Harjavalta

HI 22.5. 4.4 4.7 4.1 10.5 61
1.8. 4.0 4.2 7.7 6.3 57
9.10. 3.8 8.9 9.4 9.6 29

H2 22.5. 4.1 4.1 6.9 6.2 58
1.8. 4.2 4.2 7.4 7.5 57
9.10 3.5 3.8 52 32 29

H3 22.5. 4.1 4.1 7.1 10.0 66
1.8 4.2 4.1 7.4 7.6 43
9.10 4.0 4.0 7.0 9.8 43

H4 22:3 4.0 4.1 29.7 24.9 67
1.8. 3.8 3.7 30.6 323 37
9.10. 3.7 3.8 353 229 43

H5 22:5: 4.0 4.0 29.0 25.4 12
1.8, 4.0 4.0 24.7 23.8 44
9.10. 4.0 3.7 28.1 37.5 63

Koverhar

K1 30.5. 7.0 7.0 18.5 31.1 28
7.8. 6.7 6.1 35.7 304 19

K2 30.5. 4.3 4.3 19.8 27.0 53
7.8. 4.2 4.1 20.8 31.6 30

Savon Sellu

SAl 7.6. 4.2 4.2 31.8 32.8 64
14.8 39 3.8 23.5 17.9 52

SA2 7.6 4.7 4.6 54.4 41.7 40
14.8 4.2 4.4 47.8 43.6 32

Siilinjarvi

SI1 7.6. 4.5 4.5 24.1 28.4 65
14.8. 4.8 44 242 232 53

SI2 7.6. 4.1 4.2 29.8 30.4 56
14.8. 4.0 3.9 19.4 255 45

Haapavesi

Hal 14.6. 4.1 4.1 41.1 43.1 69

Ha2 14.6 4.1 4.0 46.0 48.2 55
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Kuva 1. Maahengitys Harjavallan alueella kolmena eri néytteenottokertana rinnakkaisnaytteiden
keskiarvoina (havaintopaikkojen etaisyys tehtaalta H1 = 500 m, H2 = 1100 m, H3 = 2100 m, H4 =
7400 m ja H5 = 17000 m).
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Kuva 2. Maahengitys Koverharin (K), Savon Sellun (SA), Siilinjarven (Sl) ja Haapaveden (HA)
koealoilla kahden rinnakkaisen keskiarvoina (havaintopaikat 1 = kuormitetulla alueella, 2 =
vertailualueella).
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Humusten happamuus niytealoilla oli keskimddrin pH 4, mutta vaihtelu alueiden
vélilla oli huomattavaa. Happamuus ndytti lievésti lisddntyvan kasvukauden aikana.
Koverharissa lahelld paastolahdettid ollcella koealalla alkaalinen laskeuma oli nostanut
pH:n 7,0:aan ecnsimmaisissa ndytteissd ja 0,4:ddn toisissa ndytteissd kun taas vartai-
lualalla vastaavat luvut olivat 4,3 ja 4,2. Savon sellun ldhelld humus oli noin puoli
pH-yksikkda happamampaa kuin vertailualucella. Siilinjdrven vertailualueclla humus
oli noin puoli pH-yksikkda happamampaa kuin pédastdlahtcen l4helld. Harjavallassa ja
Haapavedellda humuksen happamuus ei vaihdellut nédytealojen valillda.  Tulosten
perusteclla ndyttaa silté, cttd Harjavallan ja Savon Scllun ympdristdssa tuotantolaitos—
ten aiheuttama paikallinen laskeuma on vdhentinyt mikrobiologista aktiivisuutta.
Harjavallassa tdma johtuu ldhinnd raskasmectalleista ja Savon Sellun ympéristossa
rikkilaskeumasta, mikd on johtanut my0s humuksen lievddn happamoitumiseen.
Koverharissa alkalinen laskeuma on johtanut pH:n nousuun ja mikrobiologisen
aktiivisuuden kohoamiseen. Siilinjarvelld ja Haapavedelld ei laskeuman vaikutuksia
havaittu.

4.2 Entsyymiaktiivisuudet

Maanéaytteiden Api Zym- testikitilla arvioitujen eri entsyymien aktiivisuudet
Harjavallan maanédytteissd esitetddn kuvassa 3. Hapan fosfataasiaktiivisuus seka
fosfoamidaasiaktiivisuus kasvaa selkedsti siirryttdessa kauemmas padstdlahteestd. Sama
trendi, joskin hcikompana on havaittavissa myds alkalisen fosfataasin ja betaglu-
kosaminidaasin aktiivisuuksissa. Muissa entsyymiaktiivisuuksissa pédastdlahteen
vaikutuksia ei voida selkedsti havaita. Harjavallan lokakuun ndytekerran kahden
rinnakkaisen maandyttecn fosfataasiaktiivisuudet esitetddn kuvassa 4. Aktiivisuus
laskee selvasti padstdlahdettd kohti.

4.3 Bakteerien ja sienten pesikeluvut

Bakteerien ja sicnten suhtecllisessa lukumaardtihcydessd pesdkelukuina mitattuna
havaittiin eroja kohdealuciden valilld (kuvat 5-7) ja erdilld havaintoalueilla todettiin
eroja kuormitetun ja kontrollialueen valilla. Nayttcenoton ajankohta saattoi vaikuttaa
kuormituksen vaikutuksen ilmenemiscen. Rinnakkaisten naytteiden véliset erot eivét
yleensi olleet kovin suuria (liite 2).

Kuormitus wvaikutti heterotrofiseen pesidkelukuun R2A-agarilla médritettyna sekd
Harjavallassa ettd Koverharin alueella (varianssianalyysi logaritmitransformoiduille
pesdkeluvuille riippui havaintopaikasta: Harjavalta F,, = 5,51*, Koverhar F,, =
34,89**). Muilla havaintopaikoilla ¢i havaittu merkitsevaa riippuvuutta.

Toukokuussa otetuissa Harjavallan naytteissa todettiin selva raskasmetallikuormituksen
aiheuttama mikrobiflooran lajiston muuttuminen tchtaan laheisyydessad (kuva S). Se
nakyi sekd heterotrofisen pesdkeluvun nousemisena tehdasta lahinna olevassa pisteessa
R2Av-alustalla kontrollialueen tasolle verratuna H2 ja H3 havaintopaikkojen alempiin
pesakelukuihin. Tuloksen vahvisti se, ettd kasvualustalla, johon oli lisitty suuret
madrit raskasmetalleja (500 mg 1! Cu ja 100 mg ™' Zn ja Ni), saatiin resistenttien
bakteerien pesidkeluvuksi tehtaan ldheisyydessd viela H3 havaintopaikallakin selvésti
suuremmat lukumaddrdtiheydet kuin etddmpdnd. Sienilld pesikeluku oli alhaisempi
tehtaan laheisyydessd kuin vertailualucella (MEA) ja raskasmetalleille resistentteja
kantoja l0ytyi vain tehtaan ldheisyydestda (MEAmod).
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Kuva 3. Eri entsyymien aktiivisuudet Harjavallan maandytteissa (reaktion voimakkuus
0-5, jossa 1 vastaa noin 5, 2 noin 10, 3 noin 20, 4 noin 30 ja 5 noin 40 tai enemmén

nanomoolia entsyymid, havaintopaikat kuten kuvassa 1).
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Kuva 4. Maanaytteiden hapan fosfataasiaktiivisuus (umol PNF/q(tp)/h) Harjavallan eri

naytepaikoissa (havaintopaikat kuten kuvassa 1).
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Kuva 5. Heterotrofisten bakteerien pesékeluku R2Av, raskasmeialliresistentittien heterotrofisten bakteerien pesakeluku R2Amod, sienten pesakeluku MEA
Jja raskasmetalliresistenttien sienten pesakeluku MEAmod Harjavallan ndytteissé kolmena havaintokertana (havaintopaikat kuten kuvassa 1).
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Kuva 6. Heterotrofisten bakteerien pesdkeluku R2Av ja sienten pesakeluku MEA
Koverharin ja Savon Sellun ympéristéssa. Savon Sellun osalta esitetdan myds tulokset
kasvualustoilta, joihin on lisétty rikkia ja typped (R2Amod ja MEAmod). (havaintopaikat
1 = kuormitetuulla alueella, 2 = vertailualueella).
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Kuva 7. Heterotrofisten bakteerien pesékeluku R2Av ja sienten pesakeluku MEA
Siilinjdrven tehtaan ja Haapaveden turvevoimalan laheisyydessa. Siilinjarven osalta on
esitelty myos tulokset kasvualustoilta, joihin on lisatty fluoridia (R2amod ja MEAmod)
(havaintopaikat 1 = kuormitetulla alueella, 2 = vertailualueella).
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Elokuun néaytteenotossa havaittiin sekd bakteerien ettd sienten méérien laskevan
tehdasta ldhestyttdessd. Huolimatta sykloheksimidistd kasvualustassa, homeet
haittasivat raskasmetalleja siséltdvien R2ZAmod-maljojen lukua ndissd naytteissa.
Resistenttien bakteerien madrat olivat samaa suuruusluokkaa kuin toukokuussa H1 ja
H?2 havaintopaikoissa. Sienten maarissd MEA-alustalla ja samalla raskasmetallilisayk—
sellda kuin bakteeriviljelyssd ei ollut selvid eroja. Molempien lukumé&arat laskivat
tehdasta kohti.

Lokakuussa tutkittiin vain havaintopaikat H2, H3 ja H5. R2ZAmod-alustastaan lisattiin
vain kymmenesosa siitd raskasmetallipitoisuudesta, jota kaytettiin aiemmin. Talla
lisdykselld ei havaittu eroja R2A—agarin tuloksiin ndhden lukuunottamatta havainto—
paikkaa H3, jossa metalleja sisaltavalla alustalla oli vahemman pesédkkeitd. Tama tulos
lienee satunnainen poikkeama. Sienten mairissa ei havaittu eroja havaintopaikkojen
valilla.

Koverharin sulaton emaksinen laskeuma lisdsi bakteerien lukumaaratiheytta
vertailualueeseen verrattuna (kuva 6).

Savon Sellun, Siilinjarven tehtaan ja kaivoksen sekd Haapaveden turvevoimalan
ymparistossd kuormitus ei ilmennyt mikrobien lukuméarien eroina (kuvat 6 ja 7).
Siilinjdrvellad bakteerien mdaérat olivat korkeat suhteessa sienten méariin.

4.4 Liemiviljelyt

Kahden ensimmadisen nédytekerran kasvatuksissa lisdtyt metallipitoisuudet 0,5 mg/l ja
1 mg/l eivat vield aiheuttaneet havaittavaa kasvunestymistd minkdan ndytepaikan
mikrobistolle. Ilman metallilisdyksid kasvatettuissa kontrollikaivoissa kasvu eri
naytekerroilla oli tasoltaan sama. Ainoastaan havaintopaikkojen H1 ja H2 niytteiden
aikaansaama kasvu jai puoleen esim. paikan HS kasvusta.

Kolmannella naytekerralla lisatyt metallipitoisuudet olivat 10 mg/l kutakin metalli—
ionia. Tdman kasvatuskerran eri maandytteiden mikrobiston kasvukayrat (S rinnakkai~
sen keskiarvo, hajonta n. +/-5%) kontrollikaivoissa esitetdan kuvassa 8 sekd kolmen
metallin kanssa (Cu, Ni, Zn) kuvassa 9. Lisatyt metallipitoisuudet pidensivéat selvisti
mikrobiston kasvun lag-vaihetta. TAma havaitaan etenkin verrattaessa kasvua 40
tunnin jalkeen.

Inkuboinnin edistyessa, 70 tunnin jalkeen havaitaan kuvassa 9 (metallilisdykset) selva
ero tehdasta ldhelld olevien ndytepaikkojen H3 ja H2 kasvussa verrattuna puhtaan
alueen ndytteisiin H4 ja HS. IImeisesti pienesta alkupopulaatiosta johtuen naytepaikan
H1 mikrobisto on vasta saavuttamassa eksponentiaalista kasvun vaihetta. Naytteen H1
mikrobisto jatkoi kasvua aina 115 tuntiin asti. Talloin kasvu metallilisatyissa kaivoissa
oli jopa kontrollikaivoja voimakkaampaa. Esimerkiksi kuparia, nikkelid ja sinkkia
sisdltdavien kaivojen kasvu saavutti kontrollikaivojen kasvun 80 tunnin kuluessa. Kaik—
kien eri metallilisdysten vaikutus naytepaikkojen mikrobiston kasvuun 70 tunnin jal-
keen esitetdan kuvassa 10.

Lihempana paastolahdettd havaittu mikrobiston metalliresistenssin lisédntyminen
esitetddn kuvassa 11. Tassd verrataan kunkin ndytepaikan mikrobiston kasvua 70
tunnin aikana eri metallilisdyksissé verrattuna kontrollikaivoihin. Kolmen metallin
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Kuva 8. Kolmannen kasvatuskerran eri maanaytteiden (H1,...H5) mikrobiston kasvukayrat
(absorbanssi, 5 rinnakkaisen keskiarvo, hajonta n. +/-5%) kontrollikaivoissa ilman metallilisdyksia
70 tunnin kasvatuksen aikana.
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Kuva 9. Kolmannen kasvatuskerran eri maanéaytteiden (H1,...H5) mikrobiston kasvukayrat (ab-
sorbanssi, 5 rinnakkaisen keskiarvo, hajonta n. +/-5%) kaivoissa, joihin on lisatty kuparia, nikkelid
ja sinkkia 70 tunnin kasvatuksen aikana.



2

B kontrolli

B Cu+Ni

[ cu+zn
Ni+Zn

[l Cu+Ni+Zn

Ocu
Y Ni
M zn

E cuNi+Zn

B CusNi
Cu+Zn
[ Ni#Zn

B cu
O i
A Zn

R s

SN

%

Kuva 10. Eri metallilisdysten vaikutus naytepaikkojen mikrobiston kasvuun (absorbanssi) 70 tunnin

Jjélkeen.

Kuva 11. Metalliliséysten vaikutus eri ndytepaikkojen mikrobiston kasvuun verrattuna kontrollikaivoi~

hin (kasvu prosentteina kontrollikaivoista).
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(Cu, Ni, Zn) lisdys estd selkedsti puhtaan alueen maaniytteiden H4 ja H5 mikrobis-
ton kasvua (kasvu vain n. 50% kontrollista). Ndytepaikan H2 mikrobiston kasvua em.
metallilisdys esti ainoastaan alle 10%. Léhinnd padstolahdettd paikassa H1 esiintyi
my0s selkedd metalliresistenssid, joka havaittiin kasvatuksen edistyessd selvemmin.

4.5 DNA:n eristys

DNA:n eristdmisessd modifioitiin Saanon ja Lindstromin (1995) kehittiméa
menetelméd lisddmélld siithen Bead Beater -homogenointikasittely. Homogenoinnin
etuna oli suurentunut, joskin alkuperdistd pilkkoutuneempi DNA-saanto (kuva 12).

Soluseindrakenteeltaan erovien mikrobiryhmien DNA:n uuttumista verrattiin
kokoelmakannoilla. Saanon menetelmalld saatiin gram-negatiivisilla bakteereilla hyva
saalis; gram-positiivisten bakteerien ja homeiden DNA:n uuttumista paransi
mekaaninen késittely, jota kokeiltiin ennen ja jilkeen setyylitrimetyyliammonium-
bromidi (CTAB) -kisittelyn (kuva 13). Varmistettaessa mahdollisimman monien
mikrobien DNA:n uuttuminen, pdadyttiin kdyttdmadn homogenisointia CTAB-li-
sdyksen jdlkeen kaikilla tutkituilla ndytteilla.

Maaniytteiden DNA:ta eristettdessd mekaaninen kisittely yleensd paransi saalista,
mutta joissakin ndytteisss DNA uuttui hyvin ilman homogenisointia (kuva 14).
Uuttuvan DNA:n méérisséd oli ndytepaikkakohtaisia eroja.

4.6 DNA-jaksojen monistus

Eri reaktiotilavuuksista ja parhaimmaksi osoittautui reaktioseoksen 50 ul:n totaalivo-
lyymi. Eristetyista DNA-ndytteistd tehdyistd laimennoksista olivat 1:10 ja 1:100
yleensd parhaimmat. Muiden komponenttien osalta paadyttiin seuraaviin pitoisuuksiin:
20 pmol/ul kutakin dNTP (Pharmacia), alukkeita 5 pmol/ul (KEBO Lab), 10x
reaktiopuskuri (Dynazymen) ja 2U DNA Polymerase F-500S (Dynazyme). Oljya
aplikoitiin reaktiotilavuutta vastaava miard reaktioseoksen péalle.

fD1- ja rD1 -alukkeilla monistus onnistui maljaviljelmastéd eristetyllda DNA:lla E.
mundtii, E. faecium, E. hirae ja Ps. putida kannoilla sekd Harjavallasta eristetyn
resistentin gramnegatiivisen bakteerin DNA:lla (kuva 15). Harjavallan ja Koverharin
maandytteistd eristettyd 16S rDNA saatiin ndilld alukkeilla monistettua (kuva 16).
DGGE:n vaatimusten vuoksi siirryttiin kuitenkin uusiin alukkeisiin, joilla voitiin
tuottaa lyhyempéa fragmenttia 16S rDNA:sta.

GMS5FGC- ja 905R -alukkeilla PCR-ajoa kokeiltiin puhdasviljelmille, E. faecium ja
Ps. putida, joista viimeksimainitulla ei saatu monistettua oikean kokoista tuotetta
lainkaan. Sen sijaan sekd Koverharista ettd Harjavallasta eristettyjen maandytteiden
monistus kyseisilld alukkeilla onnistui. Koska kaikkien bakteerien DNA-jaksojen
monistaminen nailld alukkeilla ei vaikuttanut luotettavalta, siirryttiin kdyttdmain uusia
alukkeita.

Y1- ja Y2 -alukkeilla saatiin sekd E. faeciumilla etta Ps. putidalla monistettua oikean
kokoista fragmenttia (kuva 17). Lupaavien tulosten vuoksi paatettiin jatkossa kdyttaa
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Kuva 13. DNA:n eristys eri mikrobeista Saanon ja Lindstrémin (1995) menetelmalla ja tdydennettynéa

mekaanisella késittelyllda (BB) ennen tai jadlkeen CTBA-lisdayksen.
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Kuva 15. Puhdasvilejimien DNA:n monistus fD1- ja rD1-alukkeilla (markkerina »Bst Ell; n. 1500 pb
tuote on merkitty nuolella)
a) A = reaktiotilavuus 50 ul, templaatin laimennos 1:10

B = reaktiotilavuus 50 ul, templaatin laimennos 1:100

C = reaktiotilavuus 100 ul, templaatin laimennos 1:10

D = reaktiotilavuus 100 i, templaatin laimennos 1:100
b) A = 100 pmoljul; B = 50 pmoljul; C = 20 pmoljul
¢) Nukleotidipitoisuus A = 20, B = 100 ja C = 200 pmoljul; templaatin laimennokset on merkitty
kuvaan.



Kuva 16. Koverharin ja Harjavallan maandytteista eristetyn DNA:n monistus fD1- ja
rD1-alukkeilla, Templaatin laimennos 1:10 antoi parhaan tuloksen (markkerina \Bst
Ell; n. 1500 pb tuote on merkitty nuolella).
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Kuva 17. E. faecium ja Ps. putida kannoista eristetyn DNA:n monistus Y1- ja Y2-
alukkeilla (markkerina ABst Ell; n. 300 pb tuote on merkitty nuolella).
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naitd alukkeita kuitenkin siten muunnettuina, ettd toiseen alukkeeseen lisattiin
runsaasti guaniinia ja sytosiinia sisdltdvd jakso DGGE-ajojen onnistumisen
varmistamiseksi. Kokeilut YIGC- ja Y2 —alukkeilla antoivat samankaltaisia tuloksia,
kuin ilman GC-jaksoa eli ne toimivat puhdasviljelmakokeiluissa.

4.7 Denaturoiva gradienttigeelielektroforeesi

DGGE~-menetelma perustuu DNA:n kaksoiskierteen aukeamiseen (sulamiseen) osittain
yksijuosteiseksi G+C%:n funktiona tietyssd urean ja formamidin konsentraatiossa
kdyttden geeliclektroforeesilaitetta. Pienikin ero sekvenssissd muuttaa fragmentin
kdyttaytymistd DGGE:ssd, joten samanpituisia, mutta sekvensseiltdan eroavia DNA-
jaksoja voidaan erotella toisistaan erilaisten kulkeutumisominaisuuksien vuoksi.

Alunperin aiottiin monistaa PCR-reaktiossa maasta eristetystd DNA:sta ja maasta
eristetyistd mikrobeista eristetystd DNA:sta 16S rDNA-jaksoja ja analysoida niitd
edelleen DGGE-ajoissa. Tassd vaiheessa tuloksia on kaytettdvissa vain laborato—
riopuhdasviljelmista.

DGGE-~laite ja ajo-olosuhteet optimoitiin kaytettyjen alukkeiden monistustuotteita
varten kdyttden templaattina kokelmakantoja. Aluksi kaytettiim PCR-monistukseen
fD1~ja rD1-alukkeita, joilla monistuu noin 1500 emdésparin jakso. Tuotteen ajo
perpendicular—geelissd, jossa naytteen kulkusuunta sahkokentdssa ja geelin kasvava
urea-formamimidi —pitoisuus ovat kohtisuorassa toisiaan vastaan, antoi odotetun S—
kdyran (kuva 18).

DGGE-ajossa voitiin kokeilla vain E. faeciumin monistustuotetta 907R~ ja
GMSFGC-alukkeilla, koska Ps. putidalla monistus ei onnistunut. E. faeciumin 550
emasparin monistustuoteen sulamisalue saatiin DGGE~ajossa arvioitua.

Y1- ja Y2-alukkeilla pystyttiin monistamaan molempien tutkittujen puhdasviljelma-
kantojen, E. faeciumin ja Ps. putidan, DNA-jaksot. PCR-reaktiossa tuotettujen eri
puhdasviljelmien 16S rDNA-jaksot, noin 300 emdsparia, pystyttiin DGGE:ssé
erottamaan toisistaan . Perpendicular—geelissd syntyi kaksi toisiaan myotdilevda S—
kayrda (kuva 19). Samoilla naytteilla ajettiin parallel-geeli, jossa nédytteet kulkevat
sahkOkentdn suuntaan kasvavaa urea—~formamidi —pitoisuutta kohti. E. faeciumin 16S
rDNA-fragmentti kulki geelissd hitaammin, kuin vastaava Ps. putidan fragmentti
(kuva 19).

Vaikka analyysit ovat vield kesken, Y1GC- ja Y2-alukkeiden PCR-tuotteiden
toivotaan olevan DGGE:ssi stabiilimpia, kuin ilman alukkeeseen tehtyd GC-lisédysta.

Harjavallasta eristettyjen resistenttien kantojen DGGE -analyysit ovat Y1- tai
Y1GC- ja Y2 —alukkeilla alkamassa. -
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Kuva 18. DGGE:n perpendicular-geeli E. faecium ja Ps. putida kannoista eristetysia

DNA:sta fD1- ja rD1-alukkeilla tuotetuilla

16S

rDNA-fragmenteilla

(denaturanttikonsentraatio vaihelee valilla 0 - 80%, akrylamidigeelin vakevyys on 6%

ja ajoaika 4 h).
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Kuva 19. E. faecium ja Ps. putida kannoista eristetystd DNA:sta Y1~ ja Y2-alukkeilla

monistettujen 16S rDNA-fragmenttien DGGE-geelit:

a) perpendicular-geeli (ajo-olosuhteet kuten kuvassa 18).

b) parallel-geeli, jossa ajoaika néytteille 1 = 6 h, 2 = 55 h ja 3 = 5 h( 6%
akrylamidigeelin denaturanttikonsentraatio oli 45 - 80%). Pisimmalle kulkeutuneet

ndytteen ovat n. 60% denaturanttikonsentraation kohdalla.



5 TULOSTEN TARKASTELU

5.1 Maan mikrobiaktiivisuus

Ihmisen toiminnan haitalliset vaikutukset metsdluonnolle pitdisi voida havaita niin
ajoissa, ettd korjaavat toimenpiteet vield ovat mahdollisia. Maaperdn mikrobitoiminta
on keskeinen perusta metsaekosysteemissd. Maahengitysta (CO,~tuotto) ja mikrobi~
biomassaa mittaamalla saadaan hyoddyllistd tietoa ainetaseiden laskemisen pohjaksi ja
voidaan havaita esimerkiksi raskasmetalleilla vahvasti kuormitettujen maa-alueiden
heikentynyt hajoitustoiminta (Vanhala ja Ahtiainen 1992). Maahengitysmittausten
tulokset tassa tutkimuksessa osoittivat kuormituksen vahentivan mikrobiaktiivisuutta
Harjavallan alueella ja Savon Sellun ldheisyydessd, mutta lisddvan sitd Koverharin
sulaton laheisyydessd. Muilla tutkituilla alueilla ei maahengitysmittausten perusteella
havaittu mikrobiaktiivisuudessa kuormituksen aiheuttamaa muutosta. On kuitenkin
ilmeistd, ettd mikrobeista voi valikoitua jiljelle kuormitusta sietavia lajeja kuormituk—
sen seurauksena, vaikka kuormitus ei vield heijastu maahengityksen alenemisena.

Harjavallan ympaéristossa on tehty runsaasti ilmansaasteisiin liittyvaa ekologista
tutkimusta. Tama tutkimus osoitti, ettd Harjavallassa raskasmetallilaskeuma on
vahentdnyt selvasti maan mikrobiologista aktiivisuutta paistoldhteen ymparistossa.
Vastaaviin tuloksiin Harjavallassa ovat pdatyneet myds Fritze ym. (1989), Vanhala ja
Ahtiainen (1994) seka Fritze ym. (1996). Koverharissa alkalinen laskeuma oli nostanut
humuksen pH:ta ja lisdnnyt mikrobiologista aktiivisuutta sulaton lahelld. Saman on
raportoinut myos Fritze (1991). Savon Sellun rikkilaskeuman kuormittamalla koealalla
mikrobiologinen aktiivisuus oli alempi kuin kuormittamattomalla tausta—alalla. Humus
oli myds happamampaa padastoldhteen ldheisyydessa. Siilinjarvelld ja Haapavedella ei
laskeuman vaikutuksia havaittu. Happamoittavan laskeuman vaikutuksia metsdmaan
mikrobiflooraan on tutkittu runsaasti. Tulokset ovat olleet usein ristiriitaisia, mutta
ainakin voimakkaan happamoittavan laskeuman on havaittu vahentdvan mikrobitoi-
mintaa (Fritze 1992, Vanhala ym. 1990).

Maan eri entsyymien aktiivisuus saattaisi maahengitystd herkemmin muuttua
kuormituksen seurauksena (Baath 1989). Harjavallan maandytteissid entsyymiaktiivi—
suudet olivat ldhempdnd tehdasta selvisti estyneitd kontrollialueisiin verrattuna.
Selvimpana tdmd gradientti havaittiin happaman fosfataasin aktiivisuudessa seki
kvantitatiivisessa mittauksessa ettd Api Zym- entsyymikitilla. Muista entsyymeista
selked gradientti havaittiin fosfoamidaasiaktiivisuudessa. Kuten fosfataasikin tdméa ent—
syymi on tyypillinen fosforin mineralisaatioon liittyvd eksoentsyymi, joka pilkkoo
valkuaisaineiden typpi-fosforisidoksia vapauttaen edelleen ortofosfaattia. Muiden
entsyymien aktiivisuudet jdivat melko vahdisiksi eika selvdd entsyymitoiminnan
monimuotoisuuden vdhenemistd voida todeta kuin tehdasta ldhinnd olevassa
naytepaikassa. My0s maandytteiden sisaltamét raskasmetallit saattoivat inhiboida -
maandytteen sisaltdmien entsyymien toimintaa vield inkuboinnin aikana.

5.2 Viljelymenetelmat

Viljelymenetelmien haittana on se, ettd vain osa mikrobeista saadaan esiin viljellen
cikd tiedetd, ovatko viljelyssd esiin saadut lajit toimineet aktiivisesti ymparistossa
naytteenottohetkelld. Erityisesti sienten osalta viljelyissd voidaan saada esiin pesdk—
keitd maassa passiivisina olleista iti0istd. Etuna viljelymenetelmissd on se, ettd
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olosuhteita siitelemilld saadaan esiin spesifisid taksonomisia tai funktionaalisia
ryhmid ja ettd eristettyjen mikrobien ominaisuuksia voidaan tutkia ja ne voidaan
tunnistaa, jolloin on kiytettdvissa julkaistu kirjallisuus niiden ominaisuuksista ja
ekologiasta.

Tassa tutkimuksessa heterotrofinen pesiakeluku vaihteli 107 ja 10* CFU/g tp vélilla
lukuunottamatta Harjavallan kuormitettuja alueita, joissa se oli alempi. Sienten
pesdkeluvut olivat huomattavasti pienempia. Erityisesti Siilinjdrven alueella havaittiin
alhaisia sienten lukumaaratiheyksia. Tilastollisesti merkitsevd kuormituksen vaikutus
hetrotrofiseen pesidkelukuun todettiin vain Harjavallan ja Koverharin vaikutuspiirissa.
Harjavallassa ilmeisesti raskasmetallikuormitus pienensi ja Koverharissa alkaalinen
laskeuma nosti bakteerien pesdkelukua. Ajankohdan vaikutus ei ollut Harjavallan
naytteissd tilastollisesti merkitsevd, mutta koetoistoja lisddmalld vaikutus tulisi
todenndkoisesti esiin.

Tutkimuksessa testattiin my0s bakteerien ja sienten metalliresistenssin riippuvuutta
kuormituksesta. Hetrerotrofinen pesdkeluku aleni ldhestyttdessa kontrollialueelta
Harjavallan tehdasta, mutta nousi uudelleen tehtaan ldheisyydessd. Tama viittasi
resistentin flooran kehittymiseen ja havainnon vahvisti viljelytulos kasvualustalla,
johon oli lisatty raskasmetalleja Metalliresistenttien mikrobien lisddantyminen
lahempdnd Harjavallan tehdasta havaittiin selvasti myos Bioscreen— liemikasvatuksis-—-
sa. Sienten osalta tulokset olivat viitteellisid, mutta ainoat metalliresistentit sienet
l6ytyivat tehtaan laheisyydestd viljellyista néytteistd. Tassa tutkimuksessa havaitut
tulokset ovat sopusoinnussa aiemmin julkaistujen tietojen kanssa myds siltd osin, etta

sadesienten ohella resistentteind eristetyt bakteerit osoittautuivat gram-negatiivisiksi
(B&ath 1989).

5.3 Molekyylibiologian menetelmiit

Molekyylibiologian menetelmistd nukleiinihappojen tutkimus tarjoaa ymparistomikro-
biologian tutkimukseen runsaasti lupaavia mahdollisuuksia, joista on kuitenkin
toistaiseksi vain rajoitetusti kokemusta.

Molekyylibiologian menetelmin runsaasti tutkituille ryhmille voidaan kayttaa
julkaistuihin tietoihin perustuvia alukkeita DNA-jaksojen monistuksessa ja geenikoet—
timia hybridisaatiossa. Kéyttdonotettavien alukkeiden valinta perustuu nykytietamyk-
seen niiden spesifisyydesta eri taksonomisille ryhmille. Tietoja ei kuitenkaan ole
riittdvasti kaikista keskeisistd suurista taksonomisista ryhmistd eika funtionaalisista
ryhmista. /n siru —hybridisaatiossa kéytetdan fluoresoivalla leimalla varustettuja 16S
rTRNA:han sitoutuvia oligonukleotideja (Schleifer ym. 1993). Koska solussa on
runsaasti nditd molekyyleja, sitoutuneet oligonukleotidit saavat koko solun fluoresoi-
maan, jolloin ne voidaan epifluoresenssimikroskoopissa havaita. Menetelmd on
lupaava, mutta sitd kdytetdan toistaiseksi vain harvoissa laboratorioissa ja kattavan,
spesifisyydeltddn tunnetun, oligonukleotidikokoelman aikaansaaminen vaatii vield
ty6td, jossa DNA:n eristykseen, spesifisten jaksojen monistukseen, niiden erotteluun
esim. DGGE:mn avulla, ja sekvenointiin perustuvia menetelmida voidaan kiyttai
hyvaksi.

Maaperassa tarkeille taksonomisille mikrobiryhmille, kuten arkkiorganismit, sadesienet
ja Clostridium/Bacillus-haara tarvittaisiin spesifiset alukkeet ja koettimet, jotta
voitaisiin ensin kartoittaa suurten taksonomisten ryhmien esiintyminen ja sitten selvit—
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tad alempien taksonomisten ryhmien esiintymistd. Tédrkeistd aineenvaihduntareaktioista
vastaavien mikrobien osoittaminen (typen kierto, raskasmetalliresistenssi, haitallisten
aineiden hajoitus yms.) on myds ympdristovaikutusten havaitsemiseksi hyddyllisti ja
vaatii my0s luonteenomaisesta reaktiosta vastaavien geenien spesifisten jaksojen
etsimista.

Puhdasviljelmien hyvaksikdytto tdydentdd luonnon ndytteen DNAsta saadun tiedon.
Esimerkiksi, kun naytteesta eristetystd DNAsta voidaan osoittaa tietty taksonominen
tai funktionaalinen ryhma, voidaan haluttaessa optimoida viljelyolosuhteet ja pyrkii
eristimaan kiinnostava kanta jatkotarkasteluja varten. Tassa hankkeessa Harjavallan
kuormitetulta alueelta maasta eristetyn DNA:n ja samoista ndytteistd eristettyjen
bakteereiden DNA:ta verrataan DGGE-ajoissa jatkotutkimuksissa, jotka ovat
kdynnissa.

DNA:n uuttamisessa maanaytteistd on pyrittavd padsemadn eroon hdiritsevista
tekijoista, kuten humuksesta, joten Saanon ja Lindstromin (1995) kehittama menetelmé
on hyva suomalaisen metsdmaan humuskerroksen naytteille. Koska menetelmai on
aiemmin kdytetty ennenkaikkea gram-negatiivisille bakteereille, tissa tutkimuksessa
lisattiin menetelmdan mekaaninen homogenointivaihe, jotta DNA saataisiin uuttumaan
mahdollisimman monenlaisen soluseindrakenteen mikrobeista. Homogenointi pilkkoo
DNA:ta eri mikrobeilla ja eri maandytteissa eri maarin, mika saattaa katkaista DNA-
kaksoissaikeen my0s monistettavasta kohdasta. Toisaalta maaperdssid esiintyvien
kaikkien mikrobiryhmien esiinsaaminen on valttamaténta, jottei saataisi vinoutunutta
kuvaa flooran koostumuksesta.

Kokonaisen 16S rDNA:n PCR-monistus fD1- ja rD1 -alukkeilla (Weisburg ym.
1991) antoi lupaavia tuloksia sekd puhdasviljelmilld ettd maanidyteilld, mutta niiden
kaytosta luovuttiin, koska monistustuotteen koko (1500 bp) asetti rajoitukset DGGE—
analyyseille. Hyvia tuloksia on saatu DGGE:ss4, kun analysoitavat fragmentit ovat
25:std muutamaan sataan emdsparia pitkid (Muyzer ym. 1995). Muizerin ym.
suosittelemia alukkeita 907R ja GMSEF, jossa on 40 bp:n GC-clamp 5' piddssa,
kédytetiin monistamaan 16S rDNA:m 550 bp:n fragmenttia E. faeciumilla ja Ps.
putidalla. Ps. putida ei kuitenkaan monistunut kyseisilld alukkeilla ja siitd voitiin
paatelld, etteivat kyseiset alukkeet todenndkoisesti luotettavasti toimi sekapopulaatiol -
lekaan. Siksi siirryttiin 16S rDNA:n 300 bp:n fragmenttia monistaviin alukkeisiin Y1
ja Y2 (Young et al. 1991). Nailla alukkeilla saatiin sekéd E. faecium ettd Ps. putida
kantojen DNA-jaksot monistumaan ja monistustuotteet erotettua DGGE-analyysissa.
E. faecium kulki geelissd hitaammin kuin Ps. putida. Jatkokokeita varten on Y1-
alukkeen S'-padhéan liitetty 40 bp:n GC-clamp lisddmaan ndytteiden stabiilisuutta
DGGE:ssa ja naitd alukkeita kadytetdan tutkittaessa eri havaintoalueilta eristettyd
DNA:ta sekd Harjavallasta eristettyjd metalliresistenttejd bakteereita. Alukkeiden
vélinen ero 16S rDNA:n fragmenttien monistumisessa havaittiin tassd tutkimuksessa.
Kokeellisesti ilmidta ovat selvittaneet Suzuki ja Giovannoni (1996).

5.4 Eri menetelmien antama kuva kuormituksen vaikutuksesta

Maahengitysmittaukset (ilmoitettuna hehkutushaviéta kohti) ja bakteerien pesidkelu-—
kumadritykset (ilmoitettuna tuorepainoa kohti) antoivat hyvin yhtenevdn kuvan
kuormituksen vaikutuksesta. Kuitenkin ero havaittiin Savon Sellun osalta, jossa
bakteereiden ja sienten pesdkeluvuissa ei todettu eroa vaikutusalueella ja vertailualu—
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eella, mutta maahengitys oli selvasti heikentynyt vaikutusalueella. Télld alueella
jatkotutkimukset (entsyymiaktiivisuudet, mikrobilajisto) olisivat aihecllisia. Samoin
jatkotutkimuksia olisi syyta tehdd Koverharin alueella, jossa laskeuma lisda
maahengitystd ja bakteerilukumaaria.

Harjavallan néytteissd maahengitys, entsyymiaktiivisuudet, bakteerien ja sienten
pesakelukumaéritykset ja liemiviljelyssd mitattu raskasmetallien vaikutus kasvuun
antoivat kaikki samansuuntaiset tulokset eikd menetelmien herkkyyden vélilld ilmennyt
eroja kaytetyssd koejdrjestelyssd. Menectelmien herkkyyttd verrattaessa saattaisi olla
tarkoituksenmukaista mitata vaikutuksia Harjavallassa havaintopaikkojen H3 ja HS
viliselld alueella. H3 on silmindhden héiriintynyt, kun taas H4-alueella ei ole selvésti
havaittavia muutoksia.

Baath (1989) on ansiokkaasti arvioinut raskasmetallikuormituksen vaikutuksia
maaperdn mikrobeihin ja niiden toimintaan sekd arvioinut eri mittausmenetelmia.
Hanen esittdménsa nakokohdat sopivat monelta osin kuormituksen tai muuttavan
toiminnan vaikutusten arviointiin yleisemminkin. Tdmi tutkimus vahvistaa Bathin
nakemyksen maahengitysmittauksen ja entsyymiaktiivisuuksien mittausten kayttokel—
poisuudesta. My0s hénen esittdméansa nakemys typen kierron prosessien mittaamisesta
kuormituksen vaikutusten arvioimiseksi todenndkdisesti hiilen mineralisaatiota
herkempidnd menetelmédné ansaitsee tulla huomioon otetuksi.

Heterotrofisen pesdkeluvun ja sienten pesdkelukujen madrittdminen ei sindlldan
lisdnnyt maahengitysmittauksen antamaa tietoa kuormituksen vaikutukseta tassé
tutkimuksessa. Kuitenkin pesidkelukumadrityksin pystytiin osoittamaan kuormituksen
indusoiman resistentin mikrobiflooran kehittyminen, jonka hiilidioksidin tuotto ei
kuitenkaan ollut yhtd tehokasta kuin hairiintymattdéman flooran. Viljelymenetelmien
etuna onkin ldhinnd se, ettd viljelyolosuhteita muuntamalla voidaan saada esiin
haluttuja taksonomisia ja funkionaalisia ryhmid ja eristdd kantoja tarkempiin
tutkimuksiin.

Molekyylibiologian tarjoamat menetelmat ovat lupaavia lajistoselvityksissa erityisesti
siksi, ettd esiin saadaan myds mikrobit, joita ei osata viljelymenetelmin saada esiin,
ja koska niiden avulla padstddn luotettavaan tunnistukseen ja fylogenian selvittdmi-
seen. Toisaalta toistaiseksi on riittdmattomasti tictoa saannosta DNA:ta eristettiessa ja
sen jaksoja monistettaessa maandytteista.  Alustavat kokeet tassd tutkimuksessa
kuitenkin rohkaisevat jatkamaan. DNA:n eristykseen perustuvaa analytiikkaa tulisi
taydentdd kayttdmalla in situ -hybridisaatiomenetelmid, joiden kayttoonottoon ja
kehittdmiseen tulisi sijoittaa voimavaroja.

6 JOHTOPAATOKSET

Tutkimuksessa voitiin osoittaa maahengitysmittauksen, entsyymiaktiivisuuksien ja
mikrobien pesdkelukuméaritysten heijastelevan kuormitusta erailla havaintoalueilla ja
tunnistaa havaintoalueita, joille jatkotutkimuksia herkkien menetelmien testaamiseksi
tulisi keskittdad. Maahengityksen ohella olisi tarpeen mitata typen kicrron prosessien
intensitettid tai potentiaalia.
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Entsyymiaktiivisuuksien kdyttdod ilmentdmdéan haitallisia muutoksia mikrobifioorassa
tulisi kehittda siten, ettd saataisiin mitattua vaikutuksia mahdollisimman monenlaisiin
aineenvaihduntareaktioihin ja aineiden kiertokulkuun. Tiassid voidaan kayttid seki
olemassa olevia entsyymitestisarjoja ja bakteerien tunnistukseen tarkoitettuja_
identifiointijarjestclmia ettd yksittdisten entsyymien aktiivisuutta osoittavia testeja.
Hyvén entsyymikirjon tarjoamalla testisysteemilld saattaisi olla kaupallisia menesty
misen mahdollisuuksia.

Molekyylibiologian menetelmien kayttdd suoraan maandyteille tulisi jatkaa ja
menetelmid tdydentdd hybridisaatioon perustuvilla menetelmilld. Lisaksi néita
menetelmid voitaisiin kdyttdd eristettyjen kantojen tarkkaan identifiointiin. Koska
samankin suvun sisdlld on tapahtunut lajistomuutoksia kuormituksen seurauksena
(Baath 1989), tarvitaan lajitason taksonomisia selvityksid keskeisistd mikrobisuvuista
ja naissa tarvitaan edelleen viljelymenetelmien hyvaksikdyttoa.
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LITTE 1

LIITE 1. API Zym -testien reaktiot.

mitattava substraattl pH
entsyymi
positiivinen negattivinen
el varis tai néyteen
t kontrolli oma varl
2 alkaalinen fosfataasi 2-naftyylifosfaatti 8.5 violetti
. ) ) Eivaria tai
3 esteraasi (C 4) 2-naf tyylibutyraatti 6.5 violetti
kontrollikuopan
4 | lipaasi esteraasi 2-naftyylikaprylaatti | /- Yottt
(C 8) vy pry kanssa yhteneva
S | lipaasi -naftyylimyristaatti | 7.5 viotetti
o 2-hartgyTimyristea véri, jos luskaa
leusiini liamidaasi | L-leusiini-2-naftyyli- i en
6 eustini aryyliam Si - 7.5 oranssi ei-ole pidetty
7 | valiini aryyliamidaasi | L-valyyli-2-naftyyli- | 7 et valossa.
amidf
8 | kystiiniaryyliamidaasi | L-kystlini-2-naftyyli- [ 7.5 oranssi
amial Erittain vaalean
9 trypsiini N-bentsoyyli-DL-argi- | g g SrEES , 4 .
niini-2-naftyyliamidi kelbalnen, jos
. - liuskaa el ole
10| kymotrypsiini N-glutaryyli-fenyyti- | 75 oranssi
alantini-2-naftyyli- )
amidi pidetty valossa.
1] hapen fosfataasi 2-naftyylifosfaatti 5.4 violetti
(2 | nartoli-AS-Bi-fosfo= | nartq1i-AS-BI-fosfaatti| 5.4 sininen
hydrolaasi :
13 | a-galaktosidaasi 6-Br-2-naftyyli-aD- 5.4 violetti
v galaktopyranosidi
14| p-galaktosidaasi 2-naftyyli-p-D-galak- | 54 violetti
topyranos!at
151 B-glukuronidaasi naftyyl{~AS-81-BD-~ 5.4 sininen
glukuronidi
16 , . ;
a-glukosidaasi 2-naftyyli-aD-gluko- 5.4 violetti
pyranosidi
17 3-glukosidaasi 6-Br-2-naftyyli-gD- S.4 violetti
glukopyranosidi
18 | N-asetyyli-f-giukos- {~naftyyli-N-asetyyli-| 5.4 ruskea
aminidaasi BD-glukosaminidi
19 1 g -mannosidaasi 6-Br-2-naftyyli~aD- 5.4 violetti
mannopyranosidi
20 a -fukosidaasi 2-naftyyli-a-L-fuko- 5.4 violetti
pyranosidi
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LIITE 2/1

LIITE 2. Mikrobien pesikeluvut eri havaintopaikoissa. Rinnakkaismééaritysten
(a ja b) tulokset on esitetty omina pylvainaén.
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LITE 2/4

Savon Sellu 8.6.1995
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