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1 UURINGU EESMARK

"PSllumajanduse ja kalanduse valdkonna arengukava aastani 2030" (P6Ka) hetkeolukorra
kirjelduses (ptk 3.1.3.) on toodud, et Eestis on seni vihe teadmisi pollumuldade bioloogilisest
seisundist. Sellest tulenevalt on PoKa ptk-s 3.1.5. ,Riigi sekkumine tulevikus eesmérkide

taitmiseks® toodud, et tuleb tegema hakata mulla bioloogilise seisundi seiret.

Mullaproove vdetakse ja neid analiiiisitakse praegu riiklikult pollumajanduspoliitika

kujundamiseks ning pdllumajandustootjate tasandil majandamisotsuste tegemiseks.

Pdollumuldade riiklik seire on osa riiklikust keskkonnaseirest, kus muldade bioloogilise seisundi
seire on seni piirdunud tiksikutel aastatel hooghénnaliste ja vihmausside seirel erinevate

majandamispraktikate 16ikes, mille tulemus soltus aga vdga olulisel médral seireaegsest ilmast.
https://www .keskkonnaagentuur.ee/sites/default/files/mullaseire allprogramm_0.docx

Lisaks riiklikule keskkonnaseirele viib Pollumajandusuuringute Keskus (PMK) 1dbi
mitmesuguseid mullavaldkonna uuringuid, mille eesmérk on pdllumajandustootjate
majandamispraktikate ja pdllumajandustootjate mdju hindamise kaudu aidata kaasa Eesti
pollumajanduspoliitika kujundamisele: https://pmk.agri.ee/et/pollumajanduskeskkonna-

uuringud/uurimisvaldkonnad/muld

Seni ei ole need uuringud mulla bioloogilist seisundit pidevalt hinnanud. PMK on niiteks lisaks
eelpool mainitud vihmaussi- ja hooghdnnaliste koosluste hindamisele hinnanud otsekiilvi
uuringu raames ka mulla tildist bioloogilist aktiivsust. Samas ei ole uuringuid, kuidas eri
majandamispraktikad mullaelustikku mdjutavad. Péllumajandustootjate hulgas muutub
mullaproovide votmine tiha populaarsemaks ning peamiselt agrokeemiliste analiiiiside tulemuste

ja vdetamissoovitustega arvestatakse asjakohaste praktikate valikul.

Mullaproovide votmist ja analiilisimist toetatakse ka mitmete Eesti maaelu arengukava
pollumajanduslike keskkonnatoetuste kaudu, millega on liitunud suurem osa pdllumajandus-

tootjatest ning seetdttu voiks nimetatud analiilise nimetada ka massanaliitisideks.



Seni puudub pdllumajandustootjatel aga massanaliiiiside tasemel voimalus oma muldade
bioloogilise seisundi kohta infot saada. Teise praktilise probleemina ei ole veel piisavalt infot,

kuidas saadud andmeid interpreteerida.

Kuna Eestis puudub piisav iilevaade pollumuldade bioloogilisest seisundist, parsib nende
andmete puudumine asjakohase pdllumajanduspoliitika kujundamist ning pdllumajandustootjatel
majandamisotsuste langetamist. Uhtlasi on pérsitud pdllumajandus-valdkonna strateegiliste
eesmarkide saavutamine. Seire ldbiviimist on seni takistanud asjakohase mdddiku ja andmete
kogumise metoodika (sh andmete interpreteerimine) puudumine ning selle probleemi

lahendamisele projekt kaasa aitab.

1.1 Uuringu lahteiilesanne

Uuringu eesmairgiks on vélja tootada Eesti muldade seisundit voimalikult tdpselt
iseloomustav(ad) mullaelustiku ja -elurikkuse mdddik(ud) ning ka selle esialgne
interpreteerimine. Kéesoleva t60 tulemusena on loodud alused Eesti muldade seisundi ja
elurikkuse jatkusuutlikuks ja voimalikult mitmeplaaniliseks hindamiseks. Lisaks soovime niha

ka ettepanekuid valdkonna edasiseks arendamiseks ja jatkuprojektide kdivitamiseks.

Erinevate mulla mikroorganismide rakustruktuurides kasutatakse organismide pohifunktsioonide
tagamiseks erinevaid rasvhappeid. Neid rasvhappeid mullast eraldades ning analiiiitiliselt
médrates on vdimalik suuremate rithmade kaupa eristada seente, miikoriisat moodustavate
seente, erinevate bakterite ning aktinomditseetide suhtelised biomassid. Biomarker-rasvhapete
analiiiisi jargselt profileeritakse mulla mikrobioom, mida saab edaspidi kasutada muldade
seisundi hindamise protsessis. Antud uuringus vorreldakse biomarker-rasvahapete meetodit
nukleiinhapete tuvastamisel pdhinevate meetoditega. Eesmérgiks on saada parim vdimalik

metoodika muldade mikrobioomi ja eluvoime hindamiseks.

Uuringus toetutakse KIK projekti nr 15499 “Pdllumajandusliku maakasutuse moju
mullaelustikule: seened mulla bioloogilise seisundi indikaatorina“ raames kogutud andmestikule
ning muuhulgas kasutatakse analiilisideks seal kogutud mullaproove. Projekti kédigus voetakse
vaatluse alla ka muud asjassepuutuvad uuringud, doktorit6dd ja projektid, millega meeskond on

olnud seotud v&i millest on teadlik. Projektil on viaga oluline rakenduslik mdju. Projekti



tulemusena valitud meetoditest tulenevate kvalitatiivsete ja kvantitatiivsete andmete
kogumisvoimekus (ning kogumine) aitab riiklikul tasandil kaasa teadmistepohise poliitika
kujundamisele (iiks POKa eesmaérkidest) ning pdllumajandustootja tasandil keskkonnahoidlike

majandamisotsuste tegemisele.



2 UURINGU METOODIKA

2.1 Uurimisalade valik 2019

Uurimisalade valimisel ldhtuti pdhimdttest, et pdllumassiivid peavad olema aktiivses kasutuses,
kasvatama kiilvikorras teravilju, olema proovivotu aastal eelistatavalt teravilja all. Teravilju
eelistati, kuna proovivotu aastal kasvatatava kultuuri moju ei olnud vdimalik ette ennustada ning
see vdimaldas piirata kultuuri mdjust tingitud variatsiooni. Uhtlasi on teraviljad ka pindalaliselt
Eestis olulisemad. Piisirohumaid kasutati 1dbi viidud uuringus referentsina, kirjeldamaks, milline
voiks olla mullaseente elurikkus sarnastes keskkonnatingimustes juhul kui massiiv pole

intensiivses kiilvikorras.

Uuringualad paiknevad Eesti olulisemates pdllumajanduspiirkondades ning viljendavad seega ka
pollumajandusliku maakasutuse mdistes olulisemaid alasid. Uuringu tingimustele vastas
kiisitluse tulemusena 139 pdllumassiivi ning 79 piisirohumaad. Proovialade paiknemine on

kujutatud Joonisel 1.

2.2 Uurimisalade valik 2021

Taiendavate proovide kogumisel 202 1. aastal keskenduti 2019. aastal ebapiisavalt esindatud
piirkondadele. Kriteeriumid proovialade valikuks olid samad, mis 2019. aastal, kuid seekord
kitsendati valikut vaid teravilja kasvatavatele pollumassiividele Harjumaal, Laéne- ja Ida-
Virumaal ning Viljandimaal. 51 mullaproovi koguti uutelt, varem kiilastamata aladelt; 24
mullaproovi koguti riikliku mullaseire piisialadelt. Proovialade paiknemine on kujutatud Joonisel

1. Alade jaotus maakasutuse, viljelusviisi ja proovide kogumise aasta jérgi on esitatud Tabelis 1.
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Joonis 1. Proovialade paiknemine. Siniste siimbolitega on kujutatud 2019. aasta proovialad
(218), punaste siimbolitega 2021. aasta proovialad (51), roheliste siimbolitega riikliku mullaseire
alad, kus koguti proovid mdlemal aastal (24, sisalduvad 2019. aasta proovide arvus).

Tabel 1. Proovialade jaotus aastate, maakasutuse ja viljelusviiside kaupa.

2019 2021 Kahel aastal kokku
Pusirohumaad Pollud  Pusirohumaad  Pollud Pusirohumaad P&llud
Mahe 33 35 1 3 34 38
Tava 46 104 4 67 50 171
Kokku 79 139 5 70 84 209

2.3 Mullaproovide kogumine

Taimede fenoloogiast ldhtuvalt on mullaelustiku analiiiisi proovide kogumiseks sobivaim
kultuuride valmimise ja koristamise aeg. Nii nagu taimedele, on ka mullaelustikule omane nii

liigirikkuse kui biomassi variatsioon vegetatsiooniperioodi 1dikes. Kogudes mullaproovid



vegetatsiooniperioodi nn kliimaksstaadiumil, suurendatakse tdendosust, et enamik koosluses
olevaid seeneliike on suutnud oma elutsiiklis piisaval hulgal biomassi kasvatada ning on seelébi
molekulaarsete analiilisidega tuvastatavad. Olulisemat mdju omab proovide kogumise aeg
eeskatt haruldasemate ja véikese biomassiga liikide jaoks, kes niiteks kevadise proovivdtuga ei
pruugi analiilisitulemustes kajastuda. Samuti on oluline vdimalikult pikk vahe vietamistoddega,
mis vOoimaldab hinnata mulla tegelikku seenekooslust, mitte aga vietise laotamisest tingitud
lihiajalisi muutusi. Nendest faktoritest tulenevalt koguti pohiline osa proovidest perioodil juulist
septembrini. 2019. aastal koguti proovid Tartu Ulikooli teadlaste, 2021. aastal

Pdollumajandusuuringute Keskuse tootajate poolt.

2.3.1 Proovide kogumine vélitéodel

Mullaproovid koguti vélitoodel iihtse metoodika alusel. Samaaegselt koguti proov nii
molekulaarseteks analiilisideks kui ka mulla biomarker-rasvhapete kontsentratsioonide ja
agrokeemiliste parameetrite médramiseks. Mullaproov koguti pdllu mdttelisest keskkohast voi
suuremate massiivide puhul vdhemalt 50m kauguselt pollu servast, et vihendada voimaliku
servaefekti moju analiitisitulemustele. Mullaproov koosnes 20 iiksikproovist, mis koguti umbes
30 x 40 m alalt (Joonis 2). Uksikproovid koguti mullapuuriga 0~20cm siigavuselt steriilsesse
soonkinnisega kilekotti. Uksikproovid segati kotis hoolikalt ning seejirel koguti sealt steriilseid
vahendeid kasutades kolm 10g replikaatproovi mullaelustiku DNA-pohisteks analiiiisideks, kolm
10g replikaatproovi mulla biomarker-rasvhapete analiiiisiks ning umbes 500g mulda
agrokeemilisteks analiilisideks. Molekulaarseteks ja biomarker-rasvhapete analiiiisideks voetud
proovid kuivatati, kasutades silikageeli, mis vdoimaldab proovide kiiret ja saastumisohuta
kuivatamist juba samal pdeval. Proovide kiire kuivatamine on oluline, kuivord niiskes mullas
toimuvad bioloogilised protsessid edasi ka pérast proovivottu, muutes mulla mikrobioloogilist
kooslust. Agrokeemilisteks analiiiisideks voetud proovid kuivatati enne Pdllumajandusuuringute

Keskuse agrokeemia laborisse saatmist toatemperatuuril 6hu kies.
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Joonis 2. Mullaproovi kogumise skeem. 20 iiksikproovi segati itheks koguprooviks, millest
koguti materjal nii molekulaarseteks kui ka agrokeemilisteks analiiiisideks.

2.4 Laboratoorsed analutsid

2.4.1 Mulla agrokeemiliste parameetrite madramine

Agrokeemilised analiiiisid teostati Pollumajandusuuringute Keskuse agrokeemia
laboratooriumis. Mullaproovidest analiilisitud parameetrid olid pH (KCIl), orgaaniline siisinik
(sulfokroom-oksiidatsioon e Tjurini meetod), fosfori ja kaaliumisisaldus (Mehlich III

ekstraheeruv).

2.4.2 Molekulaarsed analitsid

Mullaproovidest DNA eraldamiseks kasutati DNeasy PowerMax Soil Kit (Qiagen) komplekte.
DNA eraldamisel 1dhtuti mdnede modifikatsioonidega (kirjeldatud Gazol et al., 2016)

tootjapoolsest juhendist. Erinevalt tootjapoolsest protokollist eraldati DNA kiimne grammi mulla

asemel viiest grammist mullast. Samuti kasutati tootjapoolsest protokollist erinevalt pérast C1

lahuse (detergendi) lisamist nii inkubatsiooni kui t66tlust vorteksil. Need modifikatsioonid

11



suurendavad varasemate kogemuste pohjal DNA saagist ning vihendavad poliimeraasi

ahelreaktsioonis inhibiitorite hulka.

Amplikonipohine poliimeraasi ahelreaktsioon (PCR) ning sekveneerimine viidi 14bi

biotehnoloogiaettevdttes Asper Biogene OU (Tartu, Eesti).

DNA ekstraktide kontsentratsioone sekveneerimiseks ettevalmistusel ei ithtlustatud. See
voimaldab kasutada sekveneerimisel saadud lugemite arvu ka liikide suhtelise ohtruse
hinnanguna. Esimene PCR reaktsioon viidi labi amplikonipdhiste praimeritega: iildseente
praimerid: fITS7o, fITS7 ja ITS4 (Kohout et al., 2014; Lekberg et al., 2018; White et al., 1990)
ITS regioonile. Pérast esimest PCR reaktsiooni puhastati produktid ning viidi 14bi teine PCR
[Nllumina Nextera XT indeks-adapteritega. Pérast teist PCR reaktsiooni produktid puhastati ning
koondati raamatukogudesse. Valmis raamatukogud laeti [llumina Miseq 2 x 250bp (iildseened)

kiipidele ning sekveneeriti Miseq sekvenaatoril.

Jarjestustele viidi 1dbi kvaliteedikontroll ning puhastus, kasutades selleks uurimisrithmas vélja

tootatud toovoogu. Saadud sekventse vorreldi avaliku andmebaasiga UNITE (Abarenkov et al.,
2010, Nilsson et al., 2018) kdigi seente mddramiseks. Molekulaarselt defineeritud litkide puhul
kasutatakse andmebaasi pohimdtetest tulenevalt nimetust liigihiipotees (LH). Kuna andmebaas
on kureeritud, vastab liigihiipotees ligikaudu liigi tasemel taksonile ning edaspidi kasutatakse

neid moisteid siinoniiimselt.

PdShjalikum molekulaaranaliiiiside ja bioinformaatilise andmeté6tluse metoodika on esitatud

Lisas 1.

Lisaks liigimdarangule jagati iildseente praimeritega madratud liigid ka funktsionaalseteks
riihmadeks FungalTraits (Pdlme, et al., 2020) andmebaasi abil. Eristati siimbiotroofsed
krohmseened (AM seened) ning saprotroofse (kddulagundajad) ja patotroofse (patogeenid)

eluviisi esindajad.

2.4.3 Mulla biomarker-rasvhapete analiiiis

Mulla biomarker-rasvhapete analiiiis viidi 14bi kdikidele 2019, ja 2021 aastal kogutud
mullaproovidele (293 proovi), kasutades klassikalise Bligh ja Dyer ekstraktsiooni ja leeliselise

metanoliiiisi modifitseeritud protokolli (Wipulasena, 2021). Modifikatsioonid ei muuda

12



pohimotteliselt protsessi keemiat, kuid voimaldavad rasvhapete derivatiseerimist l14bi viia 96
kaevuga mikroplaatidel, suurendades oluliselt metoodika lébilaskevdoimet. POhjalik metoodika

kirjeldus on esitatud Lisa 2, kuid liihidalt oli to6kéik jargmine:

Kasutatava protokolli jargi eraldatakse mullast kahe-etapilise Bligh ja Dyer lahusega
ekstraheerimise tulemusena rasvhapped. Jargmises etapis fraktsioneeritakse eraldatud
rasvhapped polaarsuse jargi erinevateks rasvhapete klassideks — neutraalsed lipiidsed rasvhapped
(NLFA), gliikolipiidid (ei sédilitata) ja fosfolipiidsed rasvhapped (PLFA). Edasistes sammudes
derivatiseeritakse rasvhapped kerge aluselise metanoliilisiga (transesterdamine) rasvhapete
metiililestriteks, mis voimaldab nende analiiiisimist gaasikromatograafil leek-ionisatsiooni
detekteerimise meetodil. Kromatogrammidelt arvutatakse huvipakkuvate rasvhapete
molaarsisaldused vordluses proovidesse lisatud sisestandardiga. Olenevalt kasutatava
kromatograafia metoodika spetsiifikast voib kromatogrammidelt tuvastada kuni kolmkiimmend
erineva indikaatorvéértusega marker-rasvhapet (Frostegard et al., 1993; Frostegard & Baath,
1996; Olsson et al., 1999; Olsson & Johansen, 2000; van Aarle & Olsson, 2003; Lekberg et al.,
2022, Tabel 2). Kéesolevas uuringus kasutati PLFA 18:216,9 rasvhapet iildseente ja NLFA
16:1w5 krohmseente biomassi indikaatoritena. Bakteriaalse biomassi indikaatoritena kasutati
markerite 115:0, al15:0, 116:0, al7:0, 17:0, 10Me17:0, 10Me18:0 ja cy19:0 summat.
Individuaalsete indikaator-rasvhapete sisaldused esitatakse {ildjuhul nanomoolides grammi mulla
kohta. On voimalus tulemused konverteerida ka massiiihikutesse, kuid kuna individuaalsete
rasvhapete molaarmassid on erinevad, vihendab see tulemuste tdlgendamisel intuitiivset
arusaamist ning enamasti seda ei tehta. Lisaks on rasvhapete biomarkerite sisaldused suhtelised,
mitte absoluutsed — erinevad organismiriihmad on oma rasvhapete kogusisalduselt erinevad,
mistottu ei tohiks omavahel absoluutvéartustes vorrelda niiteks seente ja bakterite rasvhappetel

pohinevaid biomasse.

13



Tabel 2. Biomarker-rasvhapped ja nende indikatiivsus organismiriihmiti.

Organismiriihm Rasvhapped Allikas
Koik organismid 12:0, 13:0, 14:0, 15:0, 16:0, 17:0, 18:0 [1]
Bakterid 115:0, al15:0, 116:0, 117:0, a17:0, [2]
cyl7:0,cy19:0, 16:107, 17:109,
18:1w7
Gram-positiivsed 114:0,115:0, a15:0, 116:0, 117:0, a17:0 [1,2]
bakterid
Gram-negatiivsed cyl7:0,16:107, 18:107, 17:1009 2]
bakterid
Aktinomiitseedid 10Mel16:0, 10Mel17:0, 10Mel8:0 [1,2]
Seened 18:206.9 [2]
Krohmseened (AM) 16:105 [3]

[1] Hedrick et al., 2005; [2] Moore-Kucera & Dick, 2008; [3] Olsson et al., 1999

2.5 Statistilised analutsid

Hindamaks pollumassiivi tiilibi (plisirohumaa voi pold), viljelusviisi (tava- voi maheviljelus) ja
mulla orgaanilise siisiniku mdju mullaelustiku DNA-pohisele elurikkusele ning biomarker-
rasvhapatepohisele biomassile, kasutati geograagfilisel kaugusel pohinevat korrelatsiooni-
struktuuri arvesse votvaid lineaarseid segamdjudega mudeleid (/me() R-1 paketis nlme, Pinheiro
et al., 2021), kus sdltuvaks tunnuseks oli kas seente erinevate funktsionaalsete riithmade DNA-
pohine liigirikkus (liigihtlipoteeside arv) vdi erinevate mullaelustiku rithmade biomass (mh seente
ja bakterite biomasside naturaallogaritmitud suhe). Pollumassiivi tiiiibi mdju hindamisel kaasati
lisaks tiiiibile seletavate tunnustena mudelisse naturaallogaritmitud mulla orgaanilise siisiniku
sisaldus, mulla keemiliste parameetrite peakomponentanaliilisi kaks esimest peakomponenti ja
proovivotuaasta. Viljelusviisi ja mulla orgaanilise siisiniku sisalduse mdju hindamisel kasutati
ainult pdldudelt voetud proove sisaldavat osaandmestikku; seletavate tunnustena kaasati
mudelisse lisaks viljelusviisile ja orgaanilise siisiniku sisaldusele ka mullakeemia kaks esimest
peakomponenti ja proovivotu aasta ning juhusliku muutujana proovivotuaastal pollul kasvanud
kultuur. Mulla keemiliste parameetrite kaasamiseks mudelitesse rakendati muutujatevahelise
kollineaarsuse viltimiseks eelnevalt peakomponentanaliiiisi (prcomp() R paketis stats), kuhu

kaasati naturaallogaritmitud mulla fosfori- ja kaaliumisisaldus ning mulla pH, mis enne
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peakomponentanaliiiisi standarditi. Edasistesse analiilisidesse kaasatud kaks esimest
peakomponenti kirjeldasid kokku 84% kolme eelmainitud mulla keemilise parameetri
variatsioonist, kusjuures esimene peakomponent oli vordelises seoses mulla fosfori- ja
kaaliumisisaldusega ning teine peakomponent poordvordelises seoses mulla pH-ga. Mulla
keemiliste parameetrite peakomponendid kaasati mudelitesse nii lineaar- kui ruutlitkmena. Seega

oli mudeli struktuur jairgmine (mahe ja tavaviljeluse vordluse néitel):

Ime(liigirikkus voi biomass ~ tava_mahe + log(OrgC) + poly(mullakeemia.pcl, degree = 2) +
poly(mullakeemia.pc2, degree = 2) + aasta, juhuslik = ~ I|kultuur, correlation =
corHaversine(form = ~lon + lat, mimic = "corSpher")), kus corHaversine funktsiooniga
antakse mudelile ruumilise autokorrelatsiooni arvestamiseks proovialade geograafilisel kaugusel

pohinev korrelatsioonistruktuur.

Seletavate tunnuste marginaalse mdju olulisuse hindamiseks segamdjuga mudelite puhul kasutati

toeparafunktsioonide vordlemisel pohinevat Wald’i testi (anova.lme() R paketis nlme).

Hindamaks pollumassi tiiiibi voi viljelusviisi moju mullaelustiku koosluse koosseisule, kasutati
kauguspohist liiasusanaliilisi (distance-based redundancy analysis; dbrda() R paketis vegan,
Oksanen et al., 2020), kus soltuvaks tunnuseks olev kooslusemaatriks oli proovi
sekveneerimissiigavuse mdju eemaldamiseks eelnevalt ldbinud dispersiooni stabiliseeriva
transformatsiooni (variance stabilizing transformation; varianceStabilizing Transformation() R
paketis DESeq2, Love et al., 2014). Liiasusanaliiiisi kaasati lisaks meid huvitavale sdltuvale
tunnusele ka naturaallogaritmitud mulla orgaanilise siisiniku sisaldus, mulla keemiliste
parameetrite esimesed kaks peakomnponenti ning proovivotuaasta. Seletavate tunnuste
marginaalse moju olulisuse hindamiseks kasutati dispersioonanaliiiisilaadset permutatsioonitesti

(ANOVA like permutation test; anova.cca() R paketis vegan).

Kahel proovivdtuaastal samalt pdllumassiivilt vdetud proovide vahelise ajalise variatsiooni
hindamiseks elurikkusele voi biomassile kaasati lineaarsesse segamudelisse seletavate
tunnustena lisaks proovivotuaastale ka viljelusviis, naturaallogaritmitud mulla orgaanilise
siisiniku sisaldus ja mulla keemiliste parameetrite kaks esimest peakomponenti ning juhusliku
muutujana pollumassiivi kood. Mdju olulisuse hindamiseks kasutati Wald’1 testi. Koosluse

koosseisu aastatevahelise variatsiooni hindamiseks kasutati Prokrustese ordinatsioonidevahelise
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korrelatsiooni hindamise analiiiisi (Procrustes analysis; protest() R paketis vegan), moju

olulisust hinnati permutatsioonitestiga.

DNA-pohise elurikkuse ja rasvhapetepohise biomassi omavahelist korrelatsiooni hinnati

Pearsoni korrelatsioonikordajaga (cor.fest() R paketis stats).

Koik statistilised analiiiisid viidi 1dbi keskkonnas R (v4.2.1; R Core Team, 2021)
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3 TULEMUSED

Aruande tulemuste peatiikis esitatakse molekulaarselt maaratud seente elurikkuse ja biomarker-
rasvhapete analiiiisi tulemusel saadud mulla mikroobikoosluse néditajad. Peamiselt keskendutakse
nn tildmoddikutele, mis kirjeldavad kummagi analiilisimeetodiga saadud tulemusi
plisirohumaadel ja pdldudel, mahe ja tavaviljeluses ning mulla orgaanilise siisiniku sisaldusest
lahtuvalt. Esitatavate analiiliside eesmirk ei ole interpreteerida tulemusi Eesti pollumajanduse
kontekstis, st anda hinnangut viljelusviisidele, vaid kirjeldada kasutatud meetodite

informatiivsust erinevates maakasutussiisteemides.

Lahtuvalt projekti eesmérkidest esitatakse 24 prooviala pdhjal ka kahel proovivotu aastal
kogutud proovide tulemuste ajaline diinaamika, pidades peaasjalikult silmas metoodikate
kasutussobivust seireks. Kuna kahe mullaproovide kogumise etapi vahele jéi vaid kaks
vegetatsiooniperioodi, ei eelda uuringu koostajad aastate-vahelisi majandamisviisidest lahtuvaid
markimisvéérseid muutusi proovivotualade muldade mikroobikoosluste iildises seisundis. Seega
peegeldavad saadud tulemused pigem looduslikest ja klimaatilistest teguritest tingitud
variatsiooni mullaelustiku parameetrites ning ei ole informatiivsed mullaelustiku seisundi

trendide osas.

Tulemuste tdlgendamisel tuleb arvestada maakasutuse ja viljelusviiside ebaiihtlase jaotumisega
proovide kogumise aastate vahel — suurem osa 2021. aastal kogutud proovidest parineb
kiilvikorras olevatelt tavaviljeluse pdldudelt, mistdttu voivad aastate-vahelised tulemuste

erinevused mojutada ka statistilisi analiiiise ja nende pohjal tehtavaid jareldusi.

Viimaks kirjeldatakse analiiiisitud parameetrite massiivipohise esitusviisi iiht voimalikku
lahendust. Esitatakse lahenduse iilevaatlik tehniline kirjeldus ning olulised aspektid lahenduse
rakendamiseks. Rohutame, et esitatud lahendus ei ole informatiivne seire otstarbel, kus
olulisemad on iilevaatlikud aegread, vaid kujutab endast véimalikku infokandjat juhuanaliiiisidel

poOllumajandustootjale.
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3.1.1 Uldmdodikud — molekulaaranaliiiisid

Seente molekulaarselt midratud elurikkuse mustrid (Joonis 3) nditavad, et mullaseente
elurikkuse poolest on uuritud pdllud ja piisirohumaad iildise seente liigirikkuse osas sarnased.
Krohmseeni ja taimede patogeene leiti kiilvikorras olevatel pdllumaadel oluliselt rohkem kui
plisirohumaadel, samas kui saprotroofseid seeneliike esines rohkem kiilvikorras olevatel
poldudel. Sarnaseid tulemusi on saadud ka kdesoleva projekti aluseks olevas uuringus (Vahter et
al., 2020), mis néitab, et uute proovide lisandumine seniseid jareldusi ei muuda — iile kdigi
uuringualade on piisirohumaade ja kiilvikorras olevate pdldude mullaseente liigirikkused iisna

sarnased ning erinevused avalduvad troofiliste gruppide tasemel.

Mahe ja tavaviljeluses olevatel poldudel erineb seente liigirikkus statistiliselt oluliselt nii
iildseente, AM seente kui ka taimepatogeenide ja saprotroofide seas. Varasem, 2020 aasta uuring

leidis, et ka saprotroofsed seened on viljelusviisist mojutatud.

Mulla orgaanilise siisiniku sisaldus mojutab statistiliselt oluliselt iildseente ja patogeensete seente
liigirikkust. Need tulemused peegeldavad laiemalt 6koloogilist seaduspéra, kus 6kosiisteemi
toitelisuse suurenedes viheneb organismide liigirikkus, kuid suureneb nende biomass (Oksanen,
1996; Bastida et al., 2021). Seda pdhjustavad kiirekasvuliste ja tugevate konkurentide eelised
tingimustes kus toiteained ei ole seente bioproduktsiooni limiteerivad. AM seente grupis suhet
mulla orgaanilise siisinikuga ei leitud ning see on tdendoliselt seletatav AM seente mutualistliku
eluviisiga — AM seened ei suuda ise olulisel mééral orgaanilist ainet lagundada ning on seetdttu

ka mulla stisinikusisaldusele vihetundlikud (van der Heijden et al., 2015).
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3.1.2 Uldmdddikud — mulla biomarker-rasvhapped

Mulla biomarker-rasvhapete analiiiisi tulemused niitavad, et plisirohumaade ja pdldude seas
erinevad iiksteisest oluliselt kdigi troofiliste gruppide biomassid (Joonis 4). Seente ja bakterite
biomasside omavaheline suhe oli seejuures piisirohumaadel ja pdldudel sarnane, viidates antud
parameetri vihesele informatiivsusele pdllumajanduslikus kontekstis. Mahe- ja tavaviljeluse
pdldude mikroobikoosluste vordluses erinesid troofiliste gruppide tasemel vaid krohmseente

biomassid, mis olid maheviljeluses oluliselt suuremad.

Uuritud organismiriihmade osas leiti kdigi puhul positiivne seos biomassi ja mulla orgaanilise
stisiniku sisalduse vahel (samas kui liigirikkused orgaanilise aine sisalduse suurenedes pigem
vahenesid, vt ptk 3.1.1). Seente ja bakterite omavaheline suhe mulla orgaanilise aine sisalduse
suurenedes viheneb — see tdhendab, et orgaanilise aine sisalduse tdusuga kaasneb
ebaproportsionaalne bakteriaalse paritoluga biomassi tdus. Teadmata, kas kdrgema orgaanilise
siisiniku sisaldusega massiivide siisinikuvaru on stabiilne, kasvav vdi vihenev, ei ole sellele
protsessile hinnangut vdimalik anda. Varasemad t66d viitavad sarnaste tulemuste juures pigem
orgaanilise aine mineraliseerumise ja siisinikuvaru vihenemise protsessile (Rousk et al., 2009;

Wu et al., 2021).

Téahelepanuvédrne on, et 2021. aasta tulemustes esinesid peaasjalikult seente ja AM seente
markerite osas mitmetes proovides alla médramispiiri tulemused. See tdhendab, et kuigi proovide
tegelik biomarker-rasvhapete sisaldus ei ole null, on ainus variant neid andmeid statistiliselt
toodelda kas nende proovide vélja jitmine voi vordsustamine nulliga. Antud juhul sooviti
kasutada koiki andmeid ning seetdttu voivad liigsed nullvédrtused (zero-inflated) andmestikus ka
mdju avaldada. Liigsete nullvéartustega andmestike analiilisimiseks on olemas selleks sobilikud
meetodid, kuid nende kasutamine ainult osal analiiiisidest ohverdaks tulemuste jérjepidevuse,
nditeks seires (Xu et al., 2015). Samuti ei ole pohjust arvata, et biomarker-rasvhapete sisalduse
alla madramispiiri jddmist ning mddramispiiri sisse jddvat sisaldust mojutaksid erinevad
protsessid, mis tingiks ilmtingimata zero-inflated mudelite kasutamise. Samas ei ole antud
tulemuste pohjal pohjust arvata, et analiiiisitud muldade orgaanilise aine sisaldus oleks tulemusi
oluliselt mojutanud, nditeks segavate orgaaniliste hapete sisalduse tottu. Allpool médramispiiri

olid pigem madala siisinikusisalduse ja tdenéoliselt madala mikrobiaalse biomassiga mullad.
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3.2 Tulemused — mulla mikroobikooslused

Mulla mikroobikooslused uuritud maakasutustiiiipide ja viljelusviiside 16ikes on kujutatud
Joonisel 5. Kuna kdikidel juhtudel on tegemist pdllumajandusmaastikega, on kooslused
olenemata maakasutusest ja viljelusviisist iisna sarnased. Sellegi poolest vdib molekulaarselt
méiiratud kooslustes ndha nihkeid nii pilisirohumaade ja pdldude kui mahe ja tavaviljeluses
olevate massiivide vahel. Nii maakasutuse kui viljelusviiside vordluses paistavad silma
proovivotu-aastate vahelised erinevused, mis mdjutavad ka uuritavate faktorite moju hinnanguid
— pdldude ja piisirohumaade vordluses eristuvad aastati selgelt taimepatogeenide kooslused;
mahe- ja tavaviljeluses eristuvad aastati {ildseente, taimepatogeenide ja saprotroofide kooslused.
See tdhendab, et uuritud maakasutus- ja viljelusviisid mdjutavad seente ja nende troofiliste

gruppide kooslusi, kuid seda teevad ka proovivotu aasta ilmastikuolud.

Mulla biomarker-rasvhapetel pohinev mikroobikoosluse analiiiis on pigem vidhe informatiivne —
nii maakasutus, viljelusviisid kui ka proovivotuaastad on suhteliselt sarnased. See on tingitud
sellest, et erinevalt liigipohisest andmestikust ei varieeru biomarker-rasvhapete andmestikus
méidratud tihikute identiteet, vaid ainult nende osakaalud. Kuna seda tiiiipi koosluseanaliitisid
arvestavad liheaegselt nii kooslust moodustavate iihikute identiteeti kui ka nende proportsiooni,
seab see biomarker-rasvhapete ordinatsioonil pohinevale variatsioonile piirid. Seetdttu ei ole
koosluste variatsioonil pdhinevad rasvhapete biomarkeritega analiilisivdljundid perspektiivseteks

indikaatoriteks mullaelustikus aset leidvate muutuste kirjeldamiseks.
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Joonis 5. Mulla mikroobikoosluse struktuur kauguspdhise liiasusanaliiiisi (distance-based
redundancy analysis) pdhjal. Ellipsid kujutavad 95% usaldusintervalliga standardhilvet
koosluste riihmade tsentroidide timber. Varvid mirgistavad proovide kogumise aastat.

Tahelepanu véériv on ka seente molekulaarselt méaaratud liigirikkuste ja biomarker-rasvhapete
poOhiste biomasside omavahelised suhted (Joonis 6). Kui iildseente biomass ja liigirikkus on
ootuspéraselt pigem negatiivses suhtes, siis krohmseente biomass liigirikkuse kasvades samuti
touseb. Osalt néitab see vordlemisi suurt erinevust miikoriisat moodustavate krohmseente ja
teiste seente 6koloogia vahel, kuid annab samas voimaluse krohmseente puhul teatava

enesekindlusega tuletada biomassi trendi liigirikkuse pdhjal ja vastupidi.
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Joonis 6. Uldseente ja krohmseente liigirikkuse ja biomassi omavahelised suhted uuringualadel.

3.3 Tulemused — mullaelustiku parameetrite ajaline diinaamika

Mullaelustiku parameetrite ajalise diinaamika analiiiisid pohinevad 24 pdllumassiivi proovidel,
mis koguti nii 2019. kui 2021. aastal ning on ldbinud samasuguse proovide to6tluse nii
molekulaaranaliiiiside kui biomarker-rasvhapete analiiiiside osas. Proovid on kogutud sama
metoodika alusel ligikaudu samadest kohtadest massiivil, mistdttu annavad hea tilevaate

hinnatud parameetrite variatsioonist lithikese ajaperioodi véltel.

3.3.1 Ajaline diinaamika — tildmdddikud

Ule koikide kordusproovide alade (24) miiratud parameetrite omavahelises vordluses selgus, et
liigirikkuse poolest olid 2019 ja 2021 iildiselt suhteliselt sarnased, kuid troofiliste gruppide

16ikes olid erinevused siiski olulised (Joonis 7). Nii olid krohmseente kooslused 2021. aastal

25



keskmiselt oluliselt liigivaesemad, taimepatogeenide ja saprotroofsete seente kooslused

keskmiselt oluliselt liigirikkamad kui 2019. aastal. Keskmiste biomasside vordluses olid eri

aastatel kogutud proovid sarnasemad, kuid krohmseente biomass oli 2021. aastal siiski oluliselt

madalam kui 2019. aastal.
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Joonis 7. Molekulaarselt midratud keskmiste liigirikkuste ja biomarker-rasvhapetel pohinevate
keskmiste biomasside vordlus olenevalt proovivotu aastast. Gruppidevahelise statistiliselt olulise
erinevuse korral on toodud p-vééartus joonisel.

Individuaalsete proovialade vordluses (Joonis 8) on eri aastatel saadud tulemused iildjuhul

sarnased, kuid suured erinevused leiti eeskétt krohmseente liigirikkuste ning tildseente ja

krohmseente biomasside ning viimasest tuleneva seente:bakterite omavahelise seose vahel.
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Seega, kuigi kogu liigirikkus ja biomass olid aastate vordluses suhteliselt sarnased, esines
troofilistes gruppides markimisvéarseid erinevusi. Kuigi tulemustes kajastub nii mulla
heterogeensuse, proovide kogumise kui ka laboratoorse analiiiisi variatsiooni summa, on siiski
toendoline, et proovivotu aastal valitsenud ilmastikuolud ja agronoomilised tingimused (sh
kasvatatavad kultuurid) on mdjutanud rohkem seente kui teiste organismiriithmade biomassi.
Kuigi krohmseened on mullas védga olulised, on nad biomassilt mullaelustikus pigem
vihearvukad (Balser et al., 2005), mistottu kajastub nende biomassi vihenemine holpsamalt ka
sekveneerimisandmetes, sest amplikonipohises sekveneerimises jadvad tuvastamata pigem
viahemarvukad taksonid. Samas on varasemad t60d ndidanud, et mullast eraldatavas DNAs on
isegi kuni 40 % périt surnud organismidest (Carini et al., 2016), mistdttu kirjeldab DNA-pohine

elurikkus pigem viimaste aastate elurikkust, mitte elurikkust proovi kogumise hetkel.
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Joonis 8. Liigirikkuste ja biomasside vordlused kordusproovide aladel (24). Iga tulbapaar
téhistab iiht proovivotuala, viarvidega on eristatud proovivotu aastad.
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3.3.2 Ajaline diinaamika — mikroobikooslused

Mulla seenekoosluste ja rasvhapetel pohineva mikroobikoosluste ajalise variatsiooni hinnangud
olid Procrustes analiiiisi tulemusel iisna erinevad ning toovad esile koosluste suuremat
variatsiooni taimepatogeenide ja rasvhapetel pohinevas mikroobikoosluses (Joonis 9). Korgemad
korrelatsioonikordajad leiti iile kdigi seente koosluste, krohmseente ja saprotroofide. Kuigi
koosluse variatsioon ise ei ole potentsiaalses seire kontekstis kuigi informatiivne, annab
erinevate proovivotuaastate koosluste korrelatsiooni méér infot siisteemis aset leidnud muutuste

madra kohta, mis voivad, aga ei pruugi kajastuda liigirikkuste vo1 biomasside tildmoddikutes.

Antud tulemustele tuginedes voib jireldada, et mulla seeneelustiku DNA -pdhised kooslused on
ajas stabiilsemad kui rasvhapetel pohinevad kooslused. Peetakse tdendoliseks, et DN A -pdhises
liikide tuvastamises amplifitseeritakse mullast ka surnud organismide DNA fragmente, mis
toendoliselt tasandavad liigirikkuse erinevused iiksikute aastate vahel (Carini et al., 2016).
Surnud organismide DNA eemaldamine PMA (propidium monoazide) t66tluse abil on vdimalik
ning ndidatud on ka selle moju mikroorganismide sessoonse modtmise tulemustele (Carini et al.,
2020). Antud uuringu eesmérkide kontekstis ei saa aga surnud organismide DNA pdhjal
tuvastamist pidada pohimdtteliseks probleemiks, kuna pigem on seire ja massanaliiiiside
kontekstis probleemiks konkreetse vegetatsiooniperioodi isedrasustest tingitud elurikkuse
variatsioon, mis tegelikult huvi ei paku. Kiill aga tuleks PMA t66tlust kaaluda juhtudel, kus
muutused mullaelustikus on eeldatavasti kiired (nt kardinaalne viljelussiisteemi muutus) ning
nende muutuste moju on vaja lithikeses, mone aastases perspektiivis, hinnata. Eelkdige oleks see

aga kohane katselistes siisteemides.
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Joonis 9. 2019. ja 2021. aastatel kogutud proovide mullaelustiku koosluste korrelatsioon
Procrustes analiitisil. Punktid téhistavad proove, joontega on iihendatud eri aastate proovid
samas paigas.
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3.4 Seosed mulla agrokeemiliste parameetritega

Moddetud mulla keemilised parameetrid seletavad kahe peakomponendina tile 84 %
mullakeemia variatsioonist (Joonis 10). Mulla fosfori ja kaaliumisisaldus moodustavad esimese,
pH teise peakomponendi. Mulla fosfori ja kaaliumisisaldus on seega omavahel tugevalt seotud,

ndrk seos on pH ja kaaliumisisalduse vahel.

PCA - Biplot

3-

[

Dim1 (46.2%)

Joonis 10. Miiratud mulla keemiliste parameetrite peakomponendid. Mulla pH, fosfori- ja
kaaliumisisaldused kirjeldavad kahe peakomponendina 84,4 % mulla keemiliste parameetrite
variatsioonist. Teine peakomponent on ringi pddratud (x -1), tehes tulemuste interpreteerimise
intuitiivsemaks.
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Uuritud seenegruppide DNA pohine elurikkus oli segamudelite tulemusel (Joonis 11) seotud
krohmseente puhul mullakeemia esimese (K ja P sisaldus) ja teise peakomponendiga (pH).

Koikide seente elurikkus oli segamudeli tulemusena seotud pH-ga.
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Joonis 11. Seosed mulla keemiliste parameetrite peakomponentide ja DNA pdhise seente
elurikkusega funktsionaalsete gruppide kaupa. Punkti vérv tdhistab proovivotu aastat.
Statistiliselt olulise lineaarse segamudeli seose korral on toodud p-véértus joonisel.

Segamudelite tulemused néitasid, vorrelduna teiste mudeli seletavate faktoritega, vihest lisa-
seletusvoimet mullaelustiku rithmade biomasside jaotusele (Joonis 12). Vaid krohmseente

biomass oli seotud pH peakomponendiga.

31



Kogu biomass Kaik seened AM seened Bakterid In{Seened:Bakterid)
401
3004 . 2

100

200

50
1001

0
3 210141 2 3 B -2 41 0 1 2 3 -3 2 4 0 1 2 3 3 -2 40 1 2 3 3 -2 41 0 1 2 3

Mullakeemia PC1 (K ja P sisaldus)

40
300 2

Biomass

[ 304 p<0.05
100

200+
Aasta

. ) @® 2010

% ® 2021

1004

Mullakeemia PC2 x -1 (pH)

Joonis 12. Seosed mulla keemiliste parameetrite peakomponentide ja mulla biomarker-
rasvhapete sisaldustega organismiriihmade kaupa. Punkti varv tdhistab proovivotu aastat.
Statistiliselt olulise lineaarse segamudeli seose korral on toodud p-vééartus joonisel.

Segamudelid mulla keemiliste parameetrite peakomponentidega nditavad iildjuhul, et mudeli
teised komponendid (ruumiline paiknemine, maakasutus, viljelusviis) seletavad juba suurt osa
mullaparameetrite variatsioonist. Nii on tdendoline, et nditeks maakasutuse tiitip (pdld voi
rohumaa) ja viljelusviis (mahe vdi tava) on seotud mh vietusreziimiga ning need faktorid
kirjeldavad juba suures osas ka mulla toiteainete sisalduse variatsiooni. Seejuures on oluline
markida, et mudeli tulemustest ei saa 10plikult selguda pdhjuslik seos mullakeemia, maakasutuse,
viljelusviisi ja bioloogiliste parameetrite vahel. Kahtlemata mojutab maakasutus ja viljelusviis ka
slistemaatiliselt mullakeemiat, kuid kindlasti sdltuvad mullaparameetritest ka
pollumajandustootja valikud maakasutuse ja viljelusviisi osas. Seetottu peaks ka tulemusi
tolgendama segamudeli kontekstis selliselt, et majandamine ja mullakeemia on omavahel seotud
ning mojutavad mullaelustikku kombineeritult. Mullaparameetrite ja majandamisviiside mojude
tdiendavaks eraldamiseks (kui seda tahta teha) on vaja lébi viia eksperimentaaluurimusi voi
juhinduda mujal 14bi viidud eksperimentide tulemustest. Pllumajanduse kontekstis on see aga

pigem vihesisukas eelpool mainitud faktorite seotuse tdttu péris tootmises.
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Pearsoni korrelatsioonid moddetud mulla keemiliste parameetrite ja seente troofiliste gruppide
elurikkuse ning organismiriihmade biomassidega on esitatud joonistel 13 ja 14. Antud
korrelatsioonidesse tuleb ilma mudelarvutusteta suhtuda ettevaatlikult, kuna, nagu eelnevalt
kirjeldatud, ei ole need parameetrid sdltumatud iiksteisest (P ja K) ega ka majandamisviisidest.
Nii voivad nditeks negatiivsed elurikkuse voi biomassi korrelatsioonid mulla P ja K sisaldustega
viidata hoopis mineraalvéetiste mdjule, juhul kui mineraalselt vietatud poldude mullatoiteainete
sisaldused olid valimis kdrgemad kui orgaanilisi vietisi saavatel pdldudel. Uldise universaalse
tendentsina voib vélja tuua mullaelustiku elurikkuse ja biomassi kdrgemad véirtused

neutraalildhedase mulla reaktsiooniga.
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Joonis 13. Pearsoni korrelatsioon mulla keemiliste parameetrite ja DNA pohise seente
elurikkusega funktsionaalsete gruppide kaupa. Punkti vérv tihistab proovivotu aastat.
Statistiliselt olulise korrelatsiooni korral on toodud p-véértus ja korrelatsioonikordaja joonisel.
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Joonis 14. Pearsoni korrelatsioon mulla keemiliste parameetrite ja mulla biomarker-rasvhapete
sisaldustega organismirithmade kaupa. Punkti vérv tdhistab proovivotu aastat. Statistiliselt
olulise korrelatsiooni korral on toodud p-véértus ja korrelatsioonikordaja joonisel.

3.5 Tulemuste kokkuvote

Projekti kédigus analiiiisitud mullaproovide tulemused niitavad, et nii molekulaarsel seeneliikide

tuvastamisel kui ka biomarker-rasvhapetel pohinevatel biomassi hinnangutel on informatiivsuses

oma tugevused ja ndrkused (kokkuvdtlikult esitatud Tabelis 4). Mdlemad meetodiga saadud

andmed kirjeldavad mullaelustikus aset leidvaid pohilisi trende ning annavad spetsiifilisemat

infot troofiliste tasemete vOi organismiriihmade 16ikes. Enamike hinnatud mooddikute puhul olid

meetodid komplementaarsed, liksteist tdiendavad. Vaid koosluse tasemel muutused

seeneelustikus voi mulla mikroobikoosluse struktuuris olid kasutatud faktorite (maakasutus,

viljelusviis) osas vihe-informatiivsed. See aga ei vélista kooslustel pohinevate mdodikute

kasutamist seires pikaajaliste trendide jdlgimiseks uuringuala pohiselt.

Tabel 4. Metoodikate informatiivsus uuringus kasutatud seletavate faktorite 1dikes. Ajalise

variatsiooni hinnangutes véljendatakse erinevate toonidega metoodikate liihiajalise variatsiooni
médra, kus roheline on pigem véhese variatsiooniga ning punane kdrge variatsiooniga mdddik,
andmata hinnangut selle informatiivsusele.
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DNA pohine liigirikkus Biomarker-rasvhapete pohine biomass

Faktor Uld- AM — Patog.  Sapr. Uld- Seened AM Bakterid Seen:bak
seened seened Seened Seened | Biomass seened

Maakasutus

Viljelusviis

Maakasutus
koosluses

Ajaline
variatsioon

Ajaline
variatsioon
kooslustes

Informatiivne

Moondustega informatiivne

Mullas leiduval DNA-I pdhinevad seeneelustiku liigirikkuse analiiiisid olid {ildjuhul
informatiivsed nii poldude ja piisirohumaade kui ka mahe- ja tavaviljeluse eristamisel, sh
troofiliste tasemete 10ikes. Kuna troofilised grupid, miikoriisat moodustavad krohmseened,
taimede patogeenid ja lagundajad, kannavad endas spetsiifilist infot oluliste protsesside kohta
mullas (nt toiteainete transport, haiguspuhangu tdenédosus, lagundamise efektiivsus), siis on
nende midramine otstarbekas mitte ainult mulla tildise bioloogilise seisundi hindamiseks, aga ka
potentsiaalselt majandamisotsuste tegemiseks. Seejuures oli DNA-pdhiste mdoddikute ajaline
variatsioon kahe proovivotu aasta vahel kas viike (iildseened) vai suur (troofilised tasemed), mis
nditab, et seente iildine liigirikkus on liihikeses perspektiivis suhteliselt stabiilne, kuid troofiliste
tasemete liigirikkustes on variatsioon pigem suur. Seire kontekstis annab see komplementaarset
infot nii mullaelustiku iildseisundi kui ka konkreetsest aastast tingitud isedrasustest. Kuna

korrelatsioon DNA-pohistes liikide kooslustes oli pigem korge, voib arvata, et suurem
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variatsioon liikide arvus leiab aset vdhearvukate liikide arvelt. Samas on ka uuringuid, mis
nditavad, et kuigi vana DNA osakaal proovis tasandab ajalisi nihkeid liigirikkuses ja liikide
koosseisus, on ajaline variatsioon mulla mikroobikoosluses siiski vdiksem kui ruumiline,
proovide kogumisest tingitud variatsioon (Carini et al., 2020). Edasised uuringud peaksid Eesti
kontekstis vilja selgitama ruumilise ja aastasisese hooajalise variatsiooni madarad mullaelustiku

mitmekesisuses ja struktuuris.

Mulla biomarker-rasvhapete analiiiisi tulemused nditavad voimet eristada silisteemseid
maakasutusest tingitud muutuseid organismirithmade biomassides, kuid on vihem informatiivsed
véikeste mikroobikoosluse muutuste osas. Sellele vaatamata on néiteks krohmseente spetsiifiline
rasvhappemarker tundlik ka viljelussiisteemide osas. Kuna krohmseened on taimede juurte
siimbiontidena olulised nii toiteainete omastamisel kui ka kaitsel biootilise ja abiootilise stressi
eest, on nende ohtruse hinnang vaatamata teiste markerite véhesele seletusvdoimele siiski oluline.
Sarnaselt mulla DNA-I pdhinevatele elurikkuse moddikutele, ei tihenda vahene variatsioon
viljelusviisides siiski seda, et metoodika ei voiks olla informatiivne alapdhiste trendide
jélgimiseks, niiteks seire kontekstis. Tulemustele tuginedes voib delda, et mulla biomarker-
rasvhapete analiilisi tulemused on iildjuhul vihem muutuvad, kuid indikeerivad siiski suuremaid
muutusi mulla mikroobikooslustes. Edasised uuringud peaksid sarnaselt DNA-I pShinevatele

moddikutele, olema keskendunud ajalise- ja ruumilise variatsiooni mééra kindlaks tegemisele.
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3.6 Tulemuste massiivipohise esituse lahendus

Tulemuste esitamise lahenduse 1dhtekohaks voeti potentsiaalne vajadus nn massanaliiiisi kdigus
toodetavaid keerukaid andmeid edastada pollumajandustootjale personaliseeritud ent
iilevaatlikus vormis. Massiivipohise tulemuste esitamise aluseks on kogu alusandmestiku (293
proovi) seente elurikkuse ja biomarker-rasvhapete néitajad, sh troofiliste riihmade ja
organismiriihmade kaupa. Massiivipohise tulemuse esitamiseks tekitatakse keskkonnas R
(kasutades R Markdown formaati) iteratiivselt iga proovide andmetabeli rea kohta .Atml
formaadis tilevaatlik raport (Joonis 15) fookuses oleva proovi DNA-pohise elurikkuse ja
rasvhapetepohise biomassi vordlusest teiste Eesti, piirkonna (antud nédite puhul kasutatud
piirkonnana 20 geograafiliselt 1dhimat proovi), sama viljelusviisi ning alternatiivse viljelusviisiga
sama tiilipi proovidest (pold voi piisirohumaa). Joonistel ndidatakse, millisesse protsentiili riithma

iildhulgas kuulub fookuses oleva proovi elurikkus voi rasvhappepohine biomass.

Antud lahendus on iiks paljudest voimalikest, kuid on sobilikuks ldhtekohaks edasele arendusele.
Kuna mullaelustiku liigirikkus ja elustikuriihmade biomass on soltuv nii mulla, kliima, ilmastiku
kui ka majandamise kontekstist, ei ole vdimalik kodikidele massiividele seada samasid eesmérke
voi referentsvairtuseid. Seetdttu on vilja toodud lahendus vordlustekeskne, asetades konkreetse

pollumassiivi tulemused teiste massiivide ja majandamisviiside konteksti.

Esitatud lahenduses on referentsiks kdik vastavasse majandamiskategooriasse kuuluvad
massiivid, sdltumata proovide kogumise aastast. Perspektiivis tuleks juhuanaliiiisidel pdhinevate
raportite koostamisel kasutada ajakohast referentsandmestikku voi referents-alade vorgustikku
alusandmete proovivotu aastast tingitud erisuste vihendamiseks. Ajakohase (st juhuanaliilisiga
sama aasta andmed) referentsandmestiku kasutamine muutuks realistlikuks pigem suure iga-
aastase proovide arvu puhul, kuid kuna referentsiks kasutatavad proovialad ei oleks iga aasta
samad, muudaks see pollumajandustootjale tulemuste vordluse aastate vahel keerukaks.
Pikaajaliselt piisivam lahendus oleks referentsalade vorgustiku loomine ning selle kasutamine

andmebaasi lildnditajate iga-aastaseks normaliseerimiseks.
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Joonis 15. Massiivipohise esituse lahenduse niidis proovi 2112780T pdhjal. Ndites esitatud
massiiv on tavaviljeluses olev talinisu pdld.



3.6.1 Koodi kasutamine

Koodi tuleb kédivitada R keskkonnas (minimaalselt versioon 4.2), kus tookaustas (working
directory) peavad olema nii R-i failid Raport.rmd, raport _render.R, kui ka andmetabelid
meta.csv, fa_grouped.tsv, fa.tsv (ning liigirikkuse kooslusemaatriksite pohal uuesti arvutamise
korral ka its_*.tsv failid). R-i koodid on lihttekstina esitatud Lisa 4. Raportite loomise
alustamiseks tuleb jooksutada faili raport render.R. Koodi kditamise tulemusel luuakse
tookausta alamkaust raport iter, mis sisaldab koikide proovialade raporteid .~¢ml formaadis
vormina raport_proovikood.html. Uksiku prooviala raporti koostamiseks tuleb sisestada koodi
raport_render.R proovilD reale huvipakkuva ala proovikood jutumérkide vahele (proovilD <-
"2112780"). Uksiku prooviala raporti koostamiseks tuleb jooksutada raport render.R koodi

esimest 10iku. Soovi korral saab raportid timber salvestada .pdf formaati.
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4 METOODIKATE RAKENDATAVUSE HINNANG

Uuringu tiheks ldhtetilesandeks on anda hinnang rakendatud meetodite sobivusele
seiretegevuseks, sh rakendamisel ka rutiinseks mullaelustiku seisundi hindamiseks. Seetottu
keskenduvad jargnevad peatiikid uuringus kasutatud metoodikate hindamisele nii nende
informatiivsuse, praktilisuse (hind, infrastruktuur, ldbilaskevdime, keerukus), kui ka tulemuste
tolgendamise seisukohast. Tdhelepanu pooratakse ka metoodikate aegpiisivusele — teaduse
jarjepidev areng ning tdiustumine viib paratamatult monede meetodite korvale jadmiseni ning see
vOib olla problemaatiline pikaajalise seiretegevuse koordineerimisel. Seetdttu peab mulla
bioloogilise seisundi indikaator olema tihtaegu informatiivne, kandes endas olulist
informatsiooni, aga ka piisavalt paindlik, voimaldades selle tdiustamist ilma aegridade
katkestamiseta. Jargnevad peatiikid pShinevad t66votja kogemustel (sh antud projektiga) ning

ekspertarvamusel kujundatud soovitustel.

4.1 Rakendatavus — molekulaarne mullaorganismide tuvastamine

Kuigi périlikkusainel pdhinevaid uuringuid on 14bi viidud ligi 70 aastat, alustades Watson ja
Crick (1953) uuringutega DNA struktuurist, on organismide kooslusi kirjeldavad keskkonna
DNA (eDNA) ribakoodistamisel pohinevad analiitisid vordlemisi uued. Niinimetatud jargmise
polvkonna kdrge ldbilaskvusega sekveneerimise (high throughput sequencing) metoodikad, mis
voimaldavad tuvastada mikroobikooslustes individuaalseid liike, on 6koloogilistes uuringutes
rakendatavad olnud vaid viimased viisteist aastat. Selle viieteistkiimne aasta jooksul on
sekveneerimistehnoloogiate ja metoodikate areng olnud viga kiire. Vorreldes esimeste eDNA
uuringutega, kus referentsandmebaase veel kasutamiseks ei olnud, saadud sekventside arv oli
tagasihoidlik ning analiiiis ise kéttesaamatult kulukas, on molekulaardkoloogia valdkond
tanaseks 14bi teinud plahvatusliku arengu — enamike organismiriihmade jaoks on olemas
kureeritud ja pidevalt tdienevad referentsandmebaasid, sekveneerimise platvormid on muutunud
itha paremaks ning analiiliside maksumus on kukkunud drastiliselt. Kui 20 aastat tagasi tuli {ihe
DNA aluspaari eest maksta umbes 20 eurot, siis tdna saab sama summa eest umbes 150 000

aluspaari, olenevalt sekveneerimisplatvormist (Mardis, 2017). Need tegurid on teinud keskkonast
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parineva parilikkusaine pohjal organismide tuvastamise tdnapédevase tippokoloogia lahutamatuks

osaks, pannes viimaks aluse ka selle kasutamisele seires.
Informatiivsus

Kiesoleva projekti kdigus 1dbi viidud analiiiiside tulemused niitavad, et molekulaarselt
tuvastatud seened on informatiivsed erinevate maakasutustiiiipide, piisirohumaade ja pdldude,
aga ka majandamispraktikate, mahe- ja tavaviljeluse eristamiseks. Tuvastatud liigirikkus on ajas
suhteliselt stabiilne, samas kui muutused kooslustes ja troofilistes gruppides vdivad olenevalt
proovivotu aasta keskkonnatingimustest olla siiski markimisvairsed. See tihendab, et tuvastatud
liigid olid enamasti proovis olemas nii 2019. kui 2021. aastal, kuid nende proportsionaalne
esindatus varieerus suurel méiral. Seetottu oleks mittekorduvates analiiiisides (nt {ihekordsel
analiiiisil pollumajandustootjale) otstarbekas valjundmoddikutena kasutada diversiteedi
hinnanguid, mis ei soltu liikide proportsioonidest, néiteks liigirikkus. Seires, kus aastatevaheline
variatsioon kannab endas olulist infot, oleks siiski otstarbekas hinnata ka koosluse struktuuri
arvestavaid diversiteedi parameetreid, alapohiselt nditeks Shannoni voi Simpsoni diversiteedi

indekseid, aga ka alapdhist beeta- ja seirealade iilest gammadiversiteeti.

Kuna molekulaarselt tuvastatud organismide puhul opereeritakse kdesolevas uuringus
metodoloogiliselt liigi tasemel, avaneb voimalus kasutada infoallikana neile litkidele spetsiifilisi
omadusi. Nii on paljude seente kohta teada millise eluviisi (patotroof, siimbiotroof, saprotroof)
esindajad nad on voi millistes elupaikades neid looduslikult leida voib (Polme et al., 2020).
Pikaajaliste aegridadena voivad liigilised koosseisud seega kanda endas olulist informatsiooni ka
mulladkosiisteemi funktsioneerimise kohta (Fischer et al., 2010). Samas sdltub liigi taseme
saavutamine ja selle otstarbekus uuringu eesmérkidest — seente elurikkuse asemel on néiteks
voimalik hinnata ka kogu eukariiootset v3i prokariiootset mulla elurikkust (sekveneerides
vastavalt sobilikku regiooni), mis on haaratud elurikkuse 16ikes kindlasti tdielikum, kuid
enamasti ei ole saadud andmestik liigi tasemel ning ei vdimalda siduda elurikkust liikide
omadustega (Sepp et al., 2021). Teisalt on referentsandmebaasid pidevas arengus ning aastate
moddudes saavad jarjest enam sekventse ka iildiste praimeritega liigi madrangud.
Teadusuuringute tulemusena on vdoimalik kinnitatada funktsioonide konserveerumine ka
fillogeneetiliselt korgematel tasemetel (nt sugukonna tasemel), kuid pigem on see veel teadusliku

debati tasemel ning rakenduslikuks kasutamiseks liialt vihekonsensuslik (Martiny, 2015).
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Kuigi molekulaarsetele elurikkuse uurimise meetoditele on omane kiire areng ja vihene piisivus
ajas, on neil ka iihine tugevus — korra mullast eraldatud geneetiline materjal silib sobilike
hoiustamistingimuste (nn Lo-bind tuubid, -80°C) juures aastakiimneid (Rissanen et al., 2010).
Seetdttu on tehnoloogiate arenedes voi vajaduste muutudes véimalik minna ajas tagasi ning
varem kogutud proove uuesti teiste tehnoloogiatega analiiiisida. Seega tuleks pikaajalise seire
eesmarkide tditmisel ndha ette ka mulla geneetilise materjali pikaajalise sdilitamise vajadused.
Tartu Ulikooli botaanika osakonnas kasutusel olevad -80°C siigavkiilmikud mahutavad igaiiks
umbes 70 000 individuaalset proovituubi, mistdttu on tegelik ruumivajadus seirevajadusi silmas
pidades kiillalt vdike. Samas peavad kiilmikud olema kaitstud pikemate (>24h, olenevalt kiilmiku
taituvusest) elektrikatkestuste eest. Samavidarseid tulemusi on mullaproovide pikaajalisel
sailitamisel oluliselt keerulisem saada, kuna DNA sdilimine mullas on kehvem (Guerrieri et al.,

2021). Samuti votavad mullaproovid oluliselt rohkem ruumi.
Aegpiisivus

Sekveneerimistehnoloogiate areng on olnud viga kiire ning see on viinud neid kasutavad
teadusharud jérjest uute avastusteni. Samas on see toonud kaasa ka hulga ootamatuid probleeme.
Kuna sekveneerimise teenuse jarele on vajadus suur globaalselt, tootavad
sekveneerimisplatvorme arendavad ettevotted kdrge konkurentsi tingimustes ning tdiustavad oma
tooteid pidevalt. See on tehnoloogia kasutajatele kaasa toonud ka pideva vajaduse muutuvate
tehnoloogia isedrasustega kaasas kiia, tdiendada oma teadmisi ja ka todprotsesse. Nii on ka
projekti tditjatel tulnud aastate jooksul toime tulla kiillalt jirskude muutustega
sekveneerimistehnoloogiates, isedranis kui Roche’ 454 sekveneerimisplatvorm viidi kasutusest
vélja ning asendus Illumina sekveneerimisega. Olgugi, et 454 sekveneerimine oli mullas elavate
organismide maddramiseks monevdrra sobilikum (peamiselt lugemite pikkuse tottu, Vasar et al.,
2017), kui teda asendav Illumina, ei ole 6koloogiateadus sekveneerimisteenuste peamine
sihtgrupp ning muutustega tuleb paraku lihtsalt kaasas kdia. Seetottu tuli sekveneerimisplatvormi
muutudes Tartu Ulikoolis 14bi viia ka hulgaliselt referents-uuringuid ning luua uued sobilikud
praimerid muutunud lugemipikkusega toime tulekuks. Kui baasteaduses on see vdimalik, siis
seiretegevuses ei pruugi iileminekuperioodidel olla voimalik 1dbi viia arendustegevusi,
pohjustades seireliinki voi seire katkemist. Lisaks toob sekveneerimisplatvormide muutumine,

aga ka uuenenud praimerite (nt spetsiifilisemalt seonduvad, viiksemate vigade arvuga jmt)
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kasutuselevott endaga kaasa uute ja vanade andmete metodoloogilised (siisteemsed) erinevused.
See on seire ldbiviimisel kindlasti probleemne ning voib viia valede jareldusteni seiratava

stisteemi seisundi osas.
Infrastruktuur

Erilist tadhelepanu mullaelustiku molekulaarse seiramise juures tuleks poorata ka referents-
andmebaasidele. Tdnaseks on olemas kureeritud andmebaasid enamike organismiriihmade
molekulaarseks tuvastamiseks. Need andmebaasid on aga pidevalt tiienevad ja tdiustuvad ning
monevdrra kéivad kaasas ka sekveneerimistehnoloogiate arenguga. See tahendab, et kuigi
néiteks tegelik liikide arv uuringualal ei ole muutunud, voib teisel ajahetkel 1ébi viidud referents-
andmebaasi kasutamine anda mdnevorra muutunud liikide arvu (aga ka liigiméérangud), kuna
andmebaasi on vahepeal tdiendatud liikidega, mida seal varem ei olnud (st nad jdid varem
tuvastamata). Nii on ka nditeks antud uuringus tehtud 2019. aastal kogutud proovide
sekveneerimistulemustele uus bioinformaatiline andmetddtlus koos 2021. aasta proovidega,
tagamaks nende omavahelise vorreldavuse ja referents-andmebaasist 1dhtuva slisteemse vea
minimeerimise. Kuna tegu on suurte andmemahtudega, voib see olenevalt seire kestvusest ja
proovi(ala)de arvust tihendada tulevikus vajadust kasutada bioinformaatilisteks protseduurideks
tdiendavat arvutusvoimsust, nditeks arvutusklastrite ndol. Samuti tuleks silmas pidada suurte
andmehulkade (nt 300 proovi ITS-pdhise andmestiku suurus on ligi 20 GB) pikaajalise ohutu

sdilitamise ja selleks sobilike tingimuste ning lahenduste loomise vajadust.

Fiitsilise infrastruktuuri vajaduste hindamisel tuleks eristada mullast DNA eraldamise ja
sekveneerimiseks ettevalmistamise (PCR) ning proovide sdilitamise etapid ning sekveneerimine
sekvenaatoril. DNA eraldamine ei ole labori-infrastruktuuri osas eriliselt ndudlik — tiita tuleb
puhtuse noudeid (iildjuhul eriotstarbeliste ruumidena) ja tagada minimaalselt vajaliku aparatuuri
olemasolu (analiiiitiline kaal, vorteksid, inkubaator-loksuti, tsentrifuugid (50ml, 2ml, 0.5ml),
DNA kontsentratsiooni modtja, termotstikler, kiilmikud (+4, -20, -80) ning vajalikud pipetid,
muu abimaterjal). Infrastruktuuri kdige olulisemaks osaks on sekvenaator, mis soltuvalt
sekveneerimisplatvormist voib oma soetamis- ja piisikuludelt varieeruda mitmetes kordades.
Arvestades, et sekveneerimisplatvormid on ajas diinaamilised ning pidades silmas sekvenaatorite
hinda (Illumina MiSeq sekvenaator suurusjargus 100 000 — 200 000 eurot, HiSeq ~600 000

eurot, olenevalt konfiguratsioonist), ligikaudset iihe proovi sekveneerimishinda teenusepakkujate
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juures (~6.3 eurot, 350 proovi 2x300bp kiibil), sekvenaatori maksumust ja tehnoloogia
uuenemise tempot (hinnates optimistlikult iihe sekveneerimistehnoloogia elueaks 10 aastat),
tuleks kuluneutraalsuse saavutamiseks analiiiisida igal aastal vihemalt 1600 proovi (MiSeq
sekvenaatoril odavaimas konfiguratsioonis), arvestamata kiipide ja sekveneerimiskeemia
jaehinda ning seadme piisikulusid. Seetdttu peab uuringu koostaja sekvenaatori omamist
seiretegevuse ja vdikesemahulise teenuse pakkumise perspektiivis ebaotstarbekaks ning soovitab
sekveneerimisteenust osta sisse teenusepakkujatelt. Seadmete soetamine muutuks otstarbekaks
mass-analiiliside ldbiviimisel, toendoliselt alates suurusjargust 3000 molekulaaranaliiiisi (voi 10

sekveneerimisjooksu) aastas.
Inimressurss

Uks olulisemaid aspekte mullaelustiku molekulaarse tuvastamise juures ja selle kasutamisel
seires, on vajadus erioskustega inimeste jarele. Kuigi tildiselt voib neid inimesi kirjeldada
molekulaarbioloogidena, siis praktikas vajalikud oskused iildjuhul tihes isikus ei avaldu. Nii
oleks iilikoolidest sdltumatuks uuringute ldbiviimiseks vaja vihemasti molekulaaruuringute
taustaga laboranti, bioinformaatikut, andmeteadlast ja viimaks ka 6koloogi, kes saadud andmeid
laiemasse konteksti asetaks ning neist jareldused teeks. Noudlus selliste oskustega inimeste jarele
on suur ka teistes sektorites, mistottu ei pruugi nende leidmine olla lihtne ja v3ib vajada
teistsugust ldhenemist, nditeks olemasoleva personali tdiendkoolitamist, eriti olukorras kus seire

labiviimine tdendoliselt neid inimesi tdies mahus ei koorma.

4.2 Rakendatavus — mulla biomarker-rasvhapete analiiiis

Esimesed raportid rasvhapete biomarkerite kasutamisest parinevad aastast 1979 kui neid kasutati
meresetete mikrobiaalse biomassi hindamiseks (White et al., 1979). White ja kaasautorid
modifitseerisid ka kéesoleva uuringu aluseks olevat Bligh ja Dyeri (1959) protokolli, mis oli
algselt moeldud kasutamisel lipiidide eraldamiseks kaladest. Alates mulla rasvhapete
indikaatorvéartuse toestamisest varajastel 1990ndatel on mulla biomarker-rasvhapete analiiiisi
kasutatud sadades teaduspublikatsioonides krohmseente tuvastamiseks (Olsson ja Lekberg,
2022) ning tdendoliselt tuhandetes mikroobikoosluste uuringutes. Ka plahvatuslikult arenevate
DNA-pohiste metoodikate tulekuga ei ole rasvhapete analiiiisi seni suudetud asendada

samavairselt informatiivse ning ressursitdhusa moddikuga mulla mikroobikoosluse biomassi
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hindamiseks. See nditab, et kuigi kronoloogiliselt on tegu kiillalt vana metoodikaga, ei ole selle
vadrtus ajas kahanenud ning see on endiselt laialdaselt rakendatav nii 6koloogias kui sellega

seotud teadusharudes.
Informatiivsus

Uuringu tulemused niitavad, et mulla biomarker-rasvhapped on iseseisvalt informatiivsed
suuremate nihete tuvastamiseks mulla mikroobikoosluses, pikaajaliste aegridadena ja
komplementaarse infoallikana teiste mullaelustiku analiiliside korval. See tdhendab, et pigem on
metoodika eraldiseisvalt sobilik seireeesmirkide tditmiseks, kuid mitte viljelusviiside
omavaheliseks vordlemiseks, kuivord need ei mdjuta mulla mikroelustiku moodustavate
organismiriihmade biomassi. Nii ei leitud nditeks antud uuringus mullaelustiku biomasside vahel
erinevusi mahe- ja tavaviljeluses, kuid see ei vilista, et neid erinevusi ei esine teiste praktikate
vahel, nditeks mullahdiringute gradiendil. Seetdttu on uute taustaandmete lisandudes maistlik ka

kdesoleva uuringu tulemused teiste praktikate kontekstis tulevikus iile vaadata.

Mulla mikroobikoosluse struktuur, kuivord need tulenevad individuaalsete rasvhapete
kontsentratsioonidest, on {ildiselt vahe-informatiivne. Koosluste analiilisimisel arvestatakse iga
koosluse moodustava osise proportsionaalset osa koosluse tervikus. Seetdttu on mulla
rasvhapetel pdhinev nn kooslus oma kirjeldavatelt omadustelt piiratud selle osiste hulgaga, mis
on muutumatu. See on suureks kontrastiks DNA pohisele kooslusele, kus lisaks liikide
suhtelistele ohtrustele on muutustes nii liikide arv kui liikide identiteet, mis voimaldab oluliselt
suuremat koosluse variatsiooni ja seeldbi informatiivsust. Seetdttu voib delda, et mulla
rasvhapetel pohinev koosluse ja selle muutuste hinnang on vorreldes DNA pdhiste kooslustega

piiratud ning suuremat tdhelepanu viirivad muutused organismiriihmade piires.
Aegpiisivus

Mulla biomarker-rasvhapete analiilise on 1dbi viidud vdhemalt viimased kolmkiimmend aastat.
Selle aja jooksul on paranenud arusaam sellest, millised markerid on informatiivsed erinevate
organismiriihmade osas, kuid on avaldatud ka uuringuid, mis liikkavad timber varasemaid
teadmisi ning soovitavad osasid markereid mitte kasutada, kuna on selgunud, et need pole
piisavalt spetsiifilised (nt. Olsson ja Lekberg, 2022). Olenevalt analiiiitilise voimekuse arengust

on laienenud ka méadratavate rasvhapete nimekiri, kuid see ei ole tingimata kasvatanud
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metoodika informatiivsust, kuna tihti ei ole teada kas uued méératavad iithendid on indikatiivsed
spetsiifilise organismiriihma osas voi on nad universaalsed mitmetes. Seega voib jareldada, et
biomarker-rasvhapete analiiiisi metoodika on aegpiisiv ning areng ei sdltu niivord tehnilistest
edasiminekutest, vaid teadusuuringute avastustest iihendite indikatiivsuse osas. Seetdttu voib
eeldada, et tulevikus marker-rasvhapete nimekiri laieneb ja muutub, kuid see ei muuda analiiiisi
olemust ei tehniliselt ega sisuliselt. Lahtudes mulla bioloogilise seisundi seire vajadustest, on
biomarker-rasvhapete analiiiis kasutatav tdendoliselt veel pika aja viltel. Samuti on vdimalik
maéératavate {ihendite indikatiivsuse muutudes varasemad andmed iile hinnata, kuna tGenéoliselt

on nad tehniliselt maaratud ka varasemalt.
Infrastruktuur

Mulla biomarker-rasvhapete maaramiseks vajalik infrastruktuur koosneb peamiselt fiilisilisest
keskkonnast ja laboriseadmetest. Mittemateriaalseid varasid, nditeks andmebaase, pole analiitisi
labiviimiseks vaja kasutada. Seetdttu on analiiiis ja tulemused vihe sdltuv pidevast andmebaaside

arengust ning tdienemisest.

Materiaalne infrastruktuur koosneb pdhiosas rasvhapete ekstraheerimiseks ja derivatiseerimiseks
minimaalselt vajalikest laboriseadmetest (tdielik nimekiri vajalikest seadmetest ja tarvikutest on
esitatud Lisa 2). Baastasemel on tegemist suhteliselt lihtsa labori-infrastruktuuriga ning
rasvhapete eraldamine ja derivatiseerimine vOib toimuda ka teiste mulla-analiiiisidega samades
ruumides, kuna ristsaastuse oht on madal. Kulukam ning infrastruktuuri osas ndudlikum on
gaasikromatograafil derivatiseeritud proovide analiilis. Gaasikromatograafid leek-ionisatsiooni
detektoriga maksavad suurusjérgus 30 000 — 50 000 eurot, arvestamata lisaseadmete (nt vesiniku
generaator, autosampleri modifikatsioonid) ja gaasivarustusega (limmastik ja heelium) seotud
kulusid. Samas on gaasikromatograaf laia kasutusotstarbega ning sageli keskkonnaanaliiiise 14bi
viivates asutustes juba olemas. Sellisel juhul piirduvad kulud vaid biomarker-rasvhapete jaoks

sobiliku kapillaarkolonni soetamise ja seadmete piisikuludega.
Inimressurss

Mulla biomarker-rasvhapete laboratoorne mééramine nduab kahtlemata analiiiitilise keemia alast
ettevalmistust, kuid vajalike oskustega tippspetsialistid on nditeks Pollumajandusuuringute

Keskuse laboratooriumides olemas. Seega oleks mulla biomarker-rasvhapete analiiiiside
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labiviimiseks moistlik olemasolevaid spetsialiste tdiendkoolitada. Problemaatiliseks voib osutuda
nende spetsialistide olemasolev td6koormus, kohustused ja selle jaotus ajas — biomarker-
rasvhapete eraldamine ja derivatiseerimine vitab olenevalt proovide arvust aega mitu nédalat
ning selle aja jooksul on keeruline tiita teisi jooksvaid tdoiilesandeid. Seetdttu oleneb
personalivajadus eeskitt tdokoormuse jaotamise voimalusest ning perspektiivsest proovide
arvust aastas. Tulemuste analiilisimisel ja tdlgendamisel on kasuks multivariaatse statistika aluste
tundmine ning taust mulla- ja tildokoloogias, spetsiifilisemate jarelduste puhul ka teadmine

kirjeldatavate organismirithmade bioloogiast.

4.3 Metoodikate vordlus

Uuringus kasutatud metoodikate praktiliste aspektide omavaheline vordlus on esitatud Tabelis 5.
Vordluses vilja toodud kirjeldused pdhinevad projekti tditja kogemustele ning voivad detailides
erinevate laborite 16ikes varieeruda. Nii soltub niiteks metoodikate rakendamise kulukus suuresti
rakendava labori olemasolevast sisseseadest ja metoodika rakendamise eesmaérgist. Niisamuti
mojutab metoodikate rakendamise eesmark ja analiiiiside hulk ka iiksikanaliiiiside hinda ja
selleks kuluvat tddaega. Uldjuhul kehtib pdhimdte, kus proovide arvu suurenedes viheneb
analiiiiside omahind ning kirjeldatud analiiiisid pole siinpuhul erandiks. Nii on néiteks voimalik
biomarker-rasvhapete analiiiisil tootada ka viiksemate proovide arvuga (sh iihe kaupa), kuid
analiiiisi omahind on sel juhul ligi kaks korda suurem ning tddaeg vaid kolmandiku vorra lithem

kui 96 proovi analiiiisil.
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Tabel 5. Mulla biomarker-rasvhapete ja molekulaarse mullaelustiku médramise meetodite
omavaheline praktiliste aspektide vordlus.

Molekulaarne

mullaelustiku mairamine

Mulla biomarker-rasvhapete

analiiiis

vajalike spetsiifiliste

oskuste osakaal

analiilis vajab
molekulaarbioloogia
taustaga spetsialisti;
bioinformaatiline
andmetdotlus vastavate
teadmiste ja kogemustega
spetsialisti; andmeanaliilis
multivariaatse statistika
meetodite valdamist.
Tulemuste tdlgendamisel
on kasuks taust 6koloogias

ning spetsiifiliselt uuritava

organismiriihma bioloogias.

Metoodika Madal — metodoloogilised | Kdrge — metoodika on

aegpiisivus aspektid on ajas muutuvad. | muudatusteta rakendatav pika
aja jooksul.

Libiviimiseks Korge — laboratoorne Keskmine — laboratoorne

analiiiis vajab analiiiitilise
keemia taustaga spetsialisti;
andmeanaliiiis multivariaatse
statistika metoodikate
tundmist. Tulemuste
tolgendamisel on kasuks taust
Okoloogias spetsiifiliselt
uuritavate organismiriihmade

bioloogias

Ules-seadmise

kulukus

Keskmine kuni korge —
mullast DNA eraldamise ja
sekveneerimiseks
ettevalmistamise aparatuur
on tavapdrane keskkonna-
analiilise 14biviiva labori
sisseseade, v.a PCR
masinad ja geel-

elektroforeesi tarvikud.

Keskmine — rasvhapete
eraldamise ja
derivatiseerimisega seotud
aparatuur on tavapérane
keskkonna-analiilise ldbiviiva
labori sisseseade. Kulukaim on
aparatuuri osas

gaasikromatograaf,
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Tagada tuleb puhtus
(vajadus eraldiseisvate
ruumide jaoks eraldamise ja
PCR toodele). Juhul kui
sekveneerimine soovitakse
teha majasiseselt, on
suurimaks kuluks
sekvenaator, hinnanguliselt
100 000 — 200 000 €
(Illumina MiSeq
sekvenaator, olenevalt
spetsifikatsioonist).
Lihtuvalt metoodika
aegpiisivusest, soovitavad
uuringu autorid
sekveneerimisteenust

allhankida.

hinnanguliselt 30 000 — 50 000
€.

Sobilik proovide arv

ithes analiiiisis

350, tuleneb Illumina
sekveneerimisjooksus
kasutatava kiibi vilja
antavast sekventside arvust
ja iihte DNA raamatukokku
koondatavate proovide
arvust ning vdimalike
raamatukogude
sekveneerimise arvust iihel

kiibil.

96 (184), on méaaratud korge
labilaskvusega metoodika
spetsiifikast, kasutades 96
kaevuga mikroplaate.
Otstarbekas on iihekorraga
tootada iihe voi kahe

mikroplaadiga (iihel inimesel)

Laboratoorseks tooks
kuluv hinnanguline

tooaeg (1 inimene)

12 toopéaeva; sisaldab
endas proovide kaalumist,

DNA eraldamist, PCR

12 (20) toopieva; sisaldab
endas proovide kaalumist,

rasvhapete eraldamist,
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reaktsioone ja geel-
elektroforeesil jooksmist.
Juhul kui amplikonide
raamatukogud
valmistatakse
sekveneerimiseks ette
majasiseselt, tuleks lisada
2-5 péeva, olenevalt
kasutada olevate PCR

masinate arvust.

fraktsioneerimist ja
derivatiseerimist ning
kromatograafiaks ette

valmistamist.

Analiiisiks kuluv

ligikaudne aeg

30 tundi sekvenaatori
tooaega. Allhankena
olenevalt

sekveneerimisfirmast kuni

6 (12) 6opieva;
gaasikromatograafi t0oaeg,
kuid vajab perioodilist

jarelvalvet. Samal ajal

paar nddalat voimalik teha teisi toid.
Uhe aaliiiisi ~63 € ~12 €
ligikaudne (32 € DNA eralduskiti kulu, | (arvestamata
maksumus proovi 25 € proovide gaasikromatograafi

kohta (omahind ettevalmistus, 6 € ptisikulusid, seadmete
toojoukuluta) sekveneerimiskiip, amortisatsiooni jmt)
arvestamata piisikulusid,
seadmete amortisatsiooni
jmt)
Rakendusvoimalus Jah — laboratoorse t66 Jah — laboratoorse t66 etapid
massanaliiiisina etapid on skaleeritavad. on skaleeritavad.

DNA eralduse saab viia iile
ka viiksematele mulla
kogustele, kiirendades
tunduvalt protsessi, kuid

vajab verifitseerimist. DNA

Gaasikromatograafial on
voimalik kasutada , kiiremaid*

kolonne.
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eralduseks on voimalik

kasutada robotit.
Vajab spetsiifilist Jah - proov tuleb koguda Jah — proov tuleb koguda
mullaproovide steriilselt ning kuivatada puhtalt ning kuivatada kiiresti
kogumise kiiresti kasutades vett- kasutades vett-imavat
metoodikat? imavat rianigeeli. ranigeeli. Proovivotjate

Proovivotjate koolitus on koolitus on vajalik.

vajalik.

4.4 Nouded mullaproovide kogumiseks ja sailitamiseks

Kiesolevas uuringus molekulaarselt ja biokeemiliselt analiitisitud mullaproovid on kogutud iihtse
metoodika alusel. Kui molekulaarsete analiiiiside tarvis on Tartu Ulikooli botaanika osakonnas
proove kogutud aastaid sama metoodika alusel, siis biomarker-rasvhapete analiiiisiks on
varasemas kirjanduses proovide elustiku fikseerimiseks vélja pakutud vaid kiire proovide
kiilmutamine, seejuures juba vélitoddel. Kuna mullaproovide kiilmutamise vajadus muudab
proovivotu tiilikaks ning aegandudvaks, asus 2020. aastal TU Keemia Instituudi ja botaanika
osakonna kaasjuhendamisel oma magistritdds proovide kogumise ja séilitamise metoodikaid
uurima Manju Kasaju (Kasaju, 2021).

Magistrant katsetas kolme erinevat mullaproovi ettevalmistuse metoodikat (kiilmutamine ja
seejérel luofiliseerimine, kuivatamine rénigeeli abil, kuivatamine pd6rdohuga kuivatuskapis
50°C) neljas erinevas ajaviibes (kohene to6tlemine, to6tlemine 8h pérast, todtlemine 24h pérast,
tootlemine 48h pirast) kahes maakasutuse tiiiibis (poollooduslik rohumaa, kiilvikorras olev
pold). Saadud tulemuste pohjal selgus, et proovi ettevalmistuse metoodika on véheoluline, kuid
proov peab saama kuivatatud hiljemalt 8h parast proovi kogumist (samal pdeval kogumisega),
seejuures olenemata kuivatamise viisist (kuivatamine kuivatuskapis, ranigeelis voi
kiilmutamine). Hilisema t66tlemisega muutub mulla biomarker rasvhapete kooslus oluliselt.
Seetdttu on soovitatavaks proovide todtlemise metoodikaks biomarker-rasvhapete analiiiisil
mullaproovi kuivatamine rénigeeli abil, mis vdimaldab kuivatamist alustada juba proovi

kogumisel vilitingimustes. Rénigeeli kasutamise eelis tuleneb ka sellest, et samadest
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mullaproovidest (eelduseks steriilne kogumine) on voimalik teha ka molekulaarseid analiiiise.
Seetottu on PMK-s rakendatav mullaproovide kogumise standardmetoodika rasvhapete
analiilisiks ebasobiv, kuna proovid jouavad kuivatamisele liiga suure ajalise viibega ning
proovide kogumisel pole puhtus tiielikult garanteeritud.

Antud projekti raames koostati PGllumajandusuuringute Keskuse proovivotjatele vajalikud
proovide kogumise ndidiskomplektid, mis koosnesid vajalikul hulgal pakkematerjalist,
silikageelist ja juhendmaterjalist. Parast lithidat koolitust proovivotu metoodikast tulid
proovivotjad uue metoodika alusel proovide kogumisega hédsti toime ning saadud andmete
kvaliteedis probleeme ei esine. Seetdttu voib kinnitada, et uus proovide td6tlemise metoodika on
nii molekulaarsete kui biokeemiliste mulla-analiiiiside teostamiseks vajalik, kuid selle
elluviimine ei too endaga tdendoliselt kaasa olulisi probleeme. Antud metoodika on sobilik nii
edasisteks mulla DNAI pohinevateks analiiiisideks kui ka rasvhapete biomarkerite sisalduste

madramiseks(Lisa 5).
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5 SOOVITUSED INDIKAATORI EDASIARENDUSEKS

Molekulaarne mullaseente médramine ja mulla biomarker-rasvhapete analiiiis kannavad endas

olulist informatsiooni ning on perspektiivikad rakendamiseks nii seires kui ka analiiiisiteenusena

mulla kasutajatele. Sellegi poolest on voimalik ka kirjeldatud metoodikates viahendada

juhuslikku variatsiooni ning tdsta tulemuste usaldusvéarsust. Jargnevalt kirjeldatakse pohilisi

aspekte mille edasine uurimine aitab nii seiret kui ka juhuanaliiiise paremini planeerida,

tolgendada ja 14bi viia: 1) muutused mullaelustiku profiilis 1dhtuvalt looduslikust fenoloogiast; ii)

proovivotu skeemide arendus suurendamaks mullaproovi esinduslikkust; iii) referents-alade

vorgustiku vajaduste kaardistamine; iv) alternatiivsete rRNA regioonide kasutamine teiste

mullaelustiku rithmade méairamiseks; v) funktsionaalsete moddikute lisamine hinnatavate

parameetrite nimistusse.

i)

Antud uuringu tulemused viitavad, et tulemuste aastate vaheline variatsioon voib
olenevalt moddikust olla madal kuni kdrge. Varasemas teaduskirjanduses on toodud
vilja, et mulla DNA puhul on sesoonne variatsioon pigem véiksem kui ruumiline
(Carini et al., 2020), kuid Eesti kontekstis pole seda testitud. TU taimedkoloogia
toorithmas on kdimas uuring, mis keskendub mullaseente elurikkuse ruumilise
variatsiooni méiérale pdllumassiivi sees (oodatav valmimisaeg 2023). Mulla erinevate
organismiriihmade biomassi osas sarnaseid uuringuid kdimas ei ole, kuid varasemates
uuringutes on suurem aasta sisene variatsioon leitud kogu biomassi ja bakteriaalse
biomassi osas (Moore-Kucera & Dick, 2008). Edasiste sammudena oleks otstarbekas
antud teadmiste liinka tdita asjakohaste andmetega Eestist, kuid kirjandusele
tuginedes ei tohiks need olla takistuseks seiretegevuse alustamiseks.

Kiimasolevad uuringud TU taimedkoloogia tddrithmas nditavad, et mulla
seeneelustiku liigirikkuse variatsioon ruumis pdllumassiivi piires on kdrge. Selle
pohjused ei ole veel selged, kuid tdendoline on koosmoju nii mulla parameetrite,
maastiku struktuuri kui ka ajaloolise maakasutusega. Kuigi ruumilise variatsiooni
moju tulemustele on suure tdendosusega olemas (uuringud pole 16ppenud), ei ole
seire kontekstis selge, kas seda tuleks minimeerida, voi oleks vaja kirjeldada

massiivide mulla bioloogilist seisundit ka ruumis. Rohkem kui lisauuringuid, on selle

53



iii)

kiisimuse vélja selgitamiseks vaja seire eesmarkide tdpsustamist ning seotud
ametkondade vahelisi kokkuleppeid valitava metoodika osas. Ruumilised
mullaelustiku seisundi hinnangud toovad endaga kaasa ka oluliselt suuremad kulud,
kuna vajalik proovide arv pdllumassiivi kohta on suurem.

Lahtuvalt antud uuringu tulemustest, kus selgub, et mdddetud mullaelustiku
parameetrite aastate vaheline variatsioon voib olla suur, ei sobi loodud andmestik
referentsiks massanaliiliside 1dbiviimisel. Referentsalade mullaelustiku parameetrid
peavad kirjeldama mullaelustiku seisundit antud klimaatilisel aastal, olemata
seejuures liialt mojutatud inimtegevusest (nt erinevad kultuurid, véetised,
mullaharimine). Kuna klimaatilised tingimused on iile Eesti ebaiihtlased, peaks neid
referentsalasid olema iile Eesti, voi vdhemalt olulisemates
pollumajanduspiirkondades. Kaaludes huvialuse pdllumassiivi analiiiiside tulemused
1abi sama piirkonna referentsalade tulemustega, on potentsiaalselt voimalik anda
hinnang massiivi mullaelustiku seisundile antud vegetatsiooniperioodi klimaatilisi
tingimusi arvestades. Referentsalade vorgustik peaks katma olulisemad Eesti
pollumajanduspiirkondi ning mullastikuvaldkondi. Perspektiivikaks valikuks voiksid
olla néiteks mineraalmuldadel ja pidevas hoolduses poollooduslikud niidud.
Liihikeses perspektiivis, enne kui referentsalade vorgustiku pdhimdtted on vélja
selgitatud, saaksid sarnast funktsiooni téita riikliku mullaseire piisialad.

Mullas elavate seente elurikkust kirjeldavad parameetrid on kasutusel laialdaselt nii
teaduses kui ka teistes suureskaalalistes seireinitsiatiivides, nagu nditeks LUCAS
(Orgiazzi et al., 2022), mille DNA pohised elurikkuse analiitisid on mh 1dbi viidud
Tartu Ulikoolis. LUCAS uuringus kasutati mulla elurikkuse kirjeldamiseks nii
kdesolevas uuringus kasutatud ITS markerregiooni seente tuvastamiseks, kui ka 16S
ja 18S regioone bakterite ja iild-eukariiootide tuvastamiseks. Perspektiivis oleks
otstarbekas Eesti riiklik mullaseire siduda samade organismiriihmade marker-
regioonidega mis on olnud kasutusel LUCASe tile-Euroopalises initsiatiivis (16S
arhed PacBio Sequel, 16S bakterid Illumina MiSeq, ITS seened PacBio Sequel, 18S
ild-eukartioodid Illumina MiSeq). LUCASe uuringus on kasutatud pikemat ITS
regiooni amplikoni PacBio sekveneerimistehnoloogiaga, ning sellise

sekveneerimismetoodikaga saadud andmed on tditjal muude projektide raames
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olemas ka varasema KIK projekti 218 ala kohta ning seega vajadusel kasutatavad.
PacBio sekveneerimistehnoloogia eeliseks on pikemad lugemid mis pakuvad
moningates seeneperekondades paremat liigilist resolutsiooni; miinuseks kdrgem hind
ja teenusepakkuja puudumine Eestis. Markerite valiku laiendamine, selle otstarbekus
ja informatiivsus, tuleks vilja selgitada sellekohaste uuringutega.

Mullaelustiku biomass ja mitmekesisus mojutavad mulla funktsioone (Wagg et al.,
2014). Kuigi elurikkusel on ka oma fundamentaalne vaértus, on pdllumajanduslikes
stisteemides olulised eelkdige mulla elurikkuse poolt pakutavad hiived ja 6kosiisteemi
funktsioonid. Nendeks funktsioonideks v6ivad olla nii siisiniku sidumine, toiteainete
vabastamine taimejdanustest, toiteainete mullas hoidmine (leostumise takistamine),
toiteainete transport mutualistlikes suhetes, mulla-agregaatide moodustamine, aga ka
néiteks okosiisteemi hiived nagu kliima regulatsioon (heitmed ja sidumine), kahjurite
looduslike vaenlaste elupaiga pakkumine jpm. Seni ei ole Eestist komplekselt
kogutud mulla elurikkuse ja sellega seotud funktsioonide andmeid, mistdttu on nende
omavaheline sidumine keeruline. Funktsionaalsete parameetrite sidumine
mullaelustiku elurikkuse ja/v3i biomassiga annaks nii poliitikaloomele kui ka
majandajatele tdiendavad hoovad oma otsuste tegemiseks ja pdhjendamiseks.
Praktilisest kiiljest oleksid kiiremini rakendatavad indikaatorid nditeks taimejéénuste
lagundamise kiirus ja mulla-agregaatide stabiilsuse hinnangud. Perspektiivis tuleks
oluliseks pidada mulla elurikkuse kontekstis ka mulla voimet siisinikku siduda ning
mullast 1dhtuvaid kasvuhoonegaaside heitmeid, mis on seni pdllumuldadel

ebapiisavalt kirjeldatud, sh LULUCF maééaruse kontekstis.
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6 INTEGRATSIOON RIIKLIKU MULLASEIREGA

Riikliku keskkonnaseire programmi mullaseire allprogramm (RT I, 25.01.2017, 9, § 3) kirjeldab
histi tdnase mullaseire tegevusi ja vajakajdédmisi, milles mullaelustiku kui mulla iihe
aluskomponendi seiresse kaasamata jatmine on seadnud kiisimuse alla ka mitmete teiste
seireprogrammide eesmarkide ja iilesannete tditmise (sh bioloogilise mitmekesisuse seire,

kompleksseire, pohjaveeseire, metsaseire).

Kuigi uuringus kasutatud metoodikatel on kahtlemata oma tugevused ja puudujdigid, ei ole
nende rakendamisel riiklikus mullaseires sisulisi takistusi. Projekti tulemused nditavad, et
rakendatud metoodikad kannavad endas monevorra erinevat informatsiooni, kuid selle pdhjal
tehtavad jareldused mullaelustiku seisundi kohta on sarnased. Siiski on nii mulla biomarker-
rasvhapete analiilis kui ka molekulaarne mulla seene-elustiku médramise analiiiis teineteist
tdiendavad — esimene annab laia iilevaate mullaelustiku struktuurist, teine tdpsema,
organismiriihmade haaratuses piiratuma, ent taksonoomiliselt konkreetse sissevaate mulla tihest

kesksest elustikurithmast.

Kuna seire eesmirk on olla pidev ja pikaajaline, oleks mdlema metoodika rakendamine
perspektiivikas. Isedranis seetottu, et selliselt oleks tagatud ajakohased referentsandmed ka
molema analiiiisi pakkumiseks pdllumajandustootjatele ja teistele huvilistele, vidhemalt seni kuni
referentsalade vorgustikku veel {iles seatud pole. Nagu 5. peatiikis kirjeldatud, on iile-eestiline
andmestik kahtlemata véartuslik nii kdesoleva kui ka tuleviku uuringute kontekstis, kuid vajab
enda kdrvale nn kalibratsiooniandmestikku juhuanaliitisideks ja seireandmete tdielikumaks
tolgendamiseks. Mulla bioloogiliste parameetrite mééramisel oleks kahtlemata véartus ka tanaste
seirealade piires, kuid kindlasti tuleks esinduslikkuse saavutamiseks seirealade arvu tdsta ning
seda mitte ainult pdllumuldade, vaid ka teiste elupaigatiiiipide osas. 2020. aastal 14bi viidud KIKi
uuringus leiti, et 218 prooviala kokkuvdttes kirjeldati vaid ligikaudu pool tdendolisest tegelikust
seente elurikkusest Eesti pollumuldades (Vahter et al., 2020). Seetdttu voib oletada, et 27 riikliku
mullaseire piisiala mullaelustiku seirel tehtaks jareldused vaid viikese liigikomplekti pohjal mis
tegelikkuses ei kirjelda Eesti muldade mitmekesisust. Seetottu tuleks perspektiivis ette ndha
seirealade arvu mérkimisviérset tdstmist, mis vajab ka seireks ette néhtavate investeeringute ja

piisikulude tdstmist.
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Mulla bioloogilise seisundi seire alustamise korralduslikud véljakutsed on seotud personali
taiendkoolituse, infrastruktuuri ja selle loomiseks vajalike rahaliste vahendite ning seire
labiviimise rahaliste vahendite olemasoluga. Kuigi uuringu koostajad ei ole 14bi viinud
Pollumajandusuuringute Keskuse voi peagi loodava iihendasutuse Maaelu Teadmuskeskuse
personali ja infrastruktuuri inventuuri, on tdenéoline, et vastav tehnoloogiline voimekus on
asutuse alliiksuste seas olemas. Seetdttu on peamiseks praktiliseks viljakutseks rahaliste

vahendite ja spetsiifilise personalivajaduse katmine.
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7 KOKKUVOTE

Eestis puudub piisav iilevaade pollumuldade bioloogilisest seisundist ning nende andmete
puudumine pirsib asjakohase pollumajanduspoliitika kujundamist ning pdllumajandustootjatel
majandamisotsuste langetamist. Uhtlasi on prsitud pdllumajandusvaldkonna strateegiliste
eesmarkide saavutamine. Seire labiviimist on seni takistanud asjakohase mdddiku ja andmete

kogumise metoodika (sh andmete interpreteerimise) puudumine.

Uuringu eesmargiks oli vilja tootada Eesti muldade seisundit voimalikult tépselt iseloomustav
mullaelustiku ja -elurikkuse moddik(ud) ning selle esialgne interpreteerimine. Antud uuringus
vorreldi biomarker-rasvahapete meetodit nukleiinhapete tuvastamisel pohinevate meetoditega,

eesmirgiga arendada vélja metoodika muldade mikrobioomi seisundi hindamiseks.

Uuringus toetuti KIK projekti nr 15499 “Pdllumajandusliku maakasutuse modju mullaelustikule:
seened mulla bioloogilise seisundi indikaatorina® raames 2019. aastal kogutud andmestikule ning
muuhulgas kasutatati analiitisideks seal kogutud mullaproove. Lisaks koguti 2021. aastal
mullaproovid 51 uuelt uuringualalt ning viidi 14bi kordusmdotmised 24 riikliku mullaseire
ptisialal. Kdigist kahel uuringuaastal kogutud mullaproovidest (293) maarati DNA pdhine seente
elurikkus ning biomarker-rasvhapete pdhised seente, krohmseente ja bakterite biomassid. Saadud
tulemuste informatiivsust hinnati kvalitatiivselt 1abi meetodite voime kirjeldada maakasutusest ja
viljelusviisist tulenevaid erinevusi mullaelustikus. Lisaks hinnati erinevate meetoditega maaratud

parameetrite lithiajalist variatsiooni kordusproovide pdhjal mullaseire piisialadel.

Uuringu tulemused néitasid, et mullaseente DNA-pohised liigirikkuse hinnangud on
informatiivsed eristamaks nii maakasutusest kui ka viljelusviisidest tingitud muutusi mulla
mikrobioomis. Koosluste tasemel olid muutused olulised, kuid véikese mdjuga ning tdid esile
mérkimisvéérse variatsiooni kahe proovide kogumise aasta vahel. Sellele vaatamata olid kahel
erineval aastal kogutud proovide seenekooslused iiksteisega tugevalt korrelleerunud. Ule kdigi
analiiiiside pakkus seeneliikide troofiliste rithmade eristamisvoime juurde lisavdoimalusi andmete
interpreteerimiseks, nditeks stimbiootiliste krohmseente voi haigustekitajate liigirikkuse
muutudes. Metoodika sobilik nii pikaajaliste, kui ka kiirelt aset leidvate muutuste tuvastamiseks

mulla seenekoosluses, kuid tulevikus tuleks poorata tdhelepanu aastate vahelise variatsiooni
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madra kontrollimisele. Metoodika tugevusteks on andmete suur hulk, informatiivsus ja

arengupotentsiaal; norkusteks andmetega to6tamise keerukus ning analiitiside kulukus.

Mairatud mulla biomarker-rasvhapetel pohinevad seente, krohmseente ja bakterite biomassid
nditasid vOoimet eristada suuremaid erinevusi maakasutuses, kuid mitte viljelussiisteemides.
Sellest ei saa aga jéreldada, et metoodika tdpsus oleks selleks otstarbeks ebapiisav, vaid on
voimalik, et nende organismiriihmade biomassid ongi viljelussiisteemide vahel sarnased.
Rasvhapetel pohinevad mullaelustiku kooslused ei olnud vahese variatiivsuse tottu uuritud
seletavate parameetrite osas informatiivsed, kuna rasvhapetel pohinevates koosluse analiilisides
el saa eristada troofilisi gruppe ning andmete hulk proovi kohta on madal. Rasvhapetel
pohinevad biomassid olid kahe proovide kogumise aasta vahel iisna stabiilsed, kuid méératud
mikroorganismide gruppides voisid erinevused olla markimisvédéarsed — nii oli nditeks
krohmseente biomass 202 1. aastal keskmiselt oluliselt madalam kui samadel aladel 2019. aastal,
jaéddes sageli alla médramispiiri. Alla madramispiiri tulemused voivad aga tekitada probleeme
andmeanaliiiisis ning mdjutada ebaproportsionaalselt ka teisi sellega seotud parameetreid, nditeks
seente ja bakterite biomasside omavahelist suhet. Seega sobib metoodika pikaajaliste trendide
jalgimiseks mulla mikroobikoosluses, krohmseente biomarkerit kasutades ka kiiremate muutuste
kirjeldamiseks. Metoodika tugevusteks on selle analiiiitiline iseloom, andmete lihtsus ja
informatiivsus, suure osa mulla mikroobikoosluse organismide haaratus, suhteline laboratoorse
analiiiisi lihtsus ja madalam andmete omahind; ndrkusteks vihene diferentseerimisvdime
organismiriihmade troofilistes tasemetes, tundlikkus alla madramispiiri tulemuste osas ja viahene

potentsiaal metodoloogilisteks edasiarendusteks.

Erinevate metoodikate abil saadud tulemuste omavahelisel vordlemisel selgus, et mulla DNA
pohine seente elurikkuse modtmine ja biomarker-rasvhapete pdhine mullaelustiku biomasside
hindamine on oma olemuselt komplementaarsed, voimaldades iildiselt teha sarnaseid jéreldusi,
kuid kandes detailides erinevat infot. Kuna nii liigirikkusel, liikide identiteedil ja eluviisil, aga ka
biomassil on funktsionaalsed ja 6koloogilised tagajirjed, saab mdlema metoodika

komplementaarsel kasutamisel kdige tdielikuma andmestiku edasisteks jéreldusteks.

Edasised uuringud peaksid keskenduma mullaelustiku looduslikust fenoloogiast tingitud
variatsiooni kirjeldamisele, referentsalade vorgustiku vajaduste kaardistamise, alternatiivsete

rRNA regioonide informatiivsuse uurimise ja funktsionaalsete mdddikute lisamise voimalustele.
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Uuritud metoodikate integratsiooniks riikliku mullaseirega ei ole sisulisi takistusi, kuid
perspektiivis tuleks pdorata suuremat tihelepanu seire- ja referentsalade vorgu arendusele. Kuna
erinevatel aastatel valitsenud ilmastikuolud ja agronoomilised tingimused mdjutavad teatud
mééral mullaelustiku parameetreid, on tulemuste tdlgendamiseks oluline seada iiles looduslikku
fenoloogiat kirjeldav, kuid pikaajaliselt stabiilse elurikkusega referentsalade vorgustik. Eeskatt
on see oluline potentsiaalseks mullaelustiku seisundi hindamise teenuse pakkumiseks
pdllumajandustootjatele, kuna nendel juhtudel on aegridade ja pikaajaliste trendide korval
oluline ka kohene olukorra hindamine. Kaaludes huvialuse pdllumassiivi analiitiside tulemused
1abi sama piirkonna referentsalade tulemustega, on potentsiaalselt voimalik anda hinnang
massiivi mullaelustiku seisundile antud vegetatsiooniperioodi klimaatilisi tingimusi arvestades.
Referentsalade vorgustik peaks katma olulisemad Eesti pdllumajanduspiirkondi ning
mullastikuvaldkondi. Suuremat potentsiaali omavad seejuures piisivalt majandatavad
poollooduslikud niidukooslused, eeskitt oma rikkaliku mullaelustiku ja vihese

majandamisintensiivsuse tottu.

Praktilised viljakutsed metoodikate rakendamiseks on peamiselt seotud rahaliste vahendite ja
erioskustega personali leidmisega. Mulla bioloogilise seisundi hindamise metoodikate
rakendamine seires ning teenuste vélja arendamine massanaliilisideks nduavad tidiendavaid
investeeringuid infrastruktuuri ning personali tdiendkoolituseks voi varbamiseks. Enne
metoodikate rakendamise otstarbekuse hindamist voi nende vahel valimist oleks otstarbekas
laiemalt iile hinnata ja tdpsustada realistlikud riikliku mullaseire allprogrammi eesmaérgid,

integratsioon teiste seireprogrammidega ja tegevuskava nende eesmérkide tiitmiseks.

Muld on taastumatu loodusvara mis on tekkinud elus- ja eluta looduse vastastikusel toimel ning
on aluseks meie elule Maal. Muldade heast kdekadigust ja seisundist sdltuvad nii
biogeokeemilised aineringed, kliima regulatsioon kui ka meie toiduturvalisus. Seetdttu on
oluline, et muldade fiiiisikaliste ja keemiliste omaduste kdrval omaksime arusaama ka oma
tegude mojudest mulla elusosale ning oskaksime looduse iiht olulisemat kapitali ka

jatkusuutlikult kasutada.
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8 SUMMARY

With no comprehensive overview of the biological status of agricultural soils in Estonia, there
are clear obstacles to decision-making at both policy and farm management levels — also a
roadblock to the fulfilment of long-term strategical goals. The factors contributing to the lack of
specific soil biota monitoring schemes have been the ongoing search for suitable indicators and

methodologies for practical implementation.

The overarching goal of this study was to develop and test potential candidate methodologies for
assessing the status of soil biota in Estonian farmland soils. Here, parallel analyses of DNA -
based soil fungal communities and fatty-acid biomarkers based soil microbial structure were

used to assess the explanatory power and detail of these methods in different farming contexts.

In this study, we used data and soil samples collected in a previous study on Estonian farmland
fungal biodiversity, supplemented by an additional sampling campaign in 2021 aimed at
covering under-sampled regions. In 2021, we also collected 24 repeated samples from permanent
soil monitoring areas sampled in 2019. All the samples from both sampling campaigns (293)
underwent DNA-based fungal biodiversity and fatty-acid biomarker-based biomass assessments.
We assessed the information gathered by both methods in the context of the ability to
differentiate between forms of land-use and specific management regimes. Additionally, we
assessed the short-term temporal variability in repeated measurements from the permanent soil

monitoring sites.

The results indicate that soil fungal DNA-based biodiversity estimates are informative in
discriminating between land use and management-inflicted shifts in soil fungal biota. Changes in
soil fungal community composition were significant but small, yet indicated a profound
difference between the two sampling campaign years. Nevertheless, the fungal communities of
soils collected during the sampling years were strongly correlated. Across all analyses, the
capability to differentiate between trophic groups of fungi made it possible to use additional
information for the interpretation of results. Therefore, soil fungal DNA metabarcoding proved
to be a suitable method for monitoring both short- and long-term changes in soil fungal biota but

future efforts should concentrate on assessing the sources of temporal variability in
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metabarcoding-based monitoring schemes. The strengths of the DNA-based fungal
metabarcoding method are that it provides a large amount of data and has a high potential for
further development and refining, whereas the complexity of data and the current cost of

analyses can be regarded as a weakness in a monitoring context.

Soil fatty-acid biomarker-based fungal, AM fungal and bacterial biomass was able to
discriminate between different land-use types but not farming systems (organic, conventional).
This, however, does not imply insufficient accuracy of the method, but rather that the biomass of
studied organism groups does not vary significantly between the farming systems. The fatty acid
community structure was not informative for management-induced shifts in soil microbial
communities. This is likely caused by the insufficient community variability connected with the
fixed number of fatty acid variables that form the community. Additionally, as microbial groups
are often represented by a single fatty-acid biomarker, the organism groups cannot be separated
into communities of their own, further narrowing the explanatory power of fatty acid based
communities. It is noteworthy that the biomass estimates were rather stable between the different
sampling campaigns. However, specific groups of microorganisms varied more substantially —
AM fungal biomarker concentrations were much lower in 2021 than 2019, in many cases falling
below detection limit. This can cause problems in further data analyses and interpretation and
disproportionally affect other related parameters, such as the fungal to bacterial biomass ratio.
Therefore, the fatty-acid biomarker-based methodology is suited for monitoring long-term trends
in soil microbial communities. The more responsive group of AM fungi could also be used to
detect shifts in a short time span. The strengths of this methodology comprise its analytical
nature, simplicity of data and subsequent analysis, the fact that it encompasses a large part of soil
microbiota, is comparatively simple in terms of laboratory work and the data produced is not
very costly. The weaknesses include the low discriminating power of trophic levels in the
community, sensitivity to values below the detection limit and the low potential for further

methodology development.

When comparing the two methods used in this study, it is evident that while they come to similar
conclusions overall, they differ in their specific outputs and provide complementary information.

As species richness, species identity, lifestyle and biomass all have both functional and
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ecological implications, the assessment of biomass and species in conjunction will yield

complete data for inference with ongoing processes in the soil.

Future studies would be needed to assess the role of natural phenology in short-term temporal
variation and how this would impact the possible monitoring outcomes. Mapping of the
requirements and possibilities of setting up a base of reference sites and additional rRNA marker
regions should also be considered. Where current capabilities and monitoring goals overlap, the

inclusion of additional soil functional parameters would be advantageous.

There are no critical obstacles to integrating either of the tested methods into the Estonian
national soil monitoring scheme but attention should be given to developing the monitoring
network, especially with the necessitiy for reference areas in mind. As the climatic and
agronomic conditions of a given year do, to an extent, affect the soil biotic component, it would
be useful to have a selection of reference areas that reflect the yearly and seasonal variation but
are not affected by changes in management. These areas would ideally need to be stable in their
soil biodiversity level and not under management-induced ecological succession. This is more
relevant in offering analysis services to farmers because this would require meaningful data from
the first sampling, not only time series. With a geographically balanced reference area network,
the results of a specific field could be weighed in the context of the current year’s climatic
conditions, yielding a more informative assessment of the current situation. As reference areas,
higher priority should be given to seminatural grassland habitats for their diverse soil community

and low-intensity but continuous management.

The practical obstacles to applying the tested methodologies are mostly related to funding and
the need for personnel with specialized skills. Applying of these methods to monitoring or
service-based analyses for farmers require additional infrastructure investments and training for
existing personnel or reqruiting additonal people. Before deciding on how these methods should
be implemented or which is the more suitable one, the specific goals of soil monitoring and its
links to other monitoring programmes should be re-assessed and aligned with real needs and
capabilities. A cross-ministerial soil monitoring development plan is needed to reach these goals,
including funding sources, schedule, research plan, milestones, deliverables and responsible

entities.
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Soil is a non-renewable natural resource that has developed as a result of physical, chemical and
biotic processes. Soil forms the basis of our existence on Earth, having a profound role in
biogeochemical cycles, climate regulation and food security. Therefore it is important that in
addition to soil chemical and physical characteristics we would also have an in-depth
understanding of the biotic component of soils and the effects our actions have on it. It is the

only way we can ensure that this valuable resource is used sustainably now and in years to come.
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