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Annotatsioon 

Nitrifikatsiooni ja denitrifikatsiooni protsesside määramine reaalaja PCR-i ja 

isotoopanalüüsi meetoditega kuivendatud ja üleujutatud kõdusoometsades 

Dilämmastikoksiid ehk naerugaas (N2O) on ohtlik kasvuhoonegaas, mille kõige olulisemad 

voogude allikad mullast on nitrifikatsiooni ja denitrifikatsiooni protsess. Käesoleva 

bakalaureusetöö eesmärk oli uurida kõdusoometsades kuivenduse ja üleujutuse mõju 

erinevatele lämmastikuringe protsessidele ja N2O emissioonile kasutades molekulaarseid ja 

isotoopanalüüsi meetodeid. Käesolevas töös läbiviidud kuivendamise ja üleujutamise 

eksperiment toimus jänesekapsa-kõdusoo kasvukohatüüpi kõdusoometsas Eestis. Reaal-aja 

polümeraasi ahelreaktsiooni (qPCR) kasutati mullaproovidest bakterite ja arhede 16S rRNA, 

nitrifikatsiooni (bakterite ja arhede amoA) ja denitrifikatsiooni (nirK, nirS, nosZ I ja nosZII) 

geenikoopiate arvukuse määramiseks. Lisaks mõõdeti mulla ja gaasi isotoopset koosseisu ning 

N2O emissiooni. Töö tulemused näitasid, et erinev hüdroloogiline režiim mõjutab 

nitrifikatsiooni ja denitrifikatsiooni protsesse. Kuivendatud aladel määrab N2O vooge 

nitrifikatsiooni protsess ja üleujutatud aladel denitrifikatsiooni protsess. Suurimad N2O 

emissioonide kontsentratsioonid tulenesid kuivendatud aladelt nitrifitseerijate 

denitrifikatsioonil ammoniaaki oksüdeerivate bakterite vahendusel.  

Märksõnad: kõdusoomets, lämmastikuringe, naerugaasi emissioon, mikrobioloogia, 

isotoopanalüüs 

CERCS: T270 Keskkonnatehnoloogia, reostuskontroll, B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, 

viroloogia, mükoloogia 
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Abstract 

Nitrification and denitrification processes in drained and inundated peatland forest 

determined by real-time PCR and isotope methods 

Nitrous oxide (N2O) is a harmful greenhouse gas that is mainly produced by nitrification and 

denitrification processes in soil. This study aimed to investigate the effect of drainage and 

rewetting on different nitrogen cycle processes and nitrous oxide (N2O) emissions using real-

time PCR and isotope methods. Experimental flooding and drainage experiment was conducted 

in an Oxalis site-type drained peatland forest in Estonia. Quantitative real-time PCR was used 

to measure the abundance of bacteria and archaea specific 16S rRNA, nitrification (amoA 

genes) and denitrification (nirK, nirS, nosZI and nosII genes) marker genes from the soil 

samples. In addition, isotope composition of soil and gas samples, and N2O emissions were 

measured. Results of this study indicate that different hydrological regimes influence 

nitrification and denitrification processes. Regarding control of N2O fluxes, nitrification played 

a major role on drained sites, and denitrification was the main process in rewetted sites. The 

results show that nitrifier denitrification via ammonia-oxidizing bacteria is the main controlling 

mechanism of N2O fluxes.  

Keywords: drained peatland forest, nitrogen cycle, nitrous oxide emission, microbiology, 

isotope analysis 

CERCS: T270 Environmental technology, pollution control, B230 microbiology, bacteriology, 

virology, mycology 
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Sissejuhatus 

Ligikaudu 15% globaalsetest turbaaladest on kuivendatud metsanduse, põllumajanduse, 

karjatamise või turba kaevandamise tõttu (Joosten et al., 2012). Turbamaade kuivendamisel 

suureneb ohtliku kasvuhoonegaasi dilämmastikoksiidi ehk naerugaasi (N2O) emissioon mullast 

atmosfääri (Klemedtsson et al., 2005; Pärn et al., 2018), kuid liigniisked tingimused 

vähendavad dilämmastikoksiidi emissioone (Wilson et al., 2016). 

N2O põhjustab kliimamuutusi ja hävitab osoonikihti stratosfääris (Darkwah et al., 2018; IPCC, 

2013; Ravishankara et al., 2009). Maailma Meteoroloogiaorganisatsiooni andmeil jõudis 2019. 

aastal maailma keskmine N2O kontsentratsioon atmosfääris väärtuseni 332 ppm, mis on 123% 

kõrgem võrreldes tööstuseelse perioodiga (WMO, 2020).  

Kõige olulisemad mulla N2O voogude allikad on nitrifikatsiooni ja denitrifikatsiooni 

protsessid, mis toimuvad peamiselt vastavalt aeroobsetes või anaeroobsetes tingimustes 

(Wrage-Mönning et al., 2018; Yano et al., 2014). Eelnimetatud lämmastikuringe protsesside 

tulemusel jõuab mullast atmosfääri ligikaudu 70% ülemaailmsest N2O-st (Syakila ja Kroeze, 

2011; Braker ja Conrad, 2011). 

Lämmastikuringe protsesside keerukuse ja paljususe tõttu kasutatakse nende uurimiseks 

erinevaid meetodeid ning nende rakendamine kombineeritult aitab teha kõige täpsemaid 

hinnanguid toimuvate protsesside kohta. Reaalaja polümeraasi ahelreaktsiooni (qPCR - 

quantitative Polymerase Chain Reaction) kasutamine võimaldab hinnata erinevate 

lämmastikuringe protsesside toimumise potentsiaali ökosüsteemis (Levy-Booth et al., 2014; 

Smith ja Osborn, 2009; Smith et al., 2006). Isotoopanalüüside abil on võimalik näidata 

lämmastikühendite tegelikke muundumisi keskkonnas (Fry, 2006a; Fry, 2006b). Lisaks aitavad 

N2O emissioonide mõõtmised mullast hinnata mikroobsete protsesside aktiivsust erinevates 

ökosüsteemides (Truu et al., 2020).  

Aina enam muutuvates kliimatingimustes ja ekstreemsete ilmastikusündmuste sagenemisel on 

täpsem protsesside ning nende võimalike muutuste tagajärgede hindamine väga vajalik, et 

leevendada negatiivseid kliimamuutuste mõjusid (Cavicchioli et al., 2019 ; Swain et al., 2020). 

Käesoleva bakalaureusetöö eesmärk oli uurida kõdusoometsades kuivenduse ja üleujutuse 

mõju erinevatele lämmastikuringe protsessidele ja N2O emissioonile kasutades molekulaarseid 

ja isotoopanalüüsi meetodeid. 
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1. Kirjanduse ülevaade 

 

1.1. Kõdusoometsade ökosüsteemid 

Kõdusoometsad on turvas- ehk soomuldadel kasvavad metsad, mis on kujunenud kauaaegse 

madal- ja siirdesoode kuivendamise mõjul (Laas, 2011). Kõdusoometsade hulka kuuluvad 

jänesekapsa-kõdusoo ja mustika-kõdusoo kasvukohatüüp (Lõhmus, 2004). Puurindes 

domineerivad männid, kuused ja kased ning alustaimestiku liigiline koosseis on omane 

arumetsale (Laas, 2011). Eestis on kõdusoometsade kogupind ca 352 800 ha, mis moodustab 

15,1% Eesti metsamaa pindalast (Keskkonnaagentuur, 2020).  

 

1.1.1. Kuivenduse mõju  

Soometsa kuivendamine muudab looduslikku veerežiimi ja mulla geneesi, mis parandavad 

puude kasvutingimusi ja suurendavad biomassi (Paal, 2013; Palo, 2016; Pikk, 2011). 

Kuivendamine alandab põhjaveetaset ja rikastab mulda hapnikuga (Laas, 2011). Selle 

tulemusel turba juurdekasv peatub, turbakiht hakkab lagunema ja moodustub 

kõdusoometsadele iseloomulik viljakas parasniiske kõduturbahorisont (Laas, 2011). 

Kõdusoometsades väheneb turbakihi tüsedus 8-15 mm aastas (Astover, 2012).  

Kuivendamise tagajärjel toimuvad muutused metsa aineringetes. Süsinikurikka turba 

laguprotsessides vabaneb sinna aastatuhandete jooksul talletunud süsinik ja paiskub 

süsinikdioksiidina (CO2) atmosfääri (Palo, 2016). Lisaks eraldub dilämmastikoksiidi ehk 

naerugaasi (N2O), mille globaalse soojenemise potentsiaal on süsihappegaasist 298 korda 

suurem (Regina et al., 1996; IPCC, 2013). N2O sisalduse tõus atmosfääris soodustab osoonikihi 

hõrenemist, tekitab kasvuhooneefekti ja suurendab ülemaailmset kliima soojenemist (Darkwah 

et al., 2018; IPCC, 2013; Ravishankara et al., 2009).  

 

1.1.2. Üleujutuse mõju  

 Maa kliima soojenemine põhjustab muutusi sademete hulgas ja jaotuses (IPCC, 2013; 

Trenberth, 2011) ning näiteks Põhja-Euroopas on oodata sademete hulga suurenemist 

(Kjellström et al., 2011). Lisaks muutuvad üha sagedasemaks äärmuslikud ilmastikunähtused, 

sealhulgas põuad ja üleujutused (IPCC, 2013; Trenberth, 2011).  
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Üleujutusest tingitud liigniiskus pärsib orgaanilise aine lagunemist ja nitrifikatsiooni toimumist 

(Minkkinen et al., 2020). See põhjustab üldiselt N2O ja CO2 emissioonide vähenemist 

(Minkkinen et al., 2020; Wilson et al., 2016). Samas selgus Eestis tehtud uuringutest, et kõikuv 

põhjaveetase (Mander et al., 2015) ja lühiajalised üleujutused (Schindler et al., 2020) võivad 

N2O vooge ka tõsta.  

 

1.2. Lämmastikuringe protsessid 

Lämmastikuringe on kompleksne biogeokeemiline süsteem, kus toimub lämmastiku (N) ja 

selle ühendite ringlus ning muundumine elusa ja eluta looduse vahel. Lämmastik on atmosfääri 

peamine komponent, millel on elusorganismide kasvu limiteeriva elemendina asendamatu roll 

metsade ökosüsteemides (Cheng et al., 2019). Elusorganismid kasutavad lämmastikku 

orgaaniliste ühendite, valkude ja nukleiinhapete valmistamiseks (Kuypers et al., 2018).  

Lisaks looduslikele protsessidele võib üleliigset lämmastikku jõuda metsadesse näiteks 

piirnevatelt põllumaadelt (Law et al., 2013). Metsadest võivad lämmastikühendid liikuda 

atmosfääri molekulaarse lämmastikuna (N2), lämmastikoksiidina (NO) või naerugaasina (N2O) 

(Matson et al., 2002). Lisaks võib lämmastik liikuda nitraadina põhja- ja pinnavette, mis 

põhjustab veekogude reostumist ja eutrofeerumist (Galloway et al., 2003; Gundersen et al., 

2006).  

Olulisemad metsa ökosüsteemides toimuvad mikrobioloogilise lämmastikuringe protsessid on 

ammonifikatsioon, assimilatsioon, nitrifikatsioon (Cheng et al., 2019), denitrifikatsioon (Fang 

et al., 2015), bioloogiline lämmastiku (N2) fikseerimine (Zhu et al., 2015), dissimilatoorne 

nitraadi redutseerimine ammooniumiks (DNRA) (Zhang et al., 2011), täielik ammooniumi 

oksüdeerimine (COMAMMOX) (Osburn ja Barrett, 2020) ning anaeroobse ammooniumi 

oksüdeerimine (ANAMMOX) (Xi et al., 2016). Eelnimetatud protsessidest on nitrifikatsiooni 

ja denitrifikatsiooni osakaal kõige suurem ohtliku kasvuhoonegaasi dilämmastikoksiidi (N2O) 

emiteerimises ning nende mikroobsete protsesside tulemusel jõuab mullast atmosfääri 

ligikaudu 70% ülemaailmsest N2O-st (Syakila ja Kroeze, 2011; Braker ja Conrad, 2011). 

 

1.2.1. Nitrifikatsioon 

Mikroorganismide vahendusel toimub ammoniaagi muundamine nitraadiks ehk nitrifikatsioon, 

mis on üldiselt kaheastmeline reaktsioon (joonis 1) (Cheng et al., 2019). Esimeses etapis 
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oksüdeerivad bakterid ja arhed ammooniumiooni (NH4
+) nitritiooniks (NO2

−) (valem 1) (Cheng 

et al., 2019; van Kessel et al., 2015). Tuntuimad ammooniumi nitritiks oksüdeerijad on 

kemolitotroofsed bakterid Nitrosospira ja Nitrosomonas (Cameron et al., 2013, Levy-Booth et 

al., 2014). Protsessi teises etapis muudavad mikroobid, peamiselt Nitrobacter ja Nitrospira, 

nitritiooni (NO2
−) nitraatiooniks (NO3

−) (valem 2) (Cebron ja Garnier, 2005; van Kessel et al., 

2015).   

NH4
+ + 1,5 O2 = NO2

− + H2O + 2 H+                                                                                   (1) 

NO2
− + 0,5 O2 = NO3

−                                                                                                           (2) 

Nitrifikatsiooni esimene etapp koosneb omakorda kahest reaktsioonist: ammooniumi 

oksüdeerimine hüdroksüülamiiniks (NH2OH) ja viimase edasi oksüdeerimine nitritiks 

(Kuypers et al., 2018). Ensüüm ammoniaagi monooksügenaas (Amo), mida kodeerib teiste 

seas amoA geen, katalüüsib ammooniumi oksüdeerimist hüdroksüülamiiniks (Kuypers et al., 

2018; Li et al., 2014). Eelnimetatud protsessi läbi viivad arhede amoA ja bakterite amoA geenid 

ei ole identsed ja on omavahel seotud vaid kaudselt (Stahl ja de la Torre, 2012). Nitrifikatsiooni 

esimese etapi käigus võib kõrvalproduktina emiteeruda keskkonda ka ohtlikku 

dilämmastikoksiidi (N2O) ehk naerugaasi, mis lõhub osoonikihti ja põhjustab 

kasvuhooneefekti (Hallin et al., 2018). 

Nitrifikatsiooni on võimelised lisaks eelpool kirjeldatud mikroorganismidele tegema ka 2015. 

aastal avastatud ammooniumi oksüdeerivad bakterid, kes on üksinda suutelised läbi viima nii 

esimese kui ka teise nitrifikatsiooni etapi (valem 3). Perekonda Nitrospira kuuluvad bakterid 

on tuntuimad esindajad COMAMMOX-i (täielik ammooniumi oksüdeerimine) tegevatest 

organismidest (Daims et al., 2015; van Kessel et al., 2015). 

NH4
+ + 2 O2 = NO3

− + H2O + 2 H+                                                                                       (3)        
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Joonis 1. Nitrifikatsiooni ja denitrifikatsiooni protsessid ning neid etappe läbi viivad 

võtmegeenid. Mikroobsed protsessid: 1) nitrifikatsioon, 2) denitrifikatsioon, 3) ammooniumi 

oksüdeerimise kõrvalproduktina võib tekkida N2O (modifitseeritud Hayatsu et al., 2008 järgi).  

                                  

1.2.2. Denitrifikatsioon 

Denitrifikatsioon on mikroobne protsess, kus nitraat (NO3
−) või nitrit (NO2

−) redutseeritakse 

fakultatiivsete anaeroobide vahendusel gaasilisteks lämmastikuvormideks, peamiselt 

dilämmastikoksiidiks (N2O) ja molekulaarseks lämmastikuks (N2) (joonis 1) (Wallenstein et 

al., 2006; Cameron et al., 2013; Philippot, 2002). See on peamine mikroobne protsess, mille 

käigus taimedele kättesaadav reaktiivne lämmastik muundatakse tagasi bioloogiliselt 

mittereaktiivseks lämmastikuks (N2) (Galloway et al., 2004). Denitrifitseerivate 

mikroorganismide seas on nii baktereid, arhesid (Philippot, 2002) kui ka seeni (Shoun et al., 

1992).  

Protsessi läbi viivad fakultatiivsed anaeroobid kasutavad elektronaktseptorina 

lämmastikoksiide (NOx) või hapnikku. Kui keskkond on hapnikuvaene, siis kasutatakse 

aktseptorina lämmastikoksiide (NOx) (Butterbach-Bahl et al., 2013). Piisava hapniku 

juuresolekul on elektronide aktseptorina eelistatud hapnik, mis on mikroobidele energeetiliselt 

soodsam (Spanning et al., 2007). Autotroofsel denitrifikatsioonil kasutatakse 

elektrondoonorina anorgaanilisi ühendeid ja heterotroofsel denitrifikatsioonil orgaanilisi 

süsiniku ühendeid (Vasiliadou et al., 2006). 

Täielik denitrifikatsiooni rada jaguneb neljaks järjestikkuseks ensümaatiliselt katalüüsitud 

etapiks (Cameron et al., 2013; Hallin et al., 2018). Esmalt redutseeritakse nitraat nitritiks 

(valem 4), mis omakorda redutseeritakse lämmastikoksiidiks (valem 5). Seejärel muundatakse 

lämmastikoksiid dilämmastikoksiidiks (valem 6) ja lõpuks molekulaarseks lämmastikuks 
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(valem 7) (Black et al., 2016; Cameron et al., 2013). 

2 NO3
− + 4 H+ + 4 e− = 2 NO2

− + 2 H2O                                                                                 (4) 

2 NO2
−+ 4 H+ + 2 e− = 2 NO + 2 H2O                                                                                    (5) 

2 NO + 2 H+ + 2 e− = N2O + H2O                                                                                          (6) 

N2O + 2 H+ + 2 e− = N2 + H2O                                                                                               (7) 

Nitraadi muundumist nitritiks teevad membraaniseoselist nitraadi reduktaasi (Nar) või 

periplasmaatilist nitraadi reduktaasi (Nap) omavad mikroorganismid ning nende ensüümide 

kodeerimises osalevad vastavalt nar ja nap geenid (Philippot, 2002). Teine etapp, nitriti  

reduktsioon lämmastikoksiidiks, on vahendatud mikroorganismide poolt, mis omavad vaske 

sisaldavat nitriti reduktaasi (kodeerib nirK geen) või tsütokroom cd1-e sisaldavat nitriti 

reduktaasi (kodeerib nirS geen) (Zumft, 1997). Lämmastikoksiidi redutseerimine 

dilämmastikoksiidiks toimub lämmastikoksiidi reduktaasi abil, mida kodeerivad qnorB või 

cnorB geenid (Graf et al., 2014). Viimases etapis toimuvat dilämmastikoksiidi redutseerimist 

molekulaarseks lämmastikuks katalüüsib dilämmastikoksiidi reduktaas, mis on kodeeritud kas 

nosZI või nosZII geenide poolt (Kuypers et al., 2018; Hallin et al., 2018). 

 

1.3. Meetodid lämmastikuringe protsesside uurimiseks  

Lämmastikuringe mikroobsete protsesside mitmeetapilisuse ja paljususe tõttu kasutatakse 

nende uurimiseks erinevaid meetodeid. Neid rakendades nii üksi kui ka kombineeritult saab 

uurida mikroobide potentsiaali ja aktiivsust erinevateks protsessideks paljudes keskkondades. 

Lämmastikuringe uurimiseks saab kasutada molekulaarseid meetodeid (Drenovsky et al., 

2008; Hu et al., 2015; Smith ja Osborn, 2009), stabiilsete isotoopide jälgimiskatseid (Fry, 

2006b; Fry, 2006c) ja gaasiemissioonide mõõtmist (Dacres ja Rapson, 2014; Truu et al., 2020). 

Molekulaarsetest meetoditest võimaldab reaalaja polümeraasi ahelreaktsioon (qPCR - 

quantitative Polymerase Chain Reaction) täpselt ja kiirelt määrata lämmastikuringe protsesse 

kontrollivate märklaudgeenide arvukust keskkonnas, mis näitab erinevate protsesside 

potentsiaali (Levy-Booth et al., 2014; Smith ja Osborn, 2009; Smith et al., 2006). qPCR 

võimaldab määrata nitrifikatsiooni ja denitrifikatsiooni protsesse kontrollivate 

märklaudgeenide arvukust keskkonnas (joonis 1). Lämmastiku isotoopide analüüsimise abil 

saab näidata lämmastikühendite muundumisi ökosüsteemis (Baggs et al., 2008; Fry, 2006b; 

Hu et al., 2015). 

Gaaside mõõtmise ja isotoopanalüüsi meetodid aitavad erinevate protsesside aktiivsust hinnata, 
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kuigi nende seostamine konkreetsete mikroobsete radadega on üsna kaudne ilma 

mikrobioloogiliste meetoditega võrdluseta (Baggs et al., 2008; Drenovsky et al., 2008; Hu et 

al., 2015).  

 

1.3.1. Reaalaja PCR 

qPCR on molekulaarne meetod uuritava DNA lõigu amplifitseerimiseks ehk kordistamiseks 

(Valasek ja Repa, 2005). Antud meetodi abil saab ühte DNA fragmenti kordistada miljoneid 

kordi (Powledge, 2004). qPCR meetodiga on võimalik määrata geene ja nende koguseid 

(Wallenstein et al., 2006). qPCR-i eelisteks on väike ajakulu, täpsus ning tundlikkus, mis 

võimaldab reaktsiooni läbi viia väga väikeste nukleiinhappe koguste juures (Powledge, 2004; 

Valasek ja Repa, 2005). 

qPCR põhineb traditsioonilisel polümeraasi ahelreaktsioonil, mis koosneb kolmest 

järjestikusest protsessist (Powledge, 2004; Valasek ja Repa, 2005). Esmalt toimub DNA 

kaksikahela kuumutamine kõrgel temperatuuril, mille tulemusel kaksikahel eraldub kaheks 

üksikahelaks. Seda protsessi nimetatakse denaturatsiooniks. Seejärel liituvad kaks 

oligonukleotiidset praimerit denaturatsioonil tekkinud DNA üksikahelatele. Viimases etapis 

sünteesib DNA polümeraas uut DNA-d (Powledge, 2004). qPCR toimub tsükliliselt mitmeid 

kordi. Reaktsioon lõppeb, kui qPCR-i toimumiseks on mõni vajalik koostisosa 

reaktsioonisegus ammendunud (Kubista et al., 2006). 

qPCR meetodi aluseks on fluorestsentssignaali kasutamine amplifikatsiooni jälgimiseks ja 

uuritava geneetilise materjali koguse määramiseks (Valasek ja Repa, 2005). 

Fluorestsentssignaali emiteerijaks on reaktsioonisegule lisatud ja seejärel DNA 

amplifitseerimisel fluorestsentsi andev aine (nt SYBR Green I). Signaal tugevneb igas tsüklis 

sünteesitava materjali koguse kasvades (Thornton ja Basu, 2011). 

 

1.3.2. Isotoopanalüüs 

Isotoopideks nimetatakse mingi keemilise elemendi aatomeid, mis eristuvad üksteisest 

aatommassi tõttu ja see on tingitud isotoopide tuumas paiknevate neutronite erinevast hulgast. 

Lämmastikul on kaks stabiilset isotoopi, 14N ja 15N (Ryabenko, 2013). Eelnimetatud 

isotoopidel on stabiilne aatomituum, mis ei lagune spontaanselt ega emiteeri radioaktiivset 

kiirgust (Sulzman, 2007).  

Looduses võib N2O esineda isotopomeeridena ehk molekulidena, mille isotoobid on samad, 
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kuid nende asetus erineb. N2O isotopomeerid on näiteks 14N15N16O ja 15N14N16O  (Sharp, 

2017). Nagu näha, võib N2O molekulis 15N olla sisemises (α) või välimises (β) positsioonis 

(Ryabenko, 2013). Sellise 15N intramolekulaarse jaotumise järgi saab leida N2O 

isotopomeeride site preference (SP), mis näitab δ15Nα ja δ15Nβ vahekorda N2O molekulis 

(valem 8) (Toyoda ja Yoshida, 1999). Site preference annab aimu N2O päritolu kohta (joonis 2) 

(Hu et al., 2015). 

SP = δ15Nα - δ15Nβ                                                                                                                 (8)                                                                                                                                                                                                      

Joonis 2. Värvilised kastid näitavad hinnanguliselt vahemikke, milles võivad domineerida 

erinevad dilämmastikoksiidi tootvad protsessid (Hu et al., 2015 järgi). AOB – ammoniaaki 

oksüdeerivad bakterid. AOA – ammoniaaki oksüdeerivad arhed.  

Lämmastikku massiarvuga 15 kasutatakse sagedasti lämmastiku uurimisel, sest selle looduslik 

foon on madal (Yu et al., 2019). Nimelt on kergemat isotoopi massiarvuga 14 looduses 

ligikaudu 99,634%, kuid raskemat lämmastikku massiarvuga 15 ainult 0,366% (Meija et al., 

2016). Lämmastikuringe protsesside uurimisel kasutatakse niinimetatud 15N-i märgistamise 

meetodit (15N labeling method), millega saab jälgida lämmastikühendite muundumist ja 

liikumist keskkonnas (Bedard-Haughn et al., 2003).  

15N-i märgistamise meetod põhineb uuritava keskkonna kunstlikul rikastamisel 15N-ga 

(Bedard-Haughn et al., 2003). Selleks kasutatakse 15N-ga rikastatud substraati, mis lisatakse 

uuritavasse keskkonda, millest seejärel võetakse mulla- ja/või gaasiproovid (Bedard-Haughn 

et al., 2003; Mathieu et al., 2006; Zhu et al., 2013). 
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Proovidest isotoopmärgiste määramiseks saab kasutada stabiilsete isotoopide suhte mass-

spektromeetrit. See põhineb keemilise elemendi isotoopide fraktsioneerumisel vastavalt nende 

massile. Mass-spektromeeter võimaldab mõõta osakeste masside omavahelist suhet. Esmalt 

toimub uuritava ühendi ioniseerimine, mille tagajärjel tekivad elektrilaenguga osakesed ehk 

ioonid. Seejärel liiguvad ioonid läbi magnetvälja, mis sorteerib laetud osakesed nende massi 

alusel. Siis suunatakse ioonid detektorisse, kus määratakse erineva aatommassiga ioonide hulk 

proovis (Sharp, 2017). 
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2. Metoodika 

 

2.1. Prooviala kirjeldus 

Käesolevas töös läbiviidud välitööd toimusid Järvselja õppe- ja katsemetskonnas Tartu 

maakonnas Kastre vallas Agali küla lähistel (58˚17’ N; 27˚19’ E). Uurimisala asub 

jänesekapsa-kõdusoo kasvukohatüüpi kõdusoometsas, mille puistus domineerivad kased ja 

kuused. Uurimisala asukoht ja katsealad on näidatud joonisel 3.  

 

Joonis 3. Uurimisala asukoht ning kuivendatud (A) ja üleujutatud (B) katselapid.  

Uurimisalale rajati 2020. aasta juulis kuus kolmnurkset võrdkülgset katselappi ning üleujutuse 

ja kuivendamise eksperiment algas oktoobris 2020. Katselapid jaotati veerežiimi alusel kaheks: 

kolm kuivendatud katselappi (joonis 3A) ja kolm üleujutatud katselappi (joonis 3B). 

Kuivendatud ja üleujutatud katsealad asusid üksteisest ca 10 meetri kaugusel ning mõlema ala 

katselapid asusid üksteisest paari meetri kaugusel. Üleujutatud katselappidele juhiti 

perioodiliselt vett, et jäljendada sellega üleujutusi ning tekitada anoksilisi tingimusi. 

Üleujutuseks vajalikku vett reguleeriti pumbaga ja selleks kasutati läheduses asuva kraavi vett. 

Kuivendatud katselappidelt juhiti vett välja lapil asuvast tsentraalsest kaevust pumbaga. Igale 

katselapile paigaldati kolm rõngast, millele paigaldati gaasiproovide kogumise ajal vastavad 
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kambrid. Lisaks sellele installeeriti igale katselapile vaatluskaev (PVC toru, Ø 5 cm) 

veeproovide mõõtmiseks.  

 

2.2. Mulla-, vee- ja gaasiproovide kogumine ja analüüs 

Välitööd toimusid kuuel korral ajavahemikul oktoober 2020 kuni jaanuar 2021 (06.10.2020-

07.01.2021). Kõikidel proovivõtupäevadel koguti mulla-, vee- ja N2O gaasiproove. 15N-i 

märgistamise meetodi tarvis lisati kahel proovivõtupäeval (20.10.20 ja 26.11.20) igasse 

rõngasse 15NO3 ja kahel teisel proovivõtupäeval (27.10.20 ja 30.11.20) 15NH4 sisaldavat 

substraati. Kui lisati 15N-ga rikastatud substraati, siis toimus mulla- ja gaasiproovide kogumine 

alati pärast seda. 

Pinnaseproovid koguti igal välitööpäeval peale gaasivoogude mõõtmist. Iga rõnga juurest võeti 

sügavuselt 0-10 cm mullapuuriga pinnaseproov keemilisteks ja mikrobioloogilisteks 

analüüsideks eraldi kilekottidesse. Kuni keemiliste analüüsideni säilitati proove külmkapis +4 

°C juures ja mikrobioloogilisteks analüüsideks säilitati proove sügavkülmikus -20˚C juures. 

Mullaproovide keemiline analüüs tehti EMÜ Taimebiokeemia laboratooriumis, kus määrati 

standardmeetoditel (APHA, 1989) ammooniumi (NH4-N), nitraadi (NO3-N), fosfori (P), 

kaaliumi (K), kaltsiumi (Ca), magneesiumi (Mg) ja pH väärtused ning üldlämmastiku (N),  

kuivaine ja orgaanilise aine protsentuaalne sisaldus. Lisaks pinnaseproovidele mõõdeti 10 cm 

sügavuselt igal välitööpäeval mullatemperatuur (°C).  

Multimeetriga YSI Professional Plus mõõdeti vaatluskaevudest veeparameetritest temperatuur 

(°C), redokspotentsiaal (mV), elektrijuhtivus (μS/cm) ja pH. Vaatluskaevudest mõõdeti ka vee 

hapnikusisaldus (mg/l; 5 cm sügavuselt).  

N2O gaasiproovide kogumine toimus staatilise pimekambri meetodil. Gaasiproovid koguti 

katselappidele paigaldatud plastikrõngaste peale õhukindlalt asetatud polüvinüülkloriidist 

kambritest (Ø 50 cm, kõrgus 40 cm ja ruumala 65 l). Proove koguti ühe tunni jooksul iga 20 

minuti tagant. Proovid võeti eelvakumeeritud klaaspudelitesse kõigist rõngastele asetatud 

kambritest (18), seejuures kasutati N2O voo määramiseks 50 ml pudeleid ning isotoopide 

analüüsi tarbeks 100 ml pudeleid.  

N2O kontsentratsioon proovipudelites määrati Tartu Ülikooli geograafia osakonna aineringete 

uurimislaboris kasutades elektron- ja leekionisatsiooni detektoritega varustatud gaas-
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kromatograafi Shimadzu 2014-GC (Kyoto, Jaapan). N2O voog arvutati ühe tunni jooksul 

kambrist kogutud proovide kontsentratsioonide alusel (Soosaar et al., 2011) 

 

2.3. DNA eraldamine mullaproovidest 

Mullaproovidest eraldati DNA kasutades DNeasy® PowerSoil® Pro Kit (Qiagen, USA) ja 

järgiti tootja poolt esitatud protokolli. DNA eraldati 0,25 g märjast mullaproovist. Erinevalt 

tootjapoolsest juhendist kasutati proovide homogeniseerimiseks masinat Precellys 24 (Bertin 

Technologies, Prantsusmaa) programmiga 20 sekundit režiimil 5000 pööret minutis. 

Spektrofotomeetriga Infinite 200 M (Tecan AG, Austria) mõõdeti DNA kontsentratsiooni ja 

hinnati DNA kvaliteeti. Järgnevate analüüside tarbeks säilitati eraldatud DNA sügavkülmikus 

−20 °C juures.  

 

2.4. Geenikoopiate arvukuse määramine mullaproovidest qPCR meetodil 

Kvantitatiivset polümeraasi ahelreaktsiooni (qPCR) kasutati proovidest bakterite ja arhede 16S 

rRNA geenide arvukuse määramiseks ning samuti nitrifikatsiooni (bakterite ja arhede amoA) 

ja denitrifikatsiooni (nirK, nirS, nosZ klaad I ja nosZ klaad II) geenide arvukuse määramiseks 

(tabel 1).  

qPCR reaktsioonide toimumiseks kasutati termotsüklerit Rotor-Gene Q (Qiagen, USA). 

Reaktsioonisegu maht oli 10 μl. See sisaldas päri- ja vastassuunalist praimerit 

(kontsentratsioonid tabelis 1), 5 μl Maxima SYBR Green Master Mix reagenti (Thermo Fisher 

Scientific Inc., USA), 1 μl eraldatud DNA-d ning ülejäänud mahus destilleeritud vett. Iga 

proovi amplifitseeriti kolmes korduses. Kõikidele qPCR-i mõõtmistele lisati kolm negatiivset 

kontrollproovi, mille reaktsioonisegust puudus DNA. Kasutatud praimerid, kontsentratsioonid 

ja qPCR programmid on toodud tabelis 1. 

qPCR-il saadud tulemuste hindamine viidi läbi programmidega Rotor-Gene Q Series Software 

v. 2.0.2 (Qiagen, USA) ja LinRegPCR v. 2020.2 (Holland). Programmiga STATISTICA v. 7.1 

(TIBCO, USA) kasutatud ühefaktorilise dispersioonianalüüsi (one-way ANOVA) abil selgitati 

välja proovide amplifikatsiooni-efektiivsuste erinevused ning seetõttu jaotati proovid 

kaheteistkümneks amplikoniks proovivõtuaja ja töötluse (kuiv/märg) alusel. Geenikoopiate 

arvukuse arvutamiseks kasutati kaliiberkõvera vahemikke. Geenikoopiate arv esitati geeni 
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koopiate arv ühe grammi kuivaine (GK/gKA) kohta. Põhjalikumalt on PCR metoodika 

selgitatud Espenberg et al. 2018.  
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Tabel 1. qPCR-il kasutatud praimerid ja nende kogused ning qPCR programmid. 

Märklaudgeen Praimer Praimeri 

kontsentratsioon 

(μM) 

Amplikoni 

pikkus (bp) 

Viide qPCR programm 

Bakterite 16S rRNA Bact517F 0,6 530 Liu et al., 2007 95°C 10 min; 35 tsüklit: 95°C 30 s; 

60°C 45 s; 72°C 45 s Bact1028R Dethlefsen et al., 2008 

Arhede 16S rRNA Arc519F 0,6 393 Espenberg et al., 2016 95°C 10 min; 45 tsüklit: 95°C 15 s; 

56°C 30 s; 72°C 30 s Arch910R 

nirK nirK876 0,8 165 Hallin ja Lindgren, 1999 95°C 10 min; 45 tsüklit: 95°C 15 s; 

58°C 30 s; 72°C 30s, 80°C 30 sa nirK1040 

nirS nirSCd3af 0,8 431 Kandeler et al., 2006 95°C 10 min; 45 tsüklit: 95°C 15 s; 

55°C 30 s; 72°C 30s, 80°C 30 sa nirSR3cd 

nosZI nosZ2F 0,8 267 Henry et al., 2006 95°C 10 min; 45 tsüklit: 95°C 15 s, 

60°C 30 s, 72°C 30 s, 80°C 30 sa nosZ2R 

nosZII nosZIIF 0,6 ~700 Jones et al., 2013 95°C 10 min; 45 tsüklit: 95°C 30 s, 

54°C 45 s, 72°C 45 s, 80°C 45 sa nosZIIR 

Bakterite amoA amoA-1F 0,8 491 Rotthauwe et al., 1997 95°C 10 min; 45 tsüklit: 95°C 30 s, 

57°C 45 s, 72°C 45 s amoA-2R 

Arhede amoA CrenamoA 23F 0,8 ~600 Tourna et al., 2008 95°C 10 min; 45 tsüklit: 95°C 30 s, 

55°C 45 s, 72°C 45 s CrenamoA 616R 
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2.5. Isotoopanalüüsi meetodi kasutamine (mulla- ja gaasiproovid) 

Isotoopne koosseis (δ15N-N2O; δ18O-N2O, 15Nα-N2O, 15Nβ-N2O) ning SP (site preference ehk 

α ja β 15N-N2O vahe) määrati TÜ geoloogia osakonna isotoop-mass-spektromeetria laboris. 

Mullaproovide isotoopanalüüsiks kuivatati need esmalt 60 °C juures. Seejärel kaaluti 1,1-1,3 

mg proovi ja pakendati tinast kapslisse. Pärast pakendamist analüüsiti proove isotoop-suhte 

mass-spektromeetril Delta V Plus (Thermo Scientific, Bremen, Saksamaa), mis oli 

kombineeritud element-analüsaatoriga Flash HT (Thermo Scientific). Tulemused kalibreeriti 

vastavalt Rahvusvahelise Aatomienergia Agentuuri (IAEA) standarditele IAEA-N-1, IAEA-

N-2 ja USGS 25. Detailsem ülevaade antud isotoopanalüüsist on esitatud Masta et al. 2020. 

Gaasiproovide stabiilsete isotoopide koostise analüüs tehti isotoop-mass-spektromeetriga 

Delta V Advantage, mis oli kombineeritud GasBench II ja ConFlo IV süsteemiga (Thermo 

Scientific). Tulemused kalibreeriti vastavalt USGS51 ja USGS52 standarditele. Detailsem 

ülevaade gaasiproovide isotoopanalüüsist on esitatud Masta et al. 2020. 

 

2.6. Andmeanalüüs ja autori osalus 

Vee ja mulla füüsikalis-keemiliste parameetrite ja geenikoopiate arvukuste statistiliselt oluliste 

erinevuste leidmiseks erineva töötlusega katselappidel kasutati t-testi. Spearmani 

korrelatsioonanalüüsiga hinnati seoste olulisust geenikoopiate arvukuse ning gaasiemissiooni, 

isotoopanalüüsi parameetrite ning mulla ja vee füüsikalis-keemiliste parameetrite vahel kahes 

grupis (kuivendatud ja üleujutatud katselapid). Andmeanalüüs tehti statistikaprogrammis 

Statistica v.7.1. Jooniste koostamiseks kasutati tabelarvutustarkvara Microsoft Excel.  

Bakalaureuse töö autor osales pinnaseproovide kogumisel. Autor eraldas ka katselappide 

pinnaseproovidest DNA ning viis läbi qPCR-i mõõtmised ja rehkendas geenikoopiate 

arvukused. Lisaks tegi autor andmeanalüüsi.  
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3. Tulemused 

 

3.1. Vee ja mulla füüsikalis-keemilised parameetrid 

Kuivendatud ja üleujutatud katselappidel oli keskmine veetemperatuur vaatluskaevudes 

vastavalt 7,6 ± 1,4 °C ja 6,4 ± 1,4 °C üle kõigi proovipäevade mõõtmiste. Kuivendatud 

katselappide vaatluskaevudest mõõdetud redokspotentsiaal jäi vahemikku 281,3 ± 78,1 mV ja 

üleujutatud katselappidel 267,6 ± 52,2 mV. Vaatluskaevudest mõõdetud vee pH kuivendatud 

katselappidel oli 7,4 ± 0,7 ja üleujutatud katselappidel 7,5 ± 0,6. Kuivendatud ja üleujutatud 

katselappidel oli elektrijuhtivus vaatluskaevudes vastavalt 158,4 ± 130,5 ja 92,5 ± 80,7 uS/cm 

(p<0,05).  

Mulla pH oli vahemikus 4,65–4,95 ja 4,93–5,35 vastavalt kuivendatud ja üleujutatud 

katselappidel üle kõigi mõõtmiste uurimisperioodil (p<0,001). Üldlämmastikku oli 

kuivendatud katselappide mullas vahemikus 2,15–3,13% ning üleujutatud katselappide mullas 

vahemikus 2,39–2,88%. Orgaanilist ainet oli kuivendatud katselappide mullas vahemikus 

64,54–71,56% ja üleujutatud katselappide mullas vahemikus 59,39–70,33% (p<0,01). 

Kuivendatud katselappide mulla keskmine P sisaldus oli 37,88 ± 7,96 mg/kg, K oli 307,43 ± 

104,58 mg/kg, Ca oli 4126,45 ± 322,81 mg/kg ja Mg oli 888,69 ± 113,92 mg/kg. Üleujutatud 

katselappide mulla keskmine P sisaldus oli 30,71 ± 8,67 mg/kg, K oli 344,44 ± 79,34 mg/kg, 

Ca oli 4470,53 ± 353,62 mg/kg ja Mg oli 1264,10 ± 185,36 mg/kg. Statistiliselt oluliselt 

erinesid mulla P, (p<0,05), Ca (p<0,001) ja Mg (p<0,001) kontsentratsioon erineva töötlusega 

katselappidel. 

Mulla NO3-N kontsentratsioon oli üleujutatud katselappidel statistiliselt oluliselt madalam 

võrreldes kuivendatud katselappidega (p<0,001) ja see oli nähtav ka eraldi NO3-N (p<0,001) 

või NH4-N (p<0,01) lisamisel (joonis 4A). Mulla NH4-N kontsentratsioonis statistiliselt olulist 

erinevust ei ilmnenud kuivendatud ja üleujutatud katselappide vahel (joonis 4B).  
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Joonis 4. NO₃-N (A) ja NH4-N (B) sisaldus kuivendatud ja üleujutatud katselappidel 

eksperimendi jooksul. 

 

3.2 Mulla geenikoopiate arvukused 

Bakterite geenikoopiate arvukustes statistiliselt olulist erinevust ei ilmnenud üleujutatud ja 

kuivendatud katselappide vahel (joonis 5A). Arhede geenikoopiate arvukused olid kuivendatud 

katselappidel statistiliselt oluliselt kõrgemad võrreldes üleujutatud katselappidega (p<0,01) 

(joonis 5B). NH4 lisamisel oli arhede geenikoopiate arvukus statistiliselt oluliselt kõrgem 

kuivendatud lappidel võrreldes üleujutatud katselappidega (p<0,001), aga NO3 lisamise puhul 

nende lappide vahel arhede arvukuses statistiliselt olulist erinevust ei olnud. 
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Joonis 5. Bakterite (A) ja arhede (B) 16S rRNA geenikoopiate arvukused kuivendatud ja 

üleujutatud katselappidel eksperimendi jooksul. 

NH4 lisamisel oli bakterite amoA geenikoopiate arvukus kuivadel katselappidel statistiliselt 

oluliselt suurem kui üleujutatud katselappidel (p<0,01; joonis 6A). Arhede amoA 

geenikoopiate arvukused olid statistiliselt oluliselt kõrgemad kuivendatud katselappidel 

võrreldes üleujutatud katselappidega (p<0,001; joonis 6B) ja samasugune erinevus oli nähtav 

ka ainult NO3 lisamisel (p<0,05). 

 

Joonis 6. Bakterite amoA (A) ja arhede amoA (B) geenikoopiate arvukused kuivendatud ja 

üleujutatud katselappidel eksperimendi jooksul. 
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nirK geenikoopiate arvukused olid kuivendatud katselappidel statistiliselt oluliselt madalamad 

võrreldes üleujutatud katselappidega (p<0,001) ja see oli nähtav ka eraldi NO3 (p<0,001) või 

NH4 (p<0,01) lisamisel (joonis 7A). NO3 lisamisel oli statistiliselt oluliselt suurem nirS 

geenikoopiate arvukus kuivadel katselappidel võrreldes üleujutatud katselappidega (p<0,001; 

joonis 7B). 

nosZI geenikoopiate arvukused olid kuivendatud katselappidel statistiliselt oluliselt 

madalamad võrreldes üleujutatud katselappidega (p<0,01) ja sama tendents ilmnes ka, kui 

võrreldi kuivendatud ja üleujutatud katselappe vastavalt NO3 (p<0,001) või NH4 lisamisega 

(p<0,01) (joonis 7C). NH4 lisamisel oli suurem nosZII geenikoopiate arvukus kuivadel 

katselappidel võrreldes üleujutatud katselappidega (p<0,01) (joonis 7D).  
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Joonis 7. nirK (A), nirS (B), nosZI (C) ja nosZII (D) geenikoopiate arvukused kuivendatud ja 

üleujutatud katselappidel eksperimendi jooksul. 

 

3.3. Geenikoopiate arvukuste seosed füüsikalis-keemiliste näitajatega, 

gaasiemissiooniga ja isotoopanalüüsidega 

Geenikoopiate arvukuste statistiliselt olulised seosed mulla füüsikalis-keemiliste parameetrite, 

gaasiemissiooni ja isotoopanalüüside vahel on toodud Lisa tabelis 1 ja 2 vastavalt kuivendatud 

ja üleujutatud ala kohta. 
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3.3.1. Geenikoopiate arvukuste seosed füüsikalis-keemiliste parameetritega 

Kuivendatud kui ka üleujutatud katselappidel oli bakterite 16S rRNA geenikoopiate arvukus 

negatiivselt seotud mulla temperatuuriga. Üleujutatud katselappidel mõjutasid bakterite16S 

rRNA geenikoopiate arvukusi positiivselt üldlämmastiku, NO3-N ja Mg kontsentratsioonid 

mullas. Nii bakterite kui ka arhede geenikoopiate arvud olid positiivselt seotud mulla pH-ga 

üleujutatud katselappidel. Arhede 16S rRNA geenikoopiate arvukus oli negatiivselt seotud 

mulla NO3-N sisaldusega kuivendatud katselappidel. 

Nitrifikatsiooni läbi viivate arhede amoA geenikoopiate arvukus oli positiivses seoses mulla 

pH ja hapniku sisaldusega 5 cm sügavusel üleujutatud katselappidel.  

Kuivendatud katselappidel vähenesid denitrifikatsiooni märklaudgeenide nirK ja nosZI 

geenikoopiate arvukused P ja K kontsentratsioonide tõustes, kuid nirS geenikoopiate hulka 

mõjutas nende tõus positiivselt. Üleujutatud katselappidel oli nosZII geenikoopiate arvukus 

negatiivselt seotud K sisaldusega mullas. Kuivendatud katselappidel oli nirS geenikoopiate 

arvukused positiivselt ja nosZII geenikoopiate arvukused negatiivselt seotud mulla Ca 

sisaldusega. Kuivendatud katselappidel NO3-N kontsentratsiooni tõustes vähenevad nirK ja 

nosZII geenikoopiate arvukused, kuid NO3-N tõus mõjutab nirS geenikoopiate arvukust 

positiivselt. Mulla NO3-N kontsentratsiooni ja nirK geenikoopiate arvukuse vahel oli positiivne 

korrelatsioon üleujutatud katselappidel. Kuivendatud katselappidel mõjutas nirK 

geenikoopiate arvukust negatiivselt mulla NH4-N sisaldus. nosZI geenikoopiate arvukuse ja 

mulla orgaanilise aine sisalduse vahel ilmnes negatiivne korrelatsioon kuivendatud 

katselappidel. Kuivendatud kui ka üleujutatud katselappidel oli nirS geenikoopiate arvukus 

negatiivses korrelatsioonis mulla pH-ga. Kuivendatud katselappidel oli nosZI geenikoopiate 

arvukus positiivselt ja üleujutatud katselappidel oli nosZII geenikoopiate arvukus negatiivselt 

seotud mulla pH-ga. Kuivendatud ja üleujutatud katselappide nirS geenikoopiate arvukus 

korreleerus positiivselt mulla temperatuuriga. Kuivendatud katselappidel mõjutas nosZII 

geenikoopiate arvukusi negatiivselt mullatemperatuur, kuid üleujutatud katselappidel oli seos 

vastupidine. Üleujutatud katselappidel korreleerusid nirS ja nosZII geenikoopiate arvukused 

negatiivselt hapniku sisaldusega 5 cm sügavusel.  

 

3.3.2. Geenikoopiate arvukuste seosed gaasiemissiooniga  

Bakterite 16S rRNA geenikoopiate arvukus oli negatiivselt seotud N2O-N emissiooniga 

üleujutatud katselappidel. Lisaks oli üleujutatud katselappidel nirK geenikoopiate arvukus 
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negatiivselt (joonis 8C) ning nirS geenikoopiate arvukus positiivselt (joonis 8D) seotud N2O-

N emissiooniga. Kuivendatud katselappidel oli nosZII geenikoopiate arvukus negatiivses 

korrelatsioonis N2O-N emissiooniga, kuid üleujutatud katselappidel oli antud seos positiivne 

(joonis 8F). 

 

Joonis 8. Nitrifikatsiooni- ja denitrifikatsiooniprotsesside geenikoopiate ja N2O emissiooni 

vahelised seosed kuivendatud ja üleujutatud katselappidel eksperimendi jooksul: bakterite 

amoA (A), arhede amoA (B), nirK (C), nirS (D), nosZI (E) ja nosZII (F). Spearmani 

korrelatsioonikoefitsendiga R on näidatud statistiliselt olulised seosed. 

 

3.3.3. Geenikoopiate arvukuste seosed isotoopanalüüsidega 

Üleujutatud katselappidel oli bakterite 16S rRNA geenikoopiate arvukus negatiivselt seotud 

δ15N väärtustega. Arhede 16S rRNA geenikoopiate arvukus korreleerus positiivselt δ18O 
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väärtustega üleujutatud katselappidel. Üleujutatud katselappidel oli nitrifikatsiooni läbi viivate 

bakterite amoA geenikoopiate arvukuse ja δ18O väärtuste vahel positiivne seos. 

Denitrifikatsiooni märklaudgeeni nirK geenikoopiate arvukus oli negatiivses korrelatsioonis 

δ15N väärtustega kuivendatud ja üleujutatud katselappidel. Kuivendatud katselappide nirS 

geenikoopiate arvukus oli positiivselt ja nosZII geenikoopiate arvukus negatiivselt seotud δ15N 

väärtustega. nirS ja nosZI geenikoopiate arvukused olid vastavalt negatiivses ja positiivses 

korrelatsioonis SP väärtustega kuivendatud katselappidel. Üleujutatud katselappide nirS ja 

nosZII geenikoopiate arvukused korreleeruvad negatiivselt δ18O väärtustega.  

 

3.4. Isotoopanalüüside seosed gaasiemissiooniga 

Kirjanduse ülevaates näidati joonisel 2, et SP ja δ18O-N2O abil on võimalik hinnata erinevate 

protsesside toimumist. SP ja δ18O-N2O vaheline seos koos N2O emissiooniga joonisel 9 näitas, 

et kuivendatud ja üleujutatud katselappidel domineerisid erinevad protsessid. Teatud SP ja 

δ18O-N2O vahemikes emiteerisid kuivendatud katselapid märgatavalt suuremaid N2O 

koguseid.   

Nii kuivendatud kui ka üleujutatud katselappidel võis toimuda ammoniaagi oksüdatsioon 

ammoniaaki oksüdeerivate bakterite poolt ja nitrifitseerijate denitrifikatsioon ammoniaaki 

oksüdeerivate bakterite poolt (joonised 2 ja 9). Lisaks võis kuivendatud katselappidel toimuda 

bakteriaalne denitrifikatsioon (joonised 2 ja 9). Suurimad N2O emissioonide kontsentratsioonid 

tulenesid kuivendatud katselappidelt nitrifitseerijate denitrifikatsioonil ammoniaaki 

oksüdeerivate bakterite vahendusel. 

Jooniselt 9 jäeti välja erakordselt kõrged SP väärtused, mis tekkisid 15N-ga rikastatud 

substraadi lisamisel.  
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Joonis 9. SP ja δ18O-N2O vaheline seos kuivendatud ja üleujutatud katselappidel ning punktide 

suurus on vastavuses N2O-N emissiooni (µg N m-2 h-1) suurusega. 
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4. Arutelu 

Nitrifikatsiooni ja denitrifikatsiooni toimumist mõjutas erinev hüdroloogiline režiim. 

Mikrobioloogiliste ja isotoopsete meetodite kasutamine näitas, et mulla mikroobikooslus ja 

N2O emissioon kuivendatud ja üleujutatud aladel erines üksteisest märkimisväärselt.  

Bakterite arvukustes statistiliselt olulist erinevust ei ilmnenud üleujutatud ja kuivendatud alade 

vahel, kuid arhede arvukused olid kuivendatud alal kõrgemad võrreldes üleujutatud alaga, mis 

võib viidata arhede eripärale eelistada rohkem aereeritud keskkonda turbaaladel. Espenberg et 

al., 2018 uuringus leiti samuti suurem arhede arvukus kuivendatud turbamaadel. NH4 lisamisel 

oli arhede arvukus kõrgem kuivendatud alal võrreldes üleujutatud alaga, mis viitab arhede 

nitrifikatsiooni protsessiks vajaliku NH4 tarbimisele ja nitrifikatsiooni toimumisele. 

Nitrifikatsioon on üldiselt soodustatud nitrifikatsiooniks vajaliku substraadi NH4 

kättesaadavuse tõustes ja samuti aeroobsetes tingimustes (Barnard et al., 2005). 

Nitrifikatsiooni läbi viivate ehk amoA geene omavate mikroorganismide arvukus oli 

statistiliselt oluliselt madalam üleujutatud aladel võrreldes kuivendatud aladega, mis viitab 

nitrifikatsiooni toimumise väiksemale geneetilisele potentsiaalile üleujutatud alal. Üleujutatud 

aladel väheneb nitrifikatsioon liigniiskuse tõttu (Minkkinen et al., 2020).  

Mulla NH4-N kontsentratsioonis statistiliselt olulist erinevust ei ilmnenud üleujutatud ja 

kuivendatud alade vahel ehk veerežiim ei mõjuta väga NH4-N kontsentratsiooni mullas, kuid 

mulla NO3-N kontsentratsioon oli kuivendatud alal kõrgem võrreldes üleujutatud alaga. See on 

indikaator, et denitrifikatsiooni protsessiks vajalikku nitraati ei tarbita kuivendatud alal ära ja 

seega on denitrifikatsiooni toimumine seal pärsitud. Sama kinnitab ka denitrifikatsiooni 

märklaudgeenide nirK ja nosZI statistiliselt oluliselt väiksem arvukus kuivendatud alal 

võrreldes üleujutatud alaga. Denitrifikatsiooni aktiivsus on suurem anaeroobsetes tingimustes 

(McKenney et al., 2001).  

Denitrifikatsiooni II etappi läbi viivate mikroobide arvukust mõjutas oluliselt mulla 

temperatuur ja ilmade jahenemine. Kuivendatud ja üleujutatud aladel tuvastati, et nirS geeni 

arvukust pärsib mullatemperatuuri langus, kuid nirK geeni arvukuste puhul statistiliselt oluline 

seos puudub. Selle põhjuseks võib olla nirS geene omavate mikroobide suurem tundlikkus 

temperatuurile võrreldes nirK geene omavate mikroorganismidega (Xing et al., 2021). Sellest 

lähtuvalt võib eeldada nirK geeni omavate mikroorganismide suuremat osalust N2O tootmisel 

külmemal perioodil ning see näitab nirS ja nirK erinevaid ökoloogilisi nišše. Temperatuurile 

vähem tundliku nirK geeni omavate mikroorganismidega võib seostada Eesti kõdusookaasikus 
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tehtud uuringu tulemust, milles leiti, et 87% aastasest N2O voost eraldub talvel (Viru et al., 

2020). 

Kuivendatud alal oli nosZII ja üleujutatud alal nosZI geenikoopiate arvukus negatiivses seoses 

N2O-N emissiooniga. Selline seos on leitud ka Prantsuse Guajaana troopilises turbarabas 

kuivendatud ja looduslikel aladel tehtud uuringus (Espenberg et al., 2018). Sellest võib 

järeldada, et nosZII geeni omavad mikroobid viivad kuivendatud turbaalal suurema 

tõenäosusega läbi N2O redutseerimist molekulaarseks lämmastikuks ja nosZI geeni omavad 

mikroorganismid viivad eelnimetatud protsessi läbi üleujutatud turbaaladel. Erinevus nosZI- ja 

nosZII-klaadi omavate mikroobide vahel on tingitud nende erinevatest ökoloogilistest niššidest 

(Jones et al., 2013). 

Kuivendatud alal tuvastati madalad SP ja δ18O-N2O väärtused ning kõrged N2O-N vood, 

millest võib joonis 2 (põhineb Hu et al., 2015) põhjal järeldada, et kuivendatud alal domineeris 

nitrifitseerija denitrifikatsioon ammoniaaki oksüdeerivate bakterite vahendusel. Kuivendatud 

lammialal Eestis läbi viidud uuringus näidati sarnaseid tulemusi (Masta et al., 2020). N2O vood 

üleujutatud aladelt oli märkimisväärselt väiksemad võrreldes kuivendatud aladega, mille 

põhjuseks võib pidada täieliku denitrifikatsiooni protsessi toimumist (N2O redutseeritakse N2-

ks), mida soodustab anaeroobne keskkond. Varasemates uuringutes on samuti leitud, et 

turbamaade kuivendamisel suureneb N2O emissioon mullast atmosfääri, kuid liigniisked 

tingimused vähendavad N2O emissioone (Minkkinen et al., 2020; Wilson et al., 2016). 
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Kokkuvõte 

Turbamaade hüdroloogiline režiim mõjutab sealseid mikrobioloogilisi lämmastikuringe 

protsesse ja seeläbi ohtliku kasvuhoonegaasi dilämmastikoksiidi ehk naerugaasi (N2O) 

emissiooni mullast atmosfääri. Muutuvad kliimatingimused ja äärmuslike ilmastikunähtuste, 

sealhulgas põudade ja üleujutuste sagenemine nõuavad täpsemat protsesside ja nende muutuste 

hindamist, et leida võimalusi kliimamuutuste leevendamiseks.  

Käesoleva bakalaureusetöö eesmärk oli uurida kõdusoometsades kuivenduse ja üleujutuse 

mõju erinevatele lämmastikuringe protsessidele ja N2O emissioonile kasutades molekulaarseid 

ja isotoopanalüüsi meetodeid.  

Töös läbiviidud välitööd toimusid jänesekapsa-kõdusoo kasvukohatüüpi kõdusoometsas, kuhu 

rajati kuivendamise ja üleujutuse eksperiment. Välitööd toimusid kuuel korral ajavahemikul 

oktoober 2020 kuni jaanuar 2021 ja kõikidel proovivõtupäevadel koguti mulla-, vee- ja N2O 

gaasiproove. Reaal-aja polümeraasi ahelreaktsiooni (qPCR) kasutati uurmisalalt kogutud 

pinnaseproovidest bakterite ja arhede 16S rRNA, nitrifikatsiooni (bakterite ja arhede amoA) ja 

denitrifikatsiooni (nirK, nirS, nosZ klaad I ja nosZ klaad II) geenikoopiate arvukuse 

määramiseks. Mulla- ja gaasiproovide stabiilsete isotoopide koostise analüüsid tehti isotoop-

suhte mass-spektromeetril. 

Töö tulemustest järeldus, et erinev hüdroloogiline režiim mõjutab nitrifikatsiooni ja 

denitrifikatsiooni protsesse. Kuivendatud aladel domineerib N2O voogude kujunemisel 

nitrifikatsiooni protsess ja üleujutatud aladel denitrifikatsiooni protsess. Suurimad N2O 

emissioonide kontsentratsioonid tulenesid kuivendatud katsealalt nitrifitseerijate 

denitrifikatsioonil ammoniaaki oksüdeerivate bakterite vahendusel.  
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Summary  

Nitrous oxide (N2O) is a harmful greenhouse gas that is mainly produced by nitrification and 

denitrification processes in soil. A disturbed hydrological system is changing N2O emissions 

from peat soils.  

The aim of this study was to investigate the effect of drainage and rewetting on different 

nitrogen cycle processes and nitrous oxide (N2O) emissions using quantitative real-time PCR 

(qPCR) and isotope analysis.  

Experimental flooding and drainage experiment was conducted in an Oxalis site-type drained 

peatland forest in Estonia. Gas and soil samples from the study site were collected six times 

between October 2020 and January 2021. Quantitative real-time PCR was used to measure the 

abundance of bacteria and archaea specific 16S rRNA, nitrification (amoA genes) and 

denitrification (nirK, nirS, nosZI and nosII genes) marker genes from the soil samples. In 

addition, isotope composition of soil and gas samples, and N2O emissions were measured. 

Results of this study indicate that different hydrological regimes influence nitrification and 

denitrification processes. Regarding control of N2O fluxes, nitrification played a major role on 

drained sites and denitrification was the main process in rewetted sites. The results show that 

nitrifier denitrification via ammonia-oxidizing bacteria is the main controlling mechanism of 

N2O fluxes.  
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Lisad 

Tabel 1. Kuivendatud katselappide statistiliselt olulised Spearmani korrelatsioonikordajad 

geenikoopiate arvukuse ning mulla, vee, gaasiemissioonide ja isotoopide näitajate vahel.  

Tunnus Bakterite 

16S 

rRNA 

Arhede 

16 S 

rRNA 

nirK nirS nosZI nosZII Bakterite 

amoA 

Arhede 

amoA 

Mulla pH (n=36)    −0,58*** 0,41*    

N (%) (n=36)         

NO3-N (mg/kg)  

(n=54) 

 −0,32* −0,30* 0,46***  −0,34*   

NH4-N (mg/kg) 

(n=54) 

  −0,32*      

P (mg/kg) (n=27)   −0,39* 0,48* −0,45*    

K (mg/kg) 

(n=27) 

  −0,45* 0,68*** −0,50**    

Ca (mg/kg)  

(n=27) 

   0,39*  −0,57**   

Mg (mg/kg) 

(n=27) 

        

Orgaaniline aine 

(%) (n=36) 

    −0,39*    

Mulla 

temperatuur 10 

cm sügavusel 

(°C) (n=45) 

−0,31*   0,54***  −0,54***   

Hapniku sisaldus 

5 cm sügavusel 

(mg/L) (n=36) 

        

N2O-N (µg N m-2 

h-1) (n=54) 

     −0,38**   

δ15N (‰) mullast 

(n=54) 

  −0,43** 0,30*  −0,49***   

SP (‰) (n=35)    −0,38* 0,37*    

δ18O (n=36)  

gaasiemissioonist 

        

* - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001 
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Tabel 2. Üleujutatud katselappide statistiliselt olulised Spearmani korrelatsioonikordajad 

geenikoopiate arvukuse ning mulla, vee, gaasiemissioonide ja isotoopide näitajate vahel.  

Tunnus Bakterite 

16S 

rRNA 

Arhede 

16 S 

rRNA 

nirK nirS nosZI nosZII Bakterite 

amoA 

Arhede 

amoA 

Mulla pH (n=33) 0,51** 0,42*  −0,42*  −0,38*  0,55*** 

Mulla 

üldlämmastik N 

(%) (n=33) 

0,35*        

NO3-N (mg/kg) 

(n=51) 

0,28*  0,33*      

NH4-N (mg/kg) 

(n=51) 

        

P (mg/kg)  

(n=24) 

        

K (mg/kg) 

(n=24) 

     −0,55**   

Ca (mg/kg)  

(n=24) 

        

Mg (mg/kg) 

(n=24) 

0,44*        

Org.aine (%) 

(n=33) 

        

Mulla 

temperatuur 10 

cm sügavusel 

(°C) (n= 43) 

−0,37**   0,74***  0,44**   

Hapniku sisaldus 

5 cm sügavusel 

(mg/L) (n=36) 

   −0,41*  −0,34*  0,44** 

N2O-N (µg N m-2 

h-1) (n=52) 

−0,48***  −0,33* 0.47***  0.34*   

δ15N (‰) mullast 

(n=51) 

−0.33*  −0.33*      

SP (‰) (n=41)         

δ18O (n=40) 

gaasiemissioonist 

 0.56***  −0,39*  −0,39* 0.32*  

* - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001. 
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