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Erinevate taimeliikide mdju mikrobioloogilisele metaani- ja limmastikuringele ning

CHa ja N20O emissioonidele riimveest mdjutatud rannikul

Rannikualad on mitmekesised Okosiisteemid, mis on iitha enam negatiivselt mdjutatud
intensiivsest inimtegevusest ning kliimamuutusest. Uleliigsete toitainete (orgaaniline aine,
lammastik, fosfor) kontsentratsioone aitavad rannikul edukalt vdhendada erinevad
mikrobioloogilised protsessid ning taimed. Mitmete mikrobioloogiliste protsesside
tagajarjel voib atmosfddri eralduda ka kahjulikke kasvuhoonegaase, sh metaani ja
dildimmastikoksiidi. Kéesoleva t66 eesmirgiks oli uurida erinevate taimeliikide mdju
riimveeliste rannikualade mikrobioloogilise metaani- (metanogeenid, metanotroofid ja
nitritist sGltuv anaeroobne metaani oksiideerimine (n-damo)) ja ldmmastikuringe
protsessidele (nitrifikatsioon, denitrifikatsioon, dissimilatoorne nitraadi redutseerimine
ammooniumiks (DNRA), molekulaarse ldmmastiku (N2) fikseerimine, anaeroobse
ammooniumi oksiideerimine (ANAMMOX) ja tiielik ammooniumi oksiideerimine
(COMAMMOX)). Uuritavateks taimeliikideks olid kare-kaisla (Schoenoplectus
tabernaemontani) ja hariliku pillirooga (Phragmites australis) kactud alad Ladne-Eestis
ning sooheina Spartina alterniflora ja korkja Scirpus mariqueter liigid Ida-Hiinas.
Protsesside toimumise potentsiaali hinnati kvantitatiivse poliimeraas-ahelreaktsiooni
(QPCR) abil. Lisaks seostati protsesside geneetilist potentsiaali mdddetud fiiiisikalis-
keemiliste parameetritega ning metaani ja naerugaasi emissioonidega. Tulemused néitasid,
et erinevad taimeliigid méngivad olulist rolli emissiooni vahendamisel, kus tdhtsateks
voivad osutuda nende vanuseline koosseis ning biomass. Rannikualadel oli suur geneetiline
potentsiaal metaani vdhendamisel n-damo protsessil, mis on esmakordne analoogilistes
uurimustes. DNRA protsessi suurim geneetiline potentsiaal tuvastati Hiina uurimisalal, kuigi
vihem oluline oli see Eesti pillirooga katsealal. Metaaniringe protsessid mojutasid oluliselt
metaanivoogusid Hiina rannikul, kus tdheldati neli korda suuremaid metaani emissoone
vorreldes Eestiga. Dildmmastikoksiidi eraldus atmosfddri nii denitrifikatsiooni kui ka

nitrifikatsiooni tagajérjel.
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Impact of different plant species on the microbial methane and nitrogen cycle and CH4
and N20 emissions on coasts affected by brackish water

Coastal areas are diverse ecosystems, which are increasingly vulnerable to intense human
activity and the impacts of global change. Concentrations of excess nutrients (organic matter,
nitrogen, phosphorus) are successfully reduced by various microbiological processes and
plants on the coast. As a result of several microbiological processes, harmful greenhouse
gases, including methane and nitrous oxide, can be released into the atmosphere. The aim of
this master thesis was to study different plant species impact on the microbial methane
(methanogens, methanotrophs and nitrite-dependent anaerobic methane oxidation (n-damo))
and nitrogen cycle (nitrification, denitrification, dissimilatory nitrate reduction to
ammoonium (DNRA), nitrogen (N2) fixation, anaerobic ammonium oxidation
(ANAMMOX), complete oxidation of ammonia to nitrate (COMAMMOX). The studied
sites were covered with Schoenoplectus tabernaemontani and Phragmites australis in West-
Estonia, and with Spartina alterniflora and Scirpus mariqueter in East-China. Quantitative
polymerase chain reaction (qPCR) was used to assess the genetic potential of
microbiological methane and nitrogen cycle processes. In addition, the genetic potential of
the processes was associated with measured physicochemical parameters with methane and
nitrous oxide gas emissions. The results concluded that different plant species played an
important role in mediating gas emissions, where their age composition and biomass may be
important. In coastal areas, a high genetic potential for methane reduction in the n-damo
process was identified, the first of its kind in similar studies. The greatest genetic potential
of the DNRA process was identified in the Chinese research area, where the process was less
likely to occur in the Estonia Phragmites australis study. Methane cycle processes
significantly affected methane flows on the Chinese coast, where four times higher methane
emissions were observed compared to Estonia. As a result of nitrification and denitrification,

nitrous oxide was emitted to the atmosphere.

Keywords: coastal areas, nitrogen cycle, methane cycle, methane emission, nitrous oxide

emission
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Kasutatud lithendid

amoA — nitrifikatsiooni markergeen (NHs* = NO2)

ANAMMOX (ingl anaerobic ammoonium oxidation) — anaeroobne ammooniumi

okstlidatsioon

Ca — kaltsium

CH4— metaan ehk metiitilhiidriid
CO, - siisihappegaas ehk stisinikdioksiid

COMAMMOX (ingl complete oxidation of ammonia to nitrate) — tiielik ammooniumi

okstideerimine
DC — lahustunud tildsiisinik
DN — lahustunud tldlammastik

DNRA (ingl dissimilatory nitrate reduction to ammoonium) — dissimilatoorne nitraadi

redutseerimine ammooniumiks
DOC — lahustunud tildorgaaniline siisinik

K — kaalium

mcrA — metanogeenide markergeen (viib 14bi protsessi mulla orgaaniline aine = CHa)

Mg — magneesium

N2 — molekulaarne lammastik ehk dilammastik
N20 — naerugaas ehk dilammastikoksiid

n-damo (ingl nitrite-dependent anaerobic methane oxidation) — nitritist sdltuv anaeroobne

metaani okstideerimine

NH+" — ammoonium

nifH — lammastiku fikseerimise markergeen (viib 14bi protsessi N2 = NH4")
nirK — denitrifikatsiooni markergeen (viib 14bi protsessi NO2 = NO)
nirS — denitrifikatsiooni markergeen (viib 14bi protsessi NO2” = NO)

NO2 — nitritlimmastik



NOj3™ — nitraatlimmastik

nosZI — denitrifikatsiooni markergeen (viib 14bi protsessi N2O = N2)
nosZIl — denitrifikatsiooni markergeen (viib 1dbi protsessi N2O = Ny)
nrfA — DNRA markergeen (viib 14dbi protsessi NO2 = NH4")

P — fosfor
pmoA — metanotroofide markergeen (viib 14dbi protsessi CHs = CO3)
TC —iildsiisinik

TOC — iildorgaaniline siisinik



Sissejuhatus

Rannikualade okosiisteemid on nende pakutavate ressursside ja teenuste tottu inimestele
adarmiselt olulised ning seetottu elab ca 40 protsenti maailma rahvastikust 100 kilomeetri
raadiuses rannikust (Bruns, 2014). Viimaste sajandite kiire rahvastiku kasv, laienev
linnastumine ja intensiivne inimtegevus on oluliselt mojutanud rannikualasid (Craig-Smith
et al. 2006). Selle tulemusena on suurenenud reoainete ning iileliigsete toitainete
(orgaaniline aine, lammastik, fosfor) kontsentratsioonid rannikuvetes (Howarth, 2008; Vikas
& Dwarakish, 2015). Lisaks on nende rannikualade protsessidesse sekkutud erinevate
infrastruktuuride rajamisega (nditeks maaparandus ning avamere ja kanalite siivendamine),
mis on intensiivistanud erosiooni ning tinginud mererohuga kaetud alade, soode, randade ja
litvaluidete havimist (Dugan et al. 2012). Merepinna tous ja teised kliimamuutuse eeldatavad
mdjud avaldavad rannikualade Okosiisteemidele veelgi suuremat survet: Sagenevad
tileujutused, intensiivistub erosiooni, eutrofeerumine ja sooldumine. Need protsessid
muudavad ja vihendavad elupaiku ning kiirendavad kaldajoone taandumist (Dugan et al.
2012; Toimil et al. 2020). Selliseid negatiivseid mdjusid piilitakse suunata voi vihendada

erinevate looduslike ja tehislike meetmete voi rajatistega.

Toitainete ringlust rannikualade Okosiisteemides kontrollivad peamiselt taimede voi
mikroorganismide bioloogilised mehhanismid. Erinevad taimed mojutavad oluliselt
rannikumulla mikroobikooslusi (Jurasinski et al. 2020), muutes seeldbi ka siisiniku- ja
lammastikuringet. Mitmete mikrobioloogiliste protsesside toimumisel voib eralduda
keskkonda ka ohtlikke kasvuhoonegaase nagu metaani (CHa4) (Stams & Plugge, 2010) ja
naerugaasi (N2O) (Baggs & Philippot, 2010; Bange et al. 2010). Eelnevalt nimetatud
kasvuhoonegaase voivad mdjutada lisaks ka taimed (Zhang et al. 2013; Schindler et al.
2020).

Mikrobioloogilist metaaniringet mojutavad peamiselt anaeroobsed metanogeenid
(Kallistova et al. 2017) ja aeroobsed metanotroofid (Kallistova et al. 2017; Kalyuzhnaya et
al. 2019). Hiljuti avastatud protsessi nitritist soltuv anaeroobne metaani oksiideerimise
(Raghoebarsing et al. 2006) tipsem roll 6kosiisteemis on veel teadmata, kuigi see on otseselt
seotud ka lammastikuringega. Mikrobioloogiline Ilimmastikuringe on oluliselt keerulisem ja
vOib hdlmata endas paljusid protsesse: nitrifikatsioon (Holmes et al. 1995; Konneke et al.
2005), denitrifikatsioon (Wrage et al. 2001), dissimilatoorne nitraadi redutseerimine
ammooniumiks (DNRA) (Tiedje, 1988), molekulaarse lammastiku (N2) fikseerimine (Zehr
et al. 2003), anaeroobse ammooniumi oksiideerimine (ANAMMOX) (Mulder et al. 1995) ja
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ka hiljuti kirjeldatud tdielik ammooniumi oksiideerimine (COMAMMOX) (Daims et al.
2015; Van Kessel et al. 2015).

Rannikualade mikrobioloogiliste aineringete parem moistmine voimaldab leida ja rakendada
uusi meetmeid inimtegevusest tulenevate mdjutuste leevendamiseks ja kliimamuutustega
kohanemiseks (Reddy & Delaune, 2008). Kéiesoleva magistritod eesmargiks oli uurida
erinevate taimeliikide moju metaani- ja lammastikuringe mikrobioloogiliste protsesside
potentsiaalile ning metaani ja naerugaasi emissioonile. Lisaks ndidata nende scoseid
fiitisikalis-keemiliste parameetritega kahel riimveelisel rannikualal, millest iiks asus Laéne-

Eestis ja teine lda-Hiinas.



1. Kirjanduse iilevaade

1.1. Rannikute 6kosiisteemid ja probleemid

Rannikuala on maismaa ja suure veekogu vaheline siirdeala, mille 6kosiisteeme kujundavad
paljud erinevad tegurid (Craig-Smith et al. 2006). Rannikuala dkosiisteemide mitmekesisus
varieerub laiuskraaditi ning nad jaotatakse peamiselt nelja gruppi: (1) kaldadarsed
Okosiisteemid (nditeks liivarannad, luited, kaljud, t6ostuslikud ja pollumajanduslikud
maastikud), (2) loodetega Okosiisteemid (niiteks joesuudmed, deltad, mangroovimetsad,
margalad, rannikusood), (3) veealused Okosiisteemid (nditeks korallrahnud) ning (4)
mandrilava kohal asuvad avaveed (Burke et al. 2001). Neist kdige produktiivsemateks
peetakse rannikusoid ja joesuudmeid, kuna seal toimub pidev toitainete sissekanne sinna
suubuvate jogede poolt (Reddy & Delaune, 2008). Lisaks pakuvad nad oma
mitmekesisusega erinevaid tdhtsaid Okosiisteemi tugi- (nditeks toitainete tsiikli
reguleermine), reguleerimis- (nditeks kaitset rannikut laastavate tormide eest), varustus-
(nditeks toormaterjal) ja rekreatiivseid teenuseid (Reddy & Delaune, 2008; Barbier et al.
2011; Bruns, 2014). Tiheda inimasustuse ning suure bioloogilise mitmekesisuse tottu on
rannikualad haavatavad nii looduslikele kui inimeste poolt pohjustatud muutustele
(Vorosmarty et al. 2005; Bruns, 2014).

Intensiivne majandamine ja liigsete toitainete kandumine jOgedega sisemaalt
rannikuveekogudesse on pohjustanud mitmeid probleeme, nagu niiteks eutrofeerumist,
erosiooni, patogeenide ja toksiliste ainete levikut ning maakasutuse muutusi (National
research council, 1994). Eelpool nimetatud hdiringud voivad kaasa tuua muutusi
rannikualade taime- ja mikroobikooslustes, fiiiisikalis-keemilistes parameetrites ning
Okostiisteemide aineringetes. Kliima- ja maakasutuse muutused voivad kiirendada toitainete
voogu ning rannikualade eutrofeerumist (Vilmin et al. 2018). Selle tagajérjel vdheneb
hapniku kéttesaadavus, mis soodustab anaeroobseid protsesse ja voib viia erinevate
kasvuhoonegaaside emissioonide suurenemisele, sh CH4 ja N2O (Chowdhury & Dick, 2013;
Reading et al. 2020). Lisaks soodustab kliimamuutuse suurenev moju ka invasiivsete
taimeliikide levikut, mis voib tuua endaga kaasa nii kasvuhoonegaaside suurenemist (Zhang
et al. 2013) kui ka vdhenemist (Yang et al. 2020).

Pollumajandussektori intensiivne kasv ja véetiste ebaratsionaalne kasutamine on
suurendanud ldmmastikiihendite kontsentratsioone joesuudmetes. Lisaks pohjustavad

rannikuvetes toitainete suurenemist punktkoormusallikad ning atmosfadrne depositsioon
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(Paerl et al. 2002; Lapointe et al. 2015). Suurenenud toitainete hulk voib rannikul ja
joesuudmetes pdhjustada suuremaid kasvuhoonegaaside emissioone, naiteks N2O (Zhang et
al. 2013; Martin et al. 2018). Kaldajoonele ehitatud tehisrajatised ja taimkatte muutused
suurendavad erosiooni ohtu ning vdhendavad erinevate rannikudkosiisteemide pindala ja
sealseid elupaiku (Dugan et al. 2012; Toimil et al. 2020). Samuti on sagenenud ekstreemsed
ilmaolud ja tdusnud merevee tase, mis on tekitanud aina suurema vajaduse rannikualade

kaitsmiseks ning seal toimuvate protsesside moistmiseks (Toimil et al. 2020).

1.1.1. Metaani (CH4) emissioonid

Metaan (CH4) on kasvuhoonegaas, mille potentsiaalset rolli kliimasoojenemisele peetakse
stisihappegaasist (CO2) 100-aastasel skaalal 28 korda suuremaks (Forster et al. 2007;
Stocker et al. 2013). CH4 emissioone mdjutavad erinevad inimtekkelised allikad, milleks on
looma- ja riisikasvatus, fossiilkiituse ja biomassi podletamine, priigilad ja erinevad
jaatmekaitlustehnoloogiad  (Denman et al. 2007). Suuremateks looduslikeks
metaaniallikateks peetakse troopilistel laiuskraadidel asuvaid mérgalasid (Bridgham et al.
2013; Zhang et al. 2017) ning madalaid rannikuveega alasid (Bange, 2006). Rannikualadelt

emiteerub enam CHj4 kui avatud ookeaniveest (Bange et al. 1994).

Metaani vOib eralduda atmosfdédri peamiselt kolmel erineval moel, milleks on setete
difusiooni, mullidena voi taimede poolt vahendatud transpordi kaudu (Le Mer & Roger,
2001; Bridgham et al. 2013). Mirgalade taimed vdivad mitmel viisil soodustada metaani
lendumist atmosfddri: hapnikuvabadesse mullakihtidesse viiakse moodda aerenhiiiimi
hapniku, metaani vahendatakse mooda ohkkude (Schimel, 1995), metanogeneesi labiviivaid
arhesid varustatakse vajalike siisinikithenditega (Strom et al. 2005; Cheng et al. 2007) voi
mutualismis metanotroofsete bakteritega, niiteks turbasammaldega (Putkinen et al. 2012).
Puittaimed voivad CHs emissioone suurendada vastusena iileujutustele (Schindler et al.
2020). Anaeroobsetest siigavamatest mullakihtidest voivad taimed CHa transportida
atmosfadri Shujuurte abiga ja mojutada seeldbi mulla CH4 voogusid (Lin et al. 2020). Ehkki
on leitud vastastikuseid seoseid dhujuurte rollist CH4 emissiooniga (He et al. 2019a), pole
erinevate mangrooviliikide ja nende juurestruktuuride osatdhtsus mulla kasvuhoonegaaside
heitkogusete osas selge (Lin et al. 2020). Taimede poolt vahendatud metaanivoog on pigem

viike, kuid siiski méngib olulist rolli CH4 tootmisel (Bridgham et al. 2013).

Atmosfadri eralduv metaani kogus on mdjutatud ka mikroorganismide aktiivsusest, kes

toodavad CH4 (metanogeenid) voi tarbivad CHa (metanotroofid) (Bridgham et al. 2013, vt
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1.2.1). Metanotroofsed mikroorganismid on voimelised CH4 oksiideerima nii aeroobselt kui
ka anaeroobselt, vdhendades mairkimisvairselt kasvuhoonegaasi joudmist atmosfddri
(Kallistova et al. 2017; Kalyuzhnaya et al. 2019). Setetes voidakse toota metaani, mis jouab
hiljem 14bi veesamba atmosfddri (Bange, 2006). Rannikute pinnasvee korged CHa
kontsentratsioonid on tingitud joesuudmetes orgaanilise aine settimisest, kus saab seetdttu
toimuda suurel médral metanogenees (Bange et al. 1994). Samuti voib veekogude pindmiste
kihtide soojenemine pohjustada emissioonide suurenemist (Borges et al. 2016). Metaani
vooge mojutavad rannikutel mitmed biokeemilised parameetrid, nagu soolsus,
redokspotentsiaal, hapniku kéttesaadavus, pH, veesisaldus, temperatuur ning erinevate
orgaaniliste thendite (sulfaadid, tldlammastik, nitritlimmastik, ammoniaak) sisaldus
pinnases (Whalen, 2005).

1.1.2. Naerugaasi (N20) emissioonid

Dildmmastikoksiid ehk naerugaas (N20) on oluline kasvuhoonegaas (Montzka et al. 2011),
mis on itheks peamiseks osoonikihti kahandavaks teguriks (Ravishankara et al. 2009). N2O
kontsentratsioon on atmosfadris viike, kuid selle globaalse soojenemise potentsiaali
peetakse 100-aastase skaala ldikes ligikaudu 300 korda suuremaks vorreldes
stisinikdioksiidiga (CO2) (Forster et al. 2007; Stocker, 2013). Intensiivse inimtegevuse mdju
tagajérjel jouab rannikualade veekogudesse iiha rohkem ldmmastikvietisi, mis voivad aga

markimisvaarselt suurendada N2O emissioone jogede suudmealadel (Reading et al. 2020).

Enam kui poolt veekeskkonnast périt inimtekkelisi N2O emissioonidest seostatakse
pohjapoolkera  keskmiste  laiuskraadidega, sest seal  kasutatakse  rohkem
pollumajandusvéetisi ning on suurem rahvastikutihedus vorreldes Idunapoolkeraga
(Seitzinger et al. 2000; Murray et al. 2015). Uuringud on nédidanud, et N2O diinaamika ja
maakasutuse vahel on positiivne seos, mil N2O kontsentratsioon suureneb joesuudmetes
ning jogedes vastavalt valgala suurenemisele. Samuti maakasutuse intensiivsuse

suurenemine mdjutab oluliselt N2O kontsentratsioone (Reading et al. 2020).

Joesuudmetes voivad N2O voogusid mdjutada ka invasiivsed taimeliigid ja tehisrajatised
(Zhang et al. 2013; Song et al. 2018). Suure biomassiga taimed varustavad mulda rohkete
siisiniku- ja hapnikuiihenditega, mis omakorda soodustavad bakterite elutegevust, mille
tagajarjel voib atmosfadri emiteeruda vorreldes nooremate taimedega rohkem N>O-d (Zhang
et al. 2013; Yang et al. 2020). Song et al. (2018) uurisid ldhemalt mdlema teguri koosmdju

ja leidsid, et muuli ehitus ja sooheina Spartina alterniflora invasioon pdhjustas muutusi
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mulla fliiisikalis-keemilistes parameetrites ning suurendas markimisvaarselt N.O voogusid
Kollase joe suudmealal. Siiski voib teistsugustes Okosiisteemides invasiivne taimeliik S.

alterniflora ka pérssida N2O teket, niditeks loodetega mérgaladel (Yang et al. 2020).

Erinevaid ldmmastikuringe protsesse labiviivad mikroorganismid voivad oma elutegevuse
tagajirjel emiteerida N2O-d (Baggs & Philippot, 2010; Bange et al. 2010). Kasvuhoonegaasi
produtseerivaid mikroorganisme mojutavad suudmealadel ja jogedes tugevalt orgaanilise
stisiniku  kéttesaadavus ning erinevad fiitisikalis-keemilised parameetrid, nagu pH,
temperatuur, soolsus ja lahustunud hapniku sisaldus (Bange, 2006). Neist olulisemaks
peetakse anorgaanilise ldmmastiku lahustuvust ning hapniku kéttesaadavust (Murray et al.
2015; Quick et al. 2019; Reading et al. 2020). Allen et al. (2007) tiheldasid, et korgem
stisiniku hulk setetes ning elektrijuhtivus viahendasid N>O emissioone. Negatiivne pinnase
redokspotentsiaal seevastu suurendas N2O vooge. Erinevad keskkonnaparameetrid on
suuresti mojutatud loodete tsiiklitest, pohjavee sisendist ning makrofiilitide tihedusest
(Murray et al. 2015). N2O heitkoguseid keskkonnas mojutavad Shu- ja settetemperatuur
(Yang et al. 2020), mil vood varieeruvad aastaajaliselt ning 66pédeva ldoikes (Allen et al.
2007; Xu et al. 2017; Song et al. 2018). Suuremaid N2O voogusid on tiheldatud soojematel
suvekuudel (Moseman-Valtierra et al. 2011).

1.2. Rannikuala protsessid

Ténapdeval ilmestavad rannikualasid erinevad antropogeensed tegevused ja
kliilmamuutused, mis omakorda kujundavad {imber seal toimuvaid protsesse ning
aineringeid. Veetaseme tdus ning pidevatest tlileujutustest tingitud erosioon ja rannajoone
kadu on pannud inimesi otsima lahendusi, kuidas kaitsta sealseid elupaiku ning
rannikuid. Merevee tousu kahjulike mojude viahendamiseks on vdetud kasutusele mitmeid
kaitsemeetmeid, nditeks ehitatud rannikuddrseid mereseinu voi teisi ileujutuse tokkeid
(Dugan et al. 2012). Samuti voib tormikindlam taimekooslus oluliselt leevendada tuule
ning teiste tegurite ebasoodsat moju (Yang et al. 2020). Tihtilugu ei voeta erinevate
tehisrajatiste rajamisel arvesse mdju Okosiisteemidele ning toitainete ringlusele (Dugan et
al. 2012) ja see pdhjustab hiiringuid rannikualade biogeokeemilistes ringetes (Reddy &
Delaune, 2008).

Rannikualade mikrobioloogilisi protsesse mojutavad erinevad fiiiisikalis-keemilised
parameetrid ning sealse mikroobikoosluse mitmekesisus ja aktiivsus. Uleujutustest tingitud

merevee sissetung suurendab soolsuse hulka pinnases, mis kiirendab sette siisiniku- ja
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lammastikuiihendite mineraliseerumist ning toob kaasa muutusi taimekooslustes ja nende
produktiivsuses, mojutades omakorda rannikumulla mikroobikooslusi (Tejada et al. 2006;
Reddy & Delaune, 2008; Jurasinski et al. 2020). Muutuv hapniku kéttesaadavus ning
toitainete ja orgaanilise siisiniku sisend mojutavad mikroorganismide aktiivsust setetes ja
veesambas (Bange, 2006; Quick et al. 2019). Suurenenud toitainete sisaldus setetes ja
veekogudes aktiviseerib mikroobide elutegevust, mille tagajérjel voib atmosfaéri erinevate
protsesside tulemusel emiteeruda kahjulikke kasvuhoonegaase, nagu N.O, CH4 ja CO>
(joonis 1).

Atmosfaarne Atmosfaarne Atmosfaarne Atmosfaarne
N> N,O CHg4 CO,
Q%
: seae ¥ 5, 2 / “~
N; pdie e'mfne ) ! "_,".‘___.. @e’ o.)éd‘d.
B W e = & Hingamine o
- & N
) . 2.
N leostuming 4= (9’6,
<L 4, Sumud biomass %
& Nitrifikatsioon '-?-g,a// Hingamine
S
O@"@'\“&' T T2 01‘5\00‘4/%_ ‘95.’{.:,0). (merA) Lagundamlne Vans
@@‘3&,&@9// COMAMMOX ™ o, ) :
& / / \\ s
‘"‘si_"‘bx?:.: / \%o@ Mulla orgaaniline Taimed
Bior}'lass I DN RA ¥ materjal aime
\ NH - - =~ -
— ™ N ~{nrrA) N.O Lagundamine Erifis~
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Joonis 1. Siisiniku- ja lammastikuringe protsessid (kohandatud ja modifitseeritud Espenberg

(mifH)

2017 jargi). Siniste nooltega on tdhistatud ldmmastikuringe protsessid ning oranZide
nooltega siisinikuringe protsessid. Katkendjoonega on néidatud, et seda voidakse kasutada,
aga ei pruugita. Lithendid: ANME — anaeroobne metaani oksiideerimine, ANAMMOX —
anaeroobne ammooniumi oksidatsioon, COMAMMOX — tidielik ammooniumi
oksiideerimine, DNRA — dissimilatoorne nitraadi redutseerimine ammooniumiks, n-damo —

nitritist soltuv anaeroobne metaani oksiideerimine.

1.2.1. Metaaniringe

Okosiisteemi erinevate komponentide vahel ringleb siisinik (atmosfiir, surnud biomass,
mulla orgaaniline materjal, varis, eksudaadid, taimed; joonis 1), kus siisinikuringe toimub
nii aeroobsetes kui ka anaeroobsetes tingimustes, milles viimases tekib ka metaan CHa.

Atmosfairi ja pinnase vahelise mikrobioloogilise metaaniringe moodustavad peamiselt kaks
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mikroorganismide rithma, kuhu kuuluvad CH4 tootvad arhed (metanogeenid) ning CHa
oksiideerivad bakterid (metanotroofid) (Aronson et al. 2013). Nende prokariiootide
vahekord madrab CH4 voo atmosfééri. Olulist rolli metaaniringes méngivad ka soontaimed,

kes varustavad mikroobe erinevate substraatidega (Cheng et al. 2007).

Metanogeenid viivad ldbi anaeroobse lagunemise viimast etappi, kus CHa tootmiseks
kasutatakse siisihappegaasi siisinikku vOi muid madala molekulmassiga orgaanilisi
tthendeid, néiteks metiitilriihmi (Chowdhury & Dick, 2013). Metanogeenid vdivad kasutada
elektronaktseptorina erinevaid formiitilriihmasid, vesinikku (H2), formaate (HCOz"), vodi
stisinikoksiidi (CO) (Stams & Plugge, 2010). Keskkonnas saab tuvastada metanogeenide
olemasolu mcrA geeni abil (joonis 1), mis kodeerib metiiiilkoensiiimi M reduktaasi o-
subtihikut. Ensiitim kataliiseerib omakorda viimast lagunemisetappi (Bridgham et al. 2013).
Markergeen voimaldab uurida ka metanogeenide fiillogeneesi (Lueders et al. 2001; Juottonen
et al. 2006). Lisaks looduslikele méargaladele on leitud mcrA geeni omavaid mikroorganisme
ka mitmetest teistest keskkondadest, nagu tundra, igikeltsa alad, riisipdldudelt ning
miéletsejate ja putukate, nditeks termiitide seedekulglast (Lueders et al. 2001; Kriiger et al.
2005; Juottonen et al. 2006; Ganzert et al. 2007; Conrad, 2009).

Metanotroofid kasutavad metaani siisiniku- ja energiaallikana, kus oksiidatsiooni kéigus
muudetakse metaanis sisalduv siisinik stisihappegaasiks vOi assimileeritakse raku
biomassiks (Hanson & Hanson, 1996). Metanotroofsed mikroorganismid voivad CHa
oksiideerida nii acroobselt kui ka anaeroobselt (Kallistova et al. 2017). Anaeroobse metaani
oksiideerimise kdigus kasutatakse erinevaid elektronaktseptoreid, nagu nitraatlammastik
(NO3), nitritlimmastik (NO2), sulfaat (S04%) ja metalloksiide, erinevalt aeroobsest, kus
kasutatakse elektronaktseptorina hapnikku (Xu et al. 2018). Oksiideerimise protsessi
mojutab lisaks substraatide kittesaadavusele ka veetase (Wagner et al. 2003). Metaani
tarbivaid mikroorganisme leidub paljudes 6kosiisteemides, mistdttu méngivad nad suurt rolli
CHs joudmisel atmosfadri (Kallistova et al. 2017). Aeroobsete metanotroofide
tuvastamiseks erinevates keskkondades kasutatakse markergeeni pmoA (joonis 1), mis
méngib rolli ensiitimi metaanmonoksiigenaasi (pMMO) kodeerimises (Chowdhury & Dick,
2013). Mitmetes veekeskkondades (nditeks mirgalad, priigilad) vihendab CH4 emissioone
peamiselt aeroobne CHs tarbimine (Wagner et al. 2003). Aeroobsed metanotroofid on

voimelised oksiideerima viga suure osa maailmas toodetud metaanist (Semrau et al. 2010).

Anaeroobsete tingimustega margalades voib méangida suuremat rolli CHs sidumises protsess

nimega nitritist sdltuva anaeroobse metaani oksiidatsioon (n-damo), mis seob omavahel
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lammastiku- ja siisinikuringe (Raghoebarsing et al. 2006; Hu et al. 2014). Teadaolevalt
suudavad protsessi ldbi viia NCI10 hdimkonda kuuluvad bakterid ,,Candidatus
Methylomirabilis oxyfera“ (Ettwig et al. 2010). Baktereid leidub mitmesugustes elupaikades
(Zhu et al. 2015), ka aluselistes keskkondades (pH>9), kus tema elutegevust mojutab lisaks
pH-le nitraatlimmastiku kéttesaadavus ja lenduvad orgaanilised iihendid (Xu et al. 2018).
Metanogeneesi poordreaktsiooni suudavad 1dbi viia sulfaadi vOi nitraadi osalusel
anaeroobsed metaani oksiideerivad arhed (ingl anaerobic methanotrophic (ANME)), nditeks
,Candidatus Methanoperedens nitroreducens (Haroon et al. 2013). Lisaks voidakse
kasutada elektronakseptorina erinevaid metallithendeid, nagu rauda (Fe), mangaani (Mn) ja
kroomi (Cr), kuid mille tdpsem mehhanism pole veel teada (Kallistova et al. 2017; In ’t
Zandt et al. 2018).

1.2.2. Limmastikuringe

Lammastik on element, mida kasutatakse elutegevuseks vajalike nukleiinhapete ja valkude
stinteesil. Joesuudmetesse jouab ldmmastik erinevatest allikatest, nagu setete sissekanne
jogedest, tdusu ja mooOnaga, poOllumajanduses lammastikvietiste leostumisel,
mérgdepositsioonil ja lammastiku  fikseerimisel (Reddy & Delaune, 2008).
Lammastikuringe koosneb erinevatest biootilistest, lagunemis-, assimilatsiooni- ja
dissimilatsiooniprotsessidest, mida vahendavad  mikroorganismid  (joonis  1).
Mikrobioloogiline 1dmmastikuringe koosneb paljudest protsessidest: nitrifikatsioon
(Holmes et al. 1995; Konneke et al. 2005), denitrifikatsioon (Wrage et al. 2001),
dissimilatoorne nitraadi redutseerimine ammooniumiks (DNRA) (Tiedje, 1988),
molekulaarse ldmmastiku (N2) fikseerimine (Zehr et al. 2003), anaeroobse ammooniumi
oksiideerimine (ANAMMOX) (Mulder et al. 1995) ning tdielik ammooniumi oksiideerimine
(COMAMMOX) (Daims et al. 2015; van Kessel et al. 2015).

Teadaolevalt vaib nitrifikatsiooni (k.a COMAMMOX), denitrifikatsiooni, dissimilatoorse
nitraadi  redutseerimisel ammooniumiks (DNRA) ja nitrifitseerivate bakterite
denitrifikatsiooni protsesside vaheetappides eralduda atmosfédéri kahjulik kasvuhoonegaas
N20 (Baggs & Philippot, 2010; Quick et al. 2019). Neist levinumaks protsessiks peetakse
mittetdielikku denitrifitseerimist, mis domineerib keskkonnatingimustes, kus on piisavalt
orgaanilist siisinikku, korged nitraadi kontsentratsioonid ning suboksilised tingimused
(Quick et al. 2019). Taimed vdivad konkureerida nitrifitseerijate ja denitrifitseerijatega
(Cheng et al. 2007; Zhang et al. 2013; Wrage-Monnig et al. 2018) ja seeldbi mdjutada N2O
voogusid, niiteks parssides NO tootmist (Yu et al. 2012). Makrofiilitide koosseisu
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muutused voivad inhibeerida nitrifikatsiooni teel tekkivat N2O, seevastu voivad tingimused

denitrifikatsiooni kaigus toodetud N.O emissiooni hoopis suurendada (Murray et al. 2015).

Nitrifikatsiooni tuntakse eelkdige kui kahe-etapilise protsessina, kus kdigepealt ammoniaaki
oksiideerivad bakterid ja arhed okslideerivad ammoniaagi nitritiks ning seejdrel nitrit
okstideeritakse nitraadiks teiste organismide poolt (Holmes et al. 1995; Koénneke et al.
2005). Siiski leidub keskkonnas baktereid, kes on suutelised tdieliku ammoniumi
oksiidatsiooni nitraadiks ldbi viima {iksinda ja seda nimetatakse COMAMMOX-iks (Daims
etal. 2015; Van Kessel et al. 2015). Nitrifikatsiooni soodustavad korged lahustunud hapniku
jaammoniaagi kontsentratsioonid (Quick et al. 2019), mil muutlike hapniku tingimustega ja
suurema pH-ga keskkondades on soodustatud nitrifitseerivate bakterite poolt labiviidav
denitrifikatsioon (Wrage-Monnig et al. 2018). Viimati nimetatud protsessi mojutavad lisaks
temperatuur ja siisinikiihendite kéttesaadavus (Wrage-Monnig et al. 2018). DNRA protsessi
kédigus emiteeritakse N2O nitriti tootmise vaheetapis, kuid selle protsessi tdpsem roll

okostisteemides vajab veel uurimist (Quick et al. 2019).

1.2.2.1. Limmastikuringe geenid

Keskkonnas tuvastatakse mikrobioloogilise ldmmastikuringe protsesse erinevate
markergeenidega (joonis 1), mille abil saab hinnata protsesse ldbiviivate mikroorganismide
geneetilist potentsiaali toimumiseks: nitrifikatsioon (bakterite ja arhede amoA),
denitrifikatsioon (nirS, nirK, nosZl, nosZIl), molekulaarse ldmmastiku (N2) fikseerimine
(nifH), dissimilatoorne nitraadi redutseerumine ammooniumiks (nrfA), ANAMMOX (hzsA)
, n-damo (protsessi spetsiifiline 16S rRNA) ja COMAMMOX (protsessi spetsiifiline 16S
rRNA).

Nitrifikatsiooni esimest etappi (ammoniaaagi okslideerimist) viib 14bi ensiiiim ammoniaagi
monooksiigenaas, mille {iiht subithikut A kodeerib amoA geen. ANAMMOX-i
puhul okstideeritakse ammoniaak voi redutseeritakse nitrit hiiddroksiiiilamiiniks, mille kdigus
mangib olulist rolli hiidrasiini siintetaas, mille {iht elementi kodeerib hzsA geen (Harhangi et
al. 2012). DNRA protsessi on vdimalik hinnata markergeeni nrfA abil (Welsh et al. 2014).
Mikroorganismid on suutelised lammastikku fikseerima ensiilimi nitrogenaasi abil, mille
struktuurgeeni nifH sekveneerimise abil on uuritud protsessi toimumist erinevates
keskkondades (Zehr et al. 2003). Lammastikuringe geenid on tugevasti mojutatud

erinevatest keskkonnaparameetritest, nagu lahustunud hapniku sisaldusest, pinnase
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temperatuurist, soolsusest, sulfaadi ja lammastikuiihendite kéttesaadavusest ja pH-st (Dini-

Andreote et al. 2016).

Mikroorganismid, kes omavad nosZ geeni (N2O redukaasi), suudavad N>O muundada
molekulaarseks ldmmastikuks (Jones et al. 2013). N2O tootmise ja tarbimise vahekorra
madravad mikroorganismide kohastumuste eelistused erinevates keskkondades (Philippot et
al. 2011; Jones et al. 2014). Kui varasemalt omistati ensiilim vaid bakteritele ja arhedele, kes
viisid 14bi tdieliku denitrifikatsiooni, siis niiiid leidub aina rohkem uurimusi, mis nditavad,
et nosZ geeni voivad omada ka mittetdielikud denitrifitseerivad mikroorganismid.
Mittetdielikeks denitrifitseerijateks nimetatakse mikroorganisme, kes suudavad libi viia
vaid mone etapi denitrifikatsioonis, nditeks nitriti reduktsiooni N2O-ks voi N2O reduktsiooni
lammastikuks (Hallin et al. 2018). nosZ | klaadi omavad organismid on suurema
toendosusega tdielikud denitrifitseerijad (Graf et al. 2014). nosZ geeni erinevate klaadide
arvukus muutub keskkonniti, nditeks mullas domineerivad peamiselt mikroorganismid, kes
omavad Kklaadi Il (Jones et al. 2013), kuid rannikusetetes on arvukamaks mikroobid klaad |
(Dini-Andreote et al. 2016).

Denitrifikatsiooni voivad ldbi viia kaht tiiiipi nitriti reduktaasid, milleks on vaske sisaldav
nitriti  reduktaas, mille kodeerimises osaleb nirK ja nirS geeni osalusel kodeeritud
tsiitokroom cd-1 sisaldav nitriti reduktaas (Zumft, 1997). Uldiselt iihes organismis mdlemat
nir tiitipi geeni ei esine, kuid on leitud iksikuid erandeid. Siiski neil puhkudel vajab nende
molema geeni voimalik funktsionaalsus veel uurimist. nosZl klaadi omavad organismid,
kelle genoomis esineb lisaks ka pigem geen nirS kui nirK, mingivad vihem rolli N2O
tekkel (Graf et al. 2014). Kooslustes, kus esineb vdhem nosZ geeni, suureneb N2O emissioon
mullas, kuid see oleneb suuresti mullatiiiibist ning pinnase mikroobikooslusest (Philippot et
al. 2011). Mikroorganismide liike on iiha raskem seostada ainult iithe voi teise
lammastikuringe protsessiga, sest paljud on suutelised 1dbi viima erinevaid protsesse
olenevalt keskkonnatingimustest (Jones et al. 2013; Graf et al. 2014; Hallin et al. 2018).
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2. Metoodika

2.1. Prooviala kirjeldus

2.1.1. Eesti uurimisala

Vilitood viidi 1dbi Parnu maakonnas Lddneranna vallas Pivarootsi kiilas Laddnemerest
mdjutatud riimveelisel rannikul (N 58.535864, E 23.606722, soolsusega 5%o; joonis 2). Ala

iseloomustab kdrkjatest kivine laugrannik, kus puhas liivarand puudus.

T

Legend

& Katsealad ; S 3 :
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KA - kare kaisel AR P N ; : meetrit SR

Joonis 2. Uurimisala Eestis (N 58.535864, E 23.606722). Siniste ringidega on tédhistatud
katsealade asukohad. Aluskaart: Maa-ameti ortofoto, 2020. Kaardi tegemisel on kasutatud

programmi MaplInfo ver.19.

Vilitoid tehti intensiivsel taimekasvuperioodil juuni-september 2019. aastal, mil
Ohutemperatuur jdi vahemiku 16-24 °C. Ala oli avatud tormituultele, kus proovivotu
paevadel tdheldati veetaseme kdikumisi (0-30 cm). Uurimisala liigitati taimeliikide jargi
kolmeks katsealaks: (1) lage ala, kus puudus piisiv taimestik (joonis 3a), (2) hariliku
pillirooga (Phragmites australis) (joonis 3b) ja (3) kare-kaislaga (Schoenoplectus

tabernaemontani) taimestatud alad (joonis 3c). Katsealadel tehti mdGtmisi kolmes korduses.
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Joonis 3. Eesti uurimisala kolm katseala. Pildil a) lage ala, b) hariliku pillirooga (Phragmites

australis) ning c) kare kaislaga (Schoenoplectus tabernaemontani) taimestatud alad.

2.1.2. Hiina uurimisala

Uurimisala oli Shanghais asuv Nanhui rannik (N 30.83333333, E 121.8333333), mis on
aastakiimnete jooksul olnud tugevasti mojutatud inimtegevusest. 2002. aastal rajati
rannikualale meresein, mille eesmérgiks oli piitida vihendada settete drakannet ning pakkuda

kaitset merevee taseme tousu korral.

20N

Shanghai

31 UN

Nanhui rannik

Ida-Hiina meri

Joonis 4. Uurimisala Hiinas (N 30.83333333, E 121.8333333; kohandatud ja modifitseeritud
Yang et al. 2020 jargi). Kollaste tihtedega on tdhistatud Hiina katsealad: PO — lage mudane

ala, P1 — soohein Spartina alterniflora ja korkjas Scirpus mariqueter’iga taimestunud ala,

P2 —vanem S. alterniflora, P3 — noor S. alterniflora.

20



Rannikualal domineerib Kaug-Ida mussoonkliima, kus keskmine oOhutemperatuur on
15,9 °C ning aastane sademete hulk on 1222 mm. Ala iseloomustavad mdddukad ja
ebaregulaarsed poolepdevaste tsiiklitega looded. Taimekooslustest domineerib Pohja-
Ameerikast parinev invasiivne taimeliik soohein S. alterniflora. Katseala liigitati
taimekooslusi arvestades jargnevalt neljaks katsealaks: (1) lage mudane ala, (2) sooheina
Spartina alterniflora ja korkja Scirpus mariqueter’iga taimestunud ala, kus domineeris
S.alterniflora, (3) vanema S. alterniflora ning (4) noore S. alterniflora’ga taimestunud alad.
Vilitoid tehti iiks kord kuus martsist 2017. aastast kuni jaanuarini 2018. aastal, mille kdigus
moddeti erinevaid vee- ning keskkonnaparameetreid. Detailsem kirjeldus uurimisala,

proovide kogumise ja médratud keskkonnaparameetrite kohta on saadaval Yang et al. 2020.

2.2. Gaasiemissioonide mootmine

Eesti uurimisalal teostati gaasiemissioonide (N2O ja CHs) mootmisi aktiivsel
taimekasvuperioodil 2019. aasta juunist septembrini. Gaasiproovide modtmisi tehti kaks
korda kuus, ca iga kahe néddala tagant. Kuna osadel mdotmispaevadel olid alad liiga siigava
vee all tormide ja kdrge veetaseme tottu, siis saadi teha modtmisi seitsmel Korral.
Gaasivoogude mootmiseks kasutati suletud staatilise kambri meetodit, kus igal
proovivotupaeval koguti proovid koikidelt katsealadelt in situ. Proovide kogumiseks kasutati
valgeid labipaistmatuid poliiviniiilkloriidist (PVC-) kambreid (@ 50 cm, korgus 40 cm ja
ruumala 65 1), mis olid asetatud mdne cm siigavusel olevatele plastikrongastele (joonis 2).
Kambrid asetati maasse tasakaalustatult ning takistamaks 6huvahetust atmosfdiriga tdideti
rongaste vaheseinad veega. Proovid koguti iihe tunni jooksul 20 minutilise intervalliga (0.,
20., 40. ja 60. minuti proov) spetsiaalselt eelvakumeeritud 100 ml (0,3 mbar)
Klaaspudelitesse. Terve wuurimisala peale mdodeti kokku gaasiemissioonide
kontsentratsioone kolmelt vaatlusalalt ning igalt kolmes korduses. N2O ja CHs sisaldus
maédrati elektron- ja leekionisatsiooni detektorit sisaldava gaas-kromatograafiga (Shimadzu
2014-GC) Tartu Ulikooli geograafia osakonna aineringete uurimislaboris. Gaaside
algkontsentratsioon fikseeriti nullprooviga ning 1dpptulemus arvutati lineaarse seose

muutuse pohjal, vottes arvesse kambri pindala ja mahtu.

Hiinas tehti gaasimdotmisi varahommikuse modna ajal iiks kord kuus martsist 2017 kuni
jaanuarini 2018. Gaasiemissioonide modtmiseks kasutati gaaskromotograafil (GC 2014,
Shimadzu, Jaapan) pohinevat meetodit, kus vooge moddeti lébipaistvate
polimentiitilmetakriilaadi (PMMA) kambritega (@ 28 cm, korgusega 80 cm), mis asetati

ohukindlalt pinnases olevatele rongastele. Proove koguti 100 ml siistaldega eelvakumeeritud
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proovikottidesse. Mdoteperioodi kestvuseks oli 30 minutit, kus proove koguti iga 10 minuti
tagant. Detailsem kirjeldus on saadaval Yang et al. 2020.

Registreeritud gaasiemissioonide kontsentratsioone viljendatakse tihikus mikroruutmeeter
tunni (ug m-2 h-1) kohta. Jargnevalt kisitletakse t66s modtmisperioodi valtel registreeritud
keskmisi gaasiemisioonide vaartusi (tdhistatud CHs periood, N2O periood) ning vahetult

enne setteproovide votmist moddetud gaasiemissioonide tulemusi (tédhistatud kui CHs, N2O).

2.3. Vee-, sette- ja taimeproovide kogumine ja analiiiis

Eestis toimunud vilitoode kdigus mdodeti veetase (cm) vaatluskaevudest (mulgustatud PVC
torud (@ 5 cm) kaetuna vett labilaskva kangaga) ja mullatemperatuur (°C, 5 cm siigavuselt)
(Comet Systems Ltd., Roznov pod Radhostem, TSehhi). Lisaks moddeti igal proovivotu
korral portatiivse seadmega YSI Professional Plus jargmisi parameetreid vaatluskaevude
veest: temperatuur (°C), pH, elektrijuhtivus (uS/cm), redokspotentsiaal ja lahustunud

hapniku sisaldus (mg/l).

Eestis toimunud vélitodde kaigus koguti pinnaseproovid kdikidelt katsealadelt labidaga
keemilisteks ja mikrobioloogilisteks analiilisideks 0-10 cm siigavuselt pérast
gaasiemissioonide modtmist viimasel proovivotupdeval septembris. Pinnaseproovid siilitati
eraldi taassuletavates kilekottides kuni keemiliste analiiiisideni kiilmkapis (+4 °C) voi kuni
DNA eraldamiseni siigavkiilmas (—20 °C). Eesti pinnaseproovide keemilise analiiiisi kdigus
maédrati proovidest pH, orgaanilise aine (%), iildlammastiku (%), nitraatlimmastiku (NO3’),
ammooniumi (NH."), fosfori (P), kaaliumi (K), kaltsiumi (Ca) ja magneesiumi (Mg) sisaldus

Eesti Maaiilikooli Taimebiokeemia laboris vastavalt standardmeetoditele (APHA,1989).

Nii Eesti kui ka Hiina pinnaseproovidest maarati laboris iildstisiniku (TC) ja tildorgaanilise
stisiniku  (TOC) sisaldus kasutades aparatuuri Vario TOC (Solids Module; 950°
C, Elementar GmbH, Saksamaa) vastavalt standardile ISO 10694. Lisaks médrati mdlema
uurimisala pinnaseproovidest laboris lahustunud iildsiisiniku (DC) ja lahustunud
tildorgaanilise siisiniku (DOC) sisaldus vastavalt standardile EVS-EN 1484 ning lahustunud
tildlammastik (DN) vastavalt standardile EVS-EN 12260 kasutades aparatuuri Vario TOC
(TND detektoriga; 850° C, Elementar GmbH, Saksamaa). Hiina pinnaseproovid koguti 2017.
aasta novembris ning vee- (vee soolsust, elektrijuhtivust, NOs", NO2, NH4"), pinnase- (TC,
TN, TOC) ja taimeproovide kogumise ning analiiiisi kohta on tidpsem kirjeldus saadaval
Yang et al. 2020.
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Eestis toimunud vélitodde kdigus madrati taimede fiiisikalisi parameetreid, kus moddeti igal
proovivotu paeval taimede keskmine korgus (cm) ning hinnati kasvavate taimede tihedus.
Taimne biomass koguti pdrast gaasiemissioonide mdotmist viimasel proovivotupédeval
septembris. Maapealsed taimeproovid koguti hariliku pillirooga ja kare kaislaga katseala
0.20 m? suurustelt lappidelt, 16igates kddaridega voimalikult maapinna ldhedalt. Maa-alune
biomass koguti labidaga lappide juhuslikest punktidest, mulla pindmisest 20 cm siigavusest
kihist. Igast punktist voeti 3 juureproovi, mis siilitati kuni téotlemiseni koos mullaga
kilekottidesse pakendatud kiilmkapis (+4 °C). Taimejuurtest eemaldati muld, kiviklibu ning
muu bioloogiline materjal kraaniveega. Enne keemilisi analiilise taimejuured kuivatati ning

peenestati kannmikseriga.

Eestis kogutud taimede maa-pealse ja -aluse biomassi hindamiseks kaaluti dra korjatud
biomass ning seejdrel mdodeti kuivatatud absoluutkuiva véértus. Lisaks maédrati laboris
juurte ja taimede lammastiku (N%) ning fosfori (P%) sisaldus Eesti Maaiilikooli
Taimebiokeemia laboris vastavalt standardmeetoditele (APHA,1989).

2.4. DNA eraldamine

Eesti ja Hiina setteproovidest eraldati DNA kasutades PowerSoil® DNA Isolation Kit-i
(Qiagen, USA) ja ldhtudes tootja poolt kinnitatud juhistest. Erinevalt protokollist
homogeniseeriti proove 20 sekundit 5000 pddret minutis homogenisaatoril Precellys 24
(Bertin Technologies, Prantsusmaa). Loppetapis DNA saagise koguse suurendamiseks
muudeti véljapesemisetappi jargnevalt: 1) filtrile pandi 40pl C6 lahust ning tsentrifuugiti
toatemperatuuril 30 sekundit 10000 x g juures; 2) seejirel korrati tegevust selle sama
véljapestud C6 lahusega; 3) viimasena lisati filtrile veel 60 ul C6 lahust ning tsentrifuugiti
toatemperatuuril 30 sekundit 10000 x g juures. DNA kontsentratsiooni modtmiseks ja
kvaliteedi hindamiseks kasutati spektrofotomeetrit Infinite 200 M (Tecan AG,
Austria). Eraldatud DNA sdilitati —20 °C jargnevateks analiitisideks.

2.5. Geenikoopiate arvukuse méiramine setteproovidest gPCR meetodil

Eesti ja Hiina pinnaseproovidest hinnati bakterite ja arhede hulka ning metaani- ja
lammastikuringe  protsesside  geneetilist  potentsiaali  kvantitatiivse  poliimeraas
ahelreaktsiooni (quantitative Polymerase Chain Reaction, qPCR) abil. gPCR-ks kasutati
termotsiiklerit Rotor-Gene Q (Qiagen, USA). Metaaniringe protsesside geneetiline
potentsiaal médrati jargmiste funktsionaalsete geenide abil: metanogeenid (mcrA) ja

metanotroofid (pmoA). Lammastikuringe protsesside geneetiline potentsiaal miérati
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jargmiste funktsionaalsete geenide abil: denitrifikatsioon (nirS, nirK, nosZ klaad | ja nosZ
klaad 1), nitrifikatsioon (bakterite ja arhede amoA), COMAMMOX (COMAMMOX-i
spetsiifiline 16S RNA geen), DNRA (nrfA), lammastiku fikseerimine (nifH), ANAMMOX
(ANAMMOX-i spetsiifiline 16s rRNA geen) ja n-damo (n-damo spetsiifiline 16S RNA).
Proovide analiiiisimiseks kasutatud praimereid, qPCR-i programmide ja reaktsioonisegude

koostised on nididatud tabelis 1.

Reaktsioonisegu koguseks oli 10 ul, mis sisaldas 1 pl eraldatud DNA-d, péri- ja
vastassuunalist praimerit (vt kontsentratsioone tabelist 1), 5 ul Maxima SYBR Green Master
Mix reagenti (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) ning iilejdénud koguses destilleeritud
vett. Koigil gPCR-i mootmistel oli iga proov esindatud kolmes korduses ning igale
modtmisele lisati negatiivsed kontrollproovid. Esmane tulemuste kvaliteedikontroll tehti
tarkvaraga RotorGene Series Software v. 2.0.2. Programmiga LinRegPCR v.2020.01
(Ruijter et al. 2009) voeti arvesse efektiivsused ning jaotati proovid kaheks amplikoniks
uurimisalade alusel. Kaliiberkdveraid kasutades arvutati geenikoopiate arvud vastava geeni
koopiate arvuna grammi kuivaine kohta (koopiat/gkA kohta). Funktsionaalsete
geenikoopiate arvude osakaal leiti normaliseerimisel bakterite ja arhede 16S RNA
geenikoopiate arvukustest. Detailsem Kkirjeldus rakendatud qPCR-i meetodist ja
geenikoopiate arvude arvutamisest on saadaval Espenberg et al. 2018.
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Tabel 1. Ulevaade to6s kasutatud qPCR-i primeritest ja nende karakteristikutest ning programmidest.

Praimeri

Mirklaudgeen Praimer Viited Amplikoni pikkus (bp) Kontsentratsioon (1M) gPCR programm
Bakterite 165 rRNA Bact517F Liu et al. 2007 530 0.6 95°C 10 ngm; 35 tsﬁkilt: 95°C 30 s;
Bact1028R Dethlefsen et al. 2008 60°C 45 s; 72°C 45s
Arc519F 95°C 10 min; 45 tsiiklit: 95°C 15 s;
Arhede 16S rRNA Archo10R Espenberg et al. 2016 393 0,6 56°C 30's; 72°C 30s
. nirSCd3af 95°C 10 min; 45 tsiiklit: 95°C 15 s;
nirS irSR3cd Kandeler et al. 2006 431 0,8 55°C 30 5: 72°C 30, 80°C 30 §°
. nirk876 . . 95°C 10 min; 45 tsiiklit: 95°C 15's;
nirk irK1040 Hallin & Lindgren, 1999 165 0,8 58°C 30 5; 72°C 305, 80°C 30 82
nosZ2F 95°C 10 min; 45 tsiiklit: 95°C 15 s,
nosZI 0sZ2R Henry et al. 2006 267 0,6 60°C 30's, 72°C 30 s, 80°C 30 s*
nosZIIF 95°C 10 min; 45 tsiiklit: 95°C 30 s,
nosZII osZIIR Jones et al. 2013 700 0,6 54°C 45 5, 72°C 45 5, 80°C 45 s
. Uedal9F 95°C 10 min; 45 tsiiklit: 95°C 30 s,
nifH Dedad0TR Ueda et al. 1995 390 038 53°C 455, 72°C45's
6F . 95°C 10 min; 45 tsiiklit: 95°C 15 s,
nrfA (DNRA) R Takeuchi, 2006 222 0.8 55°C 30's,72°C 30's
ANAMMOX 165 rRNA A4SBF Humbert et al. 2012 248 0,6 95°C 10 min; 45 tstklit: 95°C 155,
AB84R ' ' 52°C 30s,72°C30s
. amoA-1F 95°C 10 min; 45 tsiiklit: 95°C 30 s,
Bakterite amoA amoAZR Rotthauwe et al. 1997 491 0,8 57°C 45 s, 72°C 45 s
Arhede amoA CrenamoA 23 Tourna et al. 2008 ~600 0,8 95°C 10 min; 45 tsiiklit: 95°C 30's,
CrenamoA 616R ! ! 55°C 45 S, 72°C 45 s
comamoA AF 95°C 10 min; 40 tsiiklit: 95°C 15 s,
COMAMMOX 16S rRNA comamoA SR Wang et al. 2018 436 0,8 55°C 30's, 72°C 30 s
pqg2F . 95 °C 10 min, 40 tsiiklit: 95 °C 15 s,
N-damo 16S rRNA bq2R Ettwig et al. 2009 292 0,8 60°C 30's, 72 °C 30 s, 80 °C 30 s?
METH-F 135 08 95 °C 10 min, 55 tsiiklit: 95 °C 15 s,
mcrA Espenberg et al. 2016 ' 51°C30s,72°C30s
mcrAgR
pmoA Al189F Costello & Lidstrom, 1999 510 0.6 95 °C 10 min, 35 tsilklit: 95 °C 15 s,

57°C30s,72°C30s

2 - Fluorestsents signaali mddtmine




2.6. Andmeanaliiiis ja autori osalus

Erinevate katsealade erinevuste visualiseerimiseks kasutati peakomponentanaliiiisi
(Principal component analysis, PCA) geeniparameetrite ja gaasiemissioonide pdhjal.
Fiisikalis-keemiliste parameetrite, geeniparameetrite ja gaasiemissioonide erinevusi hinnati
erinevate katsealade vahel iihefaktorilise dispersioonanaliiiisi (one-way ANOVA) abil.
Seoste olulisust hinnati geeniparameetrite ja fiitisikalis-keemiliste parameetrite ning gaaside
kontsentratsioonide vahel Spearman’i korrelatsioonikoefitsiendi abil. Jooniste tegemiseks ja

andmeanaliiiisiks kasutati statistikaprogramme ,,R* ja ,,Statistica v.7.1%.

Magistritoé autor osales Eesti katsealade valimises, vee-, Sette-, taime- ja gaasiproovide
kogumisel ja mddtmisel. Lisaks eraldas autor Eesti ja Hiina setteproovidest DNA, mééras
qPCR meetodi abil geenikoopiate arvukused ning arvutas geeniparameetrite véartused.

Autor tegi andmetodtluse ja -analiiiisi.
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3. Tulemused

3.1. Vee, mulla ja taimede fiiiisikalis-keemilised parameetrid

Eestis moodetud vee, mulla ja taimede fiitisikalis-keemilised parameetrid varieerusid
katsealade 16ikes (tabel 2 ja 3). Mdotmisperioodil tdheldati veetaseme muutusi, mis jdid
vahemiku —29 kuni +30 cm. Lagedal alal varieerus veetase —22 kuni +4 cm, pillirooga alal
—28 kuni + 5 cm ning kaislaga alal 0 kuni 30 cm. Kdige suuremad veetaseme muutused olid
juulis. Vaatluskaevudest mdodetud veetemperatuur varieerus koikidel aladel sarnaselt
vahemikus 9,3 kuni 17,8 kraadi. Vee pH oli keskmiselt vahemikus 6,4 kuni 7,2 kdigil aladel,
kuid suurimad vaartused moddeti kaislaga alal. Kogu modtmisperioodi véltel oli lahustunud
hapniku sisaldus vees lagedal 2,0 + 0,8 mg/I, pillirooga 1,3 + 0,4 mg/l ning kaislaga alal 5,7
+ 5,1 mg/l. Proovivitu kordadel varieerus elektrijuhtivus lagedal alal vahemikus 11587,3 +
2362,5 uS/cm, pillirooga alal 9744,0 + 1162,6 uS/cm ning kaislaga alal 9587,3 + 1633,99
uS/cm. Kogu mddtmisperioodi viltel oli redokspotentsiaali vdidrtus vees lagedal alal —179,9
+ 62,6, pillirooga alal —237,0 £ 41,0 mV ja kaislaga alal —65,0 £ 132,0 mV. Hiina
veeparameetrite modtmiste tulemused on ndidatud Yang et al. 2020. Eestis jii
mullatemperatuur vahemikku 8,8 kuni 26,6 °C ning lagedal alal varieerus mullatemperatuur
keskmiselt 18,5 + 5,1°C, pillirooga alal 16,2 + 3,5 °C ja kaislaga alal 19,2 + 5,5 °C. Hiinas
moddetud mulla temperatuur oli vorreldes Eestiga suurem, kuid ei varieerunud oluliselt
rohkem, mil lagedal alal mdodetud temperatuur jai vahemikku 18,9 + 8,6 °C, taimedega
Spartina ja Scirpus kaetud alal 20,4 + 8,8 °C, vanade taimedega Spartina 19,8 + 8,9 °C ja
noorte taimedega Spartina kaetud alal 21,3 + 8,2 °C.

Eesti aladel olid ligi neli korda suuremad TC vaértused settes vorreldes Hiina aladega (tabel
2). Hiina taimkattega katsealade setted ei erinenud iiksteisest statistiliselt oluliselt siisiniku
ja lammastiku parameetrite vadrtuste poolest. Spartina ja Scirpuse katseala erines ainult DN-
i poolest vanema Spartina’ga alast (Lisa 1). Uldiselt leidus kdige rohkem DN-i Spartina ja
Scirpuse katsealal ning DC-d noorema Spartina’ga alalt vorreldes teiste katsealadega. Hiina
lageda mudase ala setted olid erinevate C ja N parameetrite poolest sarnased vanema
Spartina ala setetega. Uurimisalade setted erinesid iiksteisest kdige enam statistiliselt
oluliselt TC ja TOC vairtuste poolest. Viimati mainitud parameetrid erinesid ka pillirooga
ja kaislaga taimestunud alade setete vahel, aga statistiliselt olulisi erinevusi Eesti lageda ala

ja pillirooga ning kaislaga alade setete vahel ei leitud erinevate C ja N parameetrite puhul.
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Tabel 2. Setete erinevate siisiniku ja ldmmastiku parameetrite keskvéirtused ja
standardhdlbed (n=3) Eesti ja Hiina rannikualadel. Lithendid: DC — lahustunud iildsiisinik
(mgC/kg), DN — lahustunud tildlammastik (mgN/kg), DOC — lahustunud tildorgaaniline
stisinik (mgC/kg), TC — iildsiisinik (% C), TOC — iildorgaaniline siisinik (% C).

. Spartina ja Noor Vana Lage
Kaisel Roog Lage Scri Sparti Sparti q
(Eesti) | (Eest) | (Eesti) cripus partina | Spartina | mudane
(Hiina) (Hiina) (Hiina) ala (Hiina)
DN 33+ 9,0+ 9,3+ 16,7 + 9,7+ 51+ 38+
(mgClkg) 1,0 1,7 6,3 2,5 2,8 51 0,4
DC 95,0 + 184,5 + 157,0+ 2151+ 228,0 + 159,9 + 101,1+
(mgClkg) 52,0 40,5 58,0 10,9 41,6 159,9 16,6
DOC 444 + 75,4 + 61,3+ 78,0 + 108,2 + 47,4 + 30,5+
(mgClkg) 33,8 14,2 23,8 6,3 43,7 47,4 3,7
6,6 + 9,7+ 7,6+ 2,1+ 1,8+ 15+ 12+
O L l L L ) ) 1
TC%C) 1,6 1,9 0,4 0,1 0,2 15 0,1
09+ 47 + 3,0+ 15+
o L Ll L L
TOC (% C) 15 15 0.9 01 <1 <1 <1

Proovivotu pievadel mooddetud katselappide taimede keskmine korgus oli pillirooga
alal 135,8 + 7,0 cm ning kare-kaislaga alal 67,7 + 10,1 cm. Taimede keskmine tihedus
varieerus keskmiselt pillirooga 177,6 + 8,1 ning kare-kaislaga alal 122,3 + 90,9 taime 0,2 m?
kohta. Pinnase pH varieerus katsealadel keskmiselt vahemikus 6,8 kuni 7,4, mil madalamad
vaartused moddeti hariliku pillirooga alal (tabel 3). Setete NH4, P, K, Ca ja Mg
kontsentratsioonid varieerusid vastavalt vahemikus 2,1-10,5 mg/kg, 20,9-67,0 mg/kg,
150,4-411,1 mg/kg, 1785,9-2023,7 mg/kg ja 242,3-846,3 mg/kg. Statistiliselt erinesid
(p<0,05) koik katsealad kaaliumi ja kaltsiumi kontsentratsioonide poolest. Orgaanilise aine
sisaldus settes varieerus keskmiselt 2,6-10,4% alade 16ikes ja suurimad véairtused olid
pillirooga alal. Setteproovide lammastiku osakaal varieerus koigil aladel sarnaselt
vahemikus 0,2 kuni 0,5% ning need erinesid iiksteisest oluliselt alade vahel. Taimkattega
alade maapealne biomass varieerus keskmiselt vahemikus 0,1 kuni 0,7 kg/m? ning maa-alune
vahemikus 2,6 kuni 4,6 kg/m?. Hariliku pillirooga alal mdddeti vorreldes kare-kaislaga
proovialal suuremad fosfori ja ldmmastiku sisaldused juurtes ja taime rohelistes osades.
Juurtes leiduva P protsentuaalse sisalduse poolest sarnanesid iiksteisega pillirooga ja

kaislaga alad. Hiinas maaratud taimede ja setete parameetrid on kirjeldatud Yang et al. 2020.
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Tabel 3. Setteid ja taimi iseloomustavate parameetrite keskvéirtused ja standardhilbed
(n=3) Eesti katsealadel. Tahed (a,b,c) tilaindeksitena tihistavad statistiliselt olulisi (p<0,05)
erinevusi parameetrite véartustes katsealade vahel {ihefaktoriaalse dispersioonanaliiiisiga
(ANOVA).

Kaisel (Eesti) Roog (Eesti) Lage (Eesti)
pH 7,38+0,19? 6,82 + 0,05° 7,18 +0,08%
Orgaaniline aine (%) 2,59+ 1,072 10,40 + 2,452 5,16 +1,33°
N (%) 0,15 + 0,06 0,52 + 0,09 0,26 + 0,04°
NH. (mg/kg) 2,12 + 0,56 10,46 + 4,77 6,56 + 3,69°
P (mg/kg) 20,88 + 11,247 67,01 + 9,54° 48,50 + 18,96
K (mg/kg) 150,42 + 36,162 411,08 + 148,48° 244,95 + 69,11°
Ca (mg/kg) 1794,20 + 80,64 2023,69 + 77,46° | 1785,89 + 153,42°
Maapealne biomass 0,14 + 0,042 0,66 + 0,025
(kg/m?)
Maa-alune biomass 2,60 + 1,20 4,61+0,71°
(kg/m?)
Juurte N (%) 0,73 + 0,052 1,36 + 0,15°
Juurte P (%) 0,08 +£0,012 0,16 + 0,022
Taimede N (%) 0,52 + 0,092 0,69 + 0,09°
Taimede P (%) 0,04 + 0,012 0,08 + 0,02°

3.2. Metaani ja naerugaasi emissioonid

Metaani- ja naerugaasi emissioonid Eesti ja Hiina katsealadelt on ndidatud joonisel 5. Eestis
varieerusid CHs emissioonid katsealade 15ikes vahemikus 3,1 kuni 1538,7 pugC/(m? h).
Suurimad emissioonide vaidrtused moddeti juulikuus ning vdikseimad juunis ja augustis.
K&ige rohkem emiteerus CH4 lagedalt alalt. Erinevate taimeliikidega kaetud alasid omavahel
vorreldes on tdheldav kiillatki sarnane muster, kuid siiski koguseliselt emiteerus ronkem CHs
kare-kaislaga taimestatud alalt. CH4 emissioonid Hiina rannikualal varieerusid vahemikus
—1741 kuni 72170 pgC/(m? h) ja neist kdige rohkem emiteerus CH4 vanema Spartina’ga
alalt. Suuremaid CH4 emissioone tdheldati taimkattega katsealade ldikes juulikuus ja
madalamaid martsis. Hiina katsealade vordluses emiteerus CH4 kdige vihem lagedalt alalt
(varieerumine vahemikus -1741,3 kuni 188,7 ugC/(m? h)), millele jirgnes taimekoosluselt
noor Spartina (varieerumine vahemikus 159,3 kuni 369,5 pgC/(m? h)).
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Joonis 5. Metaani (CHs) ja naerugaasi (N20) emissioonide diinaamika uuritud
rannikualadel. Eesti katsealadel tulemusi kajastavad joonised a) ja b), Hiina tulemusi c) ja
d).

Hiina uurimisalal tdheldati N2O emissioonide kontsentratsioonides selgelt eristuvat ajalist
mustrit ja emissioonid varieerusid katsealade 15ikes vahemikus —42 kuni 39 ugN/(m? h).
Suurimaid N20 emissioonide védrtusi moddeti soojematel suvekuudel juuni-september ja
madalamaid oktoobrist kuni novembrini. Koguseliselt emiteerus kdige rohkem N>O-d
mddtmisperioodil vana Spartina’ga alalt (66,3 pgN/(m? h)). Teised Hiina ranniku
taimkattega alad emiteerisid koguseliselt sarnaselt N2O-d vahemikus 2,8 + 12,3 ugN/(m? h)
(noor Spartina) ning 3,6 £ 17,7 ugN/(m? h) (Spartina ja Scirpus mariqueter). Eesti
uurimisalal oli néha piisiv N2O emissioonimuster koikide katsealade 1dikes varieerudes
sarnaselt vahemikus kare-kaislaga —2 kuni 5,3 pgN/(m? h), pillirooga 0,2 kuni 18,3 pgN/(m?
h) ja lagedal alal —0,8 kuni 5,6 pgN/(m? h). Suurimad N2O heitkoguste viirtused mdddeti
juunis kogu katsealade 15ikes. Kdige rohkem emiteerus NoO-d pillirooga alalt (58,2 pgN/(m?
h)) ja kdige vdhem emiteerus N20-d mootmisperiooodi véltel koguseliselt lagedalt

rannikualalt (8 pgN/(m? h)).
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3.3. Mikroobikoosluste parameetrid

Uurimisaladel mdddetud geenikoopiate arvukused ning nende osakaalud prokariiootide
kooslusest on toodud Lisa tabelis 2 ja 3. Bakterite 16S rRNA geenikoopiate arvukused
varieerusid katsealade 1dikes keskmiselt vahemikus 1,9 x 10°-3,6 x 10* koopiat/gKA kohta.
Arhede 16S rRNA viirtused jiid vahemiku 3,9 x 108-2,1 x 10° koopiat/gKA. Baktereid ol
koige rohkem katsealade 16ikes Hiina rannikul vana Spartina’ga kaetud alal ja kdige vdhem
Eesti rannikul kare-kaislaga kaetud alal. Statistiliselt oluliselt erines bakterite arvukuselt
teiste katsealadega lage mudane ala (Lisa tabel 4). Arhesid oli arvukamalt noore Spartina’ga
kaetud alal ning lagedal Eesti rannikul, kuigi statistiliselt olulist erinevust teiste aladega ei
tuvastatud. Madalamad arhede geenikoopiate arvukused olid pillirooga kaetud alal. Néidati
ka statistiliselt oluline seos arhede arvukuse ja N.O vahel (joonis 9).
Peakomponentanaliitisiga ~ visualiseeriti  erinevate  katselappide  grupeerumised

geeniparameetrite alusel (joonised 6 ja 7).

3.3.1. Metaaniringe

Metaaniringe markergeenide (pmoA, mcrA ja n-damo spetsiifiline 16S rRNA) geenikoopiate
arvukused (joonis 6, lisa tabelid 2 ja 4) ja osakaalud (joonis 7, lisa tabelid 3 ja 4) olid
jaotunud erinevalt Kkatsealadel. Suurimad mcrA geenikoopiate véartused leiti noore
Spartina’ga kaetud alal. Eesti katsealadel ning Hiina lagedalt mudaselt alal jaid mcrA geeni
koopiate vaartused allpool madramispiiri. Suurimad pmoA geenikoopiate vaartused esinesid
noore Spartina ning Spartina ja Scripus mariqueter’iga alal. Kdige madalamad véaartused
olid Eesti rannikul kaislaga kaetud ja lagedal mudasel alal. N-damo spetsiifilise 16S rRNA
geenikoopiate arvukused olid suuremad pillirooga alal, mil madalamad Hiina ranniku

mudasel alal.
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Joonis 6. Katselappide grupeerumine geenikoopiate arvukuste alusel peakomponentanaliiiisi
abil. Mootmisperioodi viltel registreeritud keskmised gaasiemissioonid on tdhistatud
joonisel CH4 (periood) ja N2O (periood) ja vahetult enne setteproovide votmist médratud
gaasiemissioonid on tdhistatud CHs ja N20. Liithendid: BakamoA — bakterite amoA,
ArhamoA - arhede amoA, ANAMMOX - ANAMMOX spetsiifiline 16S rRNA,
COMAMMOX — COMAMMOX-i spetsiifiline 16S rRNA, ndamo — n-damo spetsiifiline
16S rRNA.

Geenikoopiate osakaalud prokariiootidest ning nende Seoseid metaaniemissioonidega on
ndidatud joonisel 7. Suurim oli mcrA geeni osakaal Eesti kare-kaislaga ning lagedal alal.
pmoA geeni osakaal oli suurim Hiina taimkattega kooslustes, kus pmoA seostus ka suuremate
metaankoguste lendumisega. Madalamad pmoA geeni osakaalu véirtused tuvastati Eesti
pillirooga rannikualalt. N-damo spetsiifilist 16S rRNA geeni leidus rohkem Hiina ranniku
lagedast mudajates katsealadest, mil madalamad geeni osakaalu vidartused tuvastati noore

Spartina’ga kaetud alal.
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Joonis 7. Katselappide grupeerumine geenikoopiate osakaalu (o0sa prokariiootide
tildkogusest) alusel peakomponentanaliiiisi abil. Mddtmisperioodi véltel registreeritud
keskmised gaasiemissioonid on tdhistatud joonisel CHa (periood) ja N2O (periood) ja
vahetult enne setteproovide votmist madratud gaasiemissioonid on tdhistatud CHs ja N20O.
Lithendid: BakamoA — bakterite amoA, ArhamoA — arhede amoA, ANAMMOX -
ANAMMOX spetsiifiline 16S rRNA, COMAMMOX — COMAMMOX-i spetsiifiline 16S
rRNA, ndamo — n-damo spetsiifiline 16S rRNA.

Statistiliselt olulised seosed CH4 emissioonide ning geenikoopiate arvukuste ja nende
osakaalust prokartiootidest on ndidatud joonisel 8. Vahetult enne pinnaseproovide kogumist
registreeritud CHs emissioone mojutas statistiliselt oluliselt pmoA geeniparameetrid. Kogu
modtmisperioodi keskmise CH4 emissiooniga korreleerusid kdik metaaniringega seotud
markergeenid — mcrA, pmoA ja n-damo spetsiifiline 16S rRNA. Neist olid metanogeenid ja
metanotroofid positiivselt seotud mddtmisperioodi keskmise CH4 emissiooniga ja n-damo
protsess negatiivselt. Lisaks olid erinevate CHs emissiooni vaértustega statistiliselt oluliselt
positiivselt vOi negatiivselt seotud ka mitmed lammastikuringe protsesside geenid

(nitrifikatsioon, denitrifikatsioon, ANAMMOX, COMAMMOX ja DNRA).
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Joonis 8. Statistiliselt olulised (* — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001) Spearmani

korrelatsioonikoefitsendid metaani (CH4) gaasiemisioonide ja geenikoopiate arvukuste ning

osakaalude vahel. Kogu modtmisperioodi valtel registreeritud keskmised gaasiemissioonid
on tahistatud joonisel CH4 (periood) ja N2O (periood) ja vahetult enne setteproovide votmist
médratud gaasiemissioonid on tdhistatud CHs ja N2O. Lithendid: /prok — geenikoopiate
osakaalu prokartiootidest, BakamoA — bakterite amoA, ANAMMOX - ANAMMOX
spetsiifiline 16S rRNA, COMAMMOX — COMAMMOX-i spetsiifiline 16S rRNA, ndamo
— n-damo spetsiifiline 16S rRNA.

3.3.2. Limmastikuringe

Lammastikuringe markergeenide geenikoopiate arvukused (joonis 6, lisa tabelid 2 ja 4) ja
osakaalud (joonis 7, lisa tabelid 3 ja 4) olid ka jaotunud suhteliselt erinevalt katsealadel.
Denitrifikatsiooni protsesside markergeene (nirK, nirS, nosZl, nosZIl) leidus oluliselt
rohkem katsealadel noor Spartina, Spartina ja Scirpus ning pilliroog ja lage. Seevastu
denitrifikatsiooni 10ppetappi ldbiviivaid nosZIl geene leidus osakaalult kdige rohkem Hiina
lagedal mudasel alal ja koige vdhem Eesti lagedalt alalt (joonis 7). Nitrifikatsiooni
protsessiga (amoA) seotud geenikoopiaid leidus koige rohkem taimkattega noore
Spartina’ga alal, kuigi arhede amoA geeni leidus hoopis osakaalult rohkem lagedalt
mudaselt Hiina alalt. Vana Spartina eristus teistes suuremate ANAMMOX-i ja
COMAMMOX-i protsessi spetsiifilise 16S rRNA ning DNRA spetsiifilise nrfA
geenikoopiate arvukuse poolest, kuigi koosluses osakaalult domineeris neist nrfA geen.

Lammastiku fikseerimise markergeeni nifH oli kdige vahem Hiina lagedal mudasel alal.

Statistiliselt oluliselt mojutasid mdotmisperioodi viltel N2O emissioone nii bakterite kui ka
arhede amoA geenikoopiad (joonis 9). Lisaks leiti statistiliselt oluline seos ka pmoA
geenikoopiate ja perioodi NoO emissiooni vahel. Vahetult enne setteproovide kogumist
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registreeritud N2O emissioone mojutas oluliselt bakterite amoA ning nosZl geenikoopiate

arvukused.

O — (5D
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ArhamoA o«
0,54*

Joonis 9. Statistiliselt olulised (* — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001) Spearmani
korrelatsioonikoefitsendid naerugaasi (N20) gaasiemisioonide ja geenikoopiate arvukuste
ning osakaalude vahel. Kogu mod6tmisperioodi viltel registreeritud  keskmised
gaasiemissioonid on tdhistatud joonisel CH4 (periood) ja N2O (periood) ja vahetult enne
setteproovide votmist médratud gaasiemissioonid on tdhistatud CHsja N2O. Lithendid: /prok
— geenikoopiate osakaalu prokartiootidest, BakamoA — bakterite amoA, ArhamoA — arhede

amoA.

3.3.3. Geeniparameetrite omavahelised suhted

Statistiliselt olulised geeniparameetrite omavahelised seosed on toodud Lisa tabelis 5.
Bakterite ja arhede 16S rRNA geenid olid omavahel seotud positiivselt. Samuti korreleerusid
tiksteisega positiivselt denitrifikatsiooni ldbiviivad nirK, nirS, nosZl ja nosZll
geeniparameetrid, kuigi nosZl geeni domineerimine koosluses parssis oluliselt nirK ja nirS
geenide arvukusi koosluses. Erinevad amoA geenid ei olnud iiksteisega statistiliselt oluliselt
seotud. nrfA geen oli positiivselt korreleerunud bakterite amoA ning COMAMMOX-i
spetsiifilise 16S rRNA geeniga. nifH geeniarvukused olid positiivses seoses nosZI ja arhede
amoA-ga, kuid nende suur osakaal koosluses voib hoopis voimendada vastupidist seost.
ANAMMOX-i spetsiifiline 16S rRNA geen ning nirK ja nirS geenikoopiad on omavahel
negatiivselt seotud. COMAMMOX-i protsessi mojutab negatiivselt nirkK geenide
suurenemine koosluses. N-damo spetsiifiline 16S rRNA geen oli positiivselt seotud koikide
uuritud bakterite ja arhede 16S rRNA ning arhede amoA geenidega ning denitrifikatsiooni
ja lammastiku fikseerimisega seotud geeniparameetritega. pmoA geen oli negatiivselt seotud

nirS ja nirK geenidega. Kooslustes mojutab n-damo spetsiifilist 16S rRNA geeni negatiivselt
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nrfA geenide suurem osakaal. mcrA geen oli seotud vaid nosZI-ga ning nende vahel tuvastati
positiivne korrelatsioon. Lisaks tuvastati nosZ-ga positiivne seos ka teiste metaaniringe

geeniparameetritega.

3.3.4. Geeniparameetrite seosed fiiiisikalis-keemiliste néitajatega

Uurimisaladel ilmnes erinevate geeniparameetrite ja fiitisikalis-keemiliste faktorite vahel
mitmeid statistiliselt oluliseid seoseid (Lisa tabelid 6 ja 7). Bakterite 16S rRNA
geenikoopiate arvukus oli tugevasti positiivselt seotud erinevate setteparameetritega (TC,
TOC, DN, DC, DOC). Arhede 16S rRNA geenikoopiate arvukusi mojutas erinevalt
bakteritest vaid DN ja DC ning settes TOC. Lisaks mdjutas Hiina rannikuala katsealasid
bakterite ja arhede geenikoopiate arvukusi settes TN hulk ning negatiivselt TN/TC suhe.
Bakterite ja arhede geenikoopiate arv viheneb sette pH suurenedes. Bakterite arvukus on
negatiivselt mojutatud vee soolsusest, kuigi arhedel selle parameetriga olulist seost ei leitud.
Arhede geenikoopiate arvukusi pinnases mdjutavad positiivselt NH4" kontsentratsioonid
ning orgaanilise aine ja ldmmastiku hulk ning erinevate toitainete nagu Ca ja Mg kogus
pinnases. Erinevalt arhedest péarsib bakterite arvukust oluliselt NO3s™ kontsentratsiooni
suurenemine pinnases. Statistiliselt olulised seosed leiti erinevalt arhedest P, K ning Mg

kontsentratsioonidega.

Denitrifikatsiooni protsessi labiviivaid geenikoopiate (nirS, nirK, nosZl, nosZIl) arvukusi
mdjutas oluliselt negatiivselt sette pH ning TN/TC suhe. Sette pH mdjutab koosluses
oluliselt rohkem nosZI geene, kuid geenikoopiate osakaalu kooslustes arvesse vottes nosZl|
geene. NOs™ kontsentratsioonide suurenedes vahenevad oluliselt nirK ja nirS geenikoopiate
arvukused keskkonnas, kuigi nosZl geenide arvukust mojutab suurenemine koosluses
positiivselt. nosZl geenide arvukusi koosluses parsib erinevate ka taimedele oluliste
toitainete suurenemine (P, K, Mg) ning lisaks samuti orgaanilise aine ja lammastiku osakaalu

suurenemine pinnases.

Nitrifikatsiooni markergeeni amoA mojutab oluliselt veetaseme tdus ning TN/TC suhte kasv.
Veetaseme tdus viahendab oluliselt arhede amoA geenide arvu koosluses, kuid baktereid see
markimisviérselt ei mdjuta. Kogu mddtmisperioodi arvesse vottes mojutab oluliselt
bakterite amoA geenikoopiate arvukust maapealne ja maa-alune biomass ning sealsete N ja
P hulk, kus arhede geenikoopiate arvukuses olulisi seoseid ei leitud. ANAMMOX
spetsiifilist 16S rRNA geenikoopiate arvukust mojutas oluliselt negatiivselt settes TC ja

TOC sisaldus. NO3™ kontsentratsioonide ning mulla temperatuuri tdous mojutas positiivselt
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ANAMMOX-i ja COMAMMOX-i protsesse. COMAMMOX-I tuvastati oluline seos NO>" -
ga. Mulla temperatuurist oli tugevasti mojutatud ka DNRA spetsiifiline geen nrfA. DNRA
protsessi mojutas negatiivselt vee soolsus. Taime parameetrite ning vee soolsuse

suurenemine viahendab oluliselt nifH geenide arvu kooslustes.

Metanogeenide mcrA geenikoopiate arvukus ning nende osakaal prokariiootides on
negatiivselt seotud erinevate taime parameetritega. Samuti pérsib geenikoopiate arvukust
vee soolsuse kasv. Metanotroofide pmoA geenikoopiate arvukust mojutas kogu
modtmisperioodi vialtel oluliselt DN ja DC kogus vees ning mulla temperatuur. pmoA geene
kooslustes vahendab oluliselt suurenenud toitainete hulk pinnases (P, K, Mg, N, orgaaniline
aine), kus n-damoga spetsiifilise 16S rRNA geeniga leiti vastupidine seos. Metanogeenide,
metanotroofide ja n-damo protsessi potentsiaalset toimumist parsib TN/TC suhte kasv. N-
damo spetsiifilist 16S rRNA geenide osakaal koosluses vidhendab oluliselt mulla

temperatuuri tous, pikemas ajaldikes vee soolsus, pH ning NOz™ hulk settes.
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4. Arutelu

Riimveelised on tavaliselt mere- ja joevee segunemisalad (nditeks lehtersuudmed ehk
estuaarid) voi maailmamere osad, mis on ookeanidest eraldatud kitsaste vdinadega, nditeks
Laanemerega (Roff, 2013). Nende vete rannikualad on enamasti inimtegevusest palju
mojutatud nii erinevate rannakaitse ehitiste poolt kui ka jogede kaudu tulevast
reostuskoormusest, mis parineb nditeks pdllumajandusest (Haslett, 2016). Erinevad
stisiniku- ja ldmmastikuringe hulka kuuluvad mikrobioloogilised protsessid aitavad
vahendada tileliigse siisiniku ja lammastiku kontsentratsioone rannikualadel, kus muuhulgas
mangivad olulist rolli ka taimed (Pratolongo, 2013). Kédesolevas magistritdds uuriti erinevaid
riimveelisi rannikualasid (Eestis ja Hiinas) ning hinnati sealsete taimeliikide potentsiaali
mojutada mikrobioloogilist metaani- ja ldmmastikuringet ning nende moju
gaasiemissioonidele. Mitmed uuringud on tdheldanud, et invasiivsed liigid voivad
gaasiemissioone soodustada kui ka nende moju leevendada (Zhang et al. 2013; Yang et al.

2020), kuid see, kuidas need mikrobioloogilisi protsesse mdjutavad on suuresti ebaselge.

Uurimisalade mikroorganismide kooslustes oli baktereid enam kui arhesid. Katsealade
vordluses ndidati metanogeneesi suurim geneetiline potentsiaal vana Spartina’ga kaetult
alalt, kus oli ka metaani emissioon kolm korda kdrgem vorreldes teiste Hiina katsealadega.
Voimalikeks pohjusteks voib pidada sobiliku substraadi olemasolu ja vanade taimede
suutmatust piisavalt risosfadri hapnikku viia, et saaks toimuda metaani oksiidatsioon
(Jorgensen et al. 2012; Xu et al. 2018). Samuti ei ole vilistatud mdlema teguri koosmaoju.
Kuigi rohkem metaani emiteerus vanema Spartina’ga alalt, siis metanogeenide arvukustes
ei olnud noore Spartina ja vanema Spartina alade vahel erinevusi. Selline seos on leitud ka
teistes uuringutes (Cheng et al. 2007; Yang et al. 2020), kus nooremad ja kasvueas taimed

suudavad leevendada kahjulikku kasvuhoonegaasi heitkoguseid.

Kare-kaislaga kaetud alal oli madalam geneetiline potentsiaal metaani tootmiseks. Seda vois
mdjutada rannikuvee soolsus, mis omakorda pérssis mikroorganismide aktiivsust (Tong et
al. 2017). Kédesolevas magistritoos ei leitud biomassi ja metaani tootmise vahel positiivset
seost, viidates hoopis taimede ning mikroorganismide omavahelisele konkurentsile. T66
tulemus erineb teistest uuringutest, kus on leitud biomassi ja metaani tootmise vahel
positiivne seos (Cheng et al. 2007). Siiski leitud seosed kinnitavad, et taimeliigid méngivad

olulist rolli metaani transpordil ja tootmisel (Cheng et al. 2007; Bridgham et al. 2013).
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Metaani tarbijate mikroorganismide arvukused olid positiivselt seotud metaani
emissiooniga, mis viitab sellele, et metaani tootmise kasvades suurenes ka metanotroofide
arvukus. Sealjuures v3is metanogeenide aktiivsus iiletada metanotroofide oma. Selline seos
on nididatud ka riisipdldudel, kus suuremad metaani emissioonide kontsentratsioonid
suurendasid tihtlasi pmoA geeni omavate mikroorganismide arvukusi (Xu et al. 2020).
Seevastu erinevatest madrgalades on tdheldatud, et [limmastikurikastest rannikusetetes voivad
metanotroofid eelistada tarbida aga atmosfaéri leiduvat metaani kui pinnases toodetud
metaani (He et al. 2019b).

Pillirooga alal oli n-damo protsessi labi viivate organismide koguarvukus kdige suurem, kuid
koosluses ndidati nende suurimat osakaalu lagedalt mudaselt alalt. Rannikualade
uurimisaladelt leiti oluline negatiivhe seos n-damo ning metaani emissioonide vahel,
viidates sellele, et n-damo protsess vidhendas sealseid metaanikoguseid. N-damo protsessi
on leitud ka mitmetes teistes looduslikes keskkondades, nagu niiteks magevee jarvedes,
jogedes, teistest margalades (Hu et al. 2014; Li-Dong et al. 2014; Shen et al. 2014), kuid

seda protsessi on vihe uuritud.

Suurimat lammastiku fikseerimise potentsiaali ndidati noore Spartina’ga alal, kus nifH geeni
omavaid mikroorganisme mojutas oluliselt maa-alune ja maapealne biomass. Mida
kiirekasvulisem oli taim, seda rohkem lammastikku ta rannikumulda sidus, viidates sellele,
et lammastikuiithendeid kasvukohas nappis. Nitrifikatsiooni suurim geneetiline potentsiaal
leiti lagedal mudasel alal. K&ikidel uuritud aladel domineeris arhede amoA poolt ldbiviidud
nitrifikatsioon, mis néitas, et rannikualade keskkonnaparameetrid olid sobilikumad arhede
amoA-le kui nitrifitseerijatest bakteritele.

COMAMMOX-i protsess oli eelistatum Spartina ja Scirpuse alal. Samuti oli suurem
protsessi geneetiline potentsiaal kare-kaislaga alal. COMAMMOX-i 14dbi viivate
mikroorganismide aktiivsust soodustasid erinevad keskkonnaparameetrid, nagu sette
soolsus, TN ja mulla temperatuuri tdus. Vorreldes teiste okosiisteemidega (Daims et al.
2015; Pjevac et al. 2017) on COMAMMOX-i protsessi uuritud rannikusetetes vihe. Samuti
on piiratud teadmised, millised keskkonnaparameetrid mojutavad tdpsemalt protsessi

labiviivaid mikroorganisme (Yu et al. 2018), mistottu on oluline seda teadmust suurendada.

ANAMMOX-i suurim geneetiline potentsiaal oli Spartina, Spartina ja Scirpuse ning lagedal
mudasel alal. Sellest voib jareldada, et iileliigne lammastik viidi ringlusest vélja soodustatud

rada pidi, kus véhendati voimaliku kahjuliku kasvuhoonegaasi N.O teket. Kare-kaislaga
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ning pillirooga alal ndidati vaikest ANAMMOX-i protsessi geneetilist potentsiaali, viidates
sellele, et seal elutsevad bakterid vajavad stabiilsemaid anaeroobseid tingimusi ning

ammooniumi kontsentratsioone (Kuenen, 2008).

Denitrifikatsiooni protsessi suurim geneetiline potentsiaal oli erinevatel taimkattega kaetud
(Spartina, Spartina ja Scirpus, pilliroog) aladel ning Eesti lagedal alal. Statistiliselt oluliselt
erinesid katsealad omavahel siisiniku kontsentratsioonide poolest, kus suurem hulk pinnases
vois oluliselt soodustada denitrifikatsiooni (Wrage-Monnig et al. 2018). Pillirooga alal
tuvastati nir tiitipi denitrifitseerijate suur osakaal, millest voib jareldada, et N2O suuremad
emissioonikogused eraldusid mittetdieliku  denitrifikatsiooni  protsessi  tagajirjel.
Uurimisalade taimeliike vorreldes emiteerus rohkem naerugaasi suurema biomassiga S.
alterniflora’ga kaetud alalt kui pilliroolt, mida on leitud ka teistest samu taimeliike
vordlevatest uurimistéodest (Cheng et al. 2007; Zhang et al. 2013). Nendes uuringutes on
ndidatud, et nitrifitseerivate ja denitrifitseerivate mikroorganismide aktiivsust tostavad
suurema biomassiga taimed, kes rikastavad mulda mikroorganismide vajalike substraatidega
(C ja N tihenditega). Siiski taimede puhkeperioodil vdis tdhelda vastupidist seost, kus setete
mikroobide ning taimede vahel esineb konkurents vihenenud toitainete pérast pinnases (Yu
et al. 2012; Zhang et al. 2013; Wrage-Monnig et al. 2018). Esinenud seost kinnitavad ka

antud ka antud magistrito6 tulemused.

Katsealadel ei tdheldatud nir tiiiipi denitrifitseerijatel omavahelist konkurentsi, viidates
sellele, et rannikualade keskkonnatingimused olid soodsad mdlemat geeni omavatele
mikroorganismidele. Rannikusetetes oli nir geeni omavaid mikroobe rohkem kui nosZ geeni
omavaid mikroorganisme, mis nditab, et denitrifikatsiooni protsess vois mitte tdielikult
16puni minna. Sellest tulenevalt voib eelnimetatud protsessi pidada potentsiaalseks N2O
allikaks uurimisaladel. Erinevad teadust66d on ndidanud, et nirS geeni omavatel
mikroorganismidel on pigem ka nosZ geen ning seega viahendavad need mikroobid enam
naerugaasi emissioone (Graf et al. 2014). Olulist rolli N2O redutseerimisel dhulammastikuks
ndidati uurimisalade 18ikes vaid nosZ I-klaadi omavatel mikroorganismidel, kus nirS tiiiipi
denitrifiseerijatega statistilist olulist seost ei leitud. Uurimisaladel leidus iilekaalukalt aga
nirK tiitipi denitrifitseerijaid, mida vdib seletada suuremate N2O emissioonidega. nosZ Il-
klaad tiiiipi denitrifitseerijad olid arvukamad vdrreldes I-klaad tiitipi denitrifitseerijatega,
kuigi teistes uuringutes on ndidatud, et rannikusetetes domineerib enamasti I-klaad tiitipi
mikroorganismid (Jones et al. 2013; Dini-Andreote et al. 2016). Samuti vois olulist rolli

mangida asjaolu, et nosZ ll-klaad on hiljaaegu avastatud (Hallin et al. 2018) ning voimalik
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mitmekesisus erinevates keskkondades on veel puudulik. Keemilise analiiiisi tulemused
niitasid, et nosZ klaade mdjutasid erinevad keskkonnaparameetrid, mis annab alust arvata,
et nosZ | ja Il klaadi geeni omavad mikroorganismid eelistavad erinevaid keskkondi.
Selliseid seoseid on kinnitanud ka mitmed teised uuringud (Jones et al. 2013; Dini-Andreote
et al. 2016).

DNRA protsessi suurim geneetiline potentsiaal oli Spartina, Spartina ja Scirpus ning lagedal
mudasel alal. Sellist seost on ndidatud ka teistes riimveelistes suudmeala setetes, kus
soolsuse hulk ning temperatuuri kasv vdhendas oluliselt denitrifikatsiooni protsessi ning
suurendas nrfA geeni omavate mikroorganismide aktiivsust (Giblin et al. 2010). Sellist
tendentsi on leitud ka mitmetes troopilistes estuaarides (Dong et al. 2009). Madalam
protsessi geneetiline potentsiaal tuvastati pillirooga alalt, viidates sellele, et ldmmastik
redutseeriti tagasi atmosfddri peamiselt denitrifikatsiooni protsessi tagajidrjel. DNRA
protsessi ning denitrfikatsiooni mikroorganismide omavahelist sama substraadi NOs™ parast
konkurentsi magistritods ei tuvastatud. Seevastu tdheldati olulist konkurentsi substraadi
parast ANAMMOX-i ja COMAMMOX-i labiviivate mikroorganismidel, kelle aktiivsus

settes suurenes statistiliselt oluliselt kontsentratsioonide kasvuga.

Magistritoos selgus, et invasiivne taimeliik Spartina alterniflora vaib dra hoida heitkoguste
lendumist atmosfaéri, kuid Eesti rannikualadele omane harilik pilliroog oluliselt soodustada
N20 emissioone. Sealhulgas ei tohiks alahinnata taimekoosluse mdju kasvuhoonegaasi
emissioonide ning kliimamuutuste mojude leevendamiseks. Taimede kérpimine
kasvuperioodil voib oluliselt metaaniringe protsesse pérssida, kuid lammastikuringe
protsesside tagajarjel N2O tootmist soodustada (Cheng et al. 2007), mistSttu on oluline

teadvustada taimede rolli aineringetes ning rannikualade koosluste taastamises ja hoolduses.

To06 tulemused annavad olulist infot riimveeliste rannikualades toimuvate mikrobioloogiliste
protsesside kohta ning, kuidas erinevad keskkonnaparameetrid ning taimeliigid voivad
mdjutada sealseid mikroobikooslusi. Mikroorganismide muutused pinnases ei ole ndonda
kiired kui gaasiemissioonide varieeruvused modOtmiskordadel. Pikemaajalised ja
laiapShjalisemad modtmised oleks tarvilikud teha nii neil aladel kui ka teistel riimveest
mojutatud rannikualadel, sest rohkem andmestikku kujundab pdhjalikuma tervikpildi.
Tervikliku tldpilti omamine erinevatest rannikualadest toimuvates mikrobioloogiliste
aineringetest annab aluse paremaks rannikukaitse ning tehnoloogiliste meetmete

vajalikkusele.
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Kokkuvote

Rannikualad on mitmekesised okosiisteemid, mis kujunevad mitmete tegurite koosmojul.
Oma mitmekesisuse ning varieeruvusega pakuvad nad mitmeid elutihtsaid okoslisteemi
teenuseid. Tadnapdeva iiha intensiivistuv inimtegevus ning kliimamuutustega kaasnevad
hdiringud on suurendanud mdjusid rannikualadele. Erinevad taimed mdjutavad
rannikumulla mikroobikooslusi, mojutades sealseid mikrobioloogilisi metaani- ja
lammastikuringet. Mikrobioloogiliste aineringe hiiringute tagajérjel voib aga keskkonda

emiteerida kahjulikke kasvuhoonegaase, nagu metaani CHs ning dilammastikoksiidi N2O.

Kéesoleva magistritod eesmdrgiks oli uurida erinevaid riimveelisi rannikualasid Laéine-
Eestis ja Ida-Hiinas ning seal kasvavate taimeliikide mdju mikrobioloogilisele metaani- ja
lammastikuringele. Erinevate metaani- ja lammastikuringe protsesside toimumise
potentsiaali madrati protsessile spetsiifiliste markergeenidega. Metaaniringes osalevaid
mikroorganisme tuvastati jargmiseid geene kvantifitseerides: metaani tootvaid
metanogeenid (mcrA) ning metaani tarbijaid metanotroofid (pmoA). Lémmastikuringes
uuriti jargnevaid protsesse: lammastiku fikseerimine (nifH), nitrifikatsioon (bakterite ja
arhede amoA), denitrifikatsioon (nirS, nirK, nosZl, nosZlIl), dissimilatoorne nitraadi
redutseerimine  ammooniumiks  (nrfA), anaeroobne ammooniumi  oksiidatsioon
(ANAMMOX spetsiifiline 16S rRNA geen) ning tdielik ammooniumi oksiideerimine
(COMAMMOX spetsiifiline 16S rRNA geen). Lisaks uuriti lammastiku- ja siisinikuringet
tthendavat nitritist soltuvat anaeroobset metaani oksiideerimist (n-damo spetsiifiline 16S
rRNA geen). Neist nelja protsessi vaheetappides — nitrifikatsioon (k.a COMAMMOX),
denitrifikatsioon, DNRA ja nitrifitseerijate denitrifikatsioon, kéigus voib eralduda
keskkonda kahjulikku kasvuhoonegaasi N2O-d. Keskkonnategurite moju rannikukoosluste
mikroorganismidele hinnati metaani ja naerugaasi emissioonide kontsentratsioone modtes
kambermeetodil ning nende olulisi seoseid geeni- ning keskkonnaparameetrite vahel

erinevate statistiliste meetoditega (Spearmani korrelatsioonikoefitsent, ANOVA).

Antud magistritdd tulemustest jareldus, et taimed mingivad olulist rolli kasvukeskkonna
kujundamises ning seeldbi kahjulike kasvuhoonegaaside heitkoguste emiteerimises.
Erinevad  keskkonnatingimused  méérasid  uurimisalade  koosluse  struktuuri.
Keskkonnatingimused soodustasid COMAMMOX-i protsessi labiviivate mikroorganismide
aktiivsust Spartina ja Scirpuse ning kare-kaislaga katsealal, kus mikroorganismide

kohastumuste eelistuste kohta rannikusetetes teatakse vihe. ANAMMOX-i suurim
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geneetiline potentsiaal Hiina katsealadel nditas, et lileliigne lammastik redutseeriti nii, et
minimaalselt eraldus kahjulikku dilimmastikoksiidi. Hiina uurimisala keskkonnatingimused
soodustasid nitrifikatsiooni toimumist, seevastu Eestis emiteerus kahjulik N2O-d peamiselt
mittetdieliku  denitrifikatsiooni tulemina. Uurimisalad erinesid {iksteisest peamiselt
iildstisiniku protsentuaalsuse ja anaeroobsete tingimuste poolest, mis pakkus soodsat

elukeskkonda just nirK geeni omavatele mikroorganismidele.

Suurimad emissioonide kontsentratsioone ndidati vanema Spartina alterniflora’ga kaetud
alal, kus metaani eraldus vorreldes Eesti alaga mérkimisvaarselt ligi neli korda rohkem.
Eestis tidheldati suuremaid metaanikoguseid lagedalt alalt, kus dilimmastikoksiidi emiteerus
rohkem hariliku pillirooga (Phragmites australis) Kkatsealalt. Metaani tarbivate
mikroorganismide  aktiivsus oli seotud metaani suuremate emissioonidega.
Dilammastikoksiidi korral tdheldati oluline seos taimeliigi vanuse ning biomassiga, kus
nooremad taimed leevendasid kasvuhoonegaasi emiteerumist atmosfairi. Seevastu taimede
puhkeperioodil tuvastati tihe konkurents protsesside ldbiviimiseks vajalike substraatide
vahel mikroorganismidega, mille tottu vdahenesid kasvuhoonegaasi kogused. Lammastiku-
ja siisinikuringet tihendava n-damo suurimat geneetilist potentsiaal leiti pillirooga ja lagedalt

mudaselt alalt, kus eelnimetatud protsess leevendas metaanikoguste paiskamist atmosfaéri.

Parema kaitse tagamiseks on oluline mdista rannikualades toimuvaid protsesse ning nende
seoseid erinevate keskkonnaparameetritega. Taimede potentsiaali vahendada emissioonide
v0Ooge ning risosfédris toimuv suhe védrib tdhelepanu, sest see voib muuta meie arusaama,
kuidas taimed reageerivad lammastikuiihendite kasvule, soolsusele, merevee tousu voi
muudele kliimamuutusest intensiivistuvatele teguritele. Uued teadmised ning varasemate
teadmiste kinnitused aitavad moista, kuidas toimub keerukas ranniku Okosilisteem

mikroorganismide vaatevinklist ning kuidas seda on voimalik mojutada taimedega.
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Impact of different plant species on the microbial methane and nitrogen cycle and
CHasand N20 emissions on coasts affected by brackish water

Kristin Pille

Summary

Coastal areas are diverse ecosystems, which are formed with a combination of several
factors. With their diversity and variability, they offer several ecosystem services. Nowadays
increasing human activity and the disturbances caused by climate change, have made coastal
areas increasingly vulnerable. Different plant species affect coastal microbial methane and
nitrogen cycles by affecting soil microorganism's communities. As a result of
microbiological disturbances, harmful greenhouse gases, e.g. methane CHa and nitrous oxide

N-O, can be emitted to the environment.

The aim of this master thesis was to study brackish waters in West-Estonia and East-China
and the impact of different plant species on the microbial methane and nitrogen cycle. To
examine the methane and nitrogen cycling potential, process-specific marker genes were
used. Microorganisms involved in the methane cycle were identified by quantifying the
following genes: methane-producing methanogens (mcrA) and methane-consuming
methanotrophs (pmoA). The following processes were studied in the nitrogen cycle: nitrogen
fixation (nifH), nitrification (bacterial and archaeal amoA), denitrification (nirS, nirK, nosZl,
nosZIl), dissimilatory nitrate reduction to ammonium (nrfA), anaerobic ammonium
oxidation (ANAMMOX specific 16S rRNA gene) and complete ammonium oxidation
(COMAMMOX specific 16S rRNA gene). In addition, nitrite-dependent anaerobic
oxidation of methane (n-damo specific 16S rRNA gene), connecting the nitrogen and carbon
cycles, was studied. In the intermediate stages of the four processes — nitrification (incl.
COMAMMOX), denitrification, DNRA, and denitrification of nitrifying bacteria, may
release harmful greenhouse gas N2O to the environment. The impact of environmental
factors on the microbial coastal communities was assessed by methane and nitrous oxide gas
emission concentrations and their important relationships between gene and environmental

parameters by statistical methods (Spearman correlation coefficient, one-way ANOVA).

The results of this master thesis concluded that plants play an important role in shaping the
growing environment and thus in emitting harmful greenhouse gas emissions. Different
environmental conditions determined the structure of microbial communities in the study

areas. The environmental conditions favored the COMAMMOX process in Spartina and
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Scirpus and Schoenoplectus tabernaemontani research areas, where little is known about the
preference of microorganism adaptations in coastal sediments. The greatest genetic potential
of ANAMMOX in the Chinese research areas showed that excess nitrogen was reduced to
minimize the release of harmful nitrous oxide. Nitrification by environmental parameters
was favored in research areas in China. The research areas differed from each other mainly
in terms of total carbon percentages and anaerobic conditions, which offered a favorable

living environment to nirK gene.

The highest emission concentrations were shown in the study area covered by older Spartina
alterniflora, where methane emission differed four times. In Estonia, higher amounts of
methane were observed in the open area, where more nitrous oxide was emitted from the
Phragmites australis study area. The activity of methane-consuming microorganisms was
associated with higher methane emissions. In contrast, during the dormancy of plants,
intense competition due to substrates was identified between plants and the microorganisms,
which reduced greenhouse gas emissions. The greatest genetic potential of the n-damo,
which combines the nitrogen and carbon cycles, was found in Phragmites australis and open
muddy areas, where the aforementioned process mitigated the release of methane into the

atmosphere.

To ensure better protection, it is important to understand the processes taking place in coastal
areas and their links to different environmental parameters. The relationship between
rhizosphere and plant's potential to mediate emissions flow is worth noting because it can
change our understanding of how plants respond to the growth of nitrogen compounds,
salinity, sea-level rise or other factors intensifying climate change. New knowledge and
verification of previous results will help to understand how complex coastal ecosystems
work from a microbial point of view and how it can be affected by plants. In the case of
nitrous oxide, a significant correlation was observed with the age of the plant species and

biomass were younger plants mitigated greenhouse gas emissions into the atmosphere.
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Lisad

Lisa 1. Statistiliselt olulised (p<0,05) erinevused setete siisiniku ja limmastiku parameetrite vahel Eesti ja Hiina rannikualadel iihefaktorilise

dispersioonanaliiiisiga (n=21).

Kaisel . . Spartina ja Scirpus Noor Spartina Vana Spartina Lage mudane ala
(Eesti) Roog (Eesti) | Lage (Eesti) (Hiina) (Hiina) (Hiina) (Hiina)
Ailleel TC, TOC DN, DC, TC DN, DC, TC TC TC
(Eesti)
Roog (Eesti) TC, TOC TC, TOC TC, TOC TC, TOC
Lage (Eesti) TC TC, TOC TC, TOC TC, TOC
Spartlna_J_a Scirpus DN DN, DC
(Hiina)
Noor S__partlna DC, DOC
(Hiina)
Vana Spartina
(Hiina)
Lage mudane ala
(Hiina)

Lithendid: DC — lahustunud ildsiisinik (mgC/kg), DN — lahustunud tildlammastik (mgN/kg), DOC — lahustunud iildorgaaniline siisinik (mgC/kg), TC — iildsiisinik (% C),
TOC - iildorgaaniline siisinik (% C).
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Lisa 2. Eesti ja Hiina katsealade geeni koopiate arvukuste (arv grammi kuivaine kohta (koopiat/gKA)) keskvéirtused (n=3) ja standardhélbed.

. . . . Spartina ja Noor Spartina Vana Spartina Lage mudane ala

Tunnus Kaisel (Eesti) Roog (Eesti) Lage (Eesti) Scirpus (Hiina) (Hiina) (Hiina) (Hiina)
. 1,10 x 100+ 3,62 x 1010+ 2,89 x 1010+ 3,20 x 1010+ 1,41 x 1010+ 7,21 x 10% 1,92 x 10%
Bakerite 165 rRNA 2,65 x 10° 1,08 x 1010 9,86 x 10° 4,66 x 10° 6,80 x 10° 1,84 x 10° 1.29 x 10°
3,88 x 108+ 1,86 x 10%+ 9,86 x 105+ 2,10 x 10% 9,97 x 105+ 7,97 x 10%+ 4,46 x 10%+
Arhede 165 rRNA 1,21 x 10° 6,28 x 10° 6,71 x 10° 5,24 x 108 8,67 x 10° 2,65 x 10° 2,89 x 10°
e 1,08 x 10% 4,65 x 10%= 2,71 x 10%= 6,45 x 10%+ 3,11 x 105+ 1,49 x 105+ 5,46 x 107+
nr 1,75 x 108 1,06 x 10° 7,19 x 108 6,87 x 107 1,29 x 108 1,10 x 107 2,42 x 107
irs 162 x 108+ 4,59 x 105+ 3,61 x 105+ 2,87 x 105+ 1,16 x 10° 5,87 x 107+ 1,90 x 107+
3,77 x 107 8,89 x 107 4,42 x 107 1,10 x 108 7,28 x 107 3,79 x 106 7,47 x 106
N 1.80 x 107+ 3,90 x 107+ 3,94 x 107+ 1,09 x 105+ 4,88 x 107+ 2,06 x 107+ 4,86 x 105+
nos 3,43 x 108 8,79 x 10 1,09 x 107 3,43 x 107 1,51 x 107 4,14 x 10 2,04 x 10°
noszI| 8,49 x 107+ 3,38 x 105+ 1,95 x 108« 2,24 x 105+ 1,59 x 10%= 8,43 x 107+ 3,65 x 107+
1,27 x 107 8,26 x 107 7,08 x 107 3,28 x 107 1,49 x 108 3,95 x 106 1,50 x 107
. 114 x 105+ 2,74 x 105+ 2,18 x 10°= 4,14 x 105+ 1,72 x 105+ 6,60 x 105+ 3,05 x 105+
Bakterite amoA 4,01 x 10° 1,36 x 105 1,30 x 10° 2.84 x 10° 8,93 x 10° 8,03 x 10* 9,01 x 10°
1,55 x 105+ 1,78 x 107+ 2,51 x 106+ 7,42 x 106+ 1,89 x 105+ 2,23 x 106+ 9,67 x 105+
Arhede amoA 1,81 x 105 1,53 x 106 1,63 x 106 1,27 x 106 1,65 x 106 244 x 105 4,05 x 105
0 0 0 2,28 x 10°+ 1,14 x 10°= 2,08 x 10° 1,93 x 10%+
ANAMMOX 2.29 x 10° 8,08 x 10° 6.58 x 10° 6,57 x 10°
3,96 x 10° 0 0 3,44 x 105+ 4,25 x 10°+ 2,24 x 10+ 1,87 x 10°+
COMAMMOX 6.87 x 10* 1,85 x 10° 5,73 x 10* 9.02 x 103 9,06 x 103
f 1,40 x 10° 0 3,26 x 10°+ 8,59 x 10°+ 1,07 x 105+ 4,14 x 10+ 3,21 x 10%+
nriA 2,76 x 103 5,65 x 10% 1,63 x 10 7,21 x 10* 1,63 x 10 1,30 x 103
it 9,29 x 105+ 2,20 x 10%= 3,45 x 10+° 2,46 x 10%= 1,90 x 10% 6,09 x 10%= 8,22 x 107+
1,62 x 108 7.15 x 108 1,73 x 10° 1,88 x 108 7,39 x 108 4,22 x 108 3,07 x 107
n-damo spetsiifiline 16S 1,85 x 105+ 1,48 x 106+ 5,77 x 105+ 7,88 x 105+ 2,34 x 10°+ 1,21 x 10°%+ 1,06 x 10°+
rRNA 5,74 x 10* 7,04 x 10° 1,75 x 10° 4,30 x 10° 1,56 x 10° 4,75 x 10* 7,61 x 10*
orA 0 0 2,78 x 107+ 1,65 x 105+ 525 x 10°+ 3,84 x 10°+ 2,62 x 10°+
6,19 x 106 9,47 x 10* 2,91 x 104 1,35 x 10 1,41 x 10
oA 518 x 105+ 6,91 x 105+ 6,55 x 105+ 3,23 x 106+ 2,35 x 106+ 2,47 x 106+ 1,41 x 105+
P 2,30 x 10* 1,53 x 10° 1,76 x 10° 6,95 x 10° 1,03 x 108 1,14 x 108 1,13 x 10°

Lithendid: ANAMMOX — ANAMMOX spetsiifiline 16S rRNA, COMAMMOX — COMAMMOX-i spetsiifiline 16S rRNA.
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Lisa 3. Eesti ja Hiina katsealade keskvaartused (n=3) ja standardhilbed geenikoopiate osakaaludest prokartiootidest (%).

. . . . Spartina ja Noor Spartina | Vana Spartina | Lage mudane
Tunnus Kaisel (Eesti) | Roog (Eesti) | Lage (Eesti) Scirpus (Hiina) (Hiina) (Hiina) ala (Hiina)
nirk 9,66 x 10%+ 1,24 x 10 | 9,32 x 10+ 1,90 x 10%+ 2,11 x 10%+ 1,95 x 102+ 2,67 x 10%+
1,24 x 102 1,00 x 102 1,23 x 102 1,73 x 10 1,75 x 10°® 4,79 x 1078 0,49 x 107
nirs 1,42 x 102+ 1,24 x 102+ | 1,31 x 10%+ 8,29 x 103+ 7,42 x 103+ 7,58 x 103+ 9,30 x 103+
1,22 x 10°® 2,00 x 107 5,00 x 107 2,09 x 108 1,76 x 10°® 1,48 x 107 2,99 x 10
nosZI 1,63 x 103+ 1,05 x 103+ | 1,36 x 103+ 3,14 x 103+ 3,42 x 103+ 2,70 x 103+ 2,43 x 103+
3,66 x 10 1,23 x 10* 2,80 x 10 4,98 x 10 5,65 x 10* 9,03 x 10* 9,93 x 10*
nosZIl 7,58 x 103+ 9,04 x 103+ | 7,22 x 103+ 6,60 x 103+ 9,25 x 103+ 1,09 x 102+ 1,84 x 10+
7,87 x 10 1,20 x 10°® 3,81 x 108 5,16 x 10* 4,81 x 103 2,08 x 108 8,00 x 10
Bakterite amoA 1,05 x 105+ 6,94 x 10+ | 6,77 x 107+ 1,16 x 10+ 1,18 x 10+ 8,45 x 105+ 1,59 x 10+
4,95 x 10® 1,95 x 106 2,44 x 107 6,16 x 10° 5,82 x 10 1,33 x 10° 7,36 x 10
Arhede amoA 1,19 x 105+ 5,12 x 10+ | 1,05 x 10+ 2,17 x 10%+ 1,15 x 10*+ 2,86 x 10*+ 4,81 x 10+
1,27 x 10°® 2,28 x 10 1,01 x 10* 1,34 x 10 7,29 x 10 3,91 x 10° 1,94 x 10
6,78 x 107+ 7,46 x 107+ 2,75 x 105+ 1,19 x 105+
ANAMMOX 0 0 0 1,09 x 1077 4,57 x 107 1,21 x 10 1,08 x 10°®
2,90 x 105+ 0 0 1,03 x 10 2,14 x 105+ 3,04 x 105+ 9,16 x 10
COMAMMOX 5,02 x 10 6,34 x 10 2,26 x 106 1,84 x 10 3,63 x 10
nrfA 1,24 x 105+ 0 9,45 x 107+ 2,52 x 105+ 9,22 x 105+ 5,08 x 10 1,58 x 10®
1,31 x 107 1,64 x 10® 3,55 x 107 7,42 x 108 8,27 x 107 5,61 x 107
nifH 8,26 x 10+ 5,73 x10%+ | 1,10 x 10* 7,38 x 10%+ 1,30 x 101 7,08 x 107? 4,31 x 107
6,21 x 107 2,65 x 107 2,54 x 107 1,61 x 107 1,33 x 102 2,98 x 1072 2,33 x 107
n-damo spetsiifiline 16S 1,76 x 105+ 3,84 x 105+ | 2,09 x 10%+ 2,24 x 105+ 1,50 x 105+ 1,52 x 105+ 5,81 x 105+
rRNA 8,43 x 10® 1,14 x 10° 8,65 x 10 9,21 x 10 6,35 x 10 5,51 x 10 3,88 x 10
merA 0 0 9,64 x 10+ 4,71 x 10+ 4,42 x 10+ 5,09 x 105+ 1,43 x 105+
1,54 x 10* 2,14 x 10 3,24 x 10® 2,56 x 10 8,19 x 10
oA 4,79 x 105+ 1,97 x 10°%+ | 2,54 x 105+ 9,77 x 105+ 1,62 x 10*+ 3,08 x 10+ 5,60 x 105+
P 1,50 x 10® 8,76 x 10 1,61 x 10° 3,15 x 10 5,94 x 10 1,34 x 10 4,72 x 10°

Lithendid: ANAMMOX — ANAMMOX spetsiifiline 16S rRNA, COMAMMOX — COMAMMOX-i spetsiifiline 16S rRNA.
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Lisa 4. Statistiliselt olulised (p<0,05) erinevused geeniparameetrite vaartustes katsealade vahel iihefaktorilise dispersioonanaliiiisiga (ANOVA)

(n=21). Sinised kastid tdhistavad erinevusi katscalade geeni koopiate arvukustes ning kollased kastid tdhistavad erinevusi katsealade

geenikoopiate osakaaludes prokariiootidest.

Kaisel (Eesti)

Roog (Eesti)

Lage (Eesti)

Spartina ja Scirpus
(Hiina)

Noor Spartina (Hiina)

Vana Spartina (Hiina)

Lage mudane ala (Hiina)

Bak,nirK, nirS, nirk. BakamoA Arh, nosZIl, BakamoA, nirK, nosZl, BakamoA, nirK, nirS, BakamoA, Bak, nirK, nirS, nosZlI,
Kaisel (Eesti) nosZIll, ArhamoA, Arhamc; A nifH mé:r A ArhamoA, mcrA, ArhamoA, mcrA, ArhamoA, ArhamoA, ANAMMOX,
nrfA, ndamo ! ’ ANAMMOX ANAMMOX ANAMMOX, mcrA nifH, mcrA
. . . Bak, nirK, nirS, Bak, nirK, nirS, nosZlI,
nlélzl,(gr?]sozpl\, nmr(;;\A’ Q;ﬁ&fmngr/)\\ nosZll, nrfA, nifH nosZll, ArhamoA,
ArhamoA Roog (Eesti) BakamoA, mcrA ! ! ANAMMOX, nifH, ANAMMOX,
ANANNICS ATITEITIEL, [T, COMAMMOX COMAMMOX,nrfA
COMAMMOX ANAMMOX ' ' '
ndamo, mcrA ndamo, mcrA, pmoA
. Bak, nirK, nirS Bak, nirK, nirS, nosZI
nirK, nosZl, BakamoA ' ! ' ¥ : DR
. ! ! ! . . BakamoA, nosZll, BakamoA, nifH,
merA ArhamoA, mcrA Lage (Eesti) Coaﬁf\ﬂwﬂl\ggxﬁrf . A&i&'ﬁhm&sﬁﬁi\m?@r A ANAMMOX, ANAMMOX, ndamo,
' ! ' ' COMAMMOX, nifH, COMAMMOX, mcrA,
mcrA
ndamo, mcrA pmoA
. nirK, nosZI, . L . Bak, nirK,nirS, nosZI, Bak, Arh, nirK, nirS,
nlr}krﬁzg%n;ok BakamoA, anT:cKrAn(c‘,)SOZI\I/i E&k&n&c;?, Spartl(nHaijiﬁaS)CIrpus nirK, nirS, nosZl, mcrA BakamoA, nifH, nosZl, nosZIl, BakamoA,
COMAMMOX ndamo, mcrA nifH, ndamo, mcrA, pmoA
nirK, nosZl, . . .
nirK, nosZl, BakamoA BakamoA, ArhamoA, nirK, nosZI, BakamoA, Noor Spartina (Hiina) nosZlI, nifH Bak, nirk, nl_rS, nosZl,
. nrfA, mcrA, pmoA BakamoA, nifH, pmoA
nrfA, nifH, pmoA
nirK, nirK, nosZI, . . .
BakamoA,ArhamoA, BakamoA, nrfA, LIS, By, I, pmoA nifH Vana Spartina (Hiina) £kl nl_rK, PR, o2,
DMoA DMOA pmoA nifH, pmoA

nirk, BakamoA,
ArhamoA, ANAMMOX,
mcrA

nirk, BakamoA
mcrA, ANAMMOX,
COMAMMOX,

nirK, nosZl1l, BakamoA,

nifH ,ArhamoA, mcrA
ANAMMOX,
COMAMMOX

nosZIl, ANAMMOX

ArhamoA, ANAMMOX,
nifH

pmoA

Lage mudane ala (Hiina)

Liihendid: Bak — bakterite 16S rRNA, Arh —arhede 16S rRNA, BakamoA — bakterite amoA, ArhamoA — arhede amoA, ANAMMOX — ANAMMOX spetsiifiline 16S rRNA,

COMAMMOX — COMAMMOX-i spetsiifiline 16S rRNA, ndamo — n-damo spetsiifiline 16S rRNA.
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Lisa 5. Statistiliselt olulised (* — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001) Spearmani korrelatsioonikoefitsendid uurimisalade geenikoopiate
arvukuste ning osakaalude vahel (n=21). Sinised kastid tihistavad seoseid katsealade geeni koopiate arvukustes ning kollased kastid téhistavad

seoseid katsealade geenikoopiate osakaaludes prokariiootidest.

Bak
Arh 16S - - Bak ANAM COMA -
Tunnus ré?\lsA 'RNA nirk nirS nosZI nosZIl amoA Arh amoA MOX MMOX nrfA nifH n-damo | mcrA pmoA
Bakterite 165 | 1,00 0,7*** 0,84*** 0,96*** 0,81*** 0,91*** 0,64** 0,89*** | 0,89***
rRNA
Arhede 16S 1,00 0,69*** 0,74*** 0,83*** 0,88*** 0,64** 0,64** 0,53*
rRNA
nirk 1,00 0,91%** 0,46* 0,76*** -0,75*** -0,49* 0,67*** | 0,78***
nirs 0,81*** 1,00 0,70*** 0,93*** 0,68*** -0,47* 0,80*** | 0,91***
nosZI -0,65** -0,48* 1,00 0,76*** | 0,46* 0,61** 0,86*** | 0,72*** | 0,45* | 0,65**
nosZlII 1,00 0,78*** 0,82*** | 0,82***

Bakterite amoA -0,65** -0,46* 0,74*** 0,44* 1,00 0,71*** 0,73*** | 0,60** 0,69***
Arhede amoA 0,60** 1,00 0,51* 0,69*** 0,44*
ANAMMOX -0,68*** -0,59** 0,61** 0,60** 0,85*** | 0,45* 1,00 0,72***

COMAMMOX -0,63** 0,47* 0,78*** 0,68*** 1,00 0,49* 0,44*

nrfA -0,69*** -0,68*** 0,74*** 0,51* 0,53* 1,00 0,52*
nifH -0,48* -0,71%** 1,00 0,75***
n-damo 0,45* 0,50* -0,47* 1,00
spetsiifiline 16S
rRNA
mcrA 1,00
pmoA -0,68*** -0,65** 0,68*** 0,46* 0,53* 0,73*** 1,00

Lithendid: Bak — bakterite 16S rRNA, Arh —arhede 16S rRNA, BakamoA — bakterite amoA, ArhamoA — arhede amoA, ANAMMOX — ANAMMOX spetsiifiline 16S
rRNA, COMAMMOX — COMAMMOX-i spetsiifiline 16S rRNA, ndamo — n-damo spetsiifiline 16S rRNA.
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Lisa 6. Statistiliselt olulised (* — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001) Spearmani korrelatsioonikoefitsendid uurimisalade geenikoopiate

arvude ning vee, mulla ja taimede fliiisikalis-keemiliste parameetrite vahel.

cm siigavusel (°C)
(n=21)

. Cco
Bakterite Arhede . . Bak Arh ANAM .
Tunnus 16SIRNA | 165 rRNA nirk nirS nosZI nosZIl amoA amoA MOX mg% nrfA nifH n-damo mcrA pmoA
DN (mgN/kg) (n=21) | 0,70%** 0,63** 0,60** 0,86*** | 0,64** 0,48* 0,60** 0,77*** | 0,63** 0,56**
DC (mgC/kg) (n=21) | 0,50* 0,44* 0,71*** 0,57** 0,59** | 0,57** 0,60**
DOC (mgC/kg) (n=21) | 0,57** 0,66** 0,46* 0,49* 0,61**
TC (%C) (n=21) 0,81*** 0,97*** 0,85*** 0,71%** -0,73*** 0,62** 0,69%**
TOC (%C) (n=21) 0,81*** 0,49* 0,83*** 0,84*** 0,72%** 0,60** -0,53* 0,62** 0,74%**
Sette pH (n=9) -0,87** -0,78* -0,90*** -0,83** -0,70* -0,87** -0,82** -0,88**
NO; (mg/kg) (n=21) -0,53* -0,84*** -0,65** -0,47* 0,62** 0,77*** | 0,53* -0,48*
NH,* (mg/kg) (n=21) 0,46* 0,55** 0,45*
P (mg/kg) (n=9) 0,80** 0,78* 0,70* 0,77* 0,75* 0,72*
K (mg/kg) (n=9) 0,78* 0,73* 0,68* 0,75* 0,70* 0,68*
Ca (mg/kg) (n=9) 0,77* 0,67* 0,67* 0,72* 0,80**
Mg (mg/kg) (n=9) 0,85** 0,77* 0,88** 0,82** 0,87** 0,87** 0,85**
Org.aine (%) (n=9) 0,85** 0,77* 0,88** 0,82** 0,87** 0,87** 0,85**
N (%) (n=9) 0,85** 0,77* 0,88** 0,82** 0,87** 0,87** 0,85**
Maapealne biomass 0,97*** -0,82**
(kg/m?) (n=9)
Maa-alune biomass 0,92%** -0,82**
(kg/m?) (n=9)
Juured N (%)(n=9) 0,90*** -0,82**
Juured P (%)(n=9) 0,86** -0,82**
Vee soolsus (%o) -0,78** -0,78** -0,69* -0,78** -0,76** -0,60* | -0,71** -0,73** | -0,60*
(n=12)
Sette soolsus (%o) 0,71** 0,60*
(n=12)
Kk * Kk *% Kk * KKk *kk * * * *% *x
TN (grkg) (n=12) 0,78 0,67 0,78 0,82 0,78 0,69 0,73 0,84 0,69 0,65 0,67 0,71 0,76
TC/TN (n=12) -0,78** -0,67* -0,78** -0,82** -0,78 ** | -0,69* -0,73** -0,84*** -0,69* -0,65* -0,67* -0,71** | -0,76**
- * | * o kK
Veetase (cm) (n=21) 0,44 0,49 0,68
Mulla temperatuur 5 -0,53* 0,76*** 0,58** 0,65** | 0,83** 0,64**
*

Liihendid: DC — lahustunud tildsiisinik (mgC/kg), DN — lahustunud iildlammastik (mgN/kg), DOC — lahustunud iildorgaaniline siisinik (mgC/kg), TC — tildsiisinik (% C), TOC — tildorgaaniline siisinik (% C), NOg™-

(mg/kg) — nitraatlimmastik, NH,* (mg/kg) — ammoonium, P — fosfor, K — kaalium, Mg — magneesium, org.aine (%) — orgaaniline aine, N (%) — limmastik.
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Lisa 7. Statistiliselt olulised (* — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001) Spearmani korrelatsioonikoefitsendid uurimisalade geenikoopiate

osakaalude ning vee, mulla ja taimede fiiiisikalis-keemiliste parameetrite vahel.

Bakterite

Arhede

ANAM

COMAM

siigavusel (°C) (n=21)

Tunnus nirk nirS nosZI nosZzll amoA amoA MOX MOX nrfA nifH n-damo mcrA pmoA
DN (mgN/kg) (n=21) -0,46*
DC (mgC/kg) (n=21) -0,54* -0,47* 0,43*
-0,55**
DOC (mgC/kg) (n=21) '
TC (%C) (n=21) 0,67*** 0,56** -0,67*** -0,55* -0,77*** -0,94%*** -0,56** -0,58** -0,64**
TOC (%C) (n=21) 0,53* -0,68*** -0,65** -0,71%** -0,57** -0,68***
Sette pH (n=9) 0,83** -0,75* 0,75*
*kxk ** *k*k *k*k *k*k ** * *
NOs (mglkg) (=21) -0,71 -0,62 0,71 0,87 0,87 0,66 0,51 0,47
NHa4 (mg/kg) (n=21) 0,52*
P (mg/kg) (n=9) -0,92*** 0,70* -0,75*
K (mg/kg) (n=9) -0,87** -0,70*
Mg (mg/kg) (n=9) -0,88** 0,82** -0,73*
Org.aine (%) (n=9) -0,88** 0,82** -0,73*
N (%) (n=9) -0,88** 0,82** -0,73*
Maapealne biomass -0,83** -0,82**
(kg/m?) (n=9)
Maa-alune biomass -0,88** -0,82**
(kg/m?) (n=9)
Juured N (%) (n=9) -0,81** -0,82**
Juured P (%) (n=9) 0,68* -0,85** -0,82**
Vee soolsus (%o) (n=12) 0,58* 0,71**
NOz (umol/L) (n=12) 0,65* -0,78**
TN (g/kg) (n=12) -0,71** -0,65*
TC/TN (n=12) 0,71** 0,65*
Veetase (cm) (n=21) -0,79***
Mulla temperatuur 5 cm | -0,75*** -0,61** | 0,85*** 0,59** 0,77%** -0,48* 0,80***

Lithendid: DC — lahustunud iildsiisinik (mgC/kg), DN — lahustunud iildlimmastik (mgN/kg), DOC — lahustunud iildorgaaniline siisinik (mgC/kg), TC — tildsiisinik (% C), TOC — iildorgaaniline siisinik (% C), NO3

(ma/kg) — nitraatlimmastik, NH, (mg/kg) — ammoonium, P — fosfor, K — kaalium, Mg — magneesium, org.aine(%) — orgaaniline aine, N (%) — lammastik, NO;™ — nitraatlimmastik, NO,™ - nitritlimmastik.
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