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Annotatsioon
Lahiajalise tleujutuse méju mulla mikrobioomile kalda&arses lepikus

Kliimamuutustega sagenevad ekstreemsed kliimasindmused, mille tulemusena suureneb
uleujutusoht. Magistrito0 eesmark on uurida lihiajalise tleujutuse mdju mulla mikrobioomile
(lammastiku (N) ja stisiniku (C) ringele) kaldadarses lepikus. Uleujutuse ajal langes mulla nitraadi
kontsentratsioon, mis muutis keskkonna lammastiku fikseerijatele, Bradyrhizobium ja Frankia
perekonda kuuluvatele bakteritele sobivamaks. Uleujutus mdjutas positiivselt ka stisinikuringega
seotud perekondade Bryobacter, Candidatus Solibacteri ja Geobacter osakaale koosluses.
Interpolatsiooni tulemused néitasid, et Uleujutusega tekkisid punktid, kus esinesid metaani (CHa)
ja dilammastikoksiidi (N-O) emissioonide ekstreemumid. Luhiajaline tleujutus mdjutas oluliselt

bakterite mitmekesisust péra tleujutust, kui suurenesid mullast metaani (CH4) emissioonid.

Marksonad: lammastikuringe, susinikuringe, bakterid, seened, arbuskulaarse mukoriisa seened,

uleujutus

CERCS kood: P510 — Fuusiline geograafia, geomorfoloogia, mullateadus, kartograafia,

klimatoloogia
Abstract
Microbial community response to short-term flooding in a riparian forest

With climate change, extreme weather events are becoming more frequent, and as a result the risk
of flooding has increased. The aim of this Master's thesis is to investigate the effect of short-term
flooding on the soil microbiome (nitrogen (N) and carbon (C) cycles) in riparian alder forest.
During the flood, soil nitrate concentration dropped, which made the environment more suitable
for nitrogen-fixing bacteria such as Bradyrhizobium and Frankia. The flooding had a positive
effect on the communities that are related to carbon cycle, genera Bryobacter, Candidatus
Solibacter and Geobacter. The interpolation results showed that the short-term flood created points
where the extremes of CHa and N2O emissions occurred. The short-term flooding significantly

affected bacterial diversity after the flood, with methane (CHa4) emissions from the soil increasing.
Keywords: nitrogen cycle, carbon cycle, bacteria, fungi, arbuscular mycorrhizal fungi, flooding

CERCS code: P510 — Physical geography, geomorphology, pedology, cartography, climatology
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Kasutatud luhendid

AM — arbuskulaarne miikoriisa

C — sUsinik

CHs— mettulhtdriid enk metaan

CO: — susinikdioksiid ehk siisihappegaas
COMAMMOX - téielik ammooniumi okstideerimine
DNRA - dissimilatoorne nitraadi redutseerimine ammooniumiks
EM — ektomukoriisa

EXP — Uleujutuskatse

KHG - kasvuhoonegaasid

N — lammastik

N2 — dildammastik ehk molekulaarne ldmmastik

N20 — dilammastikoksiid ehk naerugaas

NHs — ammoniaak

NH4* — ammoonium

NOz™ — nitritioon

NOs™ — nitraatioon

OTU - operatiivne taksonoomiline tiksus

POST - eksperimendi jargne periood

POSTPOST - aasta peale (leujutust

PRE — uleujutuse eelne periood

gPCR — kvantitatiivne poliimeraasahelreaktsioon



Sissejuhatus

Inimtegevus mojutab maailma kliimat aina enam. IPCC raporti alusel oli 2019. a stisihappegaasi
(CO2) kontsentratsioon atmosfadris viimase kahe miljoni aasta kdrgeim. Ka metaani (CH4) ja
dilammastikoksiidi (N2O) kontsentratsioonid 6hus on oluliselt suurenenud ja on viimase 800 000
aasta korgeimad (H. Lee et al., 2023). Inimtegevuse ja suurenenud kasvuhoonegaaside (KHG)
kontsentratsiooni tulemusena on sagenenud ekstreemsed Kliimasindmused nagu nditeks
kuumalained, pduad, intensiivsed sademed ja Gleujutused, millega kaasnevad haiguste levikud,
nalg ja suremus erinevates maailma piirkondades. Intensiivsed sademed mdjutavad madalal

asuvaid alasid ja kalda&arseid 6kosusteeme, kus sademete sagenemisega suureneb Gleujutusoht.

Kaldaééarsed okoslsteemid on maismaa ja veekeskkonna vahelised piirkonnad, mida iseloomustab
perioodiline Uleujutus (Naiman et al., 2010). Kaldadarsed 6koslisteemid aitavad vBidelda mitmete
eelnevalt nimetatud probleemidega, kuid on ka ise mdjutatud ekstreemsetest kliimasindmustest,
mille t6ttu nimetatakse neid ka kriitilisteks Gleminekutsoonideks. Nad on mitmekesised,
dunaamilised ja mitmeid 6koloogilisi funktsioone pakkuvad alad (Naiman et al., 2010; Riis et al.,
2020). Kaldaaarsetel aladel paiknevad metsad pakuvad nii aeroobseid kui ka anaeroobseid

elupaiku mikroorganismidele, kes mdjutavad biogeokeemilisi protsesse mullas.

Bakterid ja seened viivad mullas l&bi erinevaid susiniku (C) ja lammastiku (N) aineringetega
seotud protsesse. Mullabakterid ja -seened on seotud mitmete protsessidega mullas, néiteks
lagundamisprotsessidega (Eichorst & Kuske, 2012), susihappegaasi (CO2) assimileerimisega
(Saini et al., 2011) ja molekulaarse lammastiku (N2) fikseerimisega (Reed et al., 2011). Mikoriisa
seened mojutavad ka mulla orgaanilise aine mineraliseerumist (Jansa & Treseder, 2017). Lisaks
on enamus taimi stimbiootilises suhtes arbuskulaarse miikoriisa (AM) seentega, kes varustavad
neid lammastiku ja fosforiga (van Der Heijden et al., 2015). Slsiniku- ja lammastikuringe
koosuurimise olulisust on rdhutatud ka eelnevates uuringutes nii mikroobsete protsesside kui ka

KHG emissioonide aspektist (Espenberg et al., 2024).

Mikroorganismide arvukuse ja koosluste muutused mullas on seotud N2O (Espenberg et al., 2018)
ja CH4 (Yang et al., 2024) voogude muutustega. Arvatakse, et Uleujutuste suurenemisega muutub
tulevikus oluliselt kaldadarsete alade liigirikkus, kuid tdpne mdju ulatus ja suund on teadmata.
Varasemalt on teada, et ekstreemsed iileujutused mojutavad 6kostisteemi hiidroloogilist reziimi ja

muudavad biogeokeemilisi protsesse, mis reguleerivad KHG vooge mullast (Schindler et al.,
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2020). Uleujutused mdjutavad mulla poorsust, veesisaldust ja hapniku kattesaadavust ning seelébi
suisiniku (W. Zhang et al., 2022) ja lammastiku ringet (Jacinthe et al., 2012). Uleujutusega voib
jarsult suureneda mulla N2O emissioon ja emissiooni ulatus sdltub arvatavasti tUleujutuse kestusest
(Jacinthe et al., 2012). Lisaks on néidatud, et Gleujutuse jarel suureneb oluliselt CH4 emissioon
mullast (Schindler et al., 2020).

Magistritod eesmark on uurida lihiajalise Uleujutuse méju mulla mikrobioomile (N ja C ringele)
kaldadarses lepikus. Lisaks uuriti, kuidas on mulla bakterite, seente ja AM seente kooslused seotud

erinevate fliusikalis-keemiliste parameetritega ning CHa ja N2O emissioonidega uleujutuse ajal.



1. Kirjanduse Ulevaade

1.1. Metsad kliimamuutustes

Metsad on 6kosusteemid, kus domineerivad pisivalt puittaimed, kuid nad hélmavad ka muud
taimestikku ja teisi sealolevaid elusorganisme (Waring & Schlesinger, 1985). Metsad on avatud
stisteemid, sest nad vahetavad energiat ja aineid enda korval paiknevate 6kosusteemidega (Waring
& Schlesinger, 1985). Nad mdjutavad meie kliimat vee, susiniku, ldammastiku ja teiste aineringete
kaudu (Bonan, 2008).

Kalda&érsed Okoslsteemid on maismaa- ja veeodkosusteemide vahepealsed alad, mida
iseloomustavad ajutised Uleujutused. Kaldadarseid ja tleujutuse mdjualasid on Euroopas kokku
umbes 91 144 km? ja neid alasid on kdige rohkem Rootsis, Soomes ja Eestis (Clerici et al., 2013).
Kaldadarsete Okoslisteemide tahtsus seisneb nende suures biomassi tootlikkuses ja voimes
pakkuda erinevaid oOkoloogilisi teenuseid nagu néiteks Uleujutuste ja mullaerosiooni mdjude
leevendamine (Riis et al., 2020). Kaldaaarsed metsad on olulised susiniku sidujad (Sutfin et al.,
2016) ja t6husad lammastiku puhveralad, mis aitavad peatada saasteainete levikut ja parandada
vee kvaliteeti (Kozlowski, 2002; Riis et al., 2020). Nende alade laius mé&&rab lammastiku
eemaldamise efektiivsuse keskkonnas (Mayer et al., 2007), kuigi puhverdusvéime s6ltub ka
pdhjaveetaseme kdikumisest, mis reguleerib nitrifikatsiooni ja denitrifikatsiooni protsesse
(Hefting et al., 2004).

Kliimamuutustel on oluline mdju maismaa 6koststeemidele ja mitmekesisusele. Kliimamuutused
vOivad mojutada negatiivselt maailma toiduvarusid, pOhjustada maismaa ko&rbestumist ja
degradeerumist, sagendada ekstreemseid ilmastikunahtusi ning muuta sademete mustreid paljudes
piirkondades (Shukla et al., 2019). Kliimamuutused ja uleujutused mojutavad ka mulla
mikroorganisme (Bardgett et al., 2008) ja mulla hiidroloogilist reziimi, mis omakorda mdjutab
biogeokeemilisi protsesse, mille tulemusena vdivad suureneda kasuhoonegaaside (N2O ja CHa)

vood mullast ja puutiivedest (Schindler et al., 2020).

1.1.1. Sdsinikuringe

Susinikuringe hélmab atmosfaari, hidrosfaari ja maismaa dkostisteeme. Umbes 75% elustikuga

seotud susinikuvarudest esineb metsades ja slsinikuringe on koéige aktiivsem mullas (Janzen,
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2004). Metsad vdivad olla nii sisiniku sidujad kui ka nende allikad ning see sdltub fotosiinteesist
ja hingamisest (autotroofne juurehingamine ja heterotroofne mullamikroobide hingamine),
lagunemisprotsessidest, tulekahjudest ja raietegevusest (Nabuurs et al., 2008). Inimtegevus on
oluliselt mdjutanud slsinikuringe tasakaalu peamiselt maakasutusmuutustega ja fossiilkituste
pdletamisega (Janzen, 2004). Globaalne soojenemine mdjutab mikroorganismide aktiivsust
mullas, millega suureneb nende heterotroofne tegevus ja selle tulemusena suureneb CO2 emissioon
mullast atmosfadri (Bond-Lamberty et al., 2018). Susinikuvaru mullas vaheneb ka ekstreemsete
pdudadega ja nendega seotud erosiooniga (Breshears & Allen, 2002). Arvatakse, et
klitmamuutuste tagajarjel véivad maismaa 6kostisteemid muutuda alates 2050. aastast slsiniku
allikateks (Cox et al., 2000).

CO. seotakse atmosfaarist biomassi fotosunteesiga ja muudetaks stsivesikuteks (CH20), mis on
vajalik taimede elutegevuseks (Gower, 2003). Tagasi atmosfaari satub CO. mitmel viisil:
autotroofse (juurehingamisega) vdi heterotroofse (mikroobse) hingamisega ja héiringutega
(Falkowski et al., 2000). Naiteks tulekahjudega okslideeritakse véaga lthikese aja jooksul suur hulk
orgaanilist ainet ja atmosfaari vabaneb CO> (Falkowski et al., 2000). CO2 emissioone iseloomustab
sesoonne kdikumine ning need on suuremad kevadel ja suvel (Jacinthe, 2015). Lisaks on naidatud,
et Uleujutused vdivad oluliselt mdjutada CO2 emissioone mullast (Baskerville et al., 2021;
Jacinthe, 2015). Jacinthe (2015) néitas, et CO2 emissioon mullast oli tleujutatud katsealal 1,6

korda suurem kui tleujutamata alal.

Metaaniringest tulenev CH4 emissioon soltub metanogeenide ja metanotroofide tasakaalust. Kui
CHjs tootvad metanogeenid on aktiivsemad kui CH4 tarbivad metanotroofid, siis on keskkond CHa
allikaks (Le Mer & Roger, 2001). CH4 toodetakse orgaanilise aine lagundamisel anaeroobsetes
muldades metanogeensete arhede poolt ja emissioon mullast toimub peamiselt difusiooni, mullide
ja veetaimede aerenhliimide kaudu (Le Mer & Roger, 2001). Metanogeene on vdimalik tuvastada
keskkonnast mcrA geenide uurimisega (Morris et al.,, 2014). Looduslikud metaaniallikad
moodustavad umbes 30% CHs emisioonidest, kus suurimaks CHgs allikaks on mérgala mullad,
mille kaudu emiteerub hinnanguliselt 100-200 Tg CH4 aastas (Le Mer & Roger, 2001). CHs4
emissioonid varieeruvad oluliselt aastaaegade 16ikes ning on leitud, et soojemad temperatuurid

soodustavad metanogeenide kasvu ja seeldbi CHa4tootmist (J. Li et al., 2023).



Atmosféari emiteerunud CHs eemaldatakse troposfadris peamiselt oksudatsiooni teel ja
stratosfaarist klooriga reageerimise teel (Le Mer & Roger, 2001). Lisaks eemaldatakse CHa
mullast mikroobsel okslidatsioonil, mida viivad labi metanotroofid (Le Mer & Roger, 2001), kes
kuuluvad nii bakterite kui ka arhede hulka (Knittel & Boetius, 2009; Le Mer & Roger, 2001).
Algselt arvati, et CH4 okstidatsiooni viivad labi aeroobsed metanotroofsed bakterid (Knittel &
Boetius, 2009) ja anaeroobsetes tingimustes arhebakterid (Hinrichs et al., 1999), kuid nutdseks on
teada, et CH4 oksldatsiooni vdivad labi viia ka arhed anaeroobsetes tingimustes (Knittel &
Boetius, 2009). Metanotroofide tuvastamiseks keskkonnas saab kasutada pmoA (Knief, 2015) vdi
mmoX markergeeni (Kolb et al., 2005). Uleujutamata mullad maismaal on ainukesed bioloogilised
atmosfaarse CHa sidujad ja on leitud, et metsamullad on kdige efektiivsemad CHa sidujad (Le Mer
& Roger, 2001). Gou ja teised (2023) leidsid, et temperatuuri tdusuga ja sademete vahenemisega
suureneb metsades ja rohumaadel CH4 kontsentratsioon. Sademete suurenemisega aga vaheneb
muldade vime CHa siduda ja CH4 emissioonid kdrgemate alade muldadest suurenevad (Guo et
al., 2023). Jacinthe (2015) nditas samuti, et Uleujutustega vaheneb mulla poorides oleva hapniku

hulk ja suureneb anaeroobne CH4 tootmine mullas.

1.1.2. Lammastikuringe

Globaalne lammastikuringe on Maa biogeokeemilises ringes olulisel kohal, sest lammastikku on
vaja nukleiinhapete ja valkude sunteesiks (Canfield et al., 2010). La&mmastik on neljas kdige
levinum element rakkudes (Stein & Klotz, 2016) ja kbige suuremad ld&mmastiku varud on
atmosfaaris (Kuypers et al., 2018). Lammastikust 99% ei ole elusorganismidele kergesti
kéattesaadav, sest esineb molekulaarse lammastiku (N2) kujul, mida iseloomustab tugev kolmikside

ja mille I6hkumiseks on vaja palju energiat (Fowler et al., 2013).

Kalda&éarsetel dkosusteemidel on oluline roll lammastikuringes, sest nad on olulised puhveralad,
kus eemaldatakse keskkonnast liigset lammastikku (Lyu et al., 2021; Petersen et al., 2020). Lyu
ja teised (2021) nditasid, et puhverala laiuse suurenemisega vahenes lammastiku edasikanne nii
pinna- kui ka pdhjavees. Lisaks puhverala laiusele on oluline ka seal kasvav taimestik ja selle
kooslus (Petersen et al., 2020; Schade et al., 2001). Kaldadarne taimestik mdjutab l[ammastiku
kadu otseselt lammastiku omastamisega ja selle sidumisega biomassi kui ka kaudselt stimuleerides

risosfaéris toimuvaid protsesse (Schade et al., 2001). Petersen ja teised (2020) leidsid, et kohalikud
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taimeliigid sidusid kalda&arsetel puhveraladel toitaineid paremini kui invasiivsed liigid.
Lammastiku sidumisvdimet kaldadarses metsas mdjutab ka metsa vanus ja on néidatud, et
nooremad taimed omastavad ldmmastikku ja fosforit kalda&&rsetes metsades paremini kui
vanemad puud (Mander et al., 1997). Kaldadarsetes okostisteemides on levinud liigiks hall lepp,
mis on simbiootilises suhtes Frankia bakteritega ning seetdttu vdimeline N2 atmosfaarist siduma
(Roy et al., 2007). Lisaks on ka keskkonnateguritel nagu kliima, veekvaliteet, topograafia ja mulla
omadused oluline m&ju lammastikuringele ja mikroorganismide poolt Iabiviidavatele protsessidele

kaldadarsetes okosusteemides (Lyu et al., 2021).

Lammastikuringe reaktsioone viivad labi erinevad mikroorganismid, kes muundavad
lammastikutihendeid 14 erineva reaktsiooniga ja kus ldmmastiku okslidatsiooniaste muutub
vahemikus —3 kuni +5 (Kuypers et al., 2018). Ldmmastikuringe hdlmab jargmisi protsesse:
lammastiku fikseerimine, nitrifikatsioon, denitrifikatsioon, dissimilatoorne nitraadi redutseerimine

ammooniumiks (DRNA) ja nitritist s6ltuv anaeroobne CH4 okstideerimine (n-damo) (joonis 1).
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Taielik ammooniumi
oksiidatsioon (COMAMMOX)

Dissimilatoorne nitraadi
redutseerimine (DNRA)

Mulla
orgaaniline
aine

Pohjaveetase
—_—
-

0: kontsentratsioon

Teised
fermentatsiooni
Atsetaat produktid

Autotroofne hingamine
Heterotroofne hingamine

1. Orgaanilise stsiniku okslideerumine
Fermentatioon
Metanogenees
Metanotroofia

Joonis 1. Modifitseeritud lammastiku- (A) (Bahram et al., 2022) ja stisinikuringe (B) (Gios et al.,

2024) joonised kirjeldamaks mikroobseid protsesse.

Lammastikuringe Uheks olulisemaks protsessiks on atmosféaaris oleva molekulaarse lammastiku
fikseerimine ja muundamine taimedele kéattesaadavaks ammooniumiks (NHs%). Kahte
lammastikuaatomit kooshoidvat tugevat kolmiksidet suudavad I6hkuda ja siduda mitmed

prokartiootsed liigid (Mengel et al., 2001), kellel on olemas nitrogenaasi valk (Kuypers et al.,

12



2018). Lammastiku sidujaid ehk diasotroofe leidub nii maismaal (nt Azotobacter) kui ka meredes
(nt Trichodesmium) (Halbleib & Ludden, 2000). Mitmed diasotroofid elavad simbioosis
taimedega ja varustavad taimi vajalike toitainetega (Zahran, 1999). Néiteks bakterite perekond
Rhizobium on simbioosis liblikdielistega (Zahran, 1999). Frankia perekonda kuuluvad bakterid
on vOimelised lammastikku fikseerima ka vabalt keskkonnas elades (Sellstedt & Richau, 2013).
Lammastiku fikseerivate mikroorganismide tuvastamiseks saab kasutada nifH markergeeni
(Farnelid et al., 2011).

Nitrifikatsioon ehk NHs" okstdeerumine on kaheetapiline protsess, kus toimub NHs*
transformatsioon nitriti (NO2") kaudu nitraadiks (NOz"). Mikroorganismid, kes viivad labi
nitrifikatsiooni, on levinud keskkondades, kus leidub ammoniaaki (NH3) ja hapnikku (O) (Stein
& Nicol, 2011). Varasemalt teati, et nitrifikatsiooni viivad l&bi kaks kemolitoautotroofsete
bakterite rihma: NHs oksiideerivad bakterid (AOB) ja NO: oksldeerivad bakterid (NOB)
(Hayatsu et al., 2008). Hilisemad uuringud on néidanud, et mitte ainult bakterid on seotud
nitrifikatsiooniga, vaid nitrifikatsiooni suudavad labi viia ka arhed (AOA) (He et al., 2007). Lisaks
on avastatud Nitrospira perekonnast bakterid, kes on iksinda v8imelised NH4" oksiideerima NOz—
ks. Uheetapilist nitrifikatsiooni ehk taielikku ammooniumi oksiidatsiooni nimetatakse
COMAMMOX-iks (Daims et al., 2015; Van Kessel et al., 2015). Nitrifikatsiooni saab tuvastada

keskkonnast amoA markergeenide abil (He et al., 2007).

O2 puudumisel on NOs™ eelistatuim elektronide aktseptor, mille vdivad denitrifikatsiooni
labiviivad mikroorganismid redutseerida N2-ks (Mania et al., 2014). Teisest kdiljest on leitud, et
denitrifikatsioon v6ib toimuda ka kdikuvates aeroobsetes tingimustes, kui keskkonnas leidub
redutseeritud susinikku (Ji et al., 2015). Téielik denitrifikatsioon koosneb neljast reaktsioonist, kus
esimeses etapis redutseeritakse NOz~ NO2 -ks NOs reduktaasiga napA vdi narG markergeenide
poolt (Mania et al., 2014). Jargnevas etapis redutseeritakse NO>~ lammastikoksiidiks (NO) NO2~
reduktaasiga (nirK ja nirS markergeenid). Kolmandas etapis redutseeritakse NO N2O-ks (cNor vOi
gNor markergeenid) (Mania et al.,, 2014). Denitrifikatsiooni viimane protsess on N2O
redutseerimine N-ks. Protsessi on vGimelised labi viima bakterid ja arhed, kes omavad N2O
reduktaasi, kus markergeenideks on nosZ klaad | ja Il (Graf et al., 2014). Graf ja teised (2014)
néitasid, et nirS geeni omavad mikroorganismid on suurema tdendosusega taielikud
denitrifitseerijad, sest nende esinemissagedus nosZ geenidega on suurem kui nirK-1. nirk geeni

omavad mikroorganismid on suurema téendosusega N2O emiteerijad (Graf et al., 2014).
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Lisaks bakteritele on denitrifikatsiooni (Shoun et al., 1992) ja nitrifikatsiooni vBimelised labi
viima ka mitmed seeneliigid (Zhu et al., 2015). Zhu ja teised (2015) néitasid, et subtroopilises
okasmetsas voivad NOs~ tootvateks organismideks olla pigem seened kui bakterid. Erinevalt
prokartootsest denitrifikatsioonist ei ole seente poolt Iabi viidud denitrifikatsioon enamasti taielik
ning saaduseks on N2O (Shoun et al., 1992). Denitrifikatsiooni vfivad labi viia Fusarium
perekonda kuuluvad seened, kes on v@imelised NO2 anaeroobselt redutseerima (Shoun et al.,
1992). Sarnaselt bakteritele on leitud Nar, Nir ja Nor reduktaase denitrifitseerivatest seentest, kuid

need on erineva ehitusega (Kobayashi et al., 1996).

DNRA on kaheetapiline NO3z~ redutseerimise protsess, kuid 18pp-produktiks on NH4* erinevalt
denitrifikatsioonist. Esimeses etapis toimub NOs~ redutseerimine NOz -ks ja teises etapis
redutseeritakse NO2~ NH4*-ks (Mania et al., 2014). DRNA protsessiga ringleb enamasti lammastik
mullas ja rikastab muldasid taimedele kéttesaadava ammooniumiga (Pandey et al., 2020), kuigi
teatud tingimustel v6ib emiteerida ka N2O-d (Mania et al., 2014). DRNA protsessi tuvastamiseks

saab kasutada nrfA markergeeni (Welsh et al., 2014).

Nitritist sdltuv anaeroobne metaani oksudatsioon (n-damo) on protsess, kus kasutatakse CHa vélise
elektrondoonorina, ja mille k&igus eemaldatakse keskkonnast liigset lammastikku (Lin et al., 2022;
Liu et al., 2018). N-damo protsessi viivad labi NC10 perekonda kuuluvad bakterid, kes toodavad
hapnikku kahest NO molekulist (Ettwig et al., 2010). Saadud hapnikku kasutatakse CHa
oksldeerimiseks (Van Kessel et al., 2015). Lin ja teised (2022) leidsid, et n-damo protsessita

suureneksid CH4 emissioonid mangroovidest kolmekordselt.

1.2. Mulla mikrobioom metsas

Mulla mikrobioom on maismaadkosusteemidest (ks keerukamaid, sest see sisaldab miljoneid
mikroobe, kelle hulgas on baktereid, arhesid, seeni, viiruseid ja algloomi (Islam et al., 2020). Mulla
mikrobioom reguleerib taimede ja loomade eluks vajalike elementide biokeemilisi ringeid
(Jansson & Hofmockel, 2020). Mulla mikrobioom koos taimedega reguleerivad sisinikuringe
protsesse mullas, mille tulemusena emiteerub susinik atmosféaari CO2 vdi CH4 kujul vdi seotakse
stisinik mulda (Crowther et al., 2016).
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Elupaigad mullas on dunaamilised ehk pidevalt ajas muutuvad slsteemid ning enamus mullas
levivaid organisme peavad olema kohanemisvdimelised (Jansson & Hofmockel, 2020). Mulla
mitmed flusilis-keemilised parameetrid mojutavad mullakoosluse mitmekesisust (Schimel &
Schaeffer, 2012). Muutused mulla mikrobioomis vdivad mojutada selle stabiilsust ning
vastupanuvdimet tulevastele hairingutele (Jansson & Hofmockel, 2020). Lisaks vdivad mdjutada
mikroorganismide mitmekesisust ja struktuuri paljud tegurid nagu néiteks taimestik (Lange et al.,
2015), mulla keemilised omadused, 16imis ja vélised tegurid nagu uleujutused (J. Wang et al.,
2019). Kaldaadrsete 6kosusteemide mitmekesisust mojutavad ka seda l&bivad pinna- ja pdhjavesi
(Tolkkinen et al., 2020). Arvatakse, et kaldaaarsetel aladel levivad organismid on harjunud ajutiste
héiringutega ning pigem vdivad neid endale sobivalt &ra kasutada (Lopez, 2001). Naiteks vBidakse

uleujutusi kasutada levimise eesmargil (Lopez, 2001).

1.2.1 Bakterid

Metsa mullabakterid osalevad aktiivselt erinevates (nt slsiniku, lammastiku ja fosfori)
aineringetes ja neid leidub seal erinevates elupaikades, nditeks risosféaris ja mulla biomassis
(Lladé et al., 2017). Kuigi bakteritel on oluline roll surnud taimse biomassi ja seenemutseeli
lagundamisel (Llad6 et al., 2017), siis on nad vdimelised lagundama ka mitmesuguseid
saasteaineid mullas (Hoorman, 2011). Samas vG@ivad lagundajad rakkudes kinni hoida olulisi
toitained. Mitmed mullabakterid seovad mullaosakesi agregaatideks, mis parandavad mulla
struktuuri ja filtreerimisvoimet (Hoorman, 2011).

Bakterite kooslusi ja struktuuri mullas méjutavad maakasutuse tilip ning mulla edaafilised tegurid
(Kaiser et al., 2016). Bakterite mitmekesisus mullas on positiivselt seotud mulla pH, niiskuse,
orgaanilise aine ja lammastiku sisaldusega (Ding et al., 2022; J. Wang et al., 2019). Bakterite
koosluseid mullas mdjutavad kliimamuutustest tulenevad keskkonnamuutused, milleks on
globaalne soojenemine, suurenenud CO, tase atmosfddris ja antropogeense l&mmastiku
ladestumine looduskeskkonda (Llado6 et al., 2017). Lisaks on uuringuga naidatud, et pdua ja

niisutamise stress mdjutab bakterite arvukust mullas (Chodak et al., 2015).
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1.2.2. Seened

Seened on eukartiootsed mikroorganismid, kellel on oluline roll lagundajatena (Tedersoo et al.,
2014). Seened elavad tihti sumbioosis taimedega ja nad vdivad olla olulised
peremeesorganismidele, sest hangivad mullast vett, ldmmastikku, fosforit ja muid toitaineid.
Seened vahendavad ka mulla slsinikuringet (Tedersoo et al., 2014) ning erikoid- ja
ektomikoriisad (EM) omavad biokeemilisi ja fusioloogilisi omadusi, mis muudavad nad
tdhusateks lammastiku ja fosfori sidujateks mullast (Read et al., 2004). Seentel on oluline roll
mulla lammastikuringes ja seda nii aeroobsetes kui ka anaeroobsetes tingimustes (Hayatsu et al.,
2008; Shoun et al.,, 1992). Seentel on vdime denitrifikatsiooni labi viia erinevamates O
tingimustes ja seetdttu on neil suurem potentsiaal toota N2O-d kui bakteritel, mis vajavad

denitrifikatsiooniks anaeroobsemaid tingimusi (joonis 1) (Laughlin & Stevens, 2002).

Mikoriisade seas eristatakse kahte olulist tlitpi: arbuskulaarne mikoriisa (AM) ja ektomikoriisad
(EM) (Blackwell, 2011), millest esimesed on laiemalt levinud (B. Wang & Qiu, 2006). AM seened
domineerivad enamasti ariidsetes ja poolkuivades bioomides, kus mullad on madala orgaanilise
aine sisaldusega (Allen et al., 1995). AM seened moodustavad simbioosi néiteks Glomeromycota
hdimkonda kuuluvate seentega (Willis et al., 2013). AM seened aitavad peremeestaimedel
paremini toitaineid omastada ja vastutasuks saavad peremeestaimelt siisivesikud (Diagne et al.,
2020). AM seentel on ka oluline roll lammastiku aineringes (Gui et al., 2021; Huaisong et al.,
2024). Gui ja teised (2021) naitasid, et AM seened voivad kaudselt mdjutada N2O emissioone
mullast, mdjutades lammastiku aineringega seotud geenide arvukust mullas. Lisaks on ndidatud,

et AM seened mdjutavad mulla ammoniaagi (NHs*) emissioone (Huaisong et al., 2024).

1.3. Molekulaargeneetilised meetodid mikroobikoosluste uurimiseks

Klassikalisi mikrobioloogilisi meetodeid kasutatakse bakterite, seente ja protistide uurimiseks ja
need jaotatakse enamasti kasutatavate tehnoloogiate alusel kolme rihma: kultiveerimine ja
aseptilised tehnikad, bakterite arvukuse mééaramine ning patogeenide identifitseerimine (A. Singh,
2022). Klassikalistel meetoditel on teatud piirangud, sest kultiveerida on voimalik vaid vaikest osa
mulla mikroobikooslusest (Van Elsas & Boersma, 2011). Seetdttu on kasutusel ka

molekulaargeneetilised meetodid, mis podhinevad eraldatud DNA-I/RNA-I ja vdimaldavad
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vaadelda ka mittekultiveeritavat osa mikroorganismide mitmekesisusest ja arvukusest mullas (Van
Elsas & Boersma, 2011).

1.3.1. Kvantitatiivne polimeraasahelreaktsioon

Kvantitatiivset polimeraasahelreaktsiooni (QPCR) kasutatakse spetsiifiliste praimeritega, et
tuvastada organismide vdi organismiriihmade olemasolu ja arvukust keskkonnaproovides (Hiorns
et al., 1995). gqPCR meetodi pdhimote seisneb fluorestseeruva ja tuvastatava signaali
genereerimises igas tsuklis (Van Elsas & Boersma, 2011). Iga tsiikli jarel suureneb amplikonide
arv ja proportsionaalselt suureneb ka fluorestsentssignaal (Van Elsas & Boersma, 2011). gPCR-is
toimub kolm faasi: eksponentsiaalne faas, lineaarne faas ja platoo (Van Elsas & Boersma, 2011).
Esimeste tsiiklite kdigus on signaal nork ja seda on raske taustamdirast eristada, kuid produkti
akumuleerumisega suureneb signaal ekponentsiaalselt ja reaktsioon on kdige l&hemal 100%-lisele
efektiivsusele (VanGuilder et al., 2008). Teises faasis on produkti kogus suurenenud, kuid selle
akumuleerumine aeglustub, sest reaktsioonikomponendid hakkavad ammenduma. Platoofaasis
I6peb produkti akumuleerumine (VanGuilder et al., 2008). Analtisiks kasutatakse andmeid, kus
mdddetud fluorestsentssignaal on tugevam taustamirast ehk Uletab baasjoone, aga pole jéudnud
platoofaasi (Kubista et al., 2006).

1.3.2. Sekveneerimine

Sekveneerimine ehk geenide jérjestamine on mikroorganismide tuvastamise ja nende taksonoomia
méaaramise meetod. Sekveneerimisel pbhinevate analllside tapsus sdltub sellest, kui hésti on
suudetud séilitada mikroobikoosluste algstruktuur proovide kogumise ja tootlemise vahel (Fricker
et al., 2019). Sekveneerimise tehnoloogiate areng on muutnud elu pdhielementide uurimise
Uksikutest ja lokaliseeritud geenidest tervete genoomideni (Fricker et al., 2019).
Mikroobikoosluste ning Uksikute komponentide ja funktsioonide sekveneerimispdhist
iseloomustamist vOimaldavad peamiselt kaks tehnikat: amplikonip8hine jarjestamine ja

metagenoomika.
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1.3.2.1 Amplikonipdhine sekveneerimine

Amplikonipdhise sekveneerimisega kirjeldatakse mikroobikoosluse liigilist koosseisu ja sellega
on voimalik luua koosluse taksonoomiline profiil. Meetod pd&hineb universaalse praimeri paaride
selektiivsel seondumisel kdrgelt konserveerunud genoomide piirkondadega ja saadud PCR

produktide sekveneerimisel (D’Amore et al., 2016).

Amplikonide sekveneerimisel pdhinevat mikrobiootat analliisitakse erinevate bioinformaatiliste
vOtetega. Laialdaselt kasutatakse analliusis operatiivseid taksonoomilisi tksuseid (OTU), mis
kirjeldavad mikroobikoosluseid kasutades 16S/18S rRNA geenide amplikonjérjestamist (Llado6
Fernandez et al., 2019; Schmidt et al., 2014). Jarjestused Kklasterdatakse OTU-desse

samavaarsuslavendi abil, milleks on tavaliselt 97% (Knight et al., 2018).

Schmidt ja teised (2014) leidsid, et klastrite moodustamise meetodite vahel vdib olla olulisi
erinevusi, kuigi OTU-d on uldiselt 6koloogiliselt jéarjepidevad ehk hte OTU Kklastrisse on
koondunud organismid, kes on 6koloogiliselt sarnased (Schmidt et al., 2014). Koepple ja Wo
(2013) testisid aga erinevate bakterite hGimkondade fiilogeneetilist signaali ja leidsid, et vahesed
OTU-d moodustasid riihma, mis koosnes thisest esivanemast. OTU-d vdivad hdlmata tegelikult
mitmeid okoloogilisi elupaiku (Koeppel & Wu, 2013).

1.3.2.2 Metagenoomika

Metagenoomika kasutab genoomtehnoloogiat ja bioinformaatikat, et uurida mikroobide
taksonoomiat ja funktsionaalsete geenide informatsiooni (Thomas et al., 2012). Metagenoomika
on keskkonnaproovides sisalduvate genoomide otsene geneetiline anallills. Metagenoomika
kasutab terve mikrobioomi koosluse DNA-d, et jarjestada koosluse DNA materjal ja mitte ainult
uht geenifragmenti (nt bakterite voi arhede 16S rRNA) (Fricker et al., 2019), ning annab seet6ttu
palju laiema kirjelduse kui fiilogeneetilised uuringud (Thomas et al., 2012). Metagenoomika
tulemused vodivad kajastada baktereid, arhesid, seeni, viiruseid ja eukartoote ning sisaldada
plasmiide ja kromosoomivéliseid elemente, aga ka peremeesorganismi, Kkloroplasti ja
mitokondriaalset DNAd (Fricker et al., 2019). Amplikonipdhise ja metagenoomilise analusi
vordlemisel on viimase uuringud rahaliselt kulukamad, sest sekveneerimissiigavus peab olema

piisav ka haruldasemate mikroorganismide tuvastamiseks (Fricker et al., 2019).

18



NGS (ing keeles Next-generation Sequencing) sekveneerimist saab kasutada tervete genoomide
jarjestamiseks vdi saab piirduda ainult huvipakkuvate piirkondade ja DNA fragmentidega. NGS
meetodite eelisteks on ensimoloogia ja andmete korraldatud ja astmeline kogumine, mis
vOimaldab genereerida tuhandete kuni miljardite jarjestusreaktsioonide paralleelse toimumise
(McCombie et al., 2019), ning jarjestuse valjundi saamine ilma elektroforeesita (Van Dijk et al.,
2014). NGS peamiseks puuduseks on sage vajaliku infrastruktuuri puudumine, mille hulka kuulub
néiteks arvutite vdimsuse ja salvestusruumi piirangud ning keeruline andmete t66tlus ja haldamine
(Behjati & Tarpey, 2013).
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2. Metoodika

2.1. Prooviala ja tleujutuskatse kirjeldus

Uurimist6o prooviala (58° 17’ N, 27° 17" E) asub linnulennult umbes 7,7 km kaugusel Peipsi jarve
Liisndna lahest l&&ne suunas Agali kilas Tartu maakonnas (joonis 2). Ala asub umbes 36 m
kdrgusel merepinnast Ugandi lavamaa ja Peipsi jarve madaliku vahel ning seda iseloomustab 30%
ulatuses gleistunud ndrgalt leetunud (Lklg) ja 70% ulatuses leostunud (Go) muld (Maa-ameti
kodulehekilg, 2023a). Mulla I8imises leidub jaajarvelistest setetest liiva, keskmist liivsavi ja
saviliiva (150-120/1sz2(sl)) (Maa-ameti kodulehekiilg, 2023a), mis on ladestunud kvaternaari ajastul
(Maa-ameti kodulehekilg, 2023b). Huumushorisondi tusedus proovialal on vahemikus 18-25 cm

(Maa-ameti kodulehekiilg, 2023a). Proovialal paiknevas metsas domineerib 40-aastane hall lepp
(Alnus incana (L.) Moench) (Schindler et al., 2020).

@ Agali prooviala

|~~~ Looduslik tamm
| ¢ Kontrollala punktid

Uleujutatud ala
punktid

Joonis 2. Agali prooviala. Sinised punktid on Uleujutatud ala proovivdtupunktid ja punased on
kontrollala proovivotupunktid. Pruuni lainelise joonega on kujutatud looduslik tamm kahe
prooviala vahel. Joonise aluskaart on 2017. a Maa-ameti ortofoto. Joonise tegemiseks on kasutatud
tarkvara ,,ArcGIS Pro 3.3.3%.
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Eksperimendi ajal jaotati Agali prooviala kaheks: kontrollala (20 x 20 m) ja uleujutatav ala (40 x
40 m). Prooviala ujutati luhiajaliselt Gle 2017. aastal ja vajalikud proovid koguti puutlivedest ja
mullast neljal eksperimendi perioodil mélemalt proovialalt (Schindler et al., 2020). Esimene
periood oli Gleujutuse eelne periood (PRE), kus proovid voeti mullast vahemikus 24. juuli kuni 7.
august. Uleujutuskatse (EXP) viidi labi 8. augustist 21. augustini, kus tleujutatavale alale pumbati
iga paev 55-70 m? vett. Kahte prooviala eraldas looduslik tamm, mis takistas veevoolu iileujutatud
alalt kontrollalale. Eksperimendijargne periood oli vahemikus 22. august kuni 4. september
(POST). Viimased proovid voeti 2018. aasta 15. augustil (POSTPOST). Proove voeti kokku
kaheteistkiimnest kohast, millest kaheksa olid tleujutatud alal ja neli kontrollalal (Schindler et al.,
2020).

2.2. Keemilised, mikrobioloogilised ja kasvuhoonegaaside emissiooni mddtmised ja

analtisid

Eksperimendi ajal m6ddeti mullast temperatuuri ja mullaniiskust. Mullaproovid véeti proovialalt
labidaga 0-10 cm sugavuselt ning hoiustati eraldi kilekottides kiilmkapis (+4 °C) ja sligavkiilmas
(=20 °C) kuni edasiste analutsideni. Mullaproovidest madrati pH ning tldlammastiku (N%),
nitraadi (NO3~), ammooniumi (NH4"), fosfori (P), kaaliumi (K), kaltsiumi (Ca), magneesiumi (Mg)
ja orgaanilise aine sisaldus. Mullaproovidest DNA ekstraheerimiseks kasutati PowerSoil® DNA
Isolation Kit’i (Qiagen, USA), mille kasutamisel jargiti tootja protokolli. Mulla KHG vooge
mdddeti mullast automaatkambritega. Detailsem Kkirjeldus keemilistest analtlsidest ja KHG
mdbtmisest on saadaval Schindler ja teiste (2020) artiklis ja DNA eraldamisest Reissi
bakalaureusettos (2021).

Bakterite, tldseente ja AM seente mikroobikoosluse DNA sekveneeriti 84 mullaproovist.
Amplikonipdhine polumeraasi ahelreaktsioon (PCR) ning sekveneerimine viidi labi
biotehnoloogiaettevattes Asper Biogene OU (Tartu, Eesti). Sekveneerimine viidi labi kasutades
bakterite praimereid 515F and 806RB (Caporaso et al., 2011), tldseente praimereid fITS70, fITS7
jaITS4 (Ihrmark et al., 2012; Kohout et al., 2014; White et al., 1990) ning AM seente praimereid
WANDA ja AML2 (Dumbrell et al., 2011; J. Lee et al., 2008). Sekveneerimine viidi Iabi [llumina
MiSeq platvormil (Illumina, California, USA). Detailsem Kirjeldus sekveneerimisest on saadaval
Vahter ja teiste (2022) artiklis.
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2.3. Bioinformaatiline analtits

Bioinformaatiliseks analliisiks kasutati tarkvarasid ,,R version 4.3.2° ja , RStudio 2022.12.0%.
Uldseente sekveneerimisandmed olid jaotatud (ksikuteks proovipShisteks .fastq laiendiga
failideks. Esmalt eemaldati andmetes puuduvate jarjestustega andmed kasutades DADAZ2 laiendi
funktsiooni filterAndTrim(). Uldseente fragmentidelt kontrolliti praimerite olemasolu ja nende
jarjestust ning seejarel eemaldati praimerite jarjestused kasutades cutadapt programmi (Martin,
2011). Praimerite jarjestustest eemaldatud fragmendid salvestati uuesti .fastq laiendiga failideks,
mida analliusiti DADA2 paketiga. Eemaldatud praimeritega .fastq failid filtreeriti uuesti
filterAndTrim() funktsiooniga, kus kasutati MaxN = 0, truncQ = 2 ja rm.phix = TRUE, mis on
vaikimisi vaartused. MaxEE méaarab maksimaalse lubatud oodatud vigade (expected errors) arvu.
Peale filtreerimist pandi jarjestused kokku funktsiooniga makeSequenceTable() ning lisati
taksonoomiad funktsiooniga assignTaxonomy(). Taksonoomiate lisamiseks kasutati UNITE
andmebaasi (Kdljalg et al., 2020).

Sekveneerimisandmete anallsile eelnes andmete kontroll ja korrastamine, milleks kasutati R
paketi tidyr funktsiooni separate(), stringr paketi funktsiooni str_replace(), dplyr paketi
funktsioone full_join(), select(), filter(), summarise() ja mutate() ning tibble paketi funktsioone
column_to_rownames ja rownames_to_column(). OTU, proovide ja taksonoomia tabelitest loodi
phyloseq objektid, milles oli kokku 84 proovi. R-i laiend phyloseq on laialdaselt kasutusel
fulogeneetiliste jarjestuste andmete analtiusimiseks ja esitamiseks. Phyloseq vGimaldab andmete
kalibreerimist, filtreerimist, koondamist, alamhulkade loomist, mitme tabeli vdrdlemist,

mitmekesisuse anallilisi, ordineerimist ja graafikute loomist (McMurdie & Holmes, 2013).

Bakterite andmetabelist eemaldati kokku 35 589 ning tldseente ja AM seente tabelitest ks OTU,
mida ei esinenud proovides. Phyloseq objekti loomiseks muudeti bakterite, Gildseente ja AM seente
andmetabelid maatriksiteks, mida saab kasutada funktsiooniga phyloseq(). Phyloseq objektil
kasutati funktsiooni taxa_fix(), mis otsib objektis kdiki taksoneid, mis on kirjeldatud véhem kui
nelja tdhemargiga (nt ,,g_ ) vOi taksonid, mis on andmetabelis tiihjad, ja taidab need kdrgema
taseme taksoniga (Barnett, i.a). Funktsiooniga tax_agg() maarati vaikseimaks taksoniks perekond,
mis peab olema andmetabelis maératud (Barnett, i.a). lgale taidetud véljale lisati kirje 16ppu
taksonoomiline Uksus, millega vali tdideti. Naiteks taideti tihi perekonnavali kdrgema taseme

kirjega Sphingomonadaceae_family.
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Taksonoomia riihmade osakaalu muutuste analliisiks ja kuvamiseks muudeti phyloseq objektid
tagasi andmetabeliteks. Selleks kasutati phyloseq funktsioone tax_glom() ja psmelt(). Funktsioon
tax_glom() Uhendab samas taksonoomiariihmas olevad liigid ja tulemus lisati funktsiooniga
psmelt() andmetabelisse. Taksoni osakaalu nditamiseks arvutati suhteline arvukus tleujutatud ala
ja kontrollala iga eksperimendiperioodi kohta. Suhtelise arvukuse arvutamiseks grupeeriti
proovialad ja eksperimendiperioodid dplyr paketi funktsooniga group_by(). Tulemuste
néaitamiseks kasutati paketti ggplot2, mis on andmete visualiseerimise pakett. Taksonite
tulpdiagrammide loomisel rakendati ggplot funktsoone geom_col() ja facet_grid().

Vorgustike loomisel vdeti funktsiooniga subset samples() véalja neli Uleujutatud ala punkti
(punktid 1, 2, 3 ja 4), et mdlemale proovialale jaaks alles vBrdne arv punkte. Seejarel arvutati
phyloseq objektidesse suhtelised arvukused funktsiooniga transform_sample_counts() ning
filtreeriti funktsiooniga filter_taxa(), kui vorgustik oli kuvamiseks liiga andmemahukas. Bakterite
ja uldseente vorgustiku loomisel vdeti valja OTUd, mille dispersioon oli suurem kui 107°.
Vorgustikkuse arvutamisel kasutati Bray-Curtis koefitsienti, mis on vegan paketist vegdist(). Bray-

Curtis distants arvutati valemiga:

A+B-2]
A+B

kus A ja B on liikide arv vorreldud proovialadel ning J liikide arv, mis esinevad mdlemal proovialal
(Oksanen et al., 2022). VV8rgustiku kuvamiseks proovialadel kasutati phyloseq paketi plot_net() ja
plot_network() funktsioone. Mdlema funktsiooniga saab vérgustikku ndidata nii proovide kui ka
taksonite alusel (McMurdie & Holmes, 2024). Funktsioon plot_net ei vaja erinevalt plot_network()
funktsioonist eraldi esilekutsumist make_network() funktsiooniga ega eraldi igraph objekti.
Funktsiooni plot_net parameetriks max_dist kasutati bakteritel ja Gldseentel 0,7. AM seente
sugukondade vdrgustikku ei kuvatud, sest sugukondi ei olnud piisavalt, et saada usaldusvéérne
vorgustik. Proovide vorgustiku loomisel seati make_network funktsiooni max_dist parameeter
bakteritel 0,25-le, tldseentel 0,6-le ja AM seente proovidel 0,5-le (vaikimisi véartus on 0,4).
Max_dist on kahe proovi vaheline maksimaalne lubatud 6koloogiline kaugus, et proovid oleksid
graafilises mudelis servaga (ing keeles edge) hendatud (McMurdie & Holmes, 2024). Vérgustiku

joonte paksus méaérati s6ltuvalt proovide voi taksonite sarnasusele.

Bakterite mitmekesisuse arvutamiseks kasutati R paketi phyloseq funktsioone estimate_richness()

ja plot_richness(), mis on laenatud funktsioonid vegan paketist. a-mitmekesisuse indeksid
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hindavad koosluste liigirikkust ehk liikide arvu koosluses (ing keeles richness) ja the liigi
organismide arvu koosluses (ing keeles eveness) (Xia & Sun, 2023). Mitmekesisuse hindamiseks
arvutati a-mitmekesisuse Shannon—-Weaver (H’) a-mitmekesisuse indeks. Shannon—Weaver
mitmekesisuse indeks paneb suurema kaalu liigirikkusele ja seda mdjutab valimi suurus

(Konopinski, 2020). Shannon—Weaver (H*) mitmekesisuse indeks arvutatakse valemiga:

H = - %7, p;logy pi,
kus pi on OTU i osakaal koosluses, S unikaalsete liikide arv ja b logaritmi alus (Oksanen et al.,

2022). H’ minimaalne véartus on 0, mis nditab, et koik isendid kuuluvad uhte liiki ja seega mida

suurem on indeks, seda mitmekesisem on liikide arv proovis (Thukral, 2017).

2.4. Ruumianaltus

Keskkonnaparameetrite ja mitmekesisuse ajalise ning ruumilise muutuse anallisimiseks ja
kaardistamiseks kasutati ,,ArcGIS Pro 3.3.3“ tarkvara. Interpoleerimiseks loodi ArcGIS Pro
tooriistaga Minimum Bounding Geometry prooviala punktidest poliigoon. Geomeetriatiiiibina
kasutati envelope. Kasutades Graphic Buffer todriista laiendati prooviala poliigooni 5 m punktidest
valjapoole, et interpoleerides oleks néha servalade mdju. Maapinna kérgusandmetena kasutati 1 m
eraldusvdimega geoTIFF-i, mis saadi Maa-ameti geoportaalist (Maa-ameti kodulehekiilg, 2020).
Uurimisala asub 1:10 000 mdotkavalise kaardi kaardilehel 54693. Kasutades ArcGIS Pro tdoriista
Exctract Values to Points saadi korgus igas punktis. Maapinna kdrgusmudelit kasutati, et luua
Local Scene, millega kuvatakse ArcGIS Pro-s kolmemddtmelisi kaarte. Kasutades raster
kalkulaatori tooriista Hillshade lisati prooviala 3D kaardile reljeefivarjutus. Prooviala reljeefi

kuvamisel kasutati viiekordset reljeefi liialdust.

Interpoleerimiseks katsetati tpseid interpolaatoreid: kriging (ing keeles co-kriging ja ordinary
kriging), splainid (ing keeles splines) ja podrdkaugusega kaalutud interpoleerimine (ing keeles
Inverse Distance Weighting ehk IDW). Kriging on geostatistiline interpoleerimistehnika, mis
kasutab andmete interpoleerimiseks semivariogrammi (Krivoruchko, 2012). Semivariogramm
vOtab arvesse punktide vahelist kaugust ja suunda, millega méératakse teadaolevatele vaartustele
kaalud (P. Singh & Verma, 2019). Kriging interpoleerimist kasutatakse, kui andmetes on kauguse

vOi suunaga seotud ruumiline korrelatsioon (esri, i.ab). Splainid on deterministlik interpolaator,
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mis kasutab matemaatilisi funktsioone. Splainid interpoleerimismeetod labib tépselt punkte ja
minimeerib samal ajal pinna kumerust (esri, i.ac). IDW on samuti deterministlik interpolaator, mis
pdhineb matemaatilisel funktsioonil ja vGtab arvesse punktide vahelist kaugust. L&hemal asuvad
punktid saavad suurema kaalu (P. Singh & Verma, 2019).

Kriging ja IDW interpoleerimise puhul katsetati interpoleerimist nii Geostatistical Wizard kui ka
Spatial Analyst tooriistadega. Geostatistical Wizardiga vaadati funktsioonide kokkulangevust ja
keskmist standardviga (cross-validation) ning kriging interpoleerimisega semivariogrammi.
Geostatistical Wizardiga tehtud meetodite vordlemiseks kasutati Compare Geostatistical Layers
tooriista, mis jarjestab interpoleerimise tulemused automaatselt cross-validation statistika alusel
(esri, i.aa). Parima meetodi valimiseks kasutati lisaks cross-validation statistikale ka prooviala
rastervéartuste ja punktide vaartuste vahet. Selleks kasutati tooriista Extract Values to Point, mis
annab punktidele interpoleeritud pinna pikslivaartused antud asukohas. Seejarel arvutati
atribuuditabelis Calculate Field tdoriistaga proovide vaartuste ja rastervaartuste vahed. Prooviala

punktide vaartustena kasutati iga perioodi keskmisi vaartusi.

Interpoleerimiseks kasutati IDW interpoleerimismeetodit, sest kriging interpolatsioonimeetodiga
ei leitud sobivat semivariogrammi. Interpoleerimiseks ei sobinud ka splainid, sest k&sitletavates
andmetes on mdned keskkonnaparameetrid proovialal suure varieeruvusega ja splainid ei sobi, kui
tegemist on jarskude muutustega (esri, i.ac). Cross-validation statistika ja Exploratory
Interpolation t6oriist néitasid, et IDW meetod on ké&esolevate andmetega sobilikum kui
klassikaline kriging. Rastervéartuste ja punktide véartuste vahe oli IDW interpoleerimismeetodiga
samuti vaiksem. IDW interpoleerimismeetodi puhul kasutati Spatial Analyst to6riista, kus méaarati
power 2. Power on kauguse eksponent ja kontrollib Umbritsevate punktide olulisust (esri, i.ad).
Mida suurem on power, seda védiksem on kaugemal asuvate punktide méju (esri, i.ad). Mulla

emissioonide, mullaniiskuse ja mitmekesisuse interpoleerimiseks kasutati keskmisi vaartusi.

2.5. Statistiline analtius (ja autori osalus)

Statistiliseks analtitisiks kasutati tarkvarasid ,,R version 4.3.2 ja ,,RStudio 2022.12.0. Bakterite
mitmekesisuse muutuse hindamiseks kasutati ggpubr paketi stat_compare_means() funktsiooni.
Statistiliselt olulise seose hindamiseks kasutati Wilcoxon testi. Wilcoxon test on

mitteparameetriline test, mis vordleb kahe rihma keskmiste erinevust. Analisis vorreldi

25



uleujutatud ala ja kontrollala PRE ja EXP, EXP ja POST ning PRE ja POST keskmisi
mitmekesisuse indekseid. Mitmekesisuse ja keskkonnaparameetrite vaheliste seoste ja olulisuse
hindamiseks kasutati Spearmani korrelatsioonikoefitsienti. Korrelatsiooni arvutamiseks kasutati
paketi Hmisc funktsiooni rcorr(), mis arvutab lisaks korrelatsiooni koefitsiendile ka seose
olulisuse (p-vaéartuse) (Harrell Jr, 2019). Korrelatsioonimaatriksi kuvamiseks on kasutatud paketti

corrplot.

Liiasusanaltitsi (ing keeles redundancy analysis ehk RDA) tegemiseks loodi uued phyloseq
objektid, sest keskkonnaandmetes esines puuduvaid andmeid ning RDA analiilisi kasutamisel ei
tohi esineda andmetes tiihimikke. Keskkonnaandmete liinkade tditmiseks kasutati missMDA
paketti. Pakett imputeerib puuduvad véartused (Husson et al., 2023). Esmalt kasutati funktsiooni
estim_ncpPCA(), et hinnata kasutatavate dimensioonide arvu ja seejarel kasutati funktsiooni
imputePCA(), et tdita andmelungad varasemalt hinnatud dimensioonide arvuga. Objektidele
rakendati ps_mutate() funktsiooni, mis kasutab dplyr paketi mutate() funktsiooni, et muuta
olemasolevat phyloseq objekti (Wickham et al., 2019). RDA analliisis kasutati mikroorganismide
suhtelisi arvukusi funktsiooniga tax_transform(). Paketiga miceoViz funktsioonidega ord_calc()
ja ord_plot() arvutati ja loodi RDA joonised. Joonistel nédidati taksoneid perekonna tasemel, va

AM seened, mida kuvati sugukonna tasemel.

Autor viis labi suurandmete koondamise ja anallilisideks ettevalmistamise, interpoleerimise
(peatiikk 2.4) ja ruumianallisi (peatiikk 2.4) ning bioinformaatilise (peatiikk 2.3) ja statistilise
analliusi (peatukk 2.5).

26



3. Tulemused

3.1. Bakterid

Bakterid jagunesid proovialal 31 hdimkonda ja arvukaim hdimkond oli Proteobacteria (joonis 3).
Suure suhtelise arvukusega olid lisaks Acidobacteriota, Actinobacteriota, Bacteroidota,
Verrucomicrobiota ja Planctomycetota hdimkonnad. Bacteroidota suhteline arvukus EXP
perioodil kontrollalal ja Gleujutatud alal suurenes, kuid kontrollalal suurenes suhteline arvukus
kolm korda rohkem (vastavalt 0,68% ja 0,21%). Acidobacteriota arvukus EXP perioodil
uleujutatud alal langes, kuid kontrollalal suurenes. POSTPOST perioodil oli see-eest muutus
vastupidine. Firmicutes suhteline arvukus Uleujutuse ajal tbusis ja peale Uleujutust oli nende
protsent Gleujutatud alal 1,27%. Kontrollalal suurenes Firmicutes suhteline arvukus POSTPOST
perioodil 1,61%-It 2,25%-le. Samuti suurenes Desulfobacterota hdimkonna suhteline arvukus
EXP ja POST perioodidel, kuid muutus oli suurem tleujutatud alal (kontrollalal suhteline arvukus
EXP ja POST perioodidel vastavalt 1,16% ja 1,64% ning Uleujutatud alal vastavalt 2,16% ning
2,87%). Joonisele 3 lisati hdimkonnad, mille summaarne suhteline arvukus oli eksperimendi

erinevatel perioodidel suurem kui 1% (eemaldati 1,6-2,8% kdigist jarjestustest).

Kontrollala Uleujutatud ala

1.00+

0.754

0254

-
— —

Arvukuse osakaal

0.004

PRE EXP POST POSTPOST PRE EXP POST POSTPOST

D Acidobacteriota D Actinobacteriota . Bacteroidota D Chloroflexi . Desulfobacterota D Firmicutes

Héimkond
] Gemmatimonadota [] Myxococcota ] Nitrospirota [l Planctomycetota [ | Protecbacteria ] Verrucomicrobiota

Joonis 3. Bakteri hdimkondade suhtelise arvukuse osakaal kontrollalal ning Uleujutatud alal.
Lihendid: Gleujutuse eelne periood (PRE), uleujutuskatse (EXP), eksperimendi jargne periood
(POST), aasta peale tleujutust (POSTPOST).
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Proovialadel oli kokku 557 erinevat perekonda, millest 478 olid esindatud kontrollalal ja 532
uleujutatud alal. M6lemal proovialal oli kdige enam perekonna tasemel Vicinamibacteraceae
sugukonda kuuluvaid baktereid (perekonna tasemel ei ole nimetust teada). Jooniselt 4 on naha, et
Vicinamibacteraceae arvukus tleujutatud alal EXP ja POST perioodidel langes (vastavalt 0,75%
ja 0,1%). Kontrollalal suurenes Vicinamibacteraceae arvukus samadel eksperimendiperioodidel
(vastavalt 0,51% ja 0,33%).

Teadaolevatest taksonitest oli perekonna tasemel kdige suurem osakaal Gaiella bakteritel . Gaiella
perekonna arvukus vahenes EXP perioodil mdlemal proovialal ja suurenes peale uleujutust.
Nitrospira suhteline arvukus langes samuti EXP perioodil mdlemal proovialal, kuid langus oli
suurem uleujutatud alal. POSTPOST perioodil suurenes Nitrospira suhteline arvukus kontrollalal,
kuid langes uleujutatud alal veelgi (alla Ghe protsendi). Microscillaceae sugukonda kuuluvate
bakterite arvukus suurenes see-eest EXP perioodil tleujutatud alal (0,24 %) ja langes kontrollalal
(0,28 %). Bryobacter, EIlin6067 ja Bradyrhizobium suhteline arvukus suurenes EXP perioodil
uleujutatud alal ning langes peale tleujutust. Perekonna Candidatus Solibacter suhteline arvukus
ei muutunud oluliselt EXP perioodil, kuid suurenes POST perioodil Gleujutatud alal. Kontrollalal
see-eest arvukus suurenes EXP perioodil ja véhenes POST perioodil.

Frankia ja Geobacter perekondadesse kuuluvate bakterite muutuse trend on mélemal proovialal
sarnane. Frankia suhteline arvukus suurenes EXP perioodil ning langes peale tleujutust. Suhtelise
arvukuse langus oli suurim kontrollalal. Kontrollalal langes suhteline arvukus 0,021% ja
uleujutatud alal 0,005%. Geobacter perekonna suhteline arvukus suurenes EXP ja POST perioodil
mdlemal proovialal ja muutus oli suurem uUleujutatud alal. Peale Gleujutust suurenes suhteline
arvukus 0,38% ja moodustas bakterite kooslusest 1,12%. Joonisele 4 lisati bakterite perekonnad,
mille summaarne suhteline arvukus oli eksperimendi erinevatel perioodidel suurem kui 1%
(eemaldati 40,24-44,5% koigist jérjestustest).
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Joonis 4. Joonisel A on naidatud bakteri perekondade suhtelise arvukuse osakaal kontrollalal ja
uleujutatud alal eksperimendi perioodi alusel. Joonisel B on vélja toodud bakterite perekonna
Frankia suhtelise arvukuse osakaal proovialadel. Lihendid: Gleujutuse eelne periood (PRE),
uleujutuskatse (EXP), eksperimendi jargne periood (POST), aasta peale Uleujutust (POSTPOST).
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Jooniselt 5 ja 6 on nédha, et bakterite vorgustik on tihedam EXP perioodil kui PRE ja POST
perioodidel. Uleujutatud ala EXP ja POST vdrgustikul on erinevalt PRE vorgustikust naha
anaeroobseid Thermoanaerobaculaceae (Dedysh & Yilmaz, 2018) ja Anaerolineaceae
sugukondadesse kuuluvaid baktereid. EXP perioodil on ndha ka Pedosphaeraceae sugukonda
kuuluvaid baktereid, keda on leitud mageveejarve taimestikus (lvanova & Dedysh, 2023) ning
Nitrosomonadaceae sugukonda kuuluvaid baktereid, kes on litoautotroofsed ammoniaagi
oksudeerijad (Prosser et al., 2014). Lisaks tuli vdrgustikus uleujutatud alal EXP perioodil esile
Ellin6067, kes vOib olla seotud lammastikuringega (Prosser et al., 2014). Rhodanobacter tuli
vorgustikus esile EXP ja POST perioodidel, kuid ka kontrollalal enne (leujutuskatset.
Morganellaceae sugukonda kuuluvaid baktereid oli néha dleujutatud ala PRE ja POST
vorgustikel, kuid mitte Gleujutuse ajal. Kontrollala EXP v@rgustikul on samuti ndha anaeroobset
keskkonda eelistavaid bakterid nagu Anaerolineaceae, Saprospiraceae ja Pirellulaceae
sugukondadesse kuuluvad bakterid, keda PRE ja POST perioodi vorgustikel naha ei ole.
Kontrollala EXP perioodil oli ndha ka aeroobseid baktereid nagu Puia perekond (Lv et al., 2017).
Kontrollala vorgustikus ei olnud peale EXP perioodi ndha enam Ferruginibacter perekonda, kes
on samuti aeroobsed bakterid (B.-1. Lee et al., 2014).
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Joonis 5. Bakterite vorgustik leujutatud ala neljas proovipunktis (proovipunktides 5, 6, 7 ja 8). Joonisel on naidatud bakterite vorgustik

vastavalt eksperimendi perioodidele: PRE, EXP, POST ja POSTPOST perioodid. Punktidena on esitatud taksonid perekonna tasemel.
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Joonis 6. Bakterite vorgustik kontrollalal. Joonisel on néidatud bakterite vorgustik vastavalt eksperimendi perioodidele: PRE, EXP,
POST ja POSTPOST perioodid. Punktidena on esitatud taksonid perekonna tasemel.
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Shannon—Weaveri mitmekesisuse indeks oli proovialal vahemikus 2,69-4,8. Bakterite
mitmekesisus muutus Uleujutatud alal statistiliselt oluliselt (joonis 7). Shannon-Weaveri
mitmekesisuse indeks néitas, et Gleujutatud alal oli bakterite mitmekesisus PRE ja POST
perioodidel statistiliselt oluliselt erinev (p < 0,01). PRE perioodil oli mitmekesisuse indeks
keskmiselt 4,6 ja POST perioodil 4,67. Bakterite mitmekesisus ei muutunud kontrollalal
statistiliselt oluliselt. Bakterite liigirikkuse ja mitmekesisuse ruumianalidisi tulemustest on naha,
et punktis 1 olid nii liigirikkuse kui liikide isendite arvude keskmised vaartused uleujutuse ajal
alati kdige madalamad.
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Joonis 7. Bakterite mitmekesisuse muutus kontrollalal (punane) ja tleujutatud alal (sinine). Térnid
joonisel nditavad mitmekesisuse indeksite olulist muutust (Wilcoxoni test). Kaks tarni naitab
a<0.01 ja ns tahistab seoseid, kus mitmekesisuse indeks oluliselt ei muutunud. Interpoleeritud
pinnal on kasutatud keskmisi Shannon-Weaveri mitmekesisuse indeksi véartusi EXP perioodil.
Lihendid: Gleujutuse eelne periood (PRE), tleujutuskatse (EXP), eksperimendi jargne periood
(POSTPOST).

RDA tulemused néitasid, et CHa4 emissiooniga olid positiivselt seotud Lacunisphaera, Opitutus,
Gemmatimonas, Arthrobacter ja Novosphingobium perekonnad ning Sandaracinaceae,

Pirellulaceae ja Solibacteraceae sugukondadesse kuuluvad perekonnad (joonis 8). Loetletud
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perekonnad eelistasid elukeskkonda, mis oli niiskem. Mullaniiskuse ja CH4 emissioonidega olid
negatiivselt seotud Flavobacterium ja Chitinophagaceae sugukondadesse kuuluvad perekonnad.
Vicinamibacteraceae sugukonda kuuluvad bakterid eelistasid kdrgema NOs~ kontsentratsiooniga
keskkonda ning madalama NH4" kontsentratsiooniga keskkonda. Rhodanobacter eelistas
vastupidist keskkonda Vicinamibacteraceae sugukonda kuuluvatele perekondadele. Candidatus
Solibacter, Bryobacter ja Micropepsaceae sugukondadesse kuuluvad perekonnad eelistasid
sarnast keskkonda. Nimetatud mikroorganismid olid positiivselt seotud mulla N2O emissioonidega
ja NHs" kontsentratsiooniga ning negatiivselt seotud mulla N%, P ja orgaanilise aine

kontsentratsiooniga. Negatiivne seos esines lisaks mulla pHkci, Ca ja Mg kontsentratsioonidega.
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Joonis 8. Bakterite perekondade ja keskkonnaparameetrite vahelised suhted. Joonisel A on
kujunditega naidatud eksperimendi erinevate perioodide proove ja varviga on eristatud proovialad.
Proovialade ja eksperimendiperioodide tmber on kujutatud 95% tbenéosusellips. Joonisel
kasutatud lthendid: OM ehk orgaaniline aine, SoilN2O ja SoilN.Oday vastavalt mulla N2O

emissioon enne mAdtmisi ja summaarne péevane emissioon (samad ltithendi CH4 emissioonil) ning

SoilTemp ehk mullatemperatuur.
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3.2. Seened

Uldseente hdimkondade suhteliste arvukuste proportsioonid olid proovialade ja erinevate
eksperimendiperioodide vahel U(ldjoontes sarnased (joonis 9). Proovialadel oli kokku 34
hdimkonda, millest kdik olid esindatud tleujutatud alal. Kontrollalal oli 32 erinevat hdimkonda.
Kdige enam oli proovialadel Basidiobolomycota hdimkonda kuuluvaid seeni ja
eksperimendiperioodide vahel ei nahtud hdéimkonna osakaalu muutustes suuri erinevusi.
Ascomycota hdimkonda kuuluvate seente osakaal véhenes kontrollalal EXP perioodil 5,76%
vOrreldes PRE osakaaluga. Ascomycota hdimkonna suhteline arvukus suurenes EXP perioodil
uleujutatud alal 0,42%. Rozellomycota arvukus suurenes samuti EXP perioodil, kuid suhteline
arvukus suurenes mdlemal proovialal ja joonisel 9 on néha, et see langes uuesti POST perioodil.
Glomeromycota suhteline arvukus oli kontrollalal alla 1% kuni POSTPOST perioodini.
Uleujutatud alal nende arvukus langes EXP perioodil, kuid suhteline osakaal oli siiski tile 1% (va
POST periood). Ichthyosporia phy Incertae sedis suhteline arvukus langes EXP perioodil nii
kontrollalal kui ka tleujutatud alal, kuid téusis POST perioodil Gleujutatud alal (osakaal 1,04%).
Mucoromycota suhteline arvukus oli proovialadel samuti alla 1%, kuid Uleujutatud alal suurenes
POST perioodil nende suhteline arvukus kolmekordselt (suhteline arvukus 1,46%). Joonisele 9
lisati seente hdimkonnad, mille summaarne suhteline arvukus oli eksperimendi erinevatel

perioodidel suurem kui 1 % (eemaldati 2,2—4,6 %k®aigist jarjestustest).
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Joonis 9. Uldseente hdimkondade suhtelise arvukuse osakaal kontrollalal ja tleujutatud alal
eksperimendi erinevatel perioodidel. Lihendid: Gleujutuse eelne periood (PRE), Uleujutuskatse
(EXP), eksperimendi jargne periood (POST), aasta peale Uleujutust (POSTPOST).

Proovialal oli kokku 822 erinevat perekonda, millest 722 leidus tleujutatud alal ja 616 kontrollalal.
Jooniselt 10 on néha, et perekonniti olid proovialad PRE perioodil Usna erinevad, kuid enamus
suurema osakaalu moodustavatest perekondadest esines mélemal proovialal. Mdlemal proovialal
moodustasid suure osakaalu Mortierella, Hebelomataceae ja Naucoria perekondadesse kuuluvad
seened. Uldseente perekondadest oli kdige arvukam Mortierella ja proovialade vahel ei olnud naha
suuri erinevusi. Mdlemal proovialal langes Mortierella suhteline arvukus EXP perioodil ja tdusis
peale Uleujutust. Hebelomataceae ja Naucoria osakaal muutus samuti mdlemal proovialal
sarnaselt. Mdlema perekonna suhteline arvukus suurenes EXP perioodil ja langes POST perioodil.
Lisaks oli néha suurt osakaalu muutust POSTPOST perioodil, kui Hebelomataceae suhteline

arvukus suurenes Uleujutatud alal 9,67% vorra.

Tomentella arvukus suurenes EXP perioodil, kuid muutus oli suurem kontrollalal, kus arvukus
suurenes 2,32% vorreldes Uleujutatud ala 0,1%-ga. Peale uleujutust langes Tomentella suhteline
arvukus molemal proovialal. Cortinarius perekonna ja Thelephoraceae sugukonda kuuluvate

seente suhteline arvukus oli terve eksperimendiperioodi viltel kontrollalal alla 1%. Uleujutatud
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alal oli perekonna Cortinarius suhteline arvukus PRE perioodil tle 1%, kuid Thelephoraceae
sugukonda kuuluvate seente arvukus alla 1%. Lihiajaline tUleujutus méjutas mélema sugukonna
suhtelist arvukust positiivselt, sest see tdusis Ule kahe korra. Peale Uleujutust langes Cortinarius
perekonna suhteline arvukus, aga Thelephoraceae sugukonda kuuluvate seente arvukus tousis
veelgi. Peziza perekonda kuuluvaid seeni kontrollalal ei taheldatud ja Gleujutatud alal oli PRE
perioodil nende suhteline arvukus alla 1%. Uleujutuse ajal suurenes nende suhteline arvukus
1,46% (1,65%). Joonisele 10 lisati Gldseente perekonnad, mille summaarne suhteline arvukus oli
eksperimendi erinevatel perioodidel suurem kui 1% (eemaldati 24,78-31,64% koigist

jarjestustest).
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Joonis 10. Uldseente perekondade suhtelise arvukuse osakaal kontrollalal ja ileujutatud alal
eksperimendi erinevatel perioodidel. Lihendid: tleujutuse eelne periood (PRE), lleujutuskatse
(EXP), eksperimendi jargne periood (POST), aasta peale lleujutust (POSTPOST).
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Uldseente Gleujutatud ala v@rgustikust on naha, et PRE perioodil oli vdrgustik kdige tihedam
(joonis 11). EXP perioodil oli vorgustikus vahem perekondi ning POST perioodil veelgi vahem.
Kontrollala vorgustikku vaadates ei ole muutused nii suured (joonis 12). EXP perioodil on ndha
vahem perekondi kui enne Uleujutust, aga POST perioodil on vdrgustik tihedam kui PRE perioodil.
Uleujutatud EXP ja POST vérgustikus puuduvad Apiotrichum, Oliveonia, Spirosphaera ning
Linnemannia perekonnad, keda oli niha PRE vérgustikus. Uleujutus m&jutas ka Limnoperdaceae

perekonda, keda on naha uleujutatud ala PRE ja POST vorgustikus, kuid mitte EXP perioodil.
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Joonis 11. Uldseente perekondade vdrgustik tleujutatud ala neljas proovipunktis (proovipunktides 5, 6, 7 ja 8). Vdrgustikud on jaotatud

vastavalt eksperimendi perioodidele: PRE, EXP, POST ja POSTPOST. Punktidena on esitatud taksonid perekonna tasemel.
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Joonis 12. Uldseente perekondade vérgustik kontrollalal. V&rgustikud on jaotatud vastavalt eksperimendi perioodidele: PRE, EXP,
POST ja POSTPOST. Punktidena on esitatud taksonid perekonna tasemel.
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Uleujutus ei m@jutanud seente mitmekesisust statistiliselt oluliselt, kuid tleujutatud alal oli néha
negatiivset trendi Uleujutuse ajal (joonis 13). Ruumianaliisi tulemustest on naha, et EXP perioodil
olid madalamad keskmised vaartused wleujutatud alal. Kdige madalam oli liigirikkus EXP
perioodil punktis 3.
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Joonis 13. Uldseente mitmekesisuse muutus proovialal. Siniste toonidega on kujutatud Gleujutatud
ala ja punakate toonidega kontrollala. Joonisel on ndidatud Shannon—Weaveri mitmekesisuse
indeksi muutused eksperimendi erinevatel perioodidel. Ns tahistab seoseid, kus mitmekesisuse
indeks oluliselt ei muutunud. Interpoleeritud pinnal on kasutatud keskmist Shannon mitmekesisuse
indeksi vaartust EXP perioodil. Lihendid: tleujutuse eelne periood (PRE), tileujutuskatse (EXP),
uleujutuse jargne periood (POST) ja aasta parast eksperimenti (POSTPOST).

RDA tulemused nditasid, et Rhizophydiales ja Saccharomycetales eelistasid tdpselt samasugust
elukeskkonda (joonis 14). Antud seened olid positiivselt seotud mulla Mg, Ca, N% ja orgaanilise
aine kontsentratsiooniga ning negatiivselt seotud mulla NHs* kontsentratsiooniga. Naucoria,
Idriella ja Podila olid positiivselt seotud mullaniiskusega. Lisaks esines neil tugev positiivne seos
ka mulla pHkc ja K kontsentratsiooniga. Limnoperdaceae perekond ja mulla CHs péevase
emissiooni vahel esines tugev positiivne seos. Samas oli positiivne seos ka Naucoria, Idriella ja
Podila ning mulla CH4 emissiooni vahel. Naucoria, Idriella Limnoperdaceae ja Podila olid
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negatiivselt seotud mulla N2O emissioonidega, kuid N2O emissioonidega olid positiivselt seotud
Tomentella, Mycena, Mycena, Russula perekonnad ja Thelephoraceae sugukonda kuuluvad
perekonnad. Russula perekonna ja mulla NH4" vahel esines kdige tugevam positiivne seos.
Mortierella ja Ascobolus eelistasi keskkonda, mis oli kdrge NOs™ kontsentratsiooniga. Lisaks olid
nad seotud positiivselt mulla CH4 emissiooniga. Mortierella ja Ascobolus perekondadele eelistas

vastupidist keskkonda Thelephora perekond.
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Joonis 14. Uldseente RDA analiiiis perekonna tasemel. Vasakpoolne joonis kujutab naidatud
perekondade ja keskkonnaparameetrite vahelisi suhteid. Kujunditega on naidatud eksperimendi
erinevate perioodide proove ja varviga on eristatud proovialad. Proovialade ja
eksperimendiperioodide Umber on kujutatud 95%-ne téendosusellips. Parempoolsel on néidatud
taksonite vahelisi sarnasusi. Lihendid: uleujutuse eelne periood (PRE), lleujutuskatse (EXP),

eksperimendi jargne periood (POST), aasta peale Gleujutust (POSTPOST)

3.3. Arbuskulaarne mukoriisa

Kontrollalal oli kbige suurema suhtelise arvukusega AM seente sugukond Claroideoglomeraceae,
kuid Gleujutatud alal olid kdige suurema suhtelise arvukusega enne PRE perioodi
Archaeosporaceae sugukond ning EXP perioodil Acaulosporaceae ja Claroideoglomeraceae

sugukonnad (joonis 15). Claroideoglomeraceae sugukonna suhteline arvukus suurenes EXP
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perioodil Uleujutatud alal (6,23 %), aga vahenes kontrollalal (-8,78 %). Kdige enam muutus
Claroideoglomeraceae arvukus uleujutatud alal POSTPOST perioodil, kui nende arvukus
suurenes 19,44% vdrra. Teine suur muutus AM seente koosluse struktuuris oli samuti tleujutatud
ala POSTPOST perioodil, kui Acaulosporaceae suhteline arvukus véhenes 19,21% vdrra.
Acaulosporaceae ja Ambisporaceae suhtelised arvukused suurenesid Uleujutatud ala EXP
perioodil. Kontrollalal Acaulosporaceae suhteline arvukus ei muutunud ja Ambisporaceae
sugukonda leiti ainult POSTPOST perioodil. Paraglomeraceae suhteline arvukus vahenes
mdlemal proovialal EXP perioodil ja suurenes peale leujutust. Glomeraceae sugukonna arvukus
suurenes EXP perioodil tleujutatud alal ja POST perioodil suurenes veelgi. Kontrollalal oli ndha
vastupidist trendi, kus arvukus langes ning oli POST perioodil madalaim. Diversisporaceae
sugukonna suhteline arvukus dleujutatud alal tleujutuse ajal véhenes, kuid suurenes (12,58 %
voOrra) peale tleujutust. Kontrollalal suuri muutusi Diversisporaceae suhtelises arvukuses samal
ajavahemikul ei taheldatud. Diversisporaceae suhteline arvukus vahenes mdlemal proovialal
POTPOST perioodil.
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Joonis 15. AM seente sugukondade suhtelise arvukuse osakaal kontrollalal ja tleujutatud alal.
Lihendid: Gleujutuse eelne periood (PRE), uleujutuskatse (EXP), eksperimendi jargne periood
(POST), aasta peale tleujutust (POSTPOST)
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Kummalgi proovialal ei leitud statistiliselt olulisi muutusi AM seente liigirikkuse ja mitmekesisuse
indeksites (joonis 16). AM seente mitmekesisus oli kontrollalal ja Gleujutatud alal enne EXP
perioodi sarnane, kuid EXP perioodil on ndha selget erinevust, kus AM seente keskmine Shannon—
Weaveri mitmekesisuse indeks suurenes. Samas ei olnud muutus statistiliselt oluline.
Ruumianaliiiis ei eristanud EXP perioodil Uleujutatud ala kontrollalast. Kéige madalamad
keskmised mitmekesisuse véartused olid punktides 1 ja 12 ning kdige kdrgemad vaartused
punktides 7 ja 11.
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Joonis 16. AM seente mitmekesisus erinevatel eksperimendiperioodidel. Siniste toonidega on
kujutatud Uleujutatud ala ja punakate toonidega kontrollala. Ns t&histab seoseid, kus
mitmekesisuse indeks oluliselt ei muutunud. Interpoleeritud pinnal on kasutatud keskmist
Shannon—Weaveri mitmekesisuse indeksi vaértusi. Lihendid: tleujutuse eelne periood (PRE),
uleujutuskatse (EXP), eksperimendi jargne periood (POST), aasta peale leujutust (POSTPOST)

Claroideoglomeraceae ja Diversisporaceae sugukonnad eelistasid sarnast elukeskkonda (joonis
17). RDA tulemused nditasid, et antud sugukonnad olid positiivselt seotud mulla Mg, Ca, K, P,
pHkcr ja NOs™ kontsentratsioonidega. Archaeosporaceae ja Ambisporaceae eelistasid keskkonda,
mis olid orgaanilise aine rikkad. Archaeosporaceae ja Ambisporaceae olid sugukondades kdige

enam positiivselt seotud mulla N2O emissioonidega. Mulla CH4 emissiooniga olid positiivselt
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seotud Paraglomeraceae ja Glomeraceae, kuid mulla pdevase CH4 emissiooniga oli kdige enam

positiivselt seotud Acaulosporaceae sugukond. Acaulosporaceae sugukond oli positiivselt seotud
ka mullaniiskuse ja mulla NH4" kontsentratsiooniga.
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Joonis 17. AM seente RDA anallils sugukonna tasemel. Vasakpoolsel joonisel on ndidatud
sugukondade ja keskkonnaparameetrite vahelisi suhteid. Kujundid nditavad eksperimendi
erinevate perioodide proove ja varviga on eristatud proovialad. Proovialade ja
eksperimendiperioodide Umber on kujutatud 95%-ne téendosusellips. Parempoolsel joonisel on
naidatud taksonite vahelisi sarnasusi. Lihendid: tleujutuse eelne periood (PRE), uleujutuskatse

(EXP), eksperimendi jargne periood (POST), aasta peale Gleujutust (POSTPOST)

3.4. Seosed mikroobse mitmekesisuse ja protsesside ning keskkonnaparameetrite
vahel

Korrelatsioonianalliiisi tulemustest on naha, et bakterite mitmekesisuse ja mulla NHs*
kontsentratsiooni vahel oli oluline positiivne seos (R=0,45) (joonis 18). Proovialal esines

statistiliselt oluline negatiivne seos bakterite mitmekesisuse ja mulla NOz~ kontsentratsiooni vahel
(R=-0,33).

Seened ei olnud statistiliselt oluliselt seotud mulla NH4* ja NOs~ kontsentratsioonidega, kuid olid

seotud mulla Ca, Mg, P ja pHkci kontsentratsioonidega. Uldseentel esines Ca, Mg, P ja pHkal
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kontsentratsioonidega positiivne (vastavalt R= 0,53; R=0,55; R=0,43 ja R=0,49) ja AM seentel
negatiivne seos (vastavalt R=-0,23; R=-0,25; R=-0,28 ja R=-0,27). Lisaks esines uldseente
mitmekesisuse ning N% ja orgaanilise aine vahel statistiliselt oluline positiivne korrelatsioon.
Seente mitmekesisus oli negatiivselt seotud mulla N2O emissioonidega (péeva keskmise N.O
emissiooniga R=-0,31 ja enne mdo6tmisi voetud N.O emissiooniga R=-0,26). AM seente
mitmekesisus oli positiivselt seotud bakterite mitmekesisusega (R=0,23) ja negatiivselt seotud

uldseente mitmekesisusega (R=-0,22).

Vaadates protsesside ja mitmekesisuse vahelisi seoseid, siis oli nédha vaid Uldseente ja NO3z~
redutseerimise vahelist negatiivset seost (R=-0,48). Protsessidest oli metanotroofia positiivselt
seotud Ca (R=0,25), N% (R=0,35), orgaanilise aine (R=0,34) ja P (R=0,37) kontsentratsioonidega
ning pHkci-ga (R=0,27). Sarnaselt metanotroofiaga esines denitrifikatsioonil ja N2 sidumise ja P
vahel oluline positiivne seos (mdlemal R=0,24). Lisaks oli N2 fikseerimine seotud mulla N%
(R=0,25), NH4" (R=0,26) ja NOs  (R=-0,29) kontsentratsioonidega ning orgaanilise ainega
(R=0,24). Denitrifikatsioon ja NOs~ redutseerimine olid seotud mulla Mg kontsentratsiooniga
(vastavalt R=0,22 ja R=-0,54). Lisaks oli NOs™redutseerimine seotud mulla Ca (R=-0,52), K (R=—
0,55), N% (R=-0,31), NH4" (R=0,26), NOs~ (R=-0,25), orgaanilise aine (R=-0,31) ja P (R=-0,29)
kontsentratsioonidega ning pHkci-ga (R=-0,6).
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Joonis 18. Mitmekesisuse ja keskkonnaparameetrite Spearmani korrelatsioonimaatriks proovialal.

Korrelatsioonimaatriksis on ndidatud varvidega statistiliselt olulised seosed (p<0,05). Sinine varv

tahistab positiivset ja punane negatiivset seost tunnuste vahel. Numbrid varvitud ruutudes néitavad

seose korrelatsioonikordajat R.

3.5 Ruumianaluis

Proovialal asuvate punktide kérgused jadvad vahemikku 34,6-35,6 m. Joonisel 19A on kujutatud

prooviala maapinna kérgusmudelit, kus on néha kahte prooviala eraldav looduslik tamm. VVaadates

mullaniiskust prooviala EXP perioodil (joonis 19B), on naha, et tleujutatud ala oli EXP perioodil

niiskem ja kontrollala kuivem. Uleujutatud ala punktid 3 ja 5 olid EXP perioodil teistest

uleujutatud ala punktidest véiksema mullaniiskusega, kuid nimetatud punktid asuvad ka
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Umbritsevast alast kdrgemal. Lisaks oli ndha, et neis punktides oli vGrreldes teiste Uleujutatud ala
proovipunktidega mulla CH4 emissioon madalam (joonis 19C) ja N2O emissioon kdrgem (joonis
19D). Selget erinevust Gleujutatud ala ja kontrollala CH4 ja N.O voogude juures ei ole méargata,
kuid on néha, et kdrgemal asuv leujutatud ala punkt 5 on sarnasem kontrollala punktidega kui
tleujutatud ala omadega. Uleujutatud alal on Uleujutusega tekkinud punktid, mis tarbivad ja

emiteerivad CHs ja N2O.
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Joonis 19. Prooviala kdrgusmudel (A), mullaniiskus (B), mulla CH4 (C) ja N2O (D) emissioonid
EXP perioodil. Kontrollala punktid on kujutatud punasega ja Gleujutatud ala punktid sinisega.
Keskkonnaparameetrite joonistel on tumesinisega néidatud alad on madala vaartusega ning

kollasega kdrgemad vaéartused.

Metanotroofia oli suurim iileujutatud alal punktides 1 ja 2 (joonis 20A). Ulejaanud proovialal ol
metanotroofia madalam. NO3™ reduktsiooni suurim vaéartus oli samuti punktis 1 (joonis 20B). NO3~
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reduktsioon oli kérgem Uleujutatud alal ning madalad keskmised véaartused esinesid kontrollalal.
Selge erinevus kontrollala ja Uleujutatud ala vahel on ndha N2 fikseerimise interpolatsioonil (joonis
20D). Lammastiku fikseerimine oli suurem tleujutatud alal ja véhenes kaugenedes veeallikast ja
oli madalam kontrollalal. Denitrifikatsiooni puhul ei esinenud selget ruumilist trendi (joonis 20C).

Denitrifikatsioon toimus rohkem prooviala keskel ja vahenes prooviala aarealade suunas.

0.0054

0.0018 0.032

Joonis 20. Funktsioonid prooviala EXP perioodil. Joonisel A on kujutatud metanotroofia, joonisel
B NOgz™ reduktsioon, joonisel C denitrifikatsioon ja joonisel D N fikseerimine. Kontrollala punktid

on kujutatud punasega ja Uleujutatud ala punktid sinisega.
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4. Arutelu

Magistritod tulemused naitasid, et mulla mikroobikooslused varieeruvad nii ruumilisel kui ka
ajalisel skaalal keskkonnaparameetritele reageerides. Mulla omadused ja taimestik mdjutavad
mikroobide arvukust ja koosluste struktuuri (Yu et al., 2012). Varasemalt on ndidatud, et ka
uleujutused mojutavad mulla mikroobikooslusi (Garssen et al., 2015; Shen et al., 2021) ja
kaldaairsete metsade mulla KHG emissioone (Schindler et al., 2020). Uleujutus on mdjutanud
kalda&arsete alade liigirikkust negatiivselt, kuid poolkdrbete ja kérbete liigirikkust positiivselt
(Garssen et al., 2015). Shen ja teised (2021) leidsid, et mulla bakterite a-mitmekesisus oli aastate
I6ikes madalam Gleujutuse kui pdudade ajal. Samas H. Zhang ja teised (2023) leidsid, et pidevalt
uleujutatud, fluktueeriva veetasemega ja kuivendatud alade mulla bakterite mitmekesisus ei olnud

nende alade vahel oluliselt erinev (H. Zhang et al., 2023).

Agali katsealal ei mdjutanud kdrge veetase bakterite mitmekesisust, aga peale Gleujutust oli
bakterite mitmekesisus oluliselt suurem kui enne, millel vdis olla seos uleujutuskatse
luhiajalisusega. Garrissen ja teised (2015) leidsid, et Uleujutuse mdju liigirikkusele séltub
uleujutuse kestusest, intensiivsusest ja sagedusest. Unger ja teised (2009) viisid 1abi viienddalase
uleujutuskatse ja leidsid, et pidev uleujutus véhendas mikroorganismide biomassi ning mojutas
aeroobseid baktereid ja seeni. Samas leidsid nad, et mulla mikroobikoosluste struktuur ei
muutunud eksperimendiperioodi jarel oluliselt ja jareldasid samuti, et Uleujutusperiood vais olla
liiga lihike (Unger et al., 2009). Lisaks on muutusi bakterite kooslustes varasemalt seostatud mulla
pH, mullaniiskuse, orgaanilise aine sisalduse ja N% kontsentratsiooniga (Ding et al., 2022; Shen
et al., 2021). Magistritdo tulemused naitasid, et bakterite mitmekesisus oli seotud mulla NH4" ja
NOz~ kontsentratsiooniga ja olulist korrelatsiooni bakterite mitmekesisuse ning mullaniiskuse,

orgaanilise aine ja pH vahel ei leitud.

Metsamulla bakterikooslused olid hGimkondade tasemel sarnased enne ja parast tGleujutust kui ka
uleujutuse ajal. Koige suurema suhtelise arvukusega olid mdlemal proovialal ja igal
eksperimendiperioodil Proteobacteria, Acidobacteriota, Bacteroidota, Planctomycetota ja
Verrucomicrobiota hdimkonnad. Selgeid erinevusi oli aga naha perekondade tasemel. Perekonna
tasemel oli bakterite vorgustik tihedam Uleujutuse ajal kui enne v6i parast Uleujutust. Perekonna
tasemel oli proovialal kdige suurema suhtelise arvukusega Vicinamibacteraceae sugukonda

kuuluvad perekonnad, kes on aeroobsed bakterid ja kasutavad kasvuks suhkruid ja kompleksseid
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valgulisi Uhendeid (Huber & Overmann, 2018). Tulemusest oli néha, et tleujutus mdjutas antud

sugukonda kuuluvaid aeroobseid perekondasid negatiivselt.

Nitrosomonadaceae sugukonda kuuluvad bakterid, kelle hulka kuuluvad nditeks MND1, Ellin6067
ja Nitrosospira jt, on ammoniaagi okstideerijad ja seotud nitrifikatsiooni protsessiga (Prosser et
al., 2014; Yan et al., 2023). Nitrosomonadaceae sugukonda kuuluvad bakterite perekonnad tulid
vorgustikuanalliusis esile Gleujutuse ajal, kuid enne ja pdrast Uleujutust neid ei tuvastatud.
Nitrosomonadaceae sugukonna bakteritest mdjutas Uleujutus positiivselt ka Ellin6067 suhtelist
arvukust. Erinevalt teistest Nitrosomonadaceae sugukonda kuuluvatest bakteritest nditasid
uurimisto6 tulemused, et nitrifikatsiooniga seotud Nitrospira ja MND1 suhteline arvukus langes.
Schindler ja teised (2020) leidsid, et muld oli Gleujutuse ajal N2O allikas, kuid N2O emissioon ei
muutunud mullast statistiliselt oluliselt ja keskmine N2O emissioon tleujutuse ajal perioodil siiski
langes. N2O emissiooni langust vdib seostada nitrifikatsiooni protsessi aeglustumisega, sest mulla
NO3z~ kontsentratsioon langes (Reiss, 2021). Korrelatsioonianalliils naitas, et mulla NOz
kontsentratsioon ja mullaniiskus olid negatiivselt seotud ja on teada, et nitrifikatsiooni kaigus
akumuleerub mulda NO3z~ (Péarn et al., 2018).

Interpolatsiooni tulemused néitasid, et muld oli Uleujutuse ajal siiski N2O emissiooniallikaks
uleujutatud ala kuivemates punktides. N.O emissioon mullast vdis olla seotud pigem
denitrifikatsiooni v6i DNRA protsessiga. Denitrifikatsiooniga on seotud Bradyrhizobium ja
Rhodanobacter, kelle suhtelised arvukused Uleujutusega suurenesid. Uuringud on ndidanud, et
Rhodanobacter on seotud denitrifikatsiooniga happelistes muldades (Van Den Heuvel et al.,
2010). Lisaks on naidatud, et Bradyrhizobium perekonna méned liigid on v@imelised taielikuks
denitrifikatsiooniks, kuid teised Bradyrhizobium bakterid on seotud mittetdieliku
denitrifikatsiooniga (Saeki et al., 2017). Mittetaieliku denitrifikatsiooni saaduseks v6ib olla NO2",
lammastikoksiid (NO) vBi N2O (Saeki et al., 2017).

Bradyrhizobium perekonda kuuluvad bakterid on lisaks denitrifikatsioonile vdimelised
atmosfaarist N2 siduma (Saeki et al., 2017). Varasemad tulemused nditasid, et tleujutus aitas
lammastiku fikseerijatel erinevaid toitaineid paremini omastada (Reiss, 2021). Magistritd6
tulemused nditasid, et N fikseerijate ja mulla NOs™ kontsentratsiooni vahel esines negatiivne suhe,
mis langeb kokku sellega, et lammastikku fikseerivate mikroobide mitmekesisust mdjutab oluliselt

mulla NOs~ kontsentratsioon (Espenberg et al., 2018). Uleujutuse ajal muutis NO3z
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kontsentratsiooni langus keskkonna lammastiku sidujatele sobivamaks. Lisaks oli bakterite
osakaalude uurimisel ndha Frankia perekonna osakaalu suurenemist tleujutuse ajal (joonis 4B).
Frankia bakterid, kes seovad ldmmastiku siimbioosis vOi vabalt elades, eelistavad véahese
hapnikusisaldusega keskkondasid (Lechevalier, 1994). Tulemust kinnitab ka ldmmastiku
fikseerivate geenide interpolatsioon proovialal, kus oli n&ha selge erinevus kontrollala ja

uleujutatud ala vahel.

Uleujutuse ajal ei olnud prooviala pidevalt tileujutatud, sest vett pumbati proovialale vaid paeval.
Pulseeriva uleujutusega aladel on suurem téen&osus CH4 okstidatsiooniks kui pidevalt Gleujutatud
aladel (Chowdhury & Dick, 2013). Lisaks on leitud, et metanotroofid vdivad CH4 okslideerida ka
anaeroobsetes tingimustes (Caldwell et al., 2008). N-damo on lammastikuringe protsess, mis on
seotud susinikuringega. Protsessi viib 1abi metaani okslideeriv ja nitriteid redutseeriv bakteriliik
Candidatus Methylomirabilis oxyfera (Ettwig et al., 2010). Bakter kasvab anaeroobsetes
tingimustes ja redutseerib NO2 Nz-ks ilma N20O reduktaasita ning toodab hapnikku CHa
okslideerumiseks (Ettwig et al., 2010).

Candidatus Methylomirabilis oxyfera liik kuulub Methylomirabilaceae sugukonda ja uurimuse
tulemused naitasid, et Methylomirabilaceae sugukonna suhteline arvukus oli suurem Uleujutusega
mdjutatud alal. Interpolatsiooniga oli ndha, et metanotroofia ja NO redutseerimine olid tleujutuse
ajal suurimad 0leujutatud ala punktis 1, kus oli ka Methylomirabilaceae sugukonna suhteline
arvukus suurim. Punkt 1 oli Gleujutatud alal niiskem kui kontrollala, mis l&heb kokku varasemate
uuringutega, kus on néidatud, et n-damo protsessi labi viivad bakterid eelistavad anaeroobseid

tingimusi ning nende arvukus suureneb Gleujutuse pikenemisega (Y. Wang, Huang, et al., 2016).

Susinikuringega seotud perekondade Bryobacter, Candidatus Solibacteri ja Geobacter kooslusi
mojutas Uleujutus positiivselt. Bryobacter on aeroobne bakter, keda vdib leida ka anoksilistes
tingimustes happelistel margaladel ja muldades (Dedysh, 2019). Bryobacter kasutab erinevaid
suhkruid, polusahhariide ja rasvhappeid ning on vGimeline nitraati redutseerima (Dedysh et al.,
2017). Sarnaselt Bryobacter kooslustele on ka Candidatus Solibacteri kooslused fakultatiivselt

anaeroobsed ja seotud orgaanilise stsiniku lagundamisega (Dedysh et al., 2017).

Geobacter on seotud mulla KHG emissioonidega anaeroobsetes keskkondades (T. Li & Zhou,
2020). Geobacter voib mullas esineda koos metanogeenidega ning nende vahel esineb peamiselt

sumbioos ja konkurents DIET (ing keeles direct interspecies electron transfer ehk liikide vaheline
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elektronide tlekanne) kaudu (T. Li & Zhou, 2020). Kui DIET protsess on organismide vahel
toimumas, siis vaheneb CHs tootvate liikide energiabarjéar ja kiireneb CH4 tootmine (T. Li &
Zhou, 2020). Néiteks on teada, et Geobacter varustab Methanothrix liike elektronidega ja seelébi
suureneb CHa produktsioon (Holmes et al., 2017). Magistrit6o tulemused néitasid, et Uleujutusega
muutus prooviala Geobacterile sobilikumaks keskkonnaks. Geobacteri suhteline arvukus suurenes
koos mullaniiskusega. Vo&rgustiku anallilisis tuli Geobacter esile péarast Uleujutust kui CHa

emisioonid olid proovialal suurimad.

Mullaseened on enamasti vastupidavamad lihiajalisele niisutamisele ja kuivendamisele kui
baktereid (X.-B. Wang et al., 2022). Uuringutega on leitud, et mullaniiskus ning lammastiku ja
stsiniku suhe on (hed olulisemaid parameetreid, mis mdjutavad seente ja AM seente koosluste
struktuuri ja mitmekesisust mullas (Cao et al., 2020; Cheng et al., 2020). Magistritdos ei leitud
statistiliselt olulist suhet Gldseente ja AM seente mitmekesisuse ning mullaniiskuse vahel. Samas
oli nadha, et Uleujutus mdjutas Uldseente mitmekesisust negatiivselt, kuid muutus ei olnud
statistiliselt oluline. Keskmised Shannoni indeksid olid tleujutuse ajal madalamad Uleujutatud
proovialal ning tleujutuse ajal olid keskmised indeksite vaartused madalamad kui enne vdi parast
uleujutust. Cheng ja teised (2020) vordlesid seente koosluste struktuuri ja funktsionaalseid gruppe
ja leidsid samuti, et Shannon mitmekesisuse indeks oli madalam maérgalade muldades kui

mahajéetud riisipdldude ja maisipdldude muldades (Cheng et al., 2020).

Uldseente perekondades moodustas kdige suurema osakaalu mdlemal proovialal Mortierella.
Mortierella liigid on saprotroofid, kes kasutavad elutegevuseks tselluloosi, hemitselluloosi ja
kitiinis leiduvat susinikku (Ozimek & Hanaka, 2020). Mortierella perekond mdjutab mulla
mikrobioomi lahustades fosforit. Lisaks aitab perekond mikroorganisme, sest tdstab nende
toitainete omastamise efektiivsust (Ozimek & Hanaka, 2020). Tulemused néitasid, et Mortierella
perekonda mdjutas luhiajaline tleujutus negatiivselt. Uleujutus mdjutas aga positiivselt Naucoria
ja Russula perekondi, kes moodustavad mikoriisasid lepa juurtega (Moreau, 2005). RDA analuls
néitas, et Naucoria perekond eelistas ka suurema mullaniiskusega keskkonda. Lisaks oli
tulemustest naha positiivset Uleujutuse mdju Tomentella ja Thelephoraceae sugukonda
kuuluvatele seente perekondadele, keda on sageli leitud lepa mikrobioomis (Fuller et al., 2023;
Schwob et al., 2017). Tulemused kinnitavad, et lepad moodustavad siimbiootilisi suhteid EM voi
AM seentega, kus slimbioos aitab leppadel omastada toitaineid ja vett ning vastu pidada

biootilistele ja abiootilistele keskkonnateguritele (Fuller et al., 2023).
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DRNA redutseerimisprotsessi kdrvalsaadusena vdib emiteeruda N2O-d ja on teada, et Ascomycota
hdimkonda kuuluvad seened on véimelised labi viima DNRA protsessi (Zhou et al., 2002).
Magistritod tulemused nditasid, et Ascomycota suhteline arvukus suurenes Gleujutusega. Antud
hdimkonda kuuluvad nditeks Peziza perekond, kelle arvukust Uleujutus samuti positiivselt
mdjutas. Reissi (2021) bakalaureusettds ndidati, et N2O emissioonid uleujutuse ajal korreleerusid
positiivselt nrfA geenikoopiate arvukusega, mida kasutatakse DRNA protsessi tuvastamiseks
(Welsh et al., 2014). Lisaks puudub seentel N2O reduktaas ja ka denitrifikatsiooni 16pp-produktiks
on N20 (Mothapo et al., 2015). Magistritdo tulemused nditasid aga Uldseente ja N.O emissioonide
vahel negatiivset suhet. Seega N>O emissioon lleujutuse ajal on arvatavasti seotud pigem bakterite
kui seentega. Varasemalt on néidatud, et seente N2O tootmise aktiivsus on umbes 1-5 suurusjarku

madalam kui bakterite oma (Mothapo et al., 2015).

Uleujutus ei mdjutanud statistiliselt oluliselt AM seente a-mitmekesisust. Varasemalt on naidatud,
et nii kuival kui ka niiskel aastaajal ei ole olulist m&ju AM liigirikkusele ja mitmekesisusele
(Lovelock et al., 2003). Erinevalt tldseentest oli naha AM seente keskmise mitmekesisuse indeksi
suurenemist Uleujutuse ajal. Wang ja teised (2011) néitasid, et Uleujutus voib olulistelt mdjutada
AM seente mitmekesisust, kuid olulisel kohal on Uleujutuse kestus. AM seened on aeroobsed
mikroorganismid ja intensiivsel tleujutusel on negatiivne mdju nende mitmekesisusele (Y. Wang
etal., 2011). Samas v6ib mdddukas tleujutus soosida mitmekesisuse suurenemist (Y. Wang et al.,
2011). Mitmekesisuse suurenemine vdib olla seotud aerenhiiimide efektiivsuse suurenemisega
(Yamauchi et al., 2013) vdi AM seente liikide suure kohanemisvGimega hapnikuvaeses
keskkonnas (Y. Wang, Li, et al., 2016).

AM kooslustel vdib olla oluline m&dju mulla omadustele, mis omakorda mdjutavad mulla KHG
vooge (Storer, 2013). Shen ja Zhu (2021) leidsid, et AM kooslused vbivad alandada mulla N2O
emissiooni, suurendades taimede ja mikroobse l&mmastikku biomassi ning vahendades mulla
anorgaanilise lammastiku sisaldust. AM seened voivad muuta ka N2O emissiooniga seotud
mikroobikooslusi, soodustades nosZ markergeenide kasvu ja péarssides nirkK (vastutab N2O
tootmise eest) markergeenidega seotud mikroobikoosluste kasvu. AM seente mitmekesisuse
suurenemine proovialal ldheb kokku varasemate tulemustega, kus oli néha, et Uleujutusega
suurenes nosZI1 markergeenide arvukus ja langes nirK markergeenide arvukus (Reiss, 2021). NosZ

markergeenidest on klaad Il arvukus negatiivselt seotud N2O emissiooniga (Samad et al., 2016).
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AM seentest domineeris kontrollalal Claroideoglomeraceae sugukond terve eksperimendiperioodi
valtel. Uleujutatud alal oli suurima suhtelise arvukusega enne tleujutust Archaeosporaceae
sugukond ja leujutuse ajal Acaulosporaceae. Varasemalt on méargalade ja tleujutustega seostatud
peamiselt Glomeraceae sugukonda kuuluvaid AM seeni, sest neil on suur Okoloogiline
kohanemisvéime (Y. Wang et al., 2011, 2015). Lisaks on leitud, et Glomeraceae ja
Acaulosporaceae sugukonnad domineerivad troopilistes metsades (Leal et al., 2013). Antud
uuringus oli ndha, et Glomeraceae ja Acaulosporaceae suhteline arvukus suurenes tleujutuse ajal.
Acaulosporaceae on stressitaluv AM seente sugukond (Chagnon et al., 2013) ja RDA analiilis

néitas, et Acaulosporaceae sugukond eelistas kdrgema mullaniiskusega elukeskkonda.

Magistritoo tulemused néitavad, et luhiajaline tGleujutus méjutas mullaniiskust ja mullas toimuvaid
mikroobseid protsesse. Interpolatsiooni tulemused nditasid, et tleujutatud alal tekkisid punktid,
mis sidusid ja emiteerisid N2O ning CHa. Lisaks Uleujutusele vdib leujutatud ala reljeefil olla
oluline m&ju mikroobikooslustele. Uurimistod tulemustest oli néha, et seened ja AM seened olid
tleujutuse mdjule vastupidavamad kui bakterid. Uleujutuse kestusel oli mdju mikroorganismide

kooslustele.
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Kokkuvote

Globaalse soojenemisega kaasneb intensiivsete sademete sagenemine, millega voib kaasneda
tleujutuste suurenemine kaldasarsetes piirkondades. Uleujutused mdjutavad oluliselt organismide
elukeskkonda ning selle tagajarjel vdivad muutuda susiniku ja ldammastikuringe protsessid mullas
(Schindler et al., 2020). Stsinikuringes seovad mikroorganismid atmosfaarist CO, voi emiteerivad
seda hingamise ja lagunemise kéigus. CH4 emissioon s6ltub samuti mulla mikroorganismidest,
metanogeenide ja metanotroofide vahekorrast. Ldmmastikuringes on mikroorganismidel oluline
roll N2O emissioonides v6i N, sidumises. Uleujutused mdjutavad mulla bakterite ja seente
kooslusi, mis mdjutavad mikroobsed protsesse ja KHG vooge.

Uurimistdd eesmargiks oli hinnata luhiajalise Gleujutuse mdju mulla mikrobioomile ja mulla
susiniku- ja lammastikuringele. Mullaproovid koguti 2017. a juulist novembrini ja 2018. a augustis
Agali proovialalt. Mikroorganismide mitmekesisust hinnati Shannon—Weaveri mitmekesisuse
indeksiga ja muutuste olulisuse tuvastamiseks kasutati Wilcoxoni testi. Bakterite ja seente
mitmekesisuse ning keskkonnaparameetrite ja KHG emissioonide vahelisi seoseid hinnati
Spearmani korrelatsioonikoefitsiendiga. Spearmani korrelatsioonikoefitsienti kasutati lisaks
metanotroofia, NOs~ reduktsiooni, denitrifikatsiooni ja N2 fikseerimise protsesside ning
keskkonnaparameetrite ja mitmekesisuste vaheliste seoste leidmiseks. Mikroorganismide
perekondade ning keskkonnaparameetrite ja KHG emissioonide vaheliste seoste hindamiseks
kasutati RDA analiisi. Prooviala ruumiliste trendide tuvastamiseks EXP perioodil kasutati IDW

interpoleerimismeetodit.

Magistritod tulemused néitasid, et Uleujutus mojutas mulla mikroorganismide kooslusi ja
peamiselt perekonna tasemel. Leiti, et Gleujutusel oli statistiliselt oluline positiivne mdju bakterite
mitmekesisusele. Positiivne mdju vdis tuleneda Uleujutuse llhiajalisusest, sest varasemalt on
néidatud, et pikematel Uleujutustel mdju bakterite mitmekesisusele puudub vdi on mdju pigem
negatiivne. Sarnaselt teistele uuringutele olid Uldseente ja AM seente kooslused uleujutusele

vastupidavamad ning statistiliselt olulisi muutusi mitmekesisuses ei taheldatud.

Lepa v6ime moodustada sumbiootilisi suhteid bakterite ja AM seentega on oluline omadus, mis
soodustab ellujaédmist keeruliste elutingimustega keskkondades. Tulemused néitasid, et Uleujutus
mdjutas positiivselt lepaga simbiootilisi suhteid loovate seente Naucoria, Russula ja Tomentella

perekondadega ning Thelephoraceae sugukonnaga Lisaks oli ndha tleujutuse positiivset mdju N2
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fikseerijatele. Uleujutuse ajal langes mulla NOs  kontsentratsioon ja muutis keskkonna
lammastiku fikseerijatele, Bradyrhizobium ja Frankia perekondadesse kuuluvatele bakteritele
sobivamaks. NO3z~ kontsentratsiooni langust on seostatud nitrifikatsiooni protsessi aeglustumisega
ning ka antud uuring nditas enamasti nitrifikatsiooniga seotud Nitrospira ja MND1 perekondade

suhtelise arvukuse langust.

Prooviala oli Uleujutuse ajal N2O allikaks ja interpolatsiooni tulemused néitasid, et NO
emissioonid olid suuremad (leujutatud ala kdikuva veetasemega punktides. Uleujutusega
suurenesid denitrifikatsiooniga seotud Bradyrhizobium ja Rhodanobacter perekondade suhtelised
arvukused. Lisaks suurenes uleujutusega ka ldseene Peziza perekonna arvukus, kes on seotud
DRNA protsessiga. Varasemalt on aga naidatud, et seente N>O tootmise aktiivsus on madalam kui
bakteritel ning tulemused nditasid, et seente ja N.O emissioonide vahel esines negatiivne suhe.
Tulemustest vdib jareldada, et kdikuva veetasemega punktidest oli N2O emissioon seotud pigem

bakterite kooslustega kui seentega.

Veetaseme kiired muutused tekitasid iileujutatud alal punktid, mis tarbisid ja emiteerisid CHa.
Kdikuva veetasemega alad on eelistatud elupaigaks n-damo protsessi labiviivatele bakteritele ja
nende arvukust vOib mdjutada Uleujutuse kestus. Magistritd6 tulemused nditasid, et n-damo
protsessiga seotud Candidatus Methylomirabilis oxyfera sugukonna Methylomirabilaceae
suhteline arvukus oli suurim Gleujutatud ala punktis 1, kus interpolatsiooni tulemused naitasid
suuremat metanotroofia ja NO> redutseerimise aktiivsust ning vorreldes kontrollalaga ka kdrgemat
mullaniiskust. Korgem mullaniiskus mdjutas positiivselt ka Geobacter perekonda, kes esineb

mullas koos metanogeenidega ja abistab CH4 tootmisega.

Tulemustest vdib jareldada, et lihiajaline Gleujutus mdjutas mulla mikroorganismide kooslust ning
stsiniku- ja lammastikuringet, sealhulgas KHG vooge. Mulla mikroorganisme ja mikroobseid
protsesse mojutas lisaks Uleujutusele prooviala maapind ning Uleujutuse pulseeriv iseloom ja

kestus.
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Microbial community response to short-term flooding in a riparian forest

Kristel Reiss

Summary

Human activity has affected the world's climate now more than ever before which had resulted an
increased in concentrations of carbon dioxide (CO2), methane (CHa4) and nitrous oxide (N20) in
the air. An increase in greenhouse gas emissions (GHG) have been related to extreme climate
events. As a result of extreme climate events, intense rainfall has increased, with the risk of
flooding in low-lying areas and riparian areas. Riparian ecosystems are diverse, dynamic areas that
provide multiple ecological functions (Naiman et al., 2010; Riis et al., 2020). On the other side,
they are known to be highly vulnerable to climate change (Capon et al., 2013). Flooding affects
the hydrological regime of the ecosystem and alters the biochemical processes that regulate GHG
fluxes from the soil (Schindler et al., 2020). Changes in the abundance of microorganisms and
their community structure in soil are associated with changes in N2O (Espenberg et al., 2018) and
CHs (Yang et al., 2024) fluxes. It has been shown that the species richness of riparian areas will
change significantly in the future with the increase of floods, but the exact extent and direction of

the impact is unknown.

The aim of the master's thesis was to assess the impact of short-term flooding on the riparian forest
soil microbiome and the soil carbon and nitrogen cycle. The experiment was carried out in the
riparian alder forest and the sample area was divided into two plots: the control plot and the flooded
plot. Soil samples were collected from July to November 2017 and in August 2018 from the Agal
sample area. Microbial diversity was assessed with the Shannon—Weaver diversity index. The
Wilcoxon test was used to determine the significance of changes in microbial diversity.
Relationships between diversity, environmental parameters, GHG emissions and processes were
evaluated with the Spearman correlation coefficient. RDA analysis was used to assess the
relationships between microbial taxa, environmental parameters and GHG emissions. The Inverse
Distance Weighting (IDW) interpolation method was used to find spatial patterns during the

flooding experiment.

The research results showed that flooding affected the structures of soil microorganism

communities at the family level. In contrast to previous studies, flooding was found to have a
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statistically significant positive effect on bacterial diversity. The positive effect may have resulted
from the short duration of the flood. It has been shown that longer floods don’t have a significant
effect or rather have a negative effect on bacterial diversity. Similar to other studies, communities
of fungi and arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) were more resistant to flooding and no

statistically significant changes in diversity were observed.

The results showed that flooding had a positive effect on N2-fixing microorganism. During the
flood, the soil NOs™ concentration decreased, making the environment more suitable for N2-fixing
bacteria, Bradyrhizobium and Frankia. The decrease in NOs~ concentration in the soil has been
associated with the slowing down of the nitrification process. In addition to nitrification, N2O can
also be emitted during the denitrification or DRNA process. Flooding had a positive effect on
Bradyrhizobium and Rhodanobacter associated with denitrification and to genus Peziza, a fungus
associated with the DRNA process. The correlation analysis showed that fungal diversity was
negatively related to N2O emissions. Also it has been shown that the N>O production activity of
fungi is lower than of bacteria. It can be assumed that the N.O emissions were most likely related

to bacterial communities.

Rapid changes in soil water continent created spots in the flooded area that consumed and emitted
CHa. Areas with fluctuating water levels are preferred habitats for bacteria undergoing the n-damo
process, and their abundance might be affected by the duration of the flood. The results of the
master's thesis showed that the relative abundance of Candidatus Methylomirabilis oxyfera family
Methylomirabilaceae related to the n-damo process was the highest in the flooded area at point 1
which had a higher soil moisture that the control area. Point 1 also had the highest methanotrophic
and NOz reduction activity. Master thesis results are consistent with previous studies showing that
bacteria carrying out the n-damo process prefer anaerobic conditions and their abundance increases
with flooding. Higher soil moisture also had a positive effect on the Geobacter, which can be found
in the soil together with methanogens. Studies have shown that Geobacter can help methanogens

with CH4 production.

It can be concluded from the results that the short-term flooding affected the structures of the soil
microorganism community and soil emissions, but the changes were mostly not statistically
significant. In addition to the flood, the soil microorganisms and processes were affected by the

surface of the sample area, the pulsating nature and the duration of the flood.
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