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Annotatsioon

Nitrifikatsiooni- ja denitrifikatsiooniprotsesside muutused erineva arbuskulaar-
miikoriissete seente mitmekesisusega pollumuldades

Nitrifikatsioon ja denitrifikatsioon on ldmmastikuringe olulised protsessid, mida viivad 14bi
mikroorganismid. Laialt levinud arbuskulaarmiikoriisne (AM) siimbioos suurendab taimede
toitainete kéttesaadavust. Bakalaureusetod eesmérgiks oli miédrata denitrifikatsiooni ja
nitrifikatsiooni 1dbi viivate geenide ohtruste muutused erineva AM seente mitmekesisusega
pollumuldades. Viidi 14bi potikatse kasvuhoones, mis hdlmas nelja mullatéétlust kolme AM
seente mitmekesisuse tasemega (korge, keskmine ja madal); neljas oli mittemiikoriisne
kontroll. Tulemused néitasid bakterite ja arhede olemasolu ja markergeenide tuvastamist
suurema geenikoopiate arvukusega korge mikroorganismide tasemega tootluses (bakterite 16S
rRNA, COMAMMOX amoA, nirK, nosZII ja bakterite amoA, arhede amoA), ning madala
tasemega tootluses (16S rRNA, nirS, nosZl ja seente nirK). COMAMMOX amoA
nitrifikatsiooniprotsessis osalevas geenis leiti madalaim geenikoopiate arvukus (6,4 GK/
gKA), suurim nosZII puhul.

Mairksonad: lammastikuringe, pdllumuld, arbuskulaarne miikoriisa

CERCS kood: T270 Keskkonnatehnoloogia, reostuskontroll; P510 — Fiiiisiline geograafia,
geomorfoloogia, mullateadus, kartograafia, klimatoloogia; B230 Mikrobioloogia,
bakterioloogia, viroloogia, miikoloogia

Abstract

Changes in nitrification and denitrification processes in agricultural soils with different
arbuscular mycorrhizal fungal diversity

Nitrification and denitrification are essential elements of the nitrogen cycle which is performed
by microorganisms. The widespread arbuscular mycorrhiza symbiosis increases nutrient
uptake availability in plants. The bachelor’s thesis aimed to assess the changes in
denitrification and nitrification genes in agricultural soils with different AM fungal diversity.
The experiment included 4 types of soil treatments with 3 levels of microorganism diversity
(high, medium and low). The results showed the presence of bacterial and archaeal
microorganisms. Functional genes with higher gene copy numbers were found in the high-
microorganism treatment (bacterial 16S rRNA, COMAMMOX amoA, nirK, nosZII and AOB,
AOA), as well as in the low-microorganisms treatment (16S rRNA, nirS, nosZl and fungal
nirK). The COMAMMOX amoA had the lowest gene copy number whereas the highest value
was observed for the nosZII clade gene.

Keywords: nitrogen cycle, arable soils, arbuscular mycorrhiza

CERCS code: T270 Environmental technology, pollution control; P510 — Physical geography,
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Sissejuhatus

Nitrifikatsioon ja denitrifikatsioon on olulised limmastikuringe protsessid (Stein, Klotz 2016),
mida viivad 1dbi mikroorganismid, sealhulgas bakterid ja arhed (Martinez-Espinosa et al.
2011). Lammastikku on palju Maa atmosfaéris ja mdjutab pdllumajandust ja agrodsiisteeme

(Riitting et al. 2018).

Maa rahvaarv pidevalt tGuseb ja juba tdnapdeval liletab 8 miljardit inimest. Pollumajandusele
tdhendab see toiduvajaduse suurenemist, intensiivset tootmist, metsaraiumist, maa
degradeerumist, mullaviljakuse ja orgaanilise aine langust ehk kokkuvdttes risk loodusvarade
mittesddstvale kasutamisele suureneb (Maja, Ayano 2021). Tdhtis on siilitada pollumulla
kvaliteeti ja poOorata rohkem tdhelepanu jitkusuutlikele mulla taastumisvdimalustele.
Taimedele aitab tOsta toitainete (enamasti fosfor ja ldimmastik) kéttesaadavust ja vastupidavust
pOua, haiguste ja liigse soolsuse ja/vdi temperatuuri eest laialt levinud arbuskulaarne miikoriisa
siimbioos (AM) (Alizadeh 2011) ning 90% pdllumajanduses olevates taimedes esineb selline
koostoime (Lanfranco et al. 2016). Denitrifikatsiooni- ja nitrifikatsisooniprotsessid voivad

pOhjustada toitainete kadu gaasiliste ihendite nagu N>O ja N2 ning leostumise kaudu.

Kéesoleva t60 eesmérk on uurida nitrifikatsiooni- ja denitrifikatsiooniprotsesse erinevates
arbuskulaarse miikoriisa seente mitmekesisusega muldades kasutades ldmmastikuringe

funktsionaalseid markergeene.



1. Kirjanduse iilevaade

1.2 Pollumuldade olulisus

Muld on loodusvara, mis asub atmosfaari-litosfaari piirpinnal ning méjutab jargmisi protsesse:
stsiniku sidumine, taimede kasv, toitainete ké&ttesaadavus, saasteainete lagundamine ja
klitmamuutuste leevendamine (Lal 2016). Maalima rahvaarv kasvab pidevalt ja vaatamata
sellele, et kasv on aeglustunud, jéuab maailma rahvaarv 2050. aastaks 9,7 miljardi inimeseni
(Gu et al. 2021). Rahvaarvu kasv pdhjustab mulla suurenenud kasutusvajadust ning mdjutab
energiakasutust, veemajandust, linnastumist ja pdllumajandust (Lal 2007). T&psemini on
pollumajandusmuldadele iseloomulik intensiivne  pdllumajandustegevus ning  suur
vaetisekasutus (Xu et al. 2019), kuna p6llumajandus on tugevasti seotud toidutootmisega
(Devi 2023, Rehman et al. 2022). Mulla degradeerumine hairib keskkonnafunktsioone, nagu
veebilanss ja biomassi tootmine (Lal 2007). Sellepdrast on tahtis séilitada mulla kvaliteeti,
kuna vastasel juhul selle orgaanilise aine sisaldus ja viljakus vdib degradeerumise protsessi
kaigus oluliselt véheneda (Kuczuk 2015). Orgaaniline aine omab olulist rolli aineringes, kuna
seob taimede fikseeritud sisinikku ja tagab p&llumajanduse tootlikkuse (Lehmann, Johannes
2015). Mulla kvaliteedi parandamiseks pooratakse peamiselt tdhelepanu orgaanilise aine
taastumise vOimalustele, selleks on oluline pdllupinna ettevalmistusprotsessis rakendada
jatkusuutlikumaid viise (Brevik 2010). Looduses iseseisev ainete taastumine on kohati aeglane
ning ks vdimalustest on stsinikurikka orgaanilise vaetise kasutuselevott (Kull, Kitim 2024).
Samuti mdjutab koostoime mulla bakteritega positiivselt péllumuldade viljakust ja taimede
kasvu (Das et al. 2022), mille tulemusel on taimedel suurem vodimalus makro- ja

mikroelemente omastada (Kaur et al. 2021).

1.2 Prokariioodid

Prokartioodid koosnevad kahest domeenist: bakteritest ja arhedest (Spang et al. 2015). Samas
on eukartioodid suure morfoloogilise mitmekesisusega ja nende evolutsiooniline areng toimub
riihmades erineva kiirusega (Lara et al. 2022). Prokartiootide ja eukarliootide peamine erinevus
on esimese suurus, mille ligikaudne diameeter on 1 pum. Prokariiootsetes rakkudes puudub

tuum, kuid selle asemel paikneb tuumapiirkond ehk nukleoid (Schnepf 1983). Prokariioodid



moodustavad olulise 6koslisteemi osa, soodustavad keemilisi protsesse looduses, panustades

atmosfaaris komponentide tekkele ja méjutades eluorganismide mitmekesisust.

Vorreldes eukartiootidega, on prokartiootidel lihtsam rakustruktur (Walsh, Doolittle 2005).
Bakterite ja arhede kromosoomid koosnevad tavaliselt immargusest kaheahelalisest DNA
molekulist, mis moodustab nukleoidi. VVorreldes bakteritega puudub arhedel valismembraan ja
rakukest ei sisalda rakupeptidoglukaani (Paul 2014). Arhed suudavad kohaneda nii
mdddukates kui aarmuslikes keskkondades aeroobse vo6i anaeroobse eluviisiga, osalevad
geokeemilistes protsessides ning avaldavad mdju lammastiku- ja vaavelringele (Eme, Doolittle
2015), ja samuti toodavad bioloogilist metaani (CHs) metanogeneesi kaigus (Cavicchioli
2011). Arhede molekulaarbioloogia sarnaneb paljuski rohkem eukartiootide omaga, sellel on
naiteks mitu alguspunkti replikatsiooni protsessi kdigus ja Uldine lahedane
replikatsioonimehhanism (Paul 2014). Bakterid moodustavad suure osa mulla bioloogilisest
mitmekesisusest, mida leiab erinevates 6koloogilistes keskkondades (Persat et al. 2015), kuid
olulise panuse annavad ka eukaruioodid, eriti seened. (Lara et al. 2022). Bakterid paljunevad
tavaliselt ennast kopeerides, igast geenist on ks koopia ja replikatsiooni alguspunkt (Levin,
Bergstorm 2000). Paljude bakterite rakuseinad on Umbritsetud ekstratsellulaarse materjaliga

biokile moodustamiseks, mis on eriti oluline N> fikseerivatele bakteritele (Paul 2014).

1.3 Seened

Mikoriisaks nimetatakse siimbioosi taimejuurte ja seente vahel. See siimbioos v@imaldab
taimedel omastada vajalikke toitaineid ja soodustada enda kasvu (Alizadeh 2011) ning
vastupidavust pdua ja viiruste suhtes (Gosling et al. 2006). Mukoriisat on mitu ttdpi, kuid
kdige levinum on arbuskulaarne miikoriisa (AM), mis esineb 74%-1 taimeliikidel (Brundrett
2009), sealhulgas ka paljudel pdllukultuuridel (Gosling et al. 2006). Samuti saab mukoriisasid
saab liigitada funktsionaalse mitmekesisuse ja elupaiga alusel (Dickie et al. 2013). Lisaks
AM:-le, leiduvad ekto-, orhidoidne ja erikoidne mukoriisattiibid, millest viimane on levinud
toitainevaeses mullas (Bagyaraj 2014). Orhidoidne mikoriisa on omakorda iseloomulik

Orchidaceae taimede jaoks (Dearnaley 2007). Ekto- ja erikoised mikoriisaseened on enam



levinud madala anorgaanilise lammastikusisaldusega muldades, avaldades mdju véhese

lammastikusisaldusega taimedele (Aerts 2003).

1.4 Limmastikuringe pollumaadel

Lammastik (N) on oluline element 6kosusteemides, olles vajalik prokartootidele ja
eukarliootidele, aga eriti taimedele agrodkosisteemides (Ritting et al. 2018).
Lammastikuvarude toetamiseks kasutatakse N-pdhiseid véetisi ja samas on vaja minimeerida
lammastiku leostumist pohjavette ja gaasilist emissiooni kadu (Hirel et al. 2011) ja tdsta mulla
tootlikkust (Hofman, Cleemput 2004). Vaetisteks kasutatavad lammastikuvormid on (NHa+)
ja (NOs—) (Beeckman et al. 2018), kuna suurim l&mmastiku hulk leidub mulla orgaanilises
aines, muutub orgaaniline lammastik k&ttesaadavaks mineraliseerumise teel (Ohyama 2010).
Mineraliseerumine on orgaanilise aine lagunemine, ning N, P (fosfori) ja S ( vadvli) taimedele
kattesaadavuse voimaldamine (Gan et al. 2020). N on oluline pdllumajanduskultuuride jaoks,
kuid vO@ib negatiivselt mojutada keskkonda, pOhjustades leostumist ja selle tulemusel
keskkonnareostust (Laine et al. 2018). L&mmastiku kadu atmosfadri vGib toimuda
lammastikoksiidi (N20) ja ammoniaagi (NH3) kaudu, aga ka nitraat voib akumuleeruda nii
pdhja- kui pinnavees (Spiertz 2009). Leostumist pinnasesse saab minimeerida kattekultuuride
kasutamisega, mis vahendab lammastiku leostumist parandades keskkonnaséastlikkust
(Abdalla et al. 2019). Vaetiste liigne kasutamine voib samuti kahjustada saagikuse tootlikkust,
sest madala viljakusega muldadel olev taim ei saa piisavalt N, mis pdhjustab kolletumist ja
aeglustunud kasvu (Ohyama 2010). Teisest kiljest p6hjustab N liigne kasutamine toitainete
ulekullust ja suurendab viiruste tekke véimalust (Torres-Olivar 2014). Nii liigne kui puudulik
N sisaldus voib pdhjustada pdllukultuuride ja pdllumajanduse efektiivsuse langust, saaste
akumuleerimist ja toitainete kadu pinnasest (Zhang et al. 2015).

1.4.1 Nitrifikatsioon

Nitrifikatsioon on osa lammastikuringest koos denitrifikatsiooniga (Stein, Klotz 2016) ja on
oluline N20O allikas (Spiertz 2009). Nitrifikatsiooni k&igus okstideerivad mikroorganismid



ammoniaagi (NHs) nitraadiks (NOs’), denitrifikatsiooni kédigus aga redutseeritakse nitraat
(NO3") N20O-ks v8i No-ks (Hirsch, Mauchline 2015) (Joonis 1). Nitrifikatsioon on okstidatiivne
protsess, mille kdigus ammoniaak muundub nitriti (NO2") kaudu edasi nitraadiks (Stein, Nicol
2018). Nimetatud protsesse teostavad mikroorganismid: ammoniaaki okstideerivad bakterid
ja/vdi arhed ehk bakterite ja arhede amoA geenid on olulised vastavalt protsessi l&biviimisel
(Fan et al. 2015). Kuid ammoniaagi taielikku okstidatsiooni saab ttha COMAMMOX protsessi

kaudu, mida suudavad teha osad liigid Nitrospira perekonnast (van Kessel et al. 2015).

[N2]
Dinitrogen Fixation

[N2], [N;O]

Plant- N Denitrification

Harvest,

fire
Soil organic N ﬁ
Microbial N

[(NH,]
Erosion-N
H, : Leaching
* Nitrification = °
Fertilizer-N
Precipitation-N Groundwater-N

Joonis 1. Lammastikuringe pdllumuldade kontekstis on vilja toodud N leostumine ning

mikroobselt olulisi protsesse nagu denitrifikatsioon ja nitrifikatsioon (Philip Robertson 1997).

Bakterite amoA geenidega mikroorganismid kuuluvad peamiselt sellistesse liikidesse nagu
Nitrosomonas (Wallace, Nicholas 1969). Ammoniaaki okstideerivaid bakterid vahendavad
okstdatsiooni teel ammoniaagi taset keskkonnas, mille tulemusena aitab nitraat kaasa taimede
kasvule ja mikroobsetele protsessidele (Sentiirk et al. 2023). Ammoniaaki okstideerivaid
baktereid saab leida erinevatest elupaikadest, sealhulgas kdrge ammooniumisisaldusega

toitaineterikastest keskkondadest, nagu reoveepuhastid ja muda (Fernandez-Guerra,
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Casamayor 2012). Ammoniaaki siduvaid arhesid leidub ka erinevates nitrifitseerivates
keskkondades, sealhulgas ranniku- ja meresetetes (Biller et al. 2012) ja kuumaveeallikates
(Fernandez-Guerra, Casamayor 2012). Pdllumuldadest (Li et al. 2020), reoveepuhastitest ja
joogiveest voib leida COMAMMOX amoA geene omavaid mikroobe, mis viivad labi
nitrifikatsiooni Uhe etapina (Zheng et al. 2023). Palomo et al. (2022) uuringust selgub, et
Nitrospira leiti reoveepuhastites 147 proovis 177st. Nitrifikatsioon v8ib pdhjustada leostumist,
mis omakorda viib veesusteemide eutrofeerumisele (Beeckman et al. 2018). Ammoniaak
sattub keskkonda orgaanilisest ainest ja NHz-pdhistest véetistest ning kahjustab péllumuldasid
(Sentiirk et al. 2023). Lisaks v@ib nitrifikatsioonil eralduda N2>O kasvuhoonegaasina, mis on

globaalset soojenemist pdhjustav tihend (Beeckman et al. 2018).

1.4.2 Prokariiootne denitrifikatsioon

Prokartiootne denitrifikatsioon on protsess madala hapnikusisaldusega keskkonnas, mida
prokartioodid viivad l&bi orgaanilise aine lagunemise kaudu ja mis koosneb neljast etapist
(Joonis 1) (Zumft 2004). L&mmastikulhendid, nagu ldmmastikoksiidid NOs™ ja NO,
lagundavad gaasiliseid oksiide NO ja N2O edasi Nz-ks (Knowles 1982). Lisaks sellele
pdhjustab mittetéielik denitrifikatsioon kdrvalsaadusena N2O (Avsar, Aras 2020), pdhjustades
selle vabanemist atmosfaari, mis viib osoonikihi hdrenemisele (Knowles 1982) ja mis on
kasvuhoonegaasina keskkonnaprobleem (Beeckman et al. 2018). Denitrifikatsioon s6ltub
erinevatest teguritest nagu hapnik, susinik, pH ja temperatuur (Knowles 1982).

Denitrifikatsiooni protsessi kadigus eralduvad nitraadid, mis ennetavad leostumist ja kdrget
nitraadisisaldust mullas (Heinen 2006). Teisest kiljest vahendab fikseeritud N eemaldamine
agrookosuisteemides mullas toitainete kattesaadavust (Hofstra ja Bouwman 2005).
Denitrifikatsioon osaleb lammastikuringe tasakaalustamises, eemaldades lammastikku
jadtmematerjalidest ja reoveest, mis véhendab eutrofeerumise taset (Knowles 1982).
Pdllumuldades vdivad ka denitrifikatsiooni méérad olla suured, kuna seal on anaeroobsed
tingimused ning niisked ja halvasti kuivendatud alad soodustavad seda protsessi (Hofstra ja
Bouwman 2005).



Teises denitrifikatsioonietapis (Joonis 1) redutseerivad nitraatreduktaasid (kodeerivad nirS ja
nirK geenid) enstumid nitriti gaasiliseks NO-ks (Pold et al. 2024) ja viimases etapis nosZ
geene sisaldavad N2O reduktaasid redutseerivad N2O N»-ks (Sanford et al. 2012). NosZI geen
on enimlevinud taielikku denitrifitseerimist tegevates mikroorganismides, kusjuures nosZII
markergeen esineb ka mittetaielikes denitrifitseerivates mikroobides (Avsar, Aras 2020), mille
naiteks on moned bakterite liigid nagu Ardenticatenaceae, Rhodospirillaceae

ja Sphingobacteriaceae (Su et al. 2021).

1.4.3 Seente denitrifikatsioon

Mitte ainult bakterid ja arhed, vaid ka seened on vdimelised 1abi viima denitrifikatsiooni
(Shapleigh 2006). Seente osa denitrifikatsiooni koosluses moodustab liigikaudu 1% ja nad on
N20 allikad (BdOsch et al. 2023). Enamik denitrifikatsiooni seentest kuulub Fusarium liiki
(Shoun et al. 1992). Seened on vdimelised N mineraliseeruma ja teostavad nitraadi vdi nitriti
redutseerimist gaasilisteks lammastikoksiidideks (Aldossari, Ishii 2021). Denitrifitseerivad
seened, mis omavad seente nirK geene, esinevad erinevates keskkondades ja neid vdib leida
ka p6llumaadelt (Bosch et al. 2023). Seente nirK geeni ja N2O emissioonide vahel on naidatud
olulist statistiliselt korrelatsiooni (Xu et al..2019) Seente nirK geenidega organisme mdjutavad

positiivselt mulla orgaaniline stsinik ja mulla niiskus (Bdsch et al. 2023).

1.5 Kvantitatiivne poliimeraasi ahelreaktsioon (QPCR)

Kvantitatiivne polimeraasi ahelreaktsiooni (qPCR) ehk reaalaja PCR-i kasutatakse
geeniekspressiooni jarjepidevaks ja tapseks kvantitatiivseks analiiisiks (Yuan et al. 2006).
Mikrobioloogias on qPCR aktiivselt kasutusel, kuna qPCR vdimaldab maérata konkreetsete
geenide arve (Adams 2020). DNA-d eraldatakse, DNA-praimerid seonduvad
komplementaarsete jarjestustega, nii et moodustub uus DNA poliimeraasi ahel (Postollec et al.
2011). Praimerid m@jutavad qPCR-i kvantitatiivsete tulemuste tapsust ja edukust (Rodriguez
et al. 2015). Samuti on oluline etapp proovi eraldamine ja ettevalmistamine, kuna saastatus

mdjutab tulemuse tapsust (Adams 2020). gPCR mdddab fluorestsentsi intensiivsust pérast iga
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tsuklit ja fluorestsentsvalgus muutub iga tsikli jarel tugevamaks (Smith, Osborn 2009). DNA
polumeraasi abil amplifitseeritakse DNA-d tavaliselt vahemikus 20 kuni 40 tsuklit (Mosolygd
2022). Olenevalt analliusidest vdib qPCR anda teavet spetsiifilise mikroobse funktsionaalse
aktiivsuse vOi potentsiaalse toimumise kohta anallitsitavates proovides (Smith, Osborn 2009).
Néiteks nosZ geeniekspressioon soltub keskkonnateguritest rohkem kui nirS ja nirK
(Herndndez Maqueda et al. 2024). gqPCR-i meetodid kasutatakse nitrifikatsiooni ja
denitrifikatsiooni maaramiseks ning lammastikuringe mikroobikoosluste uurimiseks ja neid

mdojutavate keskkonnategurite véljaselgitamiseks (Li et al. 2022).

2. Metoodika

2.1 Katse iilesehitus ja kirjeldus

Katse korraldati Tartu Ulikooli laboris Liivi 2, Tartus. Katse hdlmas nelja erinevat mulda: kolm
erineva AM mikroorganismide mitmekesisuse tasemega (korge, keskmine ja madal) ja
steriilset kontrollmulda, vastavalt siis koodnimedega ERTO, HAAGE, HIIRE ja CONTROL
(Tabel 1 ja 2). Uuritud mullad valiti varem méaratud AM-seente aktiivsuse pdhjal ja hdlmab
3 pollumulda, mahepdllumajandusest kuni tavaviljelususeni. Katse korraldati viie kordusega,
mille tulemuseks oli 20 katsepotti. Katse kestis 95 paeva (19. jaanuarist kuni 23. aprillini
2024). Katsetaimena kasutati Lolium perenne ning voeti 50 seemet, mis kilvati poti keskele.

Potte vaetati 50 ml poti kohta madala P long-Ashtoni véetisega.
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Tabel 1. Mullad, mida kasutati katseteks: ERTO mullal on suurem AM seente liikide arvukus,

millele vastab AMF jarjestuste arv. S.HIIRE t66tlus nditab kdige vaiksemat mitmekesisust.

Tootlus Liigid AMF
jarjestused
ERTO 51 17388
HAAGE 36 10726
S.HIIRE 12 184

Katse eesmargiks oli uurida lammastikuringet erinevat tlipi AM seentega muldades. 30 cm
labimddduga, 40 cm kbrgusega ja umbes 9 | mahuga potid steriliseeriti ja taideti 5620 g OECD
standardmullaga (7% turvast, 13% savi, 75% liiva, 5% inokulummulda), mida oli rikastatud
7% orgaanilise lisandiga. OECD-mullad segati ja autoklaaviti. Kdikidele pottidele lisati turba
happesuse neutraliseerimiseks 32,5 g CaCOs. Kontrollpottidele lisati 5% ERTO farmist parit
autoklaavitud mulda, teistele 5% inokulummulda (Tabel 1). OECD-mullad segati ning 30 g
mulda voeti geokeemilisteks ja DNA analulsideks kohe pérast istutamist. Taimi 8igati 4
korda, et ergutada taimede kasvu. Kastmine toimus regulaarselt.
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Tabel 2. Mulla keemilised parameetrid katse alguses (pottide paigaldamise ajal, kuid enne
seemnete kilvi). Erinevad tdhed nditavad olulisi erinevusi tootluste vahel vastavalt Tukey
HSD-testile (o = 0,05).

Tootlus C(®) |N%) |P K Ca Mg C:N
(mg (mg (mg (mg
kg') |kg?h) |kg?) | kg?)
CONTROL |1.65 £|0.05 £|6.2 +|16.6 £|1534 £|89 +|32 =
0.49a |0.02a |0.86ab|1.08b |121a |3.62b |247a
ERTO 224 £]10.09 |22 +£]26.2 +|1501 £|96.8 £|27.2 *
0.3da |0.02a |1.11b |2.01a |228a |525b |224a
HAAGE 262 £/0.1 |52 +£]222 +|1583 £|1034+|264 =
0.38a |0.02a |0.86ab|1.24ab|36a 587b |1.78a
HIIRE 222 £]/0.09 +£|11.8 +£[208 +|2024 £|173.4+|268 =
0.17a |0.0l1la |3.09a |2.06ab|382a 1841a|2.06a

Katse kestvus ja etappid
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Inckulanti kogunemine =
Idanemine 1
Teine vietamine '
Mullaproovide votmine (katse keskel) !
Teine 16ikamine 1
Kolmas l6ikamine '
Kuues vietamine |
Neljas 16ikamine 1
Viimane mullaproovide vitmine "

Norovee knonmine ia analiiis

Joonis 2. Katse kestvus ja tdpsemad etapid kuupédevadega. Katse algas 19. jaanuaril 2024 ja
I6ppes 23. aprillil 2024.
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2.2 DNA kontsentratsiooni mootmine

DNA kontsentratsioon moddeti TECAN InfiniteM200 spektrofotomeetriga ja arvutati i-
control 1.6 programmiga. Plaati puhastati 2 uL destilleeritud veega. DNA kontsentratsiooni

modtmiseks kasutati 2 pulL proovi.

2.3 Geenikoopiate arvukuse miidramine qPCR meetodil

Bakterite ja arhede 16S rRNA geenide arvukuse médramiseks kasutati reaalaja kvantitatiivse
poliimeraasi ahelreaktsiooni (qPCR) meetodit. qPCR abil méérati mullaproovidest ka
funktsionaalseid nitrifikatsiooni geene (bakterite amoA, arhede amo4, COMAMMOX amoA),
denitrifikatsiooni geene (nirK, nirS, nosZI, nosZIl) ja seente nirK. Kodikide geenikoopiate
arvukuste tuvastamiseks ja méddramiseks kasutati RotorGene® Q seadmed (Qiagen, USA). 10
uL reaktsioonilahus sisaldas 5 pL. Maxima SYBR Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific
Inc., USA), vastavas koguses piri- ja vastassuunalisi praimereid (0,3 uL - 1 pL, tipsemad
kontsentratsioonid tabelis 3), 1 pL proovi ja destilleeritud vett. Moodtmistele lisati ka

negatiivsed kontrollproovid.

Saadud qPCR kvantitatiivsete andmete analiilisiks kasutati tarkvaraprogramm RotorGene
Series Software v. 2.0.2 (Qiagen) ja LinRegPCR program v. 2021.2 (Ruijter et al. 2009).
Esmase andmete analiilisiga hinnati amplifikatsiooni ja sulamiskdverate sarnasust ja kuju.
Proovide amplifikatsiooniefektiivsus leiti tarkvaraga LinRegPCR (Ruijter et al., 2009)
Geenide arvukus maéérati ldhtudes proovide ja vastavate standardite 10-kordse
standardlahjenduse keskmiste kordade (Ct) erinevusena (Ruijter et al. 2009). Geenikoopiate
arvukus véljendati geenikoopiate arvudena iihe grammi kuivaaine kohta (GK/g KA)
Prokariiootide iildarukus leiti bakterite ja arhede 16S rRNA geenikoopiate arvukuste

summeerimisel.
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2.4 Andmeanaliiiis ja autori osalus

Lisaks eelnevalt nimetatud programmidele tehti andmeanaliiiis programmiga MS Excel 2024.
Samuti MS Excel 2024 programmiga esitati t60s jooniseid ja tabeleid. Kdesoleva t66 autor
modtis DNA kontsentratsiooni, mééras ja arvutas qPCR meetodiga geenikoopiate arvukused

ning tegi saadud andmete pohjal tegi andmeanaliiiisi.
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Tabel 3. DNA ekstraheerimise praimerid, nende kontsentratsioonid ja qPCR-I programmi sétted .

. Praimer Viide Praimeri PCR programm
Marklaudgeen kontsentratsioon(uM) ! e
Bact517F Liu et al. (2007) | 0,6 95°C 10 min; 35 tsiiklit: 95°C 30 s;
Bakterite 16 rRNA | Bact]1028R | Dethlefsen ef al. 60°C 455, 72°C 45 s
(2008)
Arc519F Espenberg et al. | 0,6 95°C 10 min; 45 tsiiklit: 95°C 15 s;
Arhede 168 rRNA == omom— (2016) 56°C 30's; 72°C 30 s
. nirSCd3af Kandeler et al. 0,8 95°C 10 min; 45 tsiiklit: 95°C 15 s;
nirs nirSR3cd (2006) 55°C 30 s; 72°C 30s, 80°C 30 s
. nirK876 Henry et al. 0,8 95°C 10 min; 45 tsiiklit: 95°C 15 s;
nirk nirkK 1040 (2006) 58°C 30 s; 72°C 30s, 80°C 30 s
nosZ2F Henry et al. 0,6 95°C 10 min; 45 tsiiklit: 95°C 15 s,
nosZl n0sZ2R (2006) 60°C 30's, 72°C 30's, 80°C 30 s
nosZIIF Jones et al. 0,6 95°C 10 min; 45 tsiiklit: 95°C 30 s,
nosZIl nosZIIR (2013) 54°C 45's, 72°C 45 s, 80°C 45 s
Bakterite amod amoA-1F Rotthauwe et al. | 0,8 95°C 10 min; 45 tsiiklit: 95°C 30 s;
amoA-2R (1997) 57°C 45 s; 72°C 45 s
CrenamoA Tourna et al. 0,8 95°C 10 min; 45 tsiiklit: 95°C 30 s;
Arhede amod 23F (2008) 55°C 455;72°C 45 s
CrenamoA
616R
comamoA Wang et al., 0,8 95°C 10 min; 40 tsiiklit: 95°C 15 s,
COMAMMOX AF (2018) 55°C 30s,72°C30s
amoaA comamoA
SR
Seente nirk FnirK-F3 Chen et al,, 0,8 95 °C 10 min; 45 tsiiklit: 95 °C 15
FnirK-R2 (2016) s,56°C30s,72°C30s




3. Tulemused

3.1 Geenikoopiate arvukused

Bakterite ja arhede 16S rRNA geenikoopiate arvukused olid uldjoontes Uhtlaselt jaotunud
(Joonis 3). Eraldi tasub esile tuua arhede 16s rRNA geenikoopiate arvukuse muutusi katse
I6pus (Joonis 3f), kusjuures mediaanvéértused kaldusid kas kdrgemate (ERTO t66tlus) voi
madalamate (HAAGE) véartuste poole. Lisaks néitas HIIRE t06tlus kdrgemat arhede 16S
rRNA arvukust (Joonis 3f). CONTROL proovid nii bakteritel kui arhedel nditavad madalamat
arvukust. Erandiks oli bakterite 16S rRNA arvukus katse alguses (Joonis 3a), kusjuures HIIRE

naitas kdrgemat arvukust vorreldes HAAGE to6tlusega (vt Tabel 1).
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Joonis 3. Bakterite (a,b,c) ja arhede (d, e,f) geenikoopiate arvukuse erinevused to6tluste jargi.
Karp-vurrud diagrammid nditavad jaotust kvartiilide 18ikes, 50% andmeid asub selles ’karbis’.
Joon, mis on kvartiilivahemikus naitab mediaani. Vurrud naitavad andmeid, mis on miinimum-

ja maksimumvaéartused.

COMAMMOX amoA geenide arvukus nditas katse alguses suurt varieeruvust (Joonis 4a), kuid
hiljem olid madalamad geenikoopiate arvukused. CONTROL proovidest ei tuvastatud
COMOMMOX amoA geene (Jooonis 4a). Todtlustes (HAAGE, ERTO, HIIRE) olid

COMAMMOX geenide arvukused madalad, mis on samuti joonisel 4a ndha. Katse keskel ja
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I6pus suurenes COMAMMOX amoA geenide arvukus ja ilmnesid erinevused t66tluste vahel.

Néiteks on joonisel 4b ERTO to6tlusel kdige madalam geenikoopiate arvukus.

nirK ja nirS geenide arvukused jadvad enamasti madalaks CONTROL proovides. Erandiks oli
katse alguses nirS geen, mida CONTROL proovidest Gldse ei tuvastatud. nirK geenide puhul
oli katse 16pus (Joonis 4h) geenikoopiate arv CONTROL proovides kérgem kui HAAGE ja
HIIRE to6tlustes. Katse 10puks vahenes geenikoopiate varieeruvus (Joonised 4c, 4h, 4i). nirK
janirS geenikoopiate arvukus katsete 16pus oli suurem: nirK geenikoopiate arvukus oli ERTO

todtlusel suurim ja nirS puhul HIIRE to6tlusel.

CONTROL proovides pusisid nosZl geenide arvukused madalal tasemel (Joonis 5a, 5b, 5c).
HIIRE tootlus néitas suuremat geenikoopiate arvu molemates katse etappides. Katse
keskpaigas oli nosZIl geeni (Joonis 5e) suur varieeruvus CONTROL proovides. Nagu katse
alguses (Joonis 5d) nii ka sarnaselt nosZIl geenide arvukusega katse 16pus (Joonis 5f) naitas
ERTO tootlusel suuremat geenikoopiate arvu.
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Andmete jaotus koopiate arvukuse osas jdi pigem tiihtlaseks Joonisel 5 esitatud markergeenide
bakterite ja arhede amoA ning seente nirK puhul. CONTROL proovid néitasid iildiselt
viiksemat arvukust vorreldes HAAGE, ERTO ja HIIRE to6tlustega. Eraldi tasub esile tuua
bakterite amoA CONTROL proovid (Joonis 6¢), kus andmete hajuvus ja varieeruvus oli
ulatuslik. Sarnane olukord tuli vilja kdigis kolmes to6tlustes joonisel 6g. Katse alguses niitas

bakterite amoA suuremat arvukust HIIRE t66tluses (Joonised 6g, 6a).

Katse keskel oli olulisel mééral madalaim geenikoopiate arv ERTO mullatootluses. Andmed
muutusid katse 10puks iihtlasemaks (Joonised 6¢, 6f, 61), mis ilmneb arhede amoA kvartiili
vahemikkudes (Joonis 6f). Vorreldes katse algusega (Joonis 6a) suurenes bakterite amoA
koopiate arv katse 10pus (Joonis 6¢), kuid arhede amoA geenikoopiate arvukus ei nididanud
katse 10pus olulist muutust (Joonis 6f). Katse 10puks (Joonis 6i) kasvas ka seente nirK

geenikoopiate arv.

4. Arutelu

Katses uuritud muldades olid erinevad AM-seente arvukused, mille jérel liigitati kolm
mullatodtlust:  ERTO, HAAGE ja HIIRE, kusjuures kontrollpottid juba sisaldasid
autoklaavitud mulda ERTO péritoluga. ERTO, HAAGE, HIIRE toétlustele lisati 5%-lise
inokulumi, mis sisaldas spoore ja hiiiife. Lahtudes varasemalt 14bi viidud Brundrett et al.
(2009) uuringust selgub, et siimbioos kdige levinuma miikoriisatiiiipiga (AM) leidub 74%
taimeliikides, mis omakorda viitab sellele, et koostoime AM-ga ei ole haruldane n&htus.
Samuti Gosling et al. (2006) uuring toob ka esile, et korrelatsioon AM-ga on levinud ja on

oluline pdllumuldade jaoks.

Tulemustest ndhtub, et kontrollproovide geenikoopiate arvukus jdi vorreldes tootluste
omadega tihtipeale madalamaks. Isegi kui ERTO mulda autoklaaviti, sisaldas kasutuses olev
OECD muld oma koostises 5% inokulumi. Uurimistulemuste pdhjal midrati mikroobseid
funktsioone, mis oli CONTROL proovides madal, aga ikkagi oli geenikoopiate arvukus olemas
enamus geenide puhul. Seda v3ib pdhjustada DNA mittetdielik lagunemine autoklaavimisel,

mida hiljem méédrati qPCR analiilisiga. Néiteks mdned markergeenid nagu nirS (Joonis 4d) ja
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COMAMMOX amoA (Joonia 4a) polnud katse alguses CONTROL proovides iildse
tuvastatud. On markamisvéérseid erandeid - CONTROL proovide geenikoopiate arv oli

vordne voi korgem vorreldes teiste tootlustega.

Tulemustest saab tuvastada nii bakterite kui ka arhede olemasolu, mida néitavad vastavad
markergeenid. Lisaks olid olemas nitrifitseerijad ja denitrifitseerijad geenikoopiate alusel.
Viikseima arvukusega esineb tdielikku ammoniaagi oksiidatsiooni markergeen
COMAMMOX amoA. COMAMMOX geeni sisaldavaid mikroobe leidub reoveepuhastites,
joogisiisteemides ja biofiltrites (Zheng et al. 2023), aga ka pollumuldades, kuid eelkdige
potentsiaalselt kdrge ldmmastikusisaldusega pollumajandusmuldades (Li ez al. 2020). Lisaks

katse mulla koostises leidub suhteliselt madal N sisaldus (Tabel 2).

Katse 10puks osutus ERTO t66tlus suurema geenikoopiate arvukusega kiimnest viie markgeeni
puhul, mis olid bakterite 16S rRNA, COMAMMOX amoA, nirK, nosZII ja bakterite amoA
geenid. Sarnaselt eelmisele esines HIIRE to6tluses suurimad geenikoopiate arvukused neljas
kiimnest markergeenist ehk arhede 16S rRNA, nirS, nosZI ja seente nirK geenide puhul.
Arhede amoA geenide arvukus nditab, et ERTO to6tluses on neid arvuliselt rohkem, kuid
HIIRE tootluste andmed olid madala varieeruvusega. Isegi kui katse alguses nditas ERTO
mullatostlus  (Tabel 1) suuremat arvukust, HIIRE to6tluses viljendus mone geeni
funktsionaalne erinevus paremini. ERTO to6tluses suuremat geenikoopiate arvukust néitasid
denitrifikatsiooni geenid, kuhu kuuluvad nirS, nirK, nosZI ja nosZII niitavad nirK ja nosZII

kui HIIRE too6tluses nosZI ja nirsS.

On uuritud, et AM mojutab mikroobikooslust (Meng et al. 2024) ning eelnevalt mainitud
lammastikuringe geenide jaotamise pohjuseks voib jareldada iildist denitrifikatsiooni sdltuvust
jargmistest teguritest: toitainete kittesaadavus, sealhulgas ldimmastikust (Knowles 1982), mis
soodustab taimede kasvu ja mulla dhustatust (Alizadeh 2011). Mérgitakse, et nirK ja nirS geene
omavatel mikroobidel on erinevad niSid keskkondades, néiteks nirS geenidega mikroobid on
enam levinud merekeskkondades ja soltuvad soolsusest (Jones, Hallin 2010). nirS ja nosZI
markergeenide olemasolu HIIRE tootlustes voib seotud olla anaeroobse tingimuste
eelistamisega (Yang et al. 2018). Vorreldes nosZI-tiitipi mikroobidega, nosZII geene omavad
mikroobid viivad pigem libi mittetéielikku denitrifikatsiooni (Avsar, Aras 2020). Seente nirkK

osa denitrifikatsioonis moodustab liigikaudu 1% (Bosch ef al. 2023) ja tulemustest selgub
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suurem arhede ja bakterite arvukus, millest voib jédreldada, et toimub mikroorganismide

vaheline konkurents, mille tulemusena seente nirK leidub pigem HIIRE to6tluses.

Tuleb esile tdsta, et bakterite ja arhede amoAd geenid tekivad ERTO tdotluses suurema
geenikoopiate arvukusega, sest P tase (Tabel 2) suurendab AM slimbioosi, mis aitab makro- ja

mikrotoitainete saadavusele ja soodustab bakterite kasvu (Meng et al. 2024).

Kokkuvote

Kéesoleva t60 eesmirgiks oli uurida denitrifikatsiooni ja nitrifikatsiooni protsesside muutusi
erineva AM seente mitmekesisusega pdllumuldades. Katse korraldati Tartu Ulikooli
kasvuhoones, mis hdlmas nelja tiitipi mullatdotlust (ERTO, HAAGE, HIIRE ja kontroll) kolme
mitmekesisuse tasemega (korge, keskmine ja madal) ja kestvusega 95 pdeva. Kvantitatiivseks
analiiisimiseks kasutati PCR meetodid ning andmetdotlemiseks programme LinRegPCR ja

MS Excel 2024.

Tulemused néitasid bakterite ja arhede mikroorganismide olemasolu, markergeenide
tuvastamist suurema geenikoopiate arvukusega korge mikroorganismide tasemega tootluses
(bakterite 16S rRNA, COMAMMOX amoA, nirK, nosZII ja bakterite amoA, arhede amoA),
ning madala tasemega tootluses (16S rRNA, nirsS, nosZI ja seente nirk). COMAMMOX amoA
nitrifikatsiooniprotsessis osaleval geenil leiti madalaim geenikoopiate arvukus, suurema
sisaldusega nosZII puhul. Antud t66 andmed aitavad vorrelda ldmmastikuringe markergeenide

seoseid AM seentega pdllumajanduses.

Changes in nitrification and denitrification processes in agricultural soils with different
arbuscular mycorrhizal fungal diversity

Monika Stjuf

Summary

The bachelor’s thesis aimed to assess the changes in denitrification and nitrification genes in
agricultural soils with different AM diversity. Nitrification and denitrification essential

elements of the nitrogen cycle which is performed by microorganisms. The increasing
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anthropogenic activities in agriculture lead to increased food demand, intensive production,
deforestation, and land degradation. The widespread arbuscular mycorrhiza symbiosis
increases nutrient uptake availability in plants. The processes of denitrification and nitrification

include both advantages and disadvantages which can either cause or stop leaching.

Previous studies had provided an informative overview of processes, functional genes and
microorganisms such as bacteria and archaea. The experiment was conducted in a controlled
greenhouse at the University of Tartu, which included 4 types of soil treatments (ERTO,
HAAGE, HIIRE and CONTROL) with 3 levels of diversity (high, medium and low) and lasted
95 days.

Each experimental condition was repeated 5 times, resulting in twenty experimental pots.
Functional nitrification genes (AOB, AOA, COMAMMOX amoA), denitrification genes
(nirK, nirS, nosZI, nosZII) and fungal nirK were determined from soil samples by quantitative
polymerase chain reaction. RotorGene® Q instruments (Qiagen, USA) were used to detect all
gene copy numbers. qPCR methods were used for quantitative analysis, and data processing

was done with LinRegPCR and MS Excel 2024 programs.

The results showed the presence of bacterial and archaeal microorganisms. Functional genes
with higher gene copy numbers were found in the high-microorganism treatment (bacterial
16S rRNA, COMAMMOX amoA, nirK, nosZIl and AOB, AOA), as well as in the low-
microorganisms treatment (16S rRNA, nirS, nosZl and fungal nirK). The COMAMMOX
amoA had the lowest gene copy number (6.4 GK/gKA) whereas the highest value was observed
for the nosZII clade gene. The data presented in this paper is helpful in comparing the

dependence of funsctional genes on AM symbiosis in arable soils.

Tanuavaldused

Soovin tidnada juhendajaid Mikk Espenbergi ja Maarja Opikut kannatlikkuse, abivalminduse
ja operatiivse koostdo eest kogu 10putdd viltel. Samuti soovin tdnada Kért Kangerit sujuva

laborit6o eest. Lisaks soovin tdnada oma perekonda.
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