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Annotatsioon 
Kase (Betula pendula) mikrobioloogiline lämmastikuringe muld-risosfäär-taim-
atmosfäär kompleksis 
Kliimamuutuste kontekstis on metsaökosüsteemid ja nende aineringed (ka lämmastikuringe) 
saamas üha rohkem teadusuuringute tähelepanu. Uurimistöö eesmärgiks oli kirjeldada arukase 
(Betula pendula) mikrobioloogilist lämmastikuringet muld-risosfäär-taim-atmosfäär 
kompleksis ning uurida ammooniumi ja nitraadi substraatide lisamisega kaasnevaid mõjusid. 
Tulemused näitasid, et lämmastikuringega seotud geenide arvukus oli suurim mullas ja 
risosfääris, väiksem lehtedes ja madalaim tüveproovides. nirK geeni arvukus oli kõrgem 
risosfääris võrreldes mullaga. Taimede füllosfääris tuvastati samuti nitrifikatsiooni- ja 
denitrifikatsioonigeene, kuigi väiksemas koguses. Ammooniumitöötlus suurendas amoA 
geenide arvukust mullas, mis viitab aktiivsemale nitrifikatsioonile, samas kui nirK geenide 
arvukuse kasv ja nosZ geenide arvukuse stabiilsus viitavad mittetäielikule denitrifikatsioonile 
ning seletab kasvavaid N2O emissioone mullast. N2O emissioonid olid suurimad 
ammooniumitöötlusega mikrokosmides. Kokkuvõttes viitavad tulemused, et arukase 
mikrobioloogiline lämmastikuringe hõlmab nii risosfääri kui ka taime maapealseid osi ning et 
nii denitrifikatsioonil kui ka nitrifikatsioonil on panus N2O voogudesse. 
 
Märksõnad: nitrifikatsioon, denitrifikatsioon, N2O, füllosfäär 
CERCS kood: P510 – Füüsiline geograafia, geomorfoloogia, mullateadus, kartograafia, 
klimatoloogia; B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, mükoloogia; B270 
Taimeökoloogia 
 
Abstract 
Microbial Nitrogen Cycle of Silver Birch (Betula pendula) in the Soil–Rhizosphere–
Plant-Atmosphere Continuum 
In the context of climate change, nutrient, including nitrogen, cycling in forest ecosystems is 
receiving increasing scientific attention. The aim of this study was to describe the microbial 
nitrogen cycle of silver birch (Betula pendula) within the soil–rhizosphere–plant–atmosphere 
continuum and to investigate the effects of ammonium and nitrate substrate additions. The 
results showed that the abundance of nitrogen cycle–related genes was highest in soil and 
rhizosphere samples, lower in leaves, and lowest in stem samples. Notably, the nirK gene was 
more abundant in the rhizosphere compared to the bulk soil. Nitrification and denitrification 
genes were also detected in the phyllosphere, although in smaller quantities. Ammonium 
treatment increased the abundance of amoA genes, indicating more active nitrification, while 
the rise in nirK gene abundance and the stable levels of nosZ genes suggest incomplete 
denitrification, which may explain the observed increase in N2O emissions. N2O emissions 
were highest in the ammonium-treated microcosms. Overall, the results indicate that the 
microbial nitrogen cycle of silver birch involves both the root-associated soil and aboveground 
plant parts, and that both nitrification and denitrification contribute to N2O fluxes. 
 
Keywords: nitrification, denitrification, N2O, phyllosphere 
CERCS code: P510 – Physical geography, geomorphology, pedology, cartography, 
climatology; B230 Microbiology, bacteriology, virology, mycology; B270 Plant ecology 
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Sissejuhatus 

Lämmastikuringe on seotud Maa atmosfääri, litosfääri, pedosfääri ja hüdrosfääriga ning nende 

kaudu muudetakse hädavajalik element lämmastik elusorganismidele kättesaadavaks 

(Galloway et al., 2004). Lämmastikuringe tasakaal on inimtegevuse poolt tugevalt mõjutatud, 

peamiselt läbi õhulämmastiku sidumise Haber-Boschi meetodil ning läbi lämmastikväetiste 

rohke kasutamise (Stein & Klotz, 2016). Inimtegevuse poolt lämmastikuringesse lisanduvad 

reaktiivsed lämmastikuühendid põhjustavad ökosüsteemides toitainete üleküllust ja 

eutrofeerumist, happevihmasid ning kasvuhoonegaaside heite kasvu, mis omakorda põhjustab 

osoonikihi hõrenemist ja kliimasoojenemist (Shibata et al., 2015). Peamine lämmastikuringest 

pärinev kasvuhoonegaas on dilämmastikoksiid (N2O), mille tugev kasvuhooneefekti tekitamise 

potentsiaal, pikk viibeaeg atmosfääris ning võime osoonikihti lõhkuda teeb temast ühe 

problemaatilisema kasvuhoonegaasi (Shibata et al., 2015).  

Lämmastikuringes mängivad olulist rolli metsaökosüsteemid ja seal kasvavad taimed (Pan et 

al., 2011). Eestis on pindalalt kõige levinuimad arukase (Betula pendula Roth.) ja sookase 

(Betula pubescens) enamusega metsad (Keskkonnaagentuur, 2023). Kask on oluline liik nii 

Eestis kui mujal maailmas, omades suurt potentsiaali nii energiamajanduses kui turbamaastike 

taastamisel (Hytönen et al., 2018). Nii arukask kui sookask on tuntud oma vähenõudlikkuse ja 

kiire kasvu poolest ning tegu on edukate pioneerliikidega (Laas, 1987). 

Lämmastikuringet mõjutavad muld, taimede risosfäär ja ka füllosfäär. Neist kahest viimasest 

on oluliselt vähem teada lämmastikuringe kontekstis. Kuigi samas on näidatud, et kase 

risosfäär on aktiivsem kui kuusel või männil ning mikroobne kooslus on mitmekesisem ja 

osaleb rohkem lämmastikuringes (Priha et al., 1999). Ka füllosfääris esineb lämmastikuringe 

mikroobe, kes elavad nii taimeosade sees kui nende pinnal ning sarnaselt risosfäärile määrab 

füllosfääri mikroobikoosluse eelkõige taime liik (Laforest-Lapointe et al., 2016). 

Kliimamuutused muudavad metsaökosüsteemis aineringeid ja mõjutavad kasvuhoonegaaside 

eraldumist (Unep, 2020). Kliimamuutuste mõju metsaökosüsteemidele võib neis esile kutsuda 

nii positiivset kui negatiivset tagasisidet, mille mõjude osas valitseb veel suures osas teadmatus 

(Crowther et al., 2016). Käesoleva bakalaureusetöö eesmärk on uurida arukase (Betula 

pendula) mikrobioloogilist lämmastikuringet muld-risosfäär-taim-atmosfäär kompleksis ja 

uurida selle seost N2O emissiooniga. 
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1. Kirjanduse ülevaade 

1.1.  Metsad muutuvas kliimas 

Metsad on ökosüsteemid, mis koosnevad kasvavate puudega maast ja selle elustikust (Masing, 

1992). Metsaökosüsteemid on risosfääri ja füllosfääri kaudu seotud nii pedosfääri kui 

atmosfääriga ja osalevad olulisel määral globaalsetes aineringetes ning süsiniku talletamises 

(Waring & Schlesinger, 1985). Metsaökosüsteeme mõjutab nii otsene inimtegevus raie näol 

kui ka globaalne kliimamuutus. Tänapäeval moodustavad metsad maismaast umbes 31%  ja 

metsade pindala on inimtegevuse tõttu vähenenud viimase 30 aasta jooksul ligikaudu 10% 

(Unep, 2020). Ülemaailmse metsa pindala vähenemist mõjutab eelkõige rahvastiku kasv ja 

seetõttu üha suurenev vajadus põllumaa järgi, mida eriti just troopilistes piirkondades luuakse 

rohkelt juurde metsamaa arvelt (Farrokhi et al., 2009). Käesoleval sajandil on metsamaa 

hävimine võrreldes eelmise sajandiga siiski mõningal määral aeglustunud (FAO, 2024) ning 

metsi mõjutab rohkem globaalne kliimasoojenemine – tõusvast temperatuurist tingitud 

fenoloogilised muutused ning järjest sagenevad ja ägenevad ekstreemsed loodusnähtused nagu 

põuad, metsatulekahjud ning tormid (Romeiro et al., 2022). Kliimavöötmete nihkumine 

võimaldab kahjurite levikut uutesse piirkondadesse, eelkõige parasvöötmes (Thom et al., 

2017). 

Kliimamuutused muudavad metsaökosüsteemis aineringeid ja kasvuhoonegaaside eraldumist, 

mida juhivad suuresti mikroobsed protsessid. Metsaökosüsteemid on globaalselt olulised 

süsiniku talletajad, kus süsinikuvaru paikneb nii metsa biomassis kui ka mullas (Pan et al., 

2011). Kliima soojenedes mulla süsinikuvarud vähenevad, sest soojus soodustab mikroobide 

aktiivsust orgaanilise aine lagundamisel, mille käigus süsinik vabaneb atmosfääri ja toimub 

positiivne tagasiside kliima soojenemisele (Crowther et al., 2016). Samas võib parasvöötme 

metsa pinnase soojenemisel hoogustuv lämmastiku mineraliseerumine ning mineraliseerunud 

lämmastiku edasine nitrifikatsioon muuta lämmastikku taimedele kättesaadavamaks, mis 

edendab nende kasvu ja biomassi suurenemist (Butler et al., 2012; Dirnböck et al., 2017). 

Samas võib mikroobse lämmastikuringe aktiviseerumine (nt nitrifikatsioon ja 

denitrifikatisoon) põhjustada ka kõrgemaid N2O emissioone, mis on olulise mõjuga 

kasvuhoonegaas. 
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1.1.1. Rakendus ja kaskede olulisus 

Eestis domineerivad kase liigid arukask (Betula pendula Roth.) ja sookask (Betula pubescens) 

on levinud Uuralitest Pürenee poolsaareni. Seejuures jääb arukase areaali ulatus Skandinaavia 

põhjaosas tundravööndis alla jahedalembelisemale sookasele, kuid lõunas ulatub sellest märksa 

kaugemale Apenniini ja Balkani poolsaartele (Joonis 1). Arukask on Eesti üks levinuimaid 

puuliike ja arvukaim lehtpuu, Eesti metsa pindalast oli kaasikutel (nii arukased kui sookased) 

2023. aasta statistilise metsainventuuri (SMI) järgi suurim osakaal – 29,9% kogu metsamaast, 

edestades napilt teisel kohal olevat männikut (29,8%) (Keskkonnaagentuur, 2023). Arukask ja 

sookask on vähenõudlikud liigid nii kliima, niiskustingimuste kui mullastiku suhtes, kuid 

sookasega võrreldes eelistab arukask märksa kuivemat ja liivasemat pinnast (Beck et al., 2016). 

Mõlema liigi suutlikus väheviljakal pinnasel kiirelt kasvada, kiire seemnetootlikkus, kerge 

seemnete levik ja kiire seemnete idanemine teevad neist eduka pioneerliigi, mis esimesena uusi 

kasvukohti asustab (Laas, 1987). Pioneerliigile iseloomulikult kasutab kask kiireks kasvuks ära 

avarust ja valgusrohkust, kuid hiljem teiste puude varju jäädes muutuvad kaasikud näiteks 

kuusikuteks (J. Hynynen, 2010). 

 

 

Joonis 1. Arukase (Betula pendula) levik Euroopas (Caudullo, 2017). 
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Kiirelt kasvav kask on efektiivne süsiniku siduja ning seega pakub potentsiaali nii 

energiamajanduses kui looduslike turbamaastike taastamisel. Sookask on sobiv liik mahajäätud 

turbakaevanduste süsiniku sidujaks muutmisel, moodustades seal kiirelt tiheda puistu, kus juba 

10-30 aastaga suureneb oluliselt süsinikusisaldus ning taastub muld (Hytönen et al., 2018). Ka 

okaspuudega taasmetsastatud endistes turbakaevandustes näitab sookask suurt süsiniku 

sidumise ja ökoloogilise taastamise potentsiaali (Renou-Wilson et al., 2010). Kask on sobilik 

biomassi tootmiseks ka endisel põllumaal, kus tema juurdekasvuks on mõõdetud kuni 10 t/ha 

aastas (Aosaar et al 2016). Taasmetsastataval põllumaal kasvavas arukase istanduses on 15. 

aastase puu kõrguseks ja rinnasdiameetriks mõõdetud 2 korda suuremad väärtused kui kaskedel 

Eesti tavalises looduslikus kasemetsas (Lutter et al., 2015). 

 

1.1.2. Puude risosfäär 

Risosfäär on kitsas piirkond taime juuri ümbritsevas mullas, kus juured mõjutavad tugevalt 

mulla keemilisi ja bioloogilisi omadusi ning kus toimub aktiivne suhtlus juurte, mikroobide ja 

keskkonna vahel (Curl & Truelove, 1986). Juurte kaudu omastab taim vett ja toitaineid ning 

väljutab erinevaid ühendeid, mis kujundavad risosfääri keemilist ja bioloogilist keskkonda 

(Walker et al., 2003). Juurte kaudu võib olla taim sümbioosis mulla mikroobide ja seentega, 

mis muudavad taimele kasvuks vajalikke toitaineid (nt fosfori- ja lämmastikuühendid) 

kättesaadavaks (Morgan et al., 2005). Risosfääri mikroobikooslust ning funktsionaalset 

aktiivsust mõjutavad ka mullatüüp, kliima, taime arengustaadium ning taimeliik (Philippot et 

al., 2013). Taimed mõjutavad juurte kaudu mikroobe ja mullakeemiat pakkudes mikroobidele 

nende elutegevust soodustavaid süsinikuühendeid (Brzostek et al., 2011). Mikroobide kooslust 

mõjutatavad taimed valikuliselt - arukase puhul on leitud, et tema risosfääris on bakterite 

elutugevus 1,4–4,7 korda suurem kui risosfääri välises mullas, kuid bakterikoosluse 

mitmekesisus 6% madalam, mis tähendab, et arukask soodustab just endale kasulike 

mikroobide elutegevust (Rosenvald et al., 2011). Kase risosfäär on aktiivsem kui kuusel või 

männil ning mikroobne kooslus on mitmekesisem ja osaleb rohkem lämmastikuringes (Priha 

et al., 1999). 
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1.1.3. Puude füllosfäär 

Füllosfäär hõlmab kõiki taime maapealseid osi, sh varsi, lehti ja neid ümbritsevat õhuruumi 

ning neil elavaid mikroobe ja seeni (Masing, 1992). Füllosfäär mõjutab metsa ökosüsteemi ka 

selle tekitatud varju läbi loodud valgus- ja niiskusoludega. Ka füllosfääris esineb 

lämmastikuringe mikroobe, kes elavad nii taimeosade sees kui nende pinnal ning sarnaselt 

risosfäärile määrab füllosfääri bakterikoosluse eelkõige taime liik (Laforest-Lapointe et al., 

2016). On leitud, et füllosfäär osaleb aktiivselt lämmastikuringes ja võradel võib olla roll 

atmosfääri jõudva N2O hulga vähendamisel (Mander et al., 2021). Hiljutised uuringud Euroopa 

metsade kohta on näidanud füllosfääri tähtsust lämmastikuringes. Puuvõrades toimuva 

nitrifikatsiooni käigus muundavad lehtede pinnal paiknevad mikroobid õhust sadestunud 

ammooniumi nitraadiks, mis omakorda võib moodustada kuni 80% mullani jõudvast nitraadist 

(Guerrieri et al., 2024). Füllosfääri funktsionaalsete lämmastikuringe geenide arvukus on 

positiivses seoses juurestiku tihedusega (Shi et al., 2023). 

 

1.2. Lämmastikuringe protsessid 

Lämmastik on kõikidele eluvormidele vajalik ja asendamatu element, mida kasutatakse DNA, 

valkude ja nukleiinhapete sünteesimisel (Kuypers et al., 2018). Maa atmosfääris enimlevinud 

N2 ühendi aatomite vaheline kolmikside on tugev ja raskesti lõhutav, mistõttu ei suuda enamik 

organisme õhulämmastikku omastada ja vajavad seetõttu reaktiivseid lämmastikuühendeid 

(ammoonium ja nitraat) (Stein & Klotz, 2016). Õhulämmastikku suudavad looduslikult 

fikseerida ainult vähesed mikroorganismid – teatud bakterid (nt Frankia) ja arhed, kes 

sünteesivad N2 sidumiseks ensüümi nitrogenaas ning varustavad ökosüsteeme lämmastikuga 

(Barney et al., 2006). Looduslik lämmastikuringe pärast õhulämmastiku fikseerimist kujutab 

endast lämmastiku muundumist eri lämmastiku oksüdatsiooniastmetega (−5 kuni +3) ühendites 

ning lõpuks N2, NO või N2O kujul atmosfääri naasmist (Galloway et al., 2004). 

Lämmastikuringe olulisemad protsessid on assimilatsioon, ammonifikatsioon, nitrifikatsioon, 

denitrifikatsioon, anaeroobne lämmastiku oksüdeerimine ja lämmastiku fikseerimine (Kuypers 

et al., 2018). Lämmastikuringet mõjutab lisaks temperatuurile oluliselt mullaniiskus (Beier et 

al., 2008). Lämmastikuringe protsesside uurimiseks on tõhus meetod määrata erinevate 

protsesside toimumist indikeerivaid markergeene. 
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1.2.1. Nitrifikatsioon 

Nitrifikatsioon on protsess, kus ammoniaak oksüdeeritakse nitritiks ja nitraadiks (Kuypers et 

al., 2018). Traditsiooniliselt on nitrifikatsiooni peetud kaheosaliseks protsessiks, milles esmalt 

ühed kemolitotroofsed mikroobid oksüdeerivad ammoniumiooni (NH4
+) nitritiooniks (NO2

− ) 

ning seejärel teised mikroobid nitriti nitraadiks (NO3
−) (Levy-Booth et al., 2014). Ammoniaagi 

oksüdeerimine nitritiooniks koosneb omakorda kahest osast, millest esimese käigus katalüüsib 

ensüüm ammoniaagi monooksügenaas (AMO) ammoniaagi hüdroksüülamiiniks (NH2OH) 

(Levy-Booth et al., 2014). Seda ensüümi (AMO) kodeerib nitrifikatsiooni võtmegeen amoA, 

mis on mõnevõrra erinev bakteritel ja arhedel. Hiljuti on leitud, et osa Nitrospira perekonna 

bakteritest suudavad läbi viia kogu nitrifikatsiooniprotsessi iseseisvalt, oksüdeerides 

ammoniaagi nitraadiks (comammox), mida aitab läbi viia funktsionaalne amoA geen (Daims 

et al., 2015; van Kessel et al., 2015). Lisaks võib toimuda heterotroofne nitrifikatsioon seente 

ja bakterite abil, kuid ensüümid ja molekulaarsed mehhanismided ei ole sel protsessil veel hästi 

teada. (Martikainen, 2022). 

 

1.2.2. Denitrifikatsioon 

Denitrifikatsioon on peamine mehhanism, mille kaudu reaktiivne lämmastik suunatakse 

dilämmastikuna tagasi atmosfääri (Galloway et al., 2004). Denitrifikatsioon on anaeroobne 

protsess ja koosneb neljast redutseerimisetapist järjekorras NO3
− → NO2

− → NO → N2O →

N2 (Zumft, 1997; Goregues et al., 2005). Nitriti lämmastikoksiidiks (NO) redutseerimise etappi 

viib läbi ensüüm nitritreduktaas, mille tootmist kontrollivad kaks funktsionaalselt sarnast, kuid

struktuurilt erinevat ja harva koos esinevat geeni: nirK (kodeerib Cu-tüüpi nitritreduktaasi) ja 

nirS (kodeerib tsütokroom cd1 tüüpi nitritreduktaasi) (Ming 2024; Zumft 1997). 

Nitritreduktaasi ensüüm esineb peamiselt bakterites ja arhedes, kuid ka seentes, kus ensüümi 

sünteesimist kontrollib seente nirK geen (Long et al., 2015).Teised olulised markergeenid on 

nosZI ja nosZII, mis kodeerivad ensüümi N2O-reduktaas, mis viib läbi N2O redutseerimist N2-

ks. nosZ geeni omavad mikroobid on olulised N2O sidujad (Wu, 2018). Lämmastiku 

redutseerimiseks on organismidel vaja lisaenergiat, mistõttu on denitrifikatsiooni protsesside 

toimumiseks oluline süsiniku kättesaadavus (Dlamini et al., 2020). 
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1.2.3. N2O vood 

N2O on väga tugev kasvuhoonegaas, mille võime kasvuhooneefekti tekitada on globaalse 

soojenemise potentsiaali (GWP) indeksi järgi 273 korda tugevam kui kasvuhoonegaas CO2 

(GHG Protocol, 2024). N2O viibeaeg on atmosfääris umbes 100 aastat erinevalt mõne nädalaga 

lagunevatest reaktiivsetest lämmastikuühenditest (Fowler et al 2013). N2O keskmine 

kontsentratsioon atmosfääris on sarnaselt teistele kasvuhoonegaasidele pärast 

tööstusrevolutsiooni inimtegevuse mõjul jõudsalt kasvanud, jõudes 2023. aastal 336.69 ppm-

ni (Tian, 2024). Aastasest N2O koguemissioonist moodustasid vahemikus 2007-2016 

keskmiselt 43% antropogeensed allikad, millest omakorda ~70% pärineb põllumajandusest 

ning ülejäänu valdavalt tööstusest, fossiilkütuste kasutamisest ja jäätmemajandusest (Tian, 

2020). Põllumajandusest pärineva N2O koguse kasvu taga on peamiselt lämmastikväetiste 

rohke kasutamine (Skiba 2014). 

 

1.3. Meetodid lämmastikuringe protsesside uurimiseks 

1.3.1. Reaalaja PCR 

Reaalaja PCR ehk reaalaja polümeraasi ahelreaktsiooni abil saab määrata spetsiifiliste geenide 

arvukust (Valasek ja Repa, 2005). DNA amplifikatsiooni jälgitakse reaalajas, ning mõõdetakse 

kasutades DNA ahelaga seonduvat fluorestsentseeruvat värvi, näiteks SYBR green (Valasek ja 

Repa, 2005). qPCR analüüsi protsess koosneb kolmest etapist: kõigepealt lõhutakse 

kuumutades eelnevalt  rakust eraldatud DNA heeliks, seejärel seonduvad eraldunud ahelatega 

otsitavale geenile vastavas kohas praimerid ning lõpuks sünteesib polümeraas uue DNA 

(Powledge, 2004). Tsüklit korrates tekitatakse algsest DNA geenimaterjalist miljoneid 

koopiaid, mille abil on võimalik proovides hinnata bakterite ja arhede kui ka funktsionaalsete 

geenide arvukust (Powledge, 2004). 
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2. Materjal ja metoodika 

2.1. Eksperimendi kirjeldus 

Laborieksperimendis kasvatati kontrollitud tingimustes arukase taimi (Betula pendula). 

Eksperiment viidi läbi Tartu Ülikooli laboris. Kasutati 12 PVC ämbrit - mikrokosmi (Joonis 

2). Ämbrid olid täidetud turvasmullaga, mis võeti Emajõe lammialalt Käreverest (Joonis 2). 

Kasetaimed saadi Riigimetsa Majandamise Keskuse (RMK) puukoolist. 

 

 

 

Joonis 2. Turvasmuld pärines Emajõe lammialalt (A), mikrokosmid kliimakambris (B) ja 

mikrokosmi skeem (C). 



12 

 

Mikrokosmid paiknesid eksperimendi vältel kuue kaupa kahes kliimakambris 

programmeeritud temperatuuri-, niiskus- ja valgusrežiimiga. Ööpäeva jooksul oli programmil

kaks režiimi: päevane režiim sisselülitatud valgustusega ja temperatuuriga 22 °C ning öine 

valguseta režiim temperatuuril 17 °C. Mõlemas režiimis oli kambri õhuniiskuse seadistus 85%. 

Kastmiseesmärgil lisati mikrokosmidesse igapäevaselt kraanivett. 

Mikrokosmid tähistati numbritega 1-12. Eksperimendiga kaasneva isotoopanalüüsi jaoks lisati 

4 mikrokosmile (nr 1, 2, 8, 7) 15NO3 sisaldavat substraati, 4 mikrokosmile (nr 5, 6, 9, 10) lisati 
15NH4 sisaldavat substraati ja ülejäänud 4 mikrokosmi (3, 4, 11, 12) olid kontrollid ehk neile 
15N märgistatud  lämmastikku ei lisatud. Substraati lisati iga mikrokosmi ülemisse 5 cm 

mullakihti süstla abil 50 ml vette lahustatuna. Käesolevas bakalaureusetöös isotoopanalüüsi ei 

tehtud ja analüüsiti ainult mikrobioloogilisi parameetreid võrdluses N2O voogudega. Tulevikus 

plaanitakse mikrobioloogilisi parameetreid võrrelda ka isotoopanalüüsi tulemustega, mis 

puuduvad sellest tööst, sest oleks ületanud bakalaureusetöö mahu. 

 

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

Eksperimendi algusele eelnenud 16 päeva vältel toimus mikrokosmide aklimatiseerumine 

kliimakambrites, mille jooksul niiskus- ja hapnikunäite ning õhuproove ei kogutud. 

Eksperimendi jooksul mõõdeti mullaniiskust ja hapnikutaset igapäevaselt. Eksperimendi 

tegevuste ajakava on toodud tabelis 1. 

Gaasiproovide kogumiseks suleti mikrokosmid õhutihedalt kaanega (Joonis 2). Proove koguti  

tunni aja jooksul iga 20 minuti järel (0, 20, 40 ja 60 minutil) eelvakumeeritud klaaspudelitesse. 

N2O voogude määramiseks koguti gaas 50 ml pudelitesse ja isotoopanalüüsi jaoks 100 ml 

pudelitesse (isotoopanalüüsi tulemusi ei ole selles bakalaureusetöös). 

Mikrobioloogilisteks analüüsideks koguti mulla-, risosfääri-, tüve- ja leheproovid 

eksperimendi viimasel päeval. Lisaks koguti mullaproove ka esimesel ja kuuendal päeval. 

Proovid külmutati koheselt kasutades vedelat lämmastikku ning hoiustati edaspidiseks 

analüüsiks külmkapis −20 °C temperatuuril. 
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Tabel 1. Eksperimendi tegevuste ajakava. 

Kuupäev Eksperimendi 
päev 

Tegevus 

2. oktoober Enne 
eksperimendi 
algust 

Mikrokosmide paigutamine kliimakambritesse 
Veega kastmine 

18.-26. ja 28. 
oktoober 

Iga päev 
eksperimendi 
vältel 

Mullaniiskuse ja hapnikutaseme mõõtmine 
Veega kastmine 
Gaasiproovide kogumine 

18. oktoober 1. Mullaproovide võtmine 

23. oktoober 6. Mullaproovide võtmine 

28. oktoober 11. Mulla, risosfääri, tüve ja leheproovide kogumine 

 

 

2.3. DNA ekstraheerimine ja kontsentratsiooni mõõtmine 

DNA eraldati mulla-, risosfääri-, tüve- ja leheproovidest. Tüve- ja leheproovid külmutati 

vedela lämmastikuga ning purustati enne DNA eraldamist uhmriga. DNA eraldati 

proovidest kasutades DNeasy® PowerSoil® Pro Kit (Qiagen. USA) vastavalt tootja 

juhendile. Juhendist erinevalt kasutati homogeniseerimiseks masinat Precellys 24 (Bertin 

Technologies, Prantsusmaa) 20 sekundit režiimil 5000 pööret minutis. Eraldatud DNA 

kvaliteedi hindamiseks mõõdeti DNA kontsentratsiooni spektrofotomeetriga Infinite 200 

M (Tecan AG, Austria). Eraldatud DNA säilitati külmikus −20 °C juures. 

 

2.4. Geenikoopiate arvukuse määramine qPCR meetodil 

Kvantitatiivse polümeraasi ahelreaktsiooni (qPCR) meetodil määrati bakterite ja arhede 16S 

rRNA geenide arvukus ning nitrifikatsiooni (bakterite, arhede ja comammox amoA) ja 

prokarüootse (nirK, nirS, nosZI, nosZII) ja seente denitrifikatsiooni (seente nirK) geenide 

arvukused. qPCR reaktsioonid viidi läbi kasutades termotsüklerit Rotor-Gene Q (Qiagen, 

USA). Reaktsioonisegu maht oli 10 μl, mis sisaldas päri- ja vastassuunalist praimerit, 5 μl

Maxima SYBR Green Master Mix reagenti (Thermo Fisher Scientific Inc., USA), 1 μl

eraldatud DNA-d ning ülejäänud mahus vett. Iga proovi amplifitseeriti kahes või kolmes 

korduses ning kõikidele qPCR-i mõõtmistele lisati kaks või kolm negatiivset kontrollproovi, 

mille reaktsioonisegus DNA-d ei olnud. Tulemusi hinnati kasutades tarkvara Rotor-Gene Q 

Series Software v. 2.0.2 (Qiagen, USA) ja LinRegPCR v. 2021.1 (Holland). Geenikoopiate 
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arvukus on toodud geenikoopiate arvuna ühe grammi kuivaine kohta (GK/gKA). Detailsem 

qPCR metoodika on saadaval Espenberg et al. (2024). 

 

2.5 Andmeanalüüs ja autori osalus 

Bakalaureusetöö autor osales eksperimendi väljatöötamisel ja proovivõtmisel, eraldas DNA 

72 proovist ja tegi qPCR-i analüüsid kolmele geenile (bakterite 16S rRNA, arhede 16S 

rRNA, nirK) laboris ning teostas andmeanalüüsi. Andmeanalüüsiks kasutati tarkvara R v. 

4.5.0, RStudio v. 2025.05.0 ja Microsoft Excel v. 2504. 

  



15 

 

3. Tulemused 

3.1. Geenikoopiate arvukus mulla-, risosfääri-, tüve- ja leheproovides 

Arhede ja bakterite 16S rRNA geenikoopiate arvukus oli kõige väiksem tüveproovides (Joonis 

3). Leheproovides oli arhede ja bakterite 16S rRNA geenikoopiate arvukus tunduvalt suurem, 

kuid jäi siiski alla mulla- ja risosfääriproovide arvukustele. Mulla- ja risosfääriproovides on 

geenikoopiate arvukuse hajuvus väiksem kui tüve- ja leheproovides. Kui arhede arvukus 

risosfääris on väiksem kui mullaproovides, siis bakterite arvukus mullas ja risosfääris on 

sarnane. Võrreldes bakteritega on arhede arvukus proovides ühe kuni kahe suurusjärgu võrra 

väiksem. 

 

 

Joonis 3.  Arhede 16s rRNA (A) ja bakterite 16s rRNA (B) geenikoopiate arvukused 

eksperimendi viimase päeva mulla-, risosfääri-, tüve- ja leheproovides. 

 

Arhede amoA ja bakterite amoA geenikoopiate arvukus oli kõige suurem mullaproovides, 

mõnevõrra väiksem risosfääris ning tunduvalt madalam leheproovides (Joonis 4). 

Tüveproovidest  õnnestus määrata ainult arhede amoA geenikoopiate arvukus, mis oli sarnane 

arvukusega lehtede proovis. Comammox amoA geenikoopiate arvukused olid samuti suurimad 

mullaproovides ning väiksemad risosfääri ja lehtede proovides. 
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Joonis 4. Nitrifikatsioonigeenide (arhede amoA (A), bakterite amoA (B) ja comammox amoA 

(C)) geenikoopiate arvukus eksperimendi viimase päeva mulla-, risosfääri-, tüve- ja 

leheproovides. 

 

Seente nirK geenikoopiate arvukus oli alla määramispiiri tüve- ja leheproovides (Joonis 5). 

Prokarüootide nirK geenikoopiate arvukused olid risosfääri proovides kõrgemad kui 

mullaproovides, seevastu nirS geenikoopiate arvukused olid risosfääris mullaproovidest 

madalamad. Ka leheproovides oli nirK geenikoopiate arvukus suurem kui tüveproovides, kuid 

nirS geenikoopiate arvukus tüve- ja leheproovides sarnane. Arvukuste erinevused nosZI ja 

nosZII geenikoopiate puhul olid sarnase mustriga – arvukaimad mullas ning seejärel 

risosfääris, madalamad lehtedes ning madalaimad tüveproovides. 
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Joonis 5. Denitrifikatsioonigeenide (seente nirK (A), nirK (B), nirS (C), nosZI (D), nosZII (E)) 

geenikoopiate arvukused eksperimendi viimase päeva mulla-, risosfääri-, tüve- ja 

leheproovides. 

 

3.2. Geenikoopiate arvukus mullaproovides päevade lõikes 

Arhede 16S rRNA geenikoopiate arvukuse ajaline dünaamika eksperimendi jooksul oli sarnane 

kõigi töötlustega proovides – arvukaim olles kuuendal päeval ning pärast seda viimasel päeval 

veidi madalam (Joonis 6). Bakterite 16S rRNA geenikoopiate arvukuse muutused olid samuti 



18 

sarnased nii nitraadi- kui ammooniumitöötlusega proovides, mis kuuendal päeval oli kõrgem, 

kui alguses ja lõpus, kuigi kontrollmikrokosmis seevastu oli geenikoopiate arvukus erineva 

dünaamikaga. 

 

 

Joonis 6. Arhede 16S rRNA (A) ja bakterite 16S rRNA (B) geenikoopiate arvukused 

eksperimendi 1., 6. ja 11. päeval. 

 

Nii arhede kui bakterite amoA geeni puhul saab täheldada geenikoopiate arvukuse kasvu 

ammooniumi töötluse korral (Joonis 7). Comammox amoA geenikoopiate arvukus langeb 

kergelt eksperimendi jooksul. Nitraaditöötluse korral nii arhede amoA kui bakterite amoA 

geenikoopiate arvukus kuuendal päeval tõuseb, kuid üheteistkümnendal päeval langeb taas. 

Töötluseta proovides jääb keskmine arhede amoA ja bakterite amoA geenikoopiate arvukus eri 

päevade vältel suhteliselt muutumatuks, kuid comammox amoA geenikoopiate arvukus muutub 

sarnaselt ammooniumi töötlusega proovidele. 
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Joonis 7. Nitrifikatsioonigeenide (arhede amoA (A), bakterite amoA (B) ja comammox amoA 

(C)) geenikoopiate arvukused eksperimendi 1., 6. ja 11. päeval. 

 

Seente denitrifikatsiooni (seente nirK) geenikoopiate arvukus langeb pärast esimest päeva 

mõlema töötluse ja kontrolli puhul, ning on kuuendal ja üheteistkümnendal päeval sarnaselt 

madal (Joonis 8). Prokarüootide nirK geenikoopiate arvukus käitub vastupidiselt ning tõuseb 

iga töötluse kuuendal päeval ning jääb sarnasele tasemele üheteistkümnendal päeval. nirS 

geenikoopiate arvukus kasvas ammooniumi töötluse puhul ühtlaselt, samuti ka nosZI ja nosZII 

geenikoopiate arvukus. Nitraaditöötluse puhul geenikoopiate arvukus kuuendal päeval kasvas 

ning üheteistkümnendal langes ja seda nii nirS, nosZI kui nosZII geenikoopiate puhul. 

Töötluseta ehk kontrollproovides käitus nirS, nosZI ja nosZII geenikoopiate arvukus võrreldes 

ammooniumi ja nitraadi töötlusega proovidega vahepealselt, nõrgalt tõustes või viimasel 

päeval jälle langedes. 
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Joonis 8. Denitrifikatsioonigeenide (seente nirK (A), nirK (B), nirS (C), nosZI (D), nosZII (E)) 

geenikoopiate arvukused eksperimendi 1., 6. ja 11. päeval. 

 

3.3. N2O vood päevade lõikes 

N2O emissioonid suurenesid eksperimendi jooksul (Joonis 9). Esimesel päeval olid 

emissioonid nullilähedased (keskmine 0,09 μg Nm−2 h−1) ning osad mikrokosmid toimisid N2O 

neelajatena. Eksperimendi edenedes toimus N2O emissioonide kasv ja viimasel päeval olid 

keskmised emissioonid ammooniumitöötlusega mikrokosmis 181,04 μg N m−2 h−1, 
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nitraaditöötlusega 132,27 μg N m−2 h−1 ja kontroll 171,32 μg N m−2 h−1. Seitsmendal päeval 

emiteerisid kõik töötlused oluliselt rohkem N2O-d võrreldes varasemate päevadega.  

 

 

Joonis 9. N2O vood päevade lõikes eksperimendi jooksul. 
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4. Arutelu  

Mullas ja risosfääris oli kõikide geenide arvukus suurem, kui tüve- ja leheproovides. 

Mullaproovides oli geenikoopiate arvukus tavaliselt suurem kui risosfääris, eranditeks olid 

vaid seente nirK ning prokarüootide nirK, kus risosfääri proovides oli arvukus märksa kõrgem. 

Varem on täheldatud prokarüootide nirK positiivset reaktsiooni juureefektile ja tema 

geenikoopiate arvukuse kasvule risosfääris (Hussain et al., 2018). Hiina igikeltsa piirkonnas 

tehtud uuringus täheldati prokarüootide nirK geenikoopiate madalamat taset risosfääris 

võrreldes mullaga, kuid erandina oli risosfääris prokarüootide nirK geenikoopiate arvukus 

suurem kase perekonna liigi Betula fruticosa puhul (Gong et al., 2023). 

Prokarüootide nirK geenikoopiate arvukuse kasv ning nosZI ja nosZII geenikoopiate arvukuse 

stabiilsus seletab ilmselt N2O voogude kasvu eksperimendi vältel. Prokarüootide nirK 

geenikoopiate arvukuse kasv näitab, et denitrifikatsiooni esimesed etapid eksperimendi vältel 

toimusid, kuid nosZI ja nosZII geenikoopiate arvukuse stabiilsus annab alust arvata, et 

denitrifikatsiooni järgnevad etapid ei toimunud ning lämmastiku lõpuni redutseerumata 

jäämine väljendus N2O voogude kasvus. Varem on kirjeldatud turbamullas prokarüootide nirK 

geenikoopiate arvukuse kasvu ja N2O voo vahelist positiivset seost koos nosZI ja nosZII 

geenikoopiate arvukuse stabiilsusega pinnase külmumis- ja sulamistsüklites (Kazmi et al., 

2023). Ka seente nirK geenide arvukus mängib olulist rolli parasvöötme muldade 

denitrifikatsioonis ja N2O voogudes (Bösch et al., 2023), kuid selle töö turbamuldades toimus 

seente nirK geenikoopiate arvukuse langus vastupidiselt bakteritest ja arhedest 

denitrifitseerijate arvukuse kasvule. 

Ka nitrifikatsiooniprotsessist võib tulla N2O emissioone, peamiselt ammooniumi oksüdeerivate 

bakterite või arhede poolt (Liang ja Robertson, 2021). Käesolevas töös toimus 

ammooniumitöötlusega mikrokosmides nii bakteriaalse amoA kui ka arhede amoA 

geenikoopiate arvukuse tõus ning ammooniumi töötlusega mikrokosmides olid keskmiselt 

märksa kõrgemad N2O emissiooni väärtused kui nitraaditöötlusega mikrokosmides, kus 

nitrifikatsiooni geenide geenikoopiate arvukuse tõusud oli madalamad, millest võib järeldada 

ka nitrifikatsiooni panust N2O emissioonidesse. 

Puude võrades on näidatud nii N2O eraldumist kui ka sidumist (Mander et al., 2021; Guerrieri 

et al., 2024; Machacova et al., 2024). Antud töös tehti lehtedel ja tüvedel kindlaks nii 
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nitrifikatsiooni- kui denitrifikatsiooni geenide olemasolu, mis tähendab, et ka neil võis olla 

panus N2O emissiooni või tarbimisse. Geenikoopiate arvukus oli leheproovides valdavalt 

suurem kui tüveproovides, kuid arhede amoA ja nirS geenikoopiate arvukus oli tüveproovides 

ja leheproovides sarnane, mis näitab, et ka tüvede ja lehtede mikroobikooslused on erinevad. 

Taimede või puude osade nagu näiteks risosfääri, tüvede või lehtede seostamine 

kasvuhoonegaaside voogudega ja nende rolli uurimine seal on uudne suund, mis võib tulevikus 

paljuski parandada ka üleüldisi arusaame kasvuhoonegaaside voogudest metsades (Mander et 

al., 2025). 
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Kokkuvõte 

Arukase (Betula pendula) mullas, risosfääris, tüvedes ja lehtedes tuvastati erinevaid 

lämmastikuringe geene ning täheldati nende geenikoopiate arvukuste vahel erinevusi. 

Analüüsiti 12 kasetaime eksperimendist, mis viidi läbi laboris kontrollitud tingimustes 

mikrokosmides. Neljale kasetaimele lisati eksperimendi alguses ammooniumi ja neljale 

nitraadi substraati, ning ülejäänud neli jäeti töötlust rakendamata kontrolliks. Eksperimendi 

käigus koguti igapäevaselt gaasiproove N2O emissiooni hindamiseks ning koguti kolmel korral 

mullaproove, eksperimendi alguses, keskel ja lõpus. Eksperimendi lõpus võeti lisaks 

mullaproovile risosfääri, tüve ja leheproovid. qPCR analüüsi kasutades määrati bakterite ja 

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

denitrifikatsiooni (seente nirK, nirK, nirS, nosZI, nosZII ) geenide arvukused proovides. 

Töö tulemused näitavad, et lämmastikuringe protsessid toimuvad nii mullas, kasetaimede 

risosfääris kui ka füllosfääris. Antud töös näidati lehtedel ja tüvedel nii nitrifikatsiooni- kui 

denitrifikatsiooni geenide olemasolu, mis tähendab, et ka neil võis olla panus N2O emissiooni 

või tarbimisse. Ammooniumi ja nitraadi substraatide lisamine avaldas mõju erinevatele 

lämmastikuringe protsessidele ning mõjutas geenikoopiate arvukuse dünaamika mustreid 

eksperimendi jooksul. Töötluste vahelised erinevused joonistusid välja ka N2O voogudes. 

Eksperimendi vältel ühtlaselt kasvanud N2O voogudesse panustasid nii denitrifikatsiooni- kui 

ka nitrifikatsiooniprotsessid.  
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Microbial Nitrogen Cycle of Silver Birch (Betula pendula) in the Soil–Rhizosphere–
Plant-Atmosphere Continuum 
 

Lauri Eving 

Summary 

The nitrogen cycle, which is crucial for life on Earth, is significantly affected by human 

activity. Anthropogenic reactive nitrogen compounds globally contribute to eutrophication, 

acid rain, and increased greenhouse gas emissions. One hazardous greenhouse gas originating 

from the nitrogen cycle is N2O, which contributes to ozone layer depletion and global warming. 

Forest ecosystems play a key role in the nitrogen cycle. In Estonia, birch trees (Betula pendula 

Roth. and Betula pubescens), which dominate forest areas, are fast-growing pioneer species 

with high potential for use in energy production and peatland restoration. 

The aim of this study was to investigate the microbiological nitrogen cycle in silver birch 

(Betula pendula) within the soil-rhizosphere-plant-atmosphere complex, as well as the effects 

of ammonium and nitrate substrate additions. A laboratory experiment was conducted using 12 

birch microcosms under controlled conditions. Four trees received ammonium substrate, four 

received nitrate substrate, and the remaining four served as untreated controls. Daily gas 

samples were collected to measure N2O emissions, and soil samples were taken at the 

beginning, middle, and end of the experiment. At the end of the experiment, rhizosphere, stem, 

and leaf samples were also collected. Using qPCR analysis, the abundances of bacterial and 

archaeal 16S rRNA genes and genes related to nitrification (archaeal amoA, bacterial amoA, 

comammox amoA) and denitrification (fungal nirK, nirK, nirS, nosZI, nosZII) were 

determined. 

The results show that nitrogen cycle processes occur in the soil, rhizosphere, and phyllosphere 

of birch trees. Gene abundance was highest in the soil and rhizosphere, lower in leaves, and 

lowest in stems. The abundance of the nirK gene was higher in the rhizosphere than in the soil. 

Nitrification and denitrification genes were also detected in the phyllosphere, albeit in smaller 

amounts. Ammonium treatment increased the abundance of amoA genes, indicating more 

active nitrification, while the rise in nirK gene abundance and the stable levels of nosZ genes 

suggest incomplete denitrification, explaining the increased N2O emissions. N2O emissions 

were highest in ammonium-treated microcosms.  
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In conclusion, the results indicate that the microbiological nitrogen cycle of silver birch 

involves both the rhizosphere and aboveground parts of the plant, and that both denitrification 

and nitrification contribute to N2O emissions. 
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