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Liihikokkuvote

Tallinna kogukonnaaedade mulla mikrobioloogilise koostise masiramine

Kadi Karmen Kaldma

Kéesolevas magistritdos uuritakse linnaruumi  rajatud kogukonnaaedades toidu
kasvatamiseks kasutatavate muldade mikrobioloogilist koostist. Uuringu eesmérk on vilja
selgitada, kas need mullad sisaldavad inimtervisele kahjulikke mikrobioloogilisi organisme
ehk patogeene. Linnaruumis esinevad transpordist ja muust inimtegevusest tulenevad
negatiivsed hdiringud, mis kajastuvad mullas. Samas on linnaaiandus oluline nii linnaruumi
kujundamise, kogukondade sotsiaalse kaasatuse, tervislike eluviiside, bioloogilise
mitmekesisuse sdilitamise, keskkonnateadlikkuse kui ka toidupuuduse vidhendamise
aspektist. Uuritakse, kas linnaruumis toidu kasvatamiseks kasutatav muld on inimtervisele
ohutu.

Uuringuga tuvastati, et linnaaedades kasutatav muld on inimtervisele ohutu. Mullas leidus
inimetervisele kasulikke, immuunsiisteemi ergutavaid mikroobe ning tuvastati mitmeid

orgaanilisi aineid hésti lagundavaid mikroobe.
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Maisted ja lithendid

Amplifitseerima — DNA- (RNA-) molekulide arvu mitmekordistamine

Annoteerima - annotatsiooni ehk liihikirjeldusega varustama, iiles tdheldama, kirja
panema

Ekstraheerima - tahkete vOi vedelate ainete segust iiht voi mitut komponenti selektiivselt
lahuse abil eraldama

Eukariioot - piristuumsed, rakulised organismid (seened, vetikad, arhed)

Fiilogenees — organismiriihma pdlvnemiskiik, osa evolutsiooniteooriast, mis késitleb liigi,
organismi vO1 organismiriithma pdlvnemise arengut

Fiilotiilip — keskkonna DNA jérjestus voi jarjestuse riihm, millel on konkreetse
périlikkusteguri sarnasuse tase

Genoom — kogu geneetiline materjal organismis

ITS — Internal Transcribed Spacer, sisemine transkribeeritav speisser

Metabolism ehk ainevahetus — organismidele omaste biokeemiliste protsesside kogum,
kus ained liiguvad organismi ja keskkonna vahel

PCR - Polymerase Chain Reaction, poliimeraasi ahelreaktsioon

Prokariioot - ecltuumne, rakutuumata algeline organism (bakterid)

Proteoom — téielik valkude kogum, mis on kodeeritud genoomi poolt

OTU — Operational Taxonomic Unit, taksonoomiline iihik. Taksonoomilisse tihikusse ehk
taksisesse on iihendatud mikroorganismid, kes on oma tunnuste poolest lihedased,
kasutatakse suure mitmekesisusega siisteemides orienteerumiseks. OTU-de puhul tegemist
mingite kindlate tunnuste poolest sarnaste organismide kogumiga

TBE — Tris-boraat-EDTA

16S rRNA - viikese ribosoomi subiihiku ribosomaalne RNA



Sissejuhatus

Kogukonnaaianduse populaarsuse kasv aitab kaasa mitmetele Uhinenud Rahvaste
Organisatsiooni (URO) séiistva arengu tegevuskava eesmirkidele (Riigikantselei, s.a.), mis
omakorda on osa ,Sddstev Eesti 21 strateegiast (RT I 2005, 50, 396). Eesmirgi nr 2
kaotada niljahida kohaselt soovitakse saavutada senisest parem toiduga kindlustatus ning
kujundada paremaid toitumisharjumusi. Sellele aitab kaasa kogukonnaaiandus, kasvatades
meie kliimasse sobivaid toidukultuure. Kogukonnaiandus on joukohane ka algajale
aiapidajale, sest rohkem pannakse rohku salati- ja maitsetaimedele, mida on kergem
kasvatada viéikesel maa-alal. Kogukonnaaedades ldhtutakse permakultuuri pShimdtetest,
kuid on ka kogukonnaaedu, kus aed on tooriist inimeste kokkukutsumiseks, sel juhul ei ole
permakultuuri pohimottest ldhtumine kohustuslik. See on sddstlik viis muldade
majandamiseks, mille kdigus nii Oelda kasvatatakse lisaks toidule ka mulda, viltides
toostuslike véetiste kasutamist. Eesmirgi nr 11 muuta linnad ja asulad kaasavaks,
turvaliseks, vastupidavaks ja saistvaks kohaselt soovitakse muuta linnad kestlikuks
kvaliteetseks elukeskkonnaks, mille {iks olulisi aspekte on sidusa rohelise ruumi olemasolu
vOimaldamine linlastele. Sidus avalik ruum tekitab turvatunnet ja vihendab ebavordsust,
kaasates erinevaid iihiskonna rithmi linna kujunemisesse. Kaasamine aitab tuua kokku
erineva taustaga inimesed, kes tootavad lihise eesmdrgi nimel, tagades seelébi sotsiaalse
jatkusuutlikkuse. Eesmérk nr 13 votta kiiresti meetmeid kliimamuutuste ja nende
mojude vihendamiseks kohaselt tuleb vdidelda kliimamuutustest tulenevate negatiivsete
mojude vastu. Kogukonnaaiandus pakub ka seda vdimalust. Kogukonnaaedade rajamisega
suurenevad loodusliku mitmekesisusega rohealad, mis aitavad vdhendada temperatuuri
tousu linnas, leevendades ekstreemseid kuumalaineid. Pikad kuumalained on ohtlikud
vanemaealisetele ning viikelastele, pohjustades liigsurmasid (Frantzeskaki, 2016).
Kogukonnaaiad toetavad keskkonnateadlikkust ja -haridust ning selle kasvades teevad
inimesed keskkonnateadlikumaid valikuid. Keskkonnateadlikud valikud omakorda aitavad
teha jitkusuutlikumaid otsuseid, mis aitavad kaasa kestlikuma linna kujunemisele.
Kogukonnaaedades kasvatatavad erinevad kultuurid tdstavad linnades bioloogilist
mitmekesisust nii taimede kui ka uute elupaikade ndol, aitavad mitmekesisuse kestma
jaadmisele kaasa. Kliimamuutuste negatiivseid mojusid aitavad védhendada looduslikud

pinnad, mida kogukonnaianduse raames siilitatakse ja luuakse. Looduslikel pindadel on



vOime akumuleerida vihmavett, mis vihendab linnadele iseloomulike tehispindade kdrval
iileujutuse ohtu.

Kogukonnaiandus muudab linnalist elukeskkonda kvaliteetsemaks, pakkudes rekreatiivseid
voimalusi, rohelust, dkosiisteemiteenuseid, silmailu ja rikastab inimese toidulauda (Uustal,
Kuldna, & Peterson, 2010). Positiivsetest kiilgedest on rddgitud palju, kuid samas on alati
olnud kiisimérgi all linnas kultiveeritud toidu ohutus. Linnalises keskkonnas on toidu
kasvatamise iiks voimalik ohuallikas mulla mikrobioloogiline koostis.

Inimese keha on tohutu hulga erinevate mikroobide ehk mikrobioomiga dkosiisteem. Sellel
Okosiisteemil on oluline roll inimese tervises. Viimastel aastakiimnetel on inimeste elustiil
palju muutunud, mis on kaasa toonud inimese soolestiku mikrobioomi muutused.
Antibiootikumide ja korgete standarditega sanitaartingimustele lisaks on nditeks to6deldud
toit pOhjustanud inimese mikrobioomi soovimatuid muutusi, mida on raske tagasi pdorata.
Mikrobioomi muutused ja sellega kaasneva teatud funktsionaalsete omaduste kadumise
voib pdhjustada tehiskeskkonnas elamine. Uuringud néitavad, et nii pidev kui ka lithiajaline
kokkupuude loodusega mojub positiivselt inimese soole- ja nahamikrobioomi

mitmekesisusele. (Sonnenburg & Sonnenburg, 2019)

Selle magistritdd eesmirk on luua tlilevaade kogukonnaaedades kasutatavatest muldadest
ning selgitada vilja linnaaedade muldade ohutus inimese tervisele, keskendudes mulla
mikrobioloogilisele analiilisile. Mulla ohutuses veendumiseks tuvastatakse mikroobid
taksonoomilise tihikuni vélja, et selgitada patogeenide olemasolu. Mullaproove koguti nii
2019 aasta siigisel kui ka 2020 aasta siigisel, sel viisil saab vorrelda kahe aasta jooksul
toimunud mulla mikrobioloogilis muutusi. Nimelt leidub mullas valdavas enamuses
inimesele kasulikke mikroobe, kuid voib esineda ka organismidele negatiivse mdjuga

mikroobe ehk patogeene (Baumgardner, 2012).

Magistritoé on seotud Tallinna keskkonna- ja kommunaalameti poolt tellitud projektiga
TRU19218A “Tallinna linnaaedade mulla- ja taimeproovide analiilis®, kus t66 autor
aktiivselt kaasa 10i. Veel on t60 seotud teadus- ja arendustegevuste rahastusel tehtava
teadus- ja arendusprojektiga (TE5419 ,, Tallinna linna kogukonna- ja dppeaedade mullastiku
kompleksanaliiiis ja aiasaaduste kasvatamise ohutuse hindamine* Kairi Koort, LTI, TLU),

millele antud magistritdé raames tehtud uuring sisendi annab.
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Kirjanduse iilevaade

Elu ajalugu Maal on talletatud geoloogilistes kihtides, fossiilides ja kaasaegsete
organismide genoomides. Neid andmeid koos uurides aitavad need lisaks teaduslikele ja
biomeditsiinilistele omadustele tuvastada metaboolseid ja regulatiivseid radu ning
annoteerida valgujdrjestusi. Planeedianaliiiis, kasutades erinevatest okosiisteemidest périt
genoomi ja proteoomi andmestikke, annab parema iilevaate ja arusaama sellest, kuidas elu
biosfddriga suhtleb ja globaalsete muutustega kohaneb. (Benner et al., 2002)

Selle magistritod raames kasutatav — sekveneerimistehnoloogia on tinapievane
analliisimismeetod proovidest mikroobide tuvastamise jaoks. See meetod on muutnud
arusaama meie keha ja meie planeedi mikroobikooslusest. Sekveneerimistehnoloogiat saab
kasutada seni uurimata bioloogilise mitmekesisuse ja Okoloogiliste omaduste
dokumenteerimiseks, uurides nii terveid kooslusi kui ka iiksikuid mikroobseid taksoneid.
Kuna ITS ja 16S rRNA jérjestused on vdga head fiilogeneetilised markerid, siis saab neid
analtitisides iilevaate sellest, millised mikroobsed taksonid proovides esinevad. (Caporaso

etal., 2011)

1.1. Okosiisteem ja inimese mikrobioota

Viimastel aastatel on iiha enam hakatud rddkima ja tutvustama iihtse tervise (One Health)
kontseptsiooni, mille kohaselt inimese tervis, 0kosiisteemi tervis ja planeedi tervis on iihtne
iiksteisest soltuv tervik (Haspeck, 2020). Kontseptsiooni kohaselt on kasulik nt mulla, taime
ja looma tervist uurida iihtse tervikuna. Kdigi okosiisteemis olevate organismide tervislik
seisund on seotud mikroobikoosluste litkumisega keskkonnast (mullast) taimedele,
loomadele, inimestele ja seejirel tagasi keskkonda. Omavahel ihendatud mikrobioomide
roll taime- ja loomatervishoiu edendamisel on tdhtis mdistmaks kuidas edendada ja
stimuleerida tervislikku ja mitmekesist mikrobioomi inimese domineeritud 6kosiisteemis.
Oluline on Okostisteemi ja mulla tervise siilitamine taimekoosluste mitmekesistamise ja

hallatavate 6kosiisteemide oligotrofeerumise kaudu. (van Bruggen et al., 2019).

Viimastel aastakiimnetel on linnalistes keskkondades sagenenud inimeste immuunhaiguste
(Gronroos et al., 2018) ja poletikuliste haiguste esinemine (Reber et al., 2016).
8



Immuunhaiguste  esinemise  sagedust seostatakse tehiskeskkonnas  suurenenud
hiigieenitasemega ning vdhenenud kontaktiga loodusliku bioloogilise mitmekesisusega.
Gronroos kolleegidega testis, kuidas mdjutab liihiajaline kontakt looduslike materjalidega
inimese bakterite mitmekesisust. Katsealustel vdeti nahalt proovid enne katset ja peale kite
hoorumist looduslike materjalidega nagu muld, taimed. Selgus, et ajutine kokkupuude
looduslike materjalidega suurendas naha {ildist mikrobioomi mitmekesisust ning bakteri
hdimkondade Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Proteobacteria ning alfa-,
beeta ja gamma proteobakterite mitmekesisust. (Gronroos et al., 2018) Eluslooduse
siistemaatika kategooriad on vélja toodud lisa 2. Kokkupuude looduskeskkonnas esinevate
mikroobidega suurendab naha- ja soolemikrobioomi mitmekesisust, tugevdades
immuunsiisteemi (Nurminen et al., 2018). Poletikuliste haiguste esinemist seostatakse
stressiga, mis hdirib mikrobiootat ja mikrobioota ning peremehe vahelist bioloogilist
harmooniat. Viimane aitab sdilitada organismis toimuvate protsesside tasakaalu ning véltida
siisteemis toimuda voivaid negatiivseid korvalekaldeid. Seega voib 6elda, et mikrobioota
mitmekesisus mojub kehale antidepressiivselt ja on vajalik organismi normaalseks

funktsioneerimiseks. (Reber ef al., 2016)

Soomes viidi 2020. aastal 14bi uuring, kus vorreldi erinevate paevahoidude laste (vanuses
3-5 aastat) soolestikus ja nahal olevate mikroobide mitmekesisust. Osa uuringus osalenud
lapsi veetsid dues aega linnalises keskkonnas konniteedel, plaaditud pindadel ja kruusaga
kaetud hoovides, teised méngisid regulaarselt rohealadel ning kolmandad kéisid uuringu
ajal igapédevaselt looduses. 28 pdeva jooksul vildanud uuringu jirel oli selge, rohealadel ja
igapédevaselt looduses kdinud laste soolestiku ja naha mikrobioota oli selle lithikese ajaga
mitmekesistunud. Mitmekesine soolestiku ja naha mikrobioota tugevdab laste
immuunsiisteemi ning vihendab allergiaid. (Roslund et al., 2020)

Senised uuringud on ndidanud inimeste soolestiku mikroobikoosluse mitmekesisuse
vdhenemise maérke, mis tuleneb lddnelikust dieedist ja elustiilist, aga ka siinnituste
vastuvotmisel keisrildoike laialdasest kasutamisest, antibiootikumide tarvitamisest, imikutele
piimasegude sootmisest ja elukeskkonna sanitaartingimustest. Soolestiku mikroobide
mitmekesisuse vdhenemisega suureneb selliste krooniliste pdletikulise haiguste nagu
poletikuline soolehaigus, diabeet, rasvumine, allergiad ja astma levimus. Varajases elus

keskkonna mikroobidega kokkupuude suurendab soolestiku mikroobide mitmekesisust,
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seega linnastumisest tingitud muutus maakasutuses ja sellest tulenev mulla bioloogilise
mitmekesisuse vdhenemine vOib olla rahvatervise oht. Keskkonnas toimuvad suured
muutused voivad katkestada mikrobioota tervisliku arengu ja suurendada pdletikuliste
haiguste riski. (Tasnim et al., 2017)

Soomes viidi 14bi uuring, kus otsiti seost elukeskkonna ja inimese soolestiku mikrobioota
vahel (Parajuli ef al., 2020). Uuringu kéigus koguti eakatelt soomlastelt véljaheiteproovid,
millest tuvastati bakterifiilotiiiipe, kasutades 16S rRNA sekveneerimist. Tulemustest selgus,
et pddsaliikide arvukus soodustab eakate soolestiku mikrobioota homdostaasi. Uuritavate
mikrobioota  hdimkondade  Firmicutes,  Bacteroidetes  tasemel tdheldati, et
Ruminococcacaea sugukonna ja Faecalibacterium perekonna esindajad olid arvukamad
ning Clostridiaceae sugukonna ja Clostridium perekonna esindajad vdhearvukad, kui due
pdosaliikide arv oli suurem. Clostridiaceae sugukonna Clostridium perekonna liikkmete
hulgas on patogeenne, seevastu Faecalibacterium perekonna litkmed on seotud
héstitoimiva ja terve soolestikuga. Oistaimede liikide arvukus oli positiivselt seotud
inimese mikrobioota hdimkonna Bacteroides klass Bacteroidia litkmete esinemisega.
Bacteroidia klassi kaks sugukonda Prevotellaceae ja Bacteroidaceae on soolestiku

mikrofloora levinuimad. (Parajuli et al., 2020)

1.2. Mulla mikrobioom

Mulla mikrobioloogiast sai mullateaduse eraldi haru 1838. aastal kui Prantsuse
pollumajanduskeemik Boussingault mérkas, et kaunviljad vdivad omastada ldmmastikku
ohust. Viiskiimmend aastat hiljem eraldas Hollandi teadlane Beijerick kaunviljade juure
solmedest bakterid. Said alguse mulla mikrobioloogia alased uuringud. (Giri et al., 2005)
Mulla mikrobioom kujutab endast iiht kdige keerulisemat mikroobikooslust planeedil Maa,
hdlmates tuhandeid taksoneid ja ainevahetusradasid (Naylor et al., 2020). Mikroorganismid
elavad koikides keskkondades Maal, tdites olulist rolli siisiniku ja toitainete ringluses,
looma- ja taimetervises, pollumajanduses ning tilemaailmses toiduvorgustikus (Cavicchioli
et al., 2019). Muld on looduslik keskkond, milles mikroobid elavad, paljunevad ja surevad.
Mikroobikoosluste mitmekesisus on viga oluline teema, olles seotud paljude

valdkondadega. Mulla viljakus ei soltu ainult mulla keemilisest koostisest, vaid ka selles
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elavate mikroorganismide olemusest. Mitmekesise ja elujoulise mikroobikoosluse

sdilitamine on mulla jatkusuutlikkuse alus. (Giri et al., 2005)

Inimtegevus  vdhendab linnakeskkonna mitmekesisust, mis omakorda muudab
mikroobikooslusi.  Vaesunud mikroobikooslused mdjutavad linnaelanikke kuna
mikroobidega kokkupuute vdhenemine mdjutab negatiivselt inimese immuunsiisteemi ja
see omakorda suurendab mittenakkuslike haiguste véljakujunemise tdendosust. (Hui et al.,
2019) Antropogeensed maakasutuse muutused pohjustavad mitmesuguseid nakkushaiguste
puhanguid ning muudavad endeemiliste infektsioonide levikut. Selline tegur on néiteks
linnakeskkonda kontsentreerumine voi linnakeskkonna laienemine. (Patz ef al., 2004)

Okosiisteemitervis mdjutab otseselt inimeste tervist ja seetdttu tuleb dkoloogilist taastamist
késitleda rahvatervise teenusena. Maakasutuses tuleb arvestada n.-6. maastiku immuunsuse
tugevdamist, mis aitaks dra hoida linnkeskkonnas zoonooside ehk loomadelt inimestele
levivate haiguste esinemist. (Reaser et al., 2020) Maastiku 6koloogilised mustrid miiravad
elustiku leviku ja rohkuse, puhverdades seejuures haiguste diinaamikat. Keskkonnastress
mojutab looduslikku vastuvotlikkust patogeenidega nakatumisele, kuna inimeste muudetud
maastikud toovad eluslooduse koduloomadele ja inimestele 14hemale, suurendades seeldbi
tdendosust, et patogeenid hakkavad levima ka teiste liikide populatsioonides. (Reaser ef al.,
2020) Kohalike taimede taasasustamine tugevdab Okoloogilisi vastumeetmeid séilendtkust

suurendades (Reaser et al., 2020).

Osa mullas leiduvaid baktereid ja seeni vdivad olla patogeensed, pohjustades haigusi.
Organismi vodivad patogeenid sattuda mullaosakeste allaneelamisel, saastunud toidu
allaneelamisel vdi mullaosakeste sissehingamise teel. (Baumgardner, 2012)

Mikroseened on mullas leiduvad viga edukad organismid, kes on oma plastilisusega
voimelised kohanema erinevate ebasoodsate tingimustega. Samuti omavad seened voimet
toota rakuvéliseid ensiiime, mille abil lagundada erinevaid orgaanilisi aineid ning
reguleerida siisiniku ja toitainete tasakaalu. (Frac ef al., 2015) Paljud seeneliigid koguvad
oma viljakehadesse toksilisi metalle, olles pinnase tervendajad, ehkki need toksilised ained
voivad pirssida seente kasvu ja mojutada nende paljunemist (Baldrian, 2003). Nagu
bakterite puhulgi, reguleerivad seente mitmekesisust ja kasvu mitmed biootilised tegurid -

taimed ja teised organismid ning abiootilised tegurid — mulla pH, niiskus, soolsus, struktuur
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ja temperatuur (Lopez-Bucio et al., 2015). Seened elavad véga erinevates pH ja
temperatuuri vahemikes, mistottu leidub neid pea koigis keskkondades. Mullaseeni on

voimalik liigitada nende funktsionaalsuse jargi:

Bioloogilised tdrjevahendid,
Okosiisteemi reguleerijad,

Orgaanilise aine lagundajad.

Bioloogiliste torjevahenditena suudavad seened reguleerida teiste organismide haigusi,
kahjureid ja kasvu. Néiteks miikoriisaseeened parandavad taimede kasvu, kaitsevad taimi
patogeenide eest ning suurendavad taimede toitainete omastamist. Okosiisteemi
reguleerijatena osalevad seened mulla struktuuri ja teiste organismide -elupaiga
moodustamisel ning orgaanilise aine lagundajatena méngivad olulist rolli orgaanilise aine

stabiilsena hoidmisel ning jadkide lagundamisel. (Frac et al., 2018)

Juba 1950. aastatel kaeti pdllukultuuride seemneid kasvu ja saagikuse parandamiseks
bakterikultuuridega (Azotobacter chroococcum voi Bacillus megaterium) (Brown, 1974).
1980. aastateks oli paljudel erinevatel bakteritel, peamiselt Pseudomonas, aga ka
Azospirillum, kirjeldatud taimekasvu soodustavat toimet (Burr et al., 1978) Ténaseks
pdevaks on teada palju mikroobe Bacillus, Pseudomonas, Glomus, Acetobacter,
Azospirillum, Paenibacillus, Serratia, Burkholderia, Herbaspirillum, Rhodococcus
perekondadest, mille puhul on tdestatud taimekasvatust suurendavad omadused (Backer et
al., 2018). Mikroobide aktiivsus hoogustab taimede kasvu mullas levivate toitainete
biosaadavuse suurendamise abil. Mulla mikroobid vabastavad taimedele toitaineid nagu
lammastik (N), fosfor (P) ja véivel (S), mis on seotud orgaanilistes molekulides ja on
seetottu taimedele muidu raskesti omastatavad. Nendele toitainetele juurdepédésul soltuvad
taimed mulla mikroobide - bakterite ja seente - kasvust. Kasulike mikroobide lisamine
mulda voib olla {ilitdhtis keskkonna stressi tingimustes kui esineb toitainete piiratus,

patogeenid, kahjurid, kdrge soola- v3i raskmetallide sisaldus. (Jacoby et al., 2017)

Mullaseente ja taimejuurte vahel on siimbiootiline kooslus, mida nimetatakse miikoriisaks.

Miikoriisa méingib votmerolli Okosilisteemi toitainete ringluses ja kaitsevad taimi
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keskkonnastressi eest. Kdige tavalisem miikoriisa tiilip on arbuskulaarne miikoriisa (AM).
Arbuskulaarne miikoriisa moodustab omaette hdimkonna Glomeromycota (krohmseened).
Krohmseened vajavad oma elutegevuseks taimi, mis tdhendab, et tegemist on
obligatoorsete siimbiontidega. (Smith & Read, 2008) Krohmseente inokuleerimise ehk
kaitsepookimise positiivne mdju taimekasvule ja -tervisele on tunnustatud viis, millega on
voimalik vihendada keemiliste vietiste ja pestitsiidide kasutamist, mille poole tdnapédevane

taimekasvatus liigub. (Azcon-Aguilar & Barea, 1997)

Linnamuldade mikrobioloogiline analiilis voimaldab teha jareldusi mulla saastumise kohta
poliitstikliliste aromaatsete siisivesinikega (PAH). PAH-ide puhul on tegemist orgaaniliste
ainetega, mis tekivad lihendite mittetdielikul pdlemisel, linnakeskkonnas mdjutavad nende
esinemist kdige enam liiklusest paisatavad heitmed. Nimelt kogunevad PAH-id mulda ning
nende olemasolu mullas voib muuta mulla mikroobide koosluste koostist. On tdheldatud, et
PAH-ide kontsentratsiooni suurenemisega mullas suureneb deltaproteobakterite suhteline
arvukus ning sugukonna Flavobacterium ja Rhodanobacter liikide arvukuse vdhenemine.
Paljud sugukonna deltaproteobakterid on suutelised PAH-e lagundama ja seetdttu on neid
PAH-idega saastunud pinnases rohkem kui saastumata pinnases. Kdige enam muudab
PAH-idega saastatus hdimkondade Proteobacteria, Actinobacteria ja Bacteroidetes

arvukust. (Roslund et al., 2018)

Mulla mikroobide leviku ja aktiivsuse oluliseks keskkonnateguriks peetakse mulla pH-d.
Mulla pH modjutab mulla mikroobide liigilist koosseisu — atsidofiilsed liigid on
happelembesed, neutrofiilid eelistavad elada neutraalse pH-ga keskkonnas ja alkalifiilsed
mikroobiliigid eelistavad leeliselist keskkonda (Elsas, 2019). Mulla pH avaldab otsest mdju
mikroorganismidele ja kaudset moju taimekooslustele, mulla toitainetingimustele,
raskmetallide lahustuvusele ning toksilisusele. Mulla pH mojutab bakterite ja seente
arvukuse tasakaalu mullas, seejuures kdrgema pH véértuse korral on bakterite kasv suurem.

(Fernandez-Calvifio & Bééath, 2010)
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1.3. Kompost

Tihti kasutatakse mulla rikastamiseks komposti. Komposti puhul on tegemist orgaanilise
ainega (taimsed ja/voi loomsed jddgid), mida on lagundanud mikroorganismid - bakterid,
seened. Komposti valmistatakse néditeks lehtedest, dlgedest, puu- ja kodgivilja jadkidest,
sonnikust. Kompost on kergesti valmistatav, holpsasti kittesaadav ning oluline mulla ja
saagi kvaliteedi parandamise allikas. Muuhulgas parandab mulla struktuuri ning muudab
toitaineid taimedele kergemini omastatavamateks. (Meena et al., 2021) Komposteerumise
ajal muutuvad kompostis temperatuurivahemikud, temperatuuri varieeruvusega muutuvad
tingimused osa mikroorganismidele sobivateks ja teistele mitte. Kompostimisega tegeleb
kaks erinevat aeroobset mikroorganismide riihma — mesofiilid ja termofiilid. Erinevad
mikroorganismid — bakterid, aktinomiitseedid, hallitusseened ja pdrmid domineerivad
kompostimise erinevates faasides. Kompostimine algab mesofiilsest etapist, kus
temperatuur jddb vahemikku 20-40° C. Ka looma (sh. inimese) organismis elavad
mikroobid ja patogeenid on mesofiilid (Graves, 2000). Komposteerimise mesofiilsele
etapile jargneb termofiilne etapp, kus temperatuur jadb vahemikku 40-70° C ja toimub
aktiivsem lagunemine. Termofiilses etapis mesofiilsed organismid surevad voi muutuvad
mitteaktiivseteks  ning  termofiilide  ja/vdi  temperatuuritolerantsete  bakterite,
aktinomiitseelide ja seente populatsioon ning mitmekesisus suurenevad. Termofiilsele

etapile jargneb jille mesofiilne etapp, milles kompost n.-6 kiipseb. (Ayilara et al., 2020)

Hiinas koguti erinevate provintside kompostiproove tuvastamaks sealseid mikroobe 16S
rRNA jérjestuste alusel. Selgus, et erinevate provintside kompostis leidus erinevaid
mikroobikogukondi. Ligi 90% proovidest leidus 26 taksonoomilist ithikut (OTU), mis
kuulusid hdimkonda Firmicutes (perekonnad Cerasibacillus, Atopostipes ja Bacillus) ja
Actinobacteria (perekonnad Thermobifida, Actinomadura ja Nocardiopsis), enamik neist
bakteritest on seotud orgaanilise aine lagundamisega. Uhtlasi leiti kompostist koguni 629
potentsiaalselt inimesele vOi loomale patogeenset mikroobiliiki bakteriperekondadest
Helicobacter, Staphylococcus, Acinotobacter, Steptococcus, Myobacterium ja Enterococcus,

mis moodustasid 1,21% kogu uuritud geneetilisest materjalist. (Wang et al., 2020)
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1.4. Varasemad uuringud Tallinna kogukonnaaedades

Laagna kogukonnaaia mulla uuringute kohta on varasemalt kirjutatud bakalaureusetdo
(Kaldma, 2019), mille eesmirk oli hinnata mulla seisundit toidukultuuride kasvatamiseks.
Teostati raskmetallide analiiiis, millest ei selgunud inimese toidulauale potentsiaalselt jouda
voivate raskmetallide sisalduse olulist suurenemist. Mineraal ja orgaanilise aine sisalduse
analiilis nditas suurt orgaanilise aine sisaldust ning pH oli kasvatuskastide mullas 7
lahedane, mis on optimaalne tase taimekasvuks. Samuti teostati mulla mikrobioomi
uuringud, kuid 16puni jii uurimata toidukultuuride kultiveerimise ohutuse kiisimus mulla
mikrobioloogilisest aspektist. (Kaldma, 2019)

Tallinna Keskkonna- ja Kommunaalamet tellis Tallinna Ulikooli tédriihma kiest Tallinna
kogukonna- ja Oppeaedu uuriva monitooringu, veendumaks linnalises keskkonnas
kasvatatud toidu ohutuses. Valitud kogukonna- ja dppeadedest koguti 2019. aasta siigisel
mullaproovid, kust madrati mulla raskmetallide (Zn, Cu, Pb, Hg, Cd ja Ni), pH, orgaanilise
aine sisaldust ja inimpatogeenide tuvastamise esinemist ning taimeproovidest méérati
raskmetallide (Zn, Cu, Pb, Hg, Cd ja Ni) sisaldust. Koikides analiilisitud muldades oli
taimedele ja mikroorganismidele sobiv pH (7). Orgaanilise aine sisaldus iiletas kdikides
aedades 45%, mille alusel voib pidada aedade mulda kvaliteetseks. Mones uuringus
osalenud aias oli raskmetallide sisaldus kehtestatud piirnormidest suurem, kuid selline
tulemus vais tuleneda ka asukoha eripérast, muretsemiseks ei olnud pohjust kuna neutraalse
pH (7) juures on raskmetallide litkuvus madal. Mikrobioloogilise analiilisi kdigus jouti

mullas olevad liigid identifitseerida seltsi tasemeni. (Kaldma ef al., 2019)

1.5. Kogukonnaaianduse seos linna sdilendtkusega

Linna sidilendtkuse all moeldakse linna kui urbanistliku siisteemi vastupidavust Sokile ja
stressile, samal ajal positiivselt kohanedes ja muutudes jatkusuutlikkuse suunas. Oluline on
seejuures siisteemi vOime peale stressi sdilitada normaalne funktsioon voi taastada
stressieelne olukord kiiresti. Uheks stressiallikaks, millele linnad peavad vastu seisma, on
kliimamuutused. (Leichenko, 2011) Linnaaiad ja linnalihedane pdllumajandus annavad
olulise panuse kohanemiseks kliimamuutustega ja parema valmisoleku tagamiseks
kliilmamuutustega toimetulekuks. Looduslikud alad on linnale abiks, pakkudes
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okoslisteemiteenuseid (soojasaarefekti vahenemine, mulla teke, bioloogiline mitmekesisus,
sademevee imbumine jne) ja loodushariduse voimalust (McPhearson et al., s.a.). Lisaks
looduslikele teguritele aitavad linnaaiad linna sdilendtkemaks muuta l&bi sotsiaalse
toimetulekuvdime. Linnaaiad mdjuvad positiivselt linlaste litkumisharjumustele, lisaks aias
tegutsemine ja suhtlus tekitab rahulolu tunnet, suurendab keskkonna diglust mojudes samal
ajal stressi maandavalt. (Martin ef al., 2016) Kogukonnaaedades ja tildse linnaldhedastes
piirkondades toidu kasvatamine védhendab soltuvust iilemaailmsest toidusiisteemist,
vihendades seeldbi haavatavust piirkonna toiduvarude suhtes (Olsson ef al., 2016). Seega
aitavad kogukonnaaiad suurendada kogukondade siilendtkust (Sellberg et al., 2015),
sotsio0koloogilist sdilenotkust ehk inimeste koostdost ja bioloogilise mitmekesisuse
suurenemisest tulenevat kasu (McPhearson et al., s.a.) ning piisida kollektiivsel malul,

sdilitades taimekasvatuse oskuseid (Barthel et a/.,2015)
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Materjal ja metoodika

Jargnevalt tutvustatakse magistritoo eksperimentaalse osa valimit ja t66 metoodikat. Koik
kirjeldatud eksperimendid, vélja arvatud patogeenide analiiiis on teostanud Kadi Karmen
Kaldma poolt. T66 oli osa Tallinna keskkonna- ja kommunaalameti poolt tellitud projektist
TRU19218A “Tallinna linnaaedade mulla- ja taimeproovide analiilis“ ning Kairi Koorti
teadus- ja arendustegevuste rahastusel tehtavast teadus- ja arendusprojektist TES419
»lallinna linna kogukonna- ja Oppeaedade mullastiku kompleksanaliilis ja aiasaaduste
kasvatamise ohutuse hindamine®, millele antud magistrito6 raames tehtud uuring sisendi

annab.

2.1. Valim

Mullaproovid voeti itheksast Tallinna kogukonnaaiast: Pae aed, Aafrika aed, Ameerika aed,
Pelguaed, Pohjala aed, Vana-Kalamaja aed, Laagna aed, Mustamie aed ja Mdldri Seltsi aed
(joonis 1). Lisaks kogukonnaaedadele voeti mullaproove Tallinna kiilje all olevast eraaiast

kontrollaiana.

Kommilned: Muuga

Poiguped 5LV sed (Vana-Kalamaja} Langna zéd

Google
Joonis 1. Kogukonnaaedade asukohad kaardil varviliste tippidena: Pae aed tumesinine, Aafrika aed
kollane, Ameerika aed pruun, Pelguaed lilla, PGhjala aed tumeroheline, Vana-Kalamaja aed (SUVA)
oranz, Laagna aed roosa, Mustamde aed heleroheline, Mdldri Seltsi aed tumeoranz, Muuga
kontrollaed helesinine. Kaardi koostanud K. K. Kaldma Google My Maps kaardirakenduses, 2021
(kuvatdmmis).
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https://www.etis.ee/Portal/Projects/Display/c75b0383-dc5f-46dd-aed2-0bb668bf3672
https://www.etis.ee/Portal/Projects/Display/7abd55b3-24d9-4705-b69d-137feb04a118

2.2. Uuringualad

Pae aed (Joonis 2) asub Tallinnas, Lasnamée linnaosas, Pae 19. Tegemist on Lasnamée

Tegevuskeskuse hoovis tegutseva aiaga, mille eestvedajateks on Lasnaidee.

% S

Joonis 2. Pae aed siigisel ( K.K.Kaldma, 2020)
Aafrika aed (joonis 3) asub Tallinnas, Juhkentali rajoonis, Piissirohu 7. Tegemist on

kortermaja ees oleva viikese aiaga, mis koosneb kiimnekonnast korgpeenrast, lisaks on alal

vihmaveekogumisanum, kompostkast.
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Joonis 3. Aafrika aed siigis (K.K. Kaldma, 2020)

Ameerika aed (Joonis 4) asub Tallinna kesklinnas, Viike-Ameerika 5. Kogukonnaaed asub
praeguse Superministeeriumi taga, lastestaadionil, taraga piiratud hoovis. Vahetult tara taga
asub soidutee. Aeda on ehitatud hulganisti pinke ja laudu, et aiapidajate ajaveetmise
vdimalusi suurendada ja nautida loodut.

Hetkel kogukonnaaed samas asukohas ei tegutse. Jaanuaris 2021. a koliti kogukonnaaiaga
Suur-Ameerika tdnavalt &ra, niitid tegutseb Ameerika kogukonnaaed Eesti Looduskaitse

Seltsi hoovis, aadressil Koidu 80.
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Joonis 4. Ameerika aed siigis (K. K. Kaldma, 2020)

Pelgu aed (joonis 5) asub Tallinnas, Pohja-Tallinna linnaosas, Ehte 40. Tegemist on alaga,

mis asub korgepingeliinide all, Ehte tdnava ja garaazibokside vahetus ldheduses.

Joonis 5. Pelgu aed siigis (K. K. Kaldma, 2020)
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Pdhjala aed (Joonis 6) asub Tallinnas, Pdhja-Tallinna linnaosas Marati 7. Tegemist on
Pdhjala kummitoodete tehasehoonete vahele rajatud kogukonnaaiaga. Korgpeenraid on
loodud due, nagu niha (Joonis 5) vasakul ja kasvuhoonesse (Joonis 5) paremal. Lisaks on
alates 2020. aastast POhjala aial oma mesitarud ja kanaaedik. 2020 aasta proovide votmise

ajal kdis Pohjala kogukonnaaia vahetus ldheduses vilgas ehitustegevus, millest taimed olid

valge tolmu korraga kaetud.

Joonis 6. Pohjala aed siigis (K. K. Kaldma, 2020)

Vana-Kalamaja SUVA aed asub Tallinnas, PGhja-Tallinna linnaosas, Vana-Kalamajas. 2019.
aastal oli SUVA aed (Joonis 7. vasakul) SUVA vabrikupoe (Vana-Kalamaja 16) esisel
muruplatsil, kuid 2020. aasta siigisel leidsime kogukonnale piihendatud aia hoopis
Kalamaja muuseumi (Kotzebue 16) hoovist (joonis 7. paremal). Tegemist on viga
limiteeritud pinnale loodud aiaga. Kogukonnaaeda {imbritseb miiiir, vahetult miiiiri taga

asuvad sodiduteed ja kortermajad.
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Joonis 7. SUVA aed siigis (K. K. Kaldma, 2020)

Laagna aed (joonis 8) asub Tallinnas, Lasnamie linnaosas, Voru 11. Tegemist on endise
lasteaia hoonega, hetkel tegutseb hoones huvikool, raamatukogu jm. Kogukonnaaed on
rajatud endise lasteaia hoovi, mis on aiaga limbritsetud. Lisaks kogukonnaaiale on rajatud

lava, liivakast, aia raamatukogu, istumispaigad.

Joonis 8. Laagna aed (K. K. Kaldma, 2020)
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Mustamie aed (joonis 9) asub Tallinnas, Mustamie linnaosas, Ehitajate tee 82. Tegemist on
Mustaméde Sotsiaalkeskuse hoovis tegutseva kogukonnaaiaga. Aed on laienenud kahe aasta
jooksul joudsalt, lisaks on aial niilid oma kuur ja kasvuhoone. Sotsiaalkeskuse kiilastajad

saavad kogukonnaaias kiia pinkidel istumas ja raamatut lugemas.

adv/ i

Joonis 9. Mustamée aed siigis (K.K.Kaldma, 2020)

Moldre tee seltsi aed (joonis 10), asub Tallinnas, Nomme linnaosas, Moldre tee 14.
Tegemist on Moldre Seltsi loodud kogukonnaiaga, mis teenib ennekdike seltsi kuuluvate
korteriiihistute huve. Kogukonnaaed on loodud kortermajade hoovi, ala on aiaga piiratud,
kuid korgem haljastus puudub sellel aia kiiljel, mis on sdidutee poole avatud. Proovide
vOtmise ajal paistis tee olevat iisna suure liikluskoormusega, soitis palju nii tavaautosid kui
ka liinibusse. Seltsi aias on kdrgpeenrad, pddsad ja maapinnal olevad peenrad. Lisaks on

aias kompostkast, lauad-toolid ajaveetmiseks.
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Joonis 10. Moldre Seltsi aed stigis (K. K. Kaldma, 2020)

Kontrollaed Muuga (joonis 11) asub Tallinna kiilje all Maardu linna alla kuuluvas Muuga
aedlinnas. Tegemist on nurgapealse erahooviga, korgpeenarde ja vdikese asulatee vahele
jadb vorkaed elupuu hekiga. Lisaks kasvuhoonele ja korgpeenardele kasvatatakse

primaarse, kompost- ja turvasmulla segus maapinnal asuvas peenras kartuleid.
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Joonis 11. Muuga kontrollaed suvi (K.K.Kaldma, 2020)

2.3. Proovide kogumine

Enne proovide votmist valmistati Tallinna Ulikooli Molekulaarteaduste laboris ette
proovivotukotid. Soonkinnisega kilekottidesse pandi vérviindikaatoriga silikageeli ning
markeeriti kotid proovivotukoha nime, kuupéeva ja proovivotja nime initsiaalidega.

Tallinna kogukonnaaedadest ja kontrollaiast koguti 2019. aasta mullaproove 18.10.2019. a
kuiva pilves ilmaga, Shutemperatuur +11°C; 24.10.2019. a ilm oli kuiv vahelduva

pilvisusega, dhutemperatuur +12°C ja 05.11.2019. a kuiva pilves ilmaga, dhutemperatuur
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+4°C. 2020. aasta mullaproove koguti 1.10.2020. a ilusa pidikesepaistelise ilmaga,
ohutemperatuur +17°C.

Proovide votmisel kasutati kummikindaid, igas proovivotukohas puhastati etanooliga (70%
EtOH) kiihvel, ning tehti kolm paralleelset kaevist. Kaevis tehti nii, et peamine mullakord
voeti ca ~10 cm tliseduselt dra, et véltida juhuslikult, néiteks tuulega mulla pinnale sattunud
esemete/reostuse vms. sattumist proovidesse. Paralleelsetest kaevistest voeti igast lihest
ithekordse plastlusikaga lusikatéis mulda ning pandi varasemalt ettevalmistatud proovivotu
kotti. Proovivotu kott segati ldbi, et silikageel saaks efektiivselt niiskust endasse imada. Kui
silikageeli kuulikeste virvus muutus tumelillaks, lisati silikageeli juurde, kuna tumedaks

varvumine naitab niiskusest kiillastumist.

Igast kogukonnaaiast voeti kaks mullaproovi, mdlemad kasvatuskastidest. Kasvatuskastid
valiti viisil, et iihes kastis kasvasid lithema vegetatsiooniperioodiga taimed ja teises pikema

vegetatsiooniperioodiga taimed.

2.4. DNA eraldamine
Kogutud mullaproovidest DNA eraldamiseks kasutati Quick-DNA™ Fecal/Soil Microbe

Miniprep Kit-i. Tegemist on spetsiaalse komplektiga, mis on mdeldud kiireks poliimeraasi
ahelreaktsiooni kvaliteediga (PCR-kvaliteediga) DNA eraldamiseks. Komplektiga on
voimalik isoleerida grampositiivsete ja gramnegatiivsete bakterite, seente, vetikate,
algloomade jt mikroobide DNA-d pinnaseproovidest. Komplektis on olemas suur osa
vajaminevatest tarvikutest ning juhend t66 ldbiviimiseks (Quick-DNA™ Fecal/Soil Microbe
Miniprep Kit, s.a.).

2019. aasta mullaproovidest eraldati DNA 19.12.2020. a ning 2020. aasta proovidest
25.03.2021. a.

1. Esmalt kaaluti ZR BashingBead™ Lysis Tube-i ca 250 mg mulda.

2. Mulla kaalumise jirel lisati katsutisse 750 pl BashingBead™ Buffer-it ning suleti
katsuti korralikult. Seejirel segati proove Vortex-Genie 2 aparaadi maksimum
kiirusel kuni 5 minutit.

3. Segatud proovid pandi tsentrifuugi eppendrof Centrifuge 5424 R iliheks minutiks
ning pooreteks valiti 10 000 p.
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4,

10.

Peale tsentrifuugimist tuleb katsutis sademest eraldunud vedelikku ehk supernatanti
viia pipetiga iile 400 pl jagu Zymo-Spin™ III-F Filter-i peale, filtri alla lisati
kogumiskatsuti, Collection Tube. Seejirel pandi proovid tsentrifuugi {iiheks
minutiks, pooreteks valiti 8 000 p. Peale tsentrifuugimist filter utiliseeriti.

4.1 Neljast 2019. aasta proovist (VK19, VK29, MG19 ja MG29) ei olnud vdimalik
supernatanti lile viia, sest muld oli td6lahuse sisse imanud. Nende nelja proovi
puhul lisati uuesti 750 pl BashingBead™ Buffer-it ning segati proove (samm 2) ja
tsentrifuugiti (samm 3).

4.2 Supernatanti ei olnud voimalik iile viia paljudest 2020. aasta proovidest, 2020.
aasta proovide puhul lisati erinevad kogused BashingBead™ Buffer-it, kuna osal
proovidest oli katsutis supernatanti liialt vdhe, et pipeteerida 400 ul. Seega kogused
jagunesid jargnevalt: Proovidele VK10, VK 20, MG 10 ja PA 10 lisati 750 pl
BashingBead™ Buffer-it, proovidele MG 20, PA 20, PE 10, PE 20, PO 10, PO 20,
AF 10, AF 20, MU 10, MU 20, LA 10, LA 20 lisati 400 ul BashingBead™ Buffer-it
ning peale seda segati proovid ldbi JVortex-Genie 2 aparaadis (samm 2) ning
tsentrifuugiti eppendrof Centrifuge 5424 R (samm 3). Proovide AM 10, AM 20, MO
10, MO 20 puhul ei olnud vaja lisaks BashingBead™ Buffer-it lisada, sealt oli
voimalik edukalt supernatanti pipeteerida.

Lisati 800 pl Genomic Lysis Buffer-it ja 400 pl 95% etanooli kogumiskatsutisse.
Segati korralikult.

Sammus 5 segatud lahusest pipeteeriti 800 ul Zymo-Spin™ IC Column katsutisse ja
tsentrifuugiti 1 000 p juures liks minut.

Collection Tube-1 ehk filtri all olevasse kogumiskatsutisse kogunenud vedelik visati
dra ja korrati sammu 6.

Vana kogumis katsuti utiliseeriti ning asendati uuega, lisati 200 pl DNA Pre-Wash
Buffer-it Zymo-Spin™ IC Column-i filtrile ning tsentrifuugiti 10 000 p juures 1
minut.

Seejarel lisati Zymo-Spin™ IC Column-i filtrile 500 pl g-DNA Wash Buffer-it ning
tsentrifuugiti 10 000 p juures 1 minut.

Peale tsentrifuugimist pandi Zymo-Spin™ IC Column filter puhtasse 1,5 ml
mikrotsentrifuug katsutisse ja lisati ca 20 pul DNA Elution Buffer-it otse filtri
keskele, tsentrifuugitakse 10 000 p juures 30 sekundit, et elueerida DNA.
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11. Seejérel asetati Zymo-Spin™ II-uHRC Filter puhtasse kogumiskatsutisse, lisati 600
ul Prep Solution-it ning tsentrifuugiti 8 000 p juures 3 minutit.
12. Elueeritud DNA viidi iile ettevalmistatud 1,5 ml-ses mikrotsentrifuugi katsutis

olevasse Zymo-Spin™ II-uHRC Filter-ile ja tsentrifuugiti 16 000 p juures 3 minutit.

2.5. Eraldatud DNA kontsentratsioonit mootmine

DNA eraldamise jirgselt mdodeti elueeritud DNA kontsentratsiooni veendumaks, kas DNA
kvaliteet on poliimeraasi ahelreaktsiooni ehk PCR (Polymerase Chain Reaction)
teostamiseks kiillaldane ja edasiseks to0ks vastav. Kontsentratsiooni mdotmiseks kasutati
IMPLEN spektrofotomeetrit. Kontrolliks teostati esmalt standardite mddtmine ning seejérel
proovide modtmine. Mddtmiseks lisati 1 wl eraldatud DNA-d spektofotomeetri kiivetile

ning pandi peale kaas (Lid LP 0,2 mm, factor 50).

Mullaproovidest ekstraheeritud DNA puhtuse mddduna kasutatakse nukleiinhapete
lainepikkuste 260 nm ja 280 nm neeldumismaksimumide suhet. DNA puhul peetakse
puhtaks A260/A280 suhet > 1,8 (Nanodrop Lite, s.a.). IMPLEN spektofotomeetri
protokolli jiargi on 1 pul DNA lisamisel optimaalne A260/A280 suhe 0,010 — 1,6 ning
optimaalne DNA kontsentratsioon 25 — 40 000 ng/pl. (Implen GmbH, s.a.)

2.6. Poliimeraasi ahelreaktsioon

Poliimeraasi ahelreaktsiooni ehk PCR on meetod, mis voimaldab DNA voi RNA molekule
amplifitseerida ehk kordistada lithikese aja jooksul luues miljoneid koopiaid vdikesest DNA
16igust (Bartlett & Stirling, 2003). DNA koopiate silinteesi algatamiseks ja suunamiseks
kasutatakse oligonukleiinpraimereid, maatriksina kasutatakse DNA poliimeraasi ja
itheahelalist DNA-d. Praimerid on seondunud molematesse DNA otstesse, mis voimaldab
ahelat amplifitseerida mitmest kohast korraga, tekib ahelreaktsioon. PCR-1 kéigus
amplifitseeritakse DNA jérjestuse koopiaid temperatuurimuutuste abil kolmes etapis, mida
korratakse tsiikliliselt mitmeid (mitmekiimneid) kordi. (Mullis et al., 1986) Poliimeraasi

ahelreaktsiooni pohimote on kujutatud Joonisel 12.
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Joonis 12. Poliimeraasi ahelreaktsioon algab kaheahelalise DNA (sinine), DNA praimerite
(roheline) ja nukleotiidide (punane) seguga. Reaktsioon koosneb kolmest peamisest etapist: 1.
denaturatsioon: kuumutamise abil katkestatakse DNA nukleotiidide vahelised sidemed, tekitades
itheahelalisi DNA molekule. 2. Denatureeritud DNA seondumine praimeritega (ingl. annealing) 3.
DNA siintees, kus iiheahelalise DNA jarjestuse kiilge siinteesitakse komplementaarsusprintsiibi
alusel teine DNA ahel. (Sherina et al., 2017) Sellisel viisil korratakse neid tsiikleid palju kordi.

Prokartiootsete ehk 16S rRNA PCR reaktsioonisegu valmistamiseks, mahuga 1000 pl,
kasutati: 500 pl ultrapuhast vett, 500 ul PCR master mix-i, 1 pl forward praimerit 515F
(5'-GTG YCA GCM GCC GCG GTA A-3") 1 pl reverse praimerit 806R (5 -GGA CTA
CNV GGG TWT CTA AT-3") (TAG Copenhagen A/S, Taani) .

Eukartiootsete ehk ITS 1 PCR reaktsioonisegu valmistamiseks, mahuga 1000 pl, kasutati:
500 pl ultrapuhast vett, 500 pul PCR master mix-i, 1 pl forward praimerit ITS1-F KYO2 (5
“TAG AGG AAG TAA AAG TCG TAA-3 ) praimerit ja 1 ul reverse praimerit
ITS2 KYO2 (5 -TTY RCT RCG TTC TTC ATC-3 ") (TAG Copenhagen A/S, Taani)

praimerit.

Forward praimer on PCR-i poolt amplifitseeritava piirkonna iihes otsas ning reverse
praimer teises otsas. Praimerite nime sulgudes olevad tdhed tihistavad praimeris olevaid
nukleotiide, mis ei vasta klassikalisele komplementaarsusprintsiibile, kus adeniinile (A)
vastab alati tiimiin (T) ning guaniinile (G) tsiitosiin (C). Erilised on nimes olevad Y, M, N,
Y, W ja R tdhed, mis on varieeruvad positsioonid ehk vdivad asendada mitut nukleotiidi.

Varieeruvad positsioonid voivad asendada nukleotiide (,,Sequence notation®, s.a.):

e Y=CT
e M=AC
e N=ACG,T
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e V=ACG
e W=AT

Seejarel valmistati ette 2x 20 katsutit, kdikidesse katsutitesse pipeteeriti 2 ul DNA-d.
Kahekiimnesse katsutisse pipeteeriti 21 pl prokariiootide jaoks valmistatud PCR
reaktsioonisegu ning iilejdédnud kahekiimnesse 21 pl eukartiootide jaoks valmistatud PCR
reaktsioonisegu. Seejirel tsentrifuugiti lisatud lahused katsuti pdhja ning teostati

termotsiikleris Biometra TOne Thermal Cycler PCR. Termotsiikli programm:

e 95 °C, 3 minutit

e 20 tstklit:
- 95 °C, 30 sekundit
- 55°C, 30 sekundit
- 72 °C, 30 sekundit
- 72°C, 5 minuti

e Hoiti 4 °C juures.
2.7. Agaroos-geelelektroforees

Peale PCR-i teostati agaroos-geelelektroforees. Geelelektroforeesi abil on voimalik hinnata
PCR-ist tulnud produktide pikkust ja hinnata visuaalselt kontsentratsiooni. Enne analiiiisi
teostamist valmistati 10x TBE (7ris-boraat-EDTA) lahust, selleks kaaluti 18, 62 g EDTA
(disodium salt dihydrate, M = 372,24 g/mol), millele lisati 80 ml ultrapuhast (Milli-Q) vett.
Soolade lahustamiseks lisati naatriumhiidroksiidi (NaOH) pH 8 saavutamiseks, pH 8 juures
lahustuvad soolad ning lahus muutub lébipaistvaks. Seejdrel lisati 108 g Tris ultrapure (M
= 121, 14 g/mol), 55 g boorhapet ning 900 ml ultrapuhast (Milli-Q) vett. Analiiiis teostati
0,5 kordses TBE (Tris-boraat-EDTA) puhvris, 2%-lisel agaroosil. 500 ml 2%-lise agaroos
geeli valmistamiseks kasutati 475 ml ultrapuhast (Milli-Q) vett, 25 ml 10x TBE puhvrit,
milles lahustati kuumutamise abil 10 g agaroosi. Jahtunud geelile lisati etiidiumbromiidi
(EtBr), mille Idppkontsentratsiooniks jdi 0,2 pg/ml, seega lisati 500 ml geeli sisse 10 ul
etiiddiumbromiid (EtBr). Geel valati geelihammastega varustatud vormi, kus lasti geelil ~30
minutit tahkuda. Geelile lisati nii palju 0,5 kordset TBE puhvrit, et geel oli kaetud.
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Geelihammastest tekkinud kaevud tdideti 3 pul PCR-ist voetud prooviga. Seejérel pandi
elektroforees toéole 30 minutiks 60 voldi juures. Agaroos geeli sisse tekivad voolu toimel
fragmendid, DNA olles negatiivse laenguga liigub geeli sees pluss laengu poole. Geeli sisse

tekkinud fragmente hinnati UV transilluminaatori all.

Peale esimest agaroos-geelelektroforeesi, mis tehti originaal DNA proovidest, ei tulnud
vilja soovitud pikkusega fragmente. Katse kordamiseks tehti esialgu kahest proovist (proov
MG 29 ja PA 10) 10x ja 100x lahjendus, et teada saada millise lahjendusega saab soovitud
tulemuse. 10x lahjenduse saamiseks voeti 1 pl originaal DNA proovi ning lisati sellele 9 pl
ultrapuhast (Milli-Q) vett. 100x lahjenduse saamiseks voeti 10x lahjendusest 1 pul
lahjendatud DNA-d ja lisati 9 pl ultrapuhast (Milli-Q) vett. Tehti uus PCR mix koos 16S ja
ITS2 praimeritega, koigisse kuute (MG 29, PA 10, MG 29 10X lahjendus, PA 10 10x
lahjendus, MG 29 100x lahjendus ja PA 10 100x lahjendus) katsutisse pandi 2 pl
DNA-d/lahjendust ja 21 pul PCR mix-i. PCR teostati sel korral pikema tsiikliga:

e 5 tsiiklit:
- 72 °C, 1 minut

o 40 tsiiklit:
- 98 °C, 30 sekundit
- 57°C, 45 sekundit
- 72°C, 1 minut

e 72 °C, 7 minutit

e Hoiti 4 °C, juures.

PCR jargselt teostati uus agaroos-geelelektroforees, mille tarbeks sulatati iiles eelnevalt
valmistatud 2% agaroos ning valati geelihammastega tdidetud vormi, geeli tahkudes lisati

kaevudesse 3 pl PCR-ist tulnud DNA-proove ning voolutati 60 voldi juures 30 minutit.

Kodige paremad tulemused tulid vélja siiski originaal DNA-st tehtud PCR-iga ning koik
esmalt ebadnnestunud katsed tehti (20x 16S ja 20x ITS) uuesti originaal DNA-st kasutades
pikemat PCR tsiiklit.

Eksperiment viidi léibi t66 autori poolt Tallinna Ulikooli Molekulaarteaduste laboris.
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2.8. Sekveneerimisraamatukogude valmistamine

Sekveneerimine on tidnapdeva mikrobioloogias igapdevane meetod prokariiootsete bakterite
ja eukariiootsete seente, vetikate, arhede identifitseerimiseks (Wang et al., 2007).
Sekveneerimistehnoloogia  suur  ldbilaskevoime on avanud mikroobikoosluste
analliisimiseks uued piirid, pakkudes kulutohusat viisi proovides leiduvate mikroobide
fiilotiitipide tuvastamiseks. Fiilotiilipide puhul on tegemist keskkonna DNA jérjestuse voi
jarjestuste riihmaga, millel on konkreetse geenimarkeri sarnasuse tase. Laialdasemalt
kasutatav fiilogeeniline marker on véike subiihiku ribosomaalne RNA geen rRNA.

(Caporaso et al., 2011)

Prokartiootsete mikroobide taksonoomilise mitmekesisuse tuvastamise jaoks kasutati 16S
rRNA geeni V4 regiooni jaoks disainitud praimereid: 515F (5 -GTG YCA GCM GCC
GCG GTA A-3") ja 806RB (5 -GGA CTA CNV GGG TWT CTA AT-3") (TAG Copenhagen
A/S, Taani).

Eukartiootsete mikroobide taksonoomilise mitmekesisuse tuvastamise jaoks kasutati ITS 1
regiooni jaoks valmistatud praimereid ITS1-F KYO2 (5 -TAG AGG AAG TAA AAG
TCG TAA-3") ja ITS2 KYO2 (5-TTY RCT RCG TTC TTC ATC-3") (TAG Copenhagen
A/S, Taani).

Sekveneerimisraamatukogu koostamisel liideti DNA proovide mdlematesse otstesse iiks
raamatukogu praimer (indeks 1 ja indeks 2), mille jdrgi on vdimalik proove hilisemate
etappide jargselt iiksteisest eristada. Sekveneerimisraamatukogu koostamise jaoks kasutati

[llumina Nextera XT DNA Library Preparation Kit-is (Illumina, USA) olevaid praimereid.

Peale sekveneerimisraamatukogu koostamist teostati raamatukogu praimeritega uus PCR ja
agaroos-geelelektroforees. PCR jaoks kasutati esimese PCR produkti 100x lahjendust.
Elektroforeesile jargnes geeli sisse tekkinud fragmentide vaatamine UV transilluminaatori
all, iga proovi fragmendile anti visuaalse vaatluse jirel hinne poordskaalas. Poordskaalas
hinde andmine tdhendab proovide hindamist {ihest kolmeni, seejuures tugevamale
fragmendile anti hinne 1 ning ndrgemale fragmendile hinne 3. Peale hinnete andmist
vordusid hinded mikroliitritega (ul), vastavalt hindele pipeteeriti igast proovist hindele

vordne kogus mikroliitried (ul) iihte 1,5 ml-sse mikrotsentrifuugkatsutisse. Selle
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tulemuseks saadi segu DNA-dest, kus kdikidel proovidel on oma unikaalne praimerite
kombinatsioon ehk vootkood (inglise k. barcode), kombinatsioonid vélja toodud tabelites 1
ja2.

Tabel 1. 16S rRNA jérjestuste proovide unikaalsed praimerite kombinatsioonid. Kombinatsioonid

joondatud tabelis kaheksa kaupa vasakusse ja paremasse serva, sest t00 tegemise etapis on proovid
kaheksa kaupa reas, see teeb visuaalselt jdlgimise lihtsamaks, milliselt realt vastav proov périt on.

Proov Praimer 1 | Praimer 2
PA 19 N701 S507
PA 29 N702 S507
AF 19 N703 S507
AM 19 N704 S507
AM 29 N705 S507
PE 19 N706 S507
PE 29 N707 S507
PO 19 N710 S507
PO 29 N701 S508
VK 29 N702 S508
LA 19 N703 S508
LA 29 N704 S508
MU 19 N705 S508
MU 29 N706 S508
MO 19 N707 S508
MO 29 N710 S508
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MG 19 | N701 S510
MG29 | N702 S510
PA 10 N703 S510
PA 20 N704 S510
AF 10 N705 S510
AF 20 N706 S510
AM 10 [ N707 S510
AM20 [N710 S510
PE 10 N701 S511
PE 20 N702 S511
PO 10 N703 S511
PO 20 N704 S511
LA 10 N705 S511
LA 20 N706 S511
MU 10 N707 S511
MU 20 N710 S511
MO 10 N703 S506
MO 20 | N704 S506
MG 10 | N705 S506
MG 20 | N706 S506
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Tabel 2. Seente, ITS jérjestuste unikaalsed praimerite kombinatsioonid. Kombinatsioonid joondatud
tabelis kaheksa kaupa vasakusse ja paremasse serva, sest t60 tegemise etapis on proovid kaheksa
kaupa reas, see teeb visuaalselt jdlgimise lihtsamaks, milliselt realt vastav proov parit on.

Proovi

nimi Praimer 1 | Praimer 2
PA 19 N701 S513

PA 29 N702 S513

AF 19 N703 S513

AF 29 N704 S513

PE 19 N705 S513

PE 29 N706 S513

PO 19 N707 S513

PO 29 N710 S513

VK 19 N701 S515
VK 29 N702 S515
LA 19 N703 S515
LA 19 N704 S515
AM 19 N705 S515
AM 29 N706 S515
MU 19 N707 S515
MU 29 N710 S515
MO 19 | N701 S516
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MO 29 N702 S516
MG 19 | N703 S516
MG 29 | N704 S516
PA 10 N705 S516
PA 20 N706 S516
AF 10 N707 S516
AF 20 N710 S516
PE 10 N701 S517
PE 20 N702 S517
PO 10 N703 S517
PO 20 N704 S517
VK 10 N705 S517
VK 20 N706 S517
LA 10 N707 S517
LA 20 N710 S517
AM 10 | N701 S518
AM20 [ N702 S518
MU 10 | N703 S518
MU 20 | N704 S518
MO 10 | N705 S518
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MO 20 N706 S518
MG 10 N707 S518
MG 20 N710 S518

Teostati uus elektroforees, geeli sees olevad kaevud tdideti vedelikuga, mis koosnes: 75 ul

eelmises sammus tehtud PCR segust, 20 pl 6x loading buffer ning 155 ul ultrapuhtast veest

(Milli-Q), segu tehti mahus 250 pl. Elektroforees pandi td6le kahekiimneks minutiks 60

voldi juurde ning seejirel keerati voimsus kahekiimneks minutiks 100 voldini.

Peale agaroos-geelelektroforeesi voeti kasutusele QIAGEN-1 QIAquick Gel Extraction Kit

and the QIAquick PCR & GEL Cleanup Kit-1, mis sisaldas suures osas jairgmiseks sammuks

vajaminevaid vahendeid ning protokolli (Qiagen, 2018).

. Esmalt pandi eelnevalt valmistatud agaroosgeel UV illuminaatori alla, kus UV

valguse kées 10igati helendav DNA fragment puhta, terava ziletiga vilja.

Vilja ldigatud fragmendid pandi ldbipaistvasse katsutisse. Lisati 3 mahuosa

Buffer QG-it iihe mahu geeli kohta, arvestusega 100 mg geeli on ~100 pl.

Geeli lahustamiseks inkubeeriti katsutit temperatuuril 50 °C 10 minutit voi kui
geel oli 10plikult lahustunud. Lahustumise kiirendamiseks pdorati katsutit iga
2-3 minuti jdrel. Geeli lahustumisel kasutati visuaalset vaatlust, kas segu on
kollane (sarnast tooni Buffer QG-iga), kui ei olnud, lisati 10 pl 3 molaarset (M)

naatriumatsetaati, pH-ga 5,0 ning segati. Segu muutus kollaseks.
Seejdrel lisati iihe geelimahu jagu isopropanooli proovile ja segati.

QlAquick tsentrifuugkolonn asetati 2 ml-sse kogumiskolonni. DNA sidumiseks
kanti sama proov QIAquick tsentrifuugikolonnile ning tsentrifuugiti 1 minut 17
900x g / 13 000 rpm juures kuni lisatud vedelik oli tsentrifuugkolonnist 1dbi
voolanud. Labi voolanud vedelik visati dra ja QIl4quick tsentrifuugkolonn pandi
tagasi samasse kogumiskolonni. Proovide, mille maht iiletas >800 ul korrati

sammu veel kord.
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6. Proovide puhul, mille DNA sekveneeritakse, lisati QI4Aquick tsentrifuugkolonni
500 pl Buffer OG-t ja tsentrifuugiti 1 minut 17 900x g/ 13 000 rpm juures.

Kogumiskolonni tekkinud vedelik visati &ra.

7. Pesemiseks lisati QIAquick tsentrifuugkolonnile 750 pl Buffer PE-d ja

tsentrifuugiti, alla kogumiskolonni tekkinud vedelik visati dra.

8. Niiiid tosteti QIlAquick tsentrifuugkolonn tUimber puhtasse 1,5 ml-sesse

mikrotsentrifuugkatsutisse.

9. DNA elueerimiseks lisati 50 pl Buffer EB-d (10 mM Tris-Cl, pH 8,5) voi
ultrapuhast (Milli-Q) vett QIAquick tsentrifuugkolonni membraani keskele ja
tsentrifuugiti 1 minut. DNA kontsentratsiooni suurendamiseks lisati 30 pl Buffer
EB-d QlAquick tsentrifuugkolonni membraani keskele ja jdeti kolonn seisma
1-ks minutiks, et DNA jouaks filtri kiiljest lahti tulla, seejdrel tsentrifuugiti 1
minut. Peale Buffer EB lisamist AIQuick membraanile vdib puhvri
inkubeerimisaega pikendada kuni 4 minutini, sellega suurendatakse puhastatud

DNA toodangut.

10. Puhastatud DNA analiiiisimiseks geelil lisati iihe mahu jagu Loading Dye-d 5
mahu puhastatud DNA kohta. Saadud segu segati pipeteerides iiles-alla enne

geelile laadimist.

2.9. Sekveneerimisraamatukogu kontsentratsiooni modtmine

Sekveneerimisraamatukogu  kontsentratsiooni mootmiseks kasutati  Invitrogen life
Technologies Qubit 3.0 fluoromeetrit ja kasutati Invitrogen Qubit™ dsDNA HS Assay Kit
komplekti. Esmalt pandi valmis kaks katsutit standardite jaoks ja iiks katsuti proovi kohta.
Valmistati ette Qubit-1 to6lahuse reagent, kuhu pandi 1:200 kohta Qubit Buffer-it ehk
valmistati 200 pl tdolahust iga standardi ja proovi kohta. Standard I valmistamise jaoks
lisati 190 pl todlahust ja 10 pl standard #1, standard II valmistamise jaoks 190 pl t66lahust
ja 10 pl standard #2. Proovi jaoks lisati ette valmistatud katsutisse 198 pl té6lahust ning 2
pl DNA raamatukogu lahust.
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2.10. Prokartiootide 16S rRNA geenijarjestuste sekveneerimine

16S rRNA ehk 16S viikese ribosomaalse subiihiku geeni kasutatakse laialdaselt erinevate
bakterikoosluste mitmekesisuse uurimiseks ja iseloomustamiseks erinevates okoloogilistes
paikades nagu inimese mikrobioom, muldkeskkond, ookeanid. Prokariiootsetes
organismides on 16S geen iildlevinud, mis teeb selle geeni kasutamise sobivaks markeriks.
Samuti teeb 16S geeni kasutamise optimaalseks temas sisalduvad konserveerunud
piirkonnad (joonis 13), mida saab kasutada amplikatsioonipraimerite kujundamiseks
taksonites ja hiipervarieeruvad piirkonnad (V1-V9), mida kasutatakse taksonite

eristamiseks. (Mizrahi-Man, Davenport, & Gilad, 2013)

16S rRNA geen
1 1500 ap

\}1 vz vi v4 V5 V6 V7 va Vs

-
Joonis 13. 16S rRNA geeni piirkonnad, roosaga muutlikud piirkonnad ja beeziga konserveeritud
piirkonnad, roheline nool tdhistab kasutatud V4 regiooni.

Analiitisiks kasutatud 16S rRNA geeni kogupikkus on 1500 aluspaari. Geenis on kiimme
konserveerunud regiooni, konserveerunud regioonide vahel on hiipervarieeruvad regioonid.
Selle t66 raames kasutatud V4 regiooni koosneb hiipervarieeruvast regioonist, millest
mdlemal pool asub iiks konserveerunud regioon. V4 regioon on bakterite tuvastamiseks

sobiv oma laia spektri ja suure katvuse tottu. (Zhang et al., 2018)

2.11. Eukariiootsete mikroobide ITS1 regiooni sekveneerimine

Seeneriiki kuulub enam kui 1,5 miljonit liiki, kes méngivad olulist rolli igas maa bioomis.
Seeneriigi tundmadppimiseks ja mitmekesisuse hindamiseks kasutatakse ribosoomi korduse
sisemise transkribeeritud speisseri ehk ITS (infernal transcribed spacer) (joonis 14)
piirkonda. (Toju et al., 2012). Viimase 15 aasta jooksul on DNA sisemist transkribeeritud
speisserit ehk ITS-i kasutatud keskkonnaproovidest seente mitmekesisuse analiiiisimise

jaoks, olles valitud seene DNA vodtkodeerimise (barcoding) standartseks markeriks
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(Bellemain et al., 2010). ITS praimerid aitavad siistematiseerida erinevate seente

taksonoomiliste riithmade vahel (Toju et al., 2012).

ITS1-F
— r 1
ITS5 ' ‘ 3. alamhulk: 2459 jarjestust

NS7 1 ITS1 1IITS3 i

fr— i — [ |
. i
! I | '
' ITS1 ITS2 I
: -« — — -
: ITS2! ITS4! ITS4-B  LR3
]

2. alamhulk: 5924 jirjestust

P e——— &

1. alamhulk: 1291 jarjestust

Joonis 14. ITS 1 regioon, rohelise noolega ndidatud t66s kasutatud regiooni. (Toju et al., 2012)

Sekveneerimise jaoks kasutati Illumina protokoll A: standardset normaliseerimismeetodit
(Illumina, 2016). Protokolli kohaselt valmistati esmalt ette to6ks vajalikud reagendid.
Esmalt valmistati vérske naatriumhiidroksiidi (NaOH) lahjendus, selle jaoks lisati
mikrotsentrifuugkatsutisse 900 pl ultrapuhast (MilliQ) vett ja 100 ul 1.0 N NaOH-d ning
segati katsutit poorates moned korrad. Hiibridisatsioonipuhvrit (Hybridization Buffer)
hoiustatakse -25°C kuni -15 °C juures, mis voeti enne kasutuselevottu sulama, sulatatuna
hoiustati jddl ning enne kasutuselevottu segati korralikult Vortex aparaadi abil.
Raamatukogude iihendamiseks enne MiniSeq aparaati laadimiseks tuleb raamatukogu
normaliseerida, 10 nanomolaarse (nM) raamatukogu normaliseerimiseks viidi 10 pl igast
raamatukogust vastavasse PCR katsutisse, seejdrel arvutati valemi:

xul = (10 pu)(ynM)/(10nM) — 10 pl jargi, kui palju ultrapuhast (MilliQ) vett tuleb
raamatukogule lisada, et saada 10 nM raamatukogu. Valemis tihistab y liksiku raamatukogu
kontsentratsiooni ja x ultrapuhta (MilliQ) vee mahtu. Proovi segati vaikselt pipeteerides.
Jargmise sammuna vdeti uus mikrotsentrifuugkatsuti, kuhu lisati igast 10 nM-st
raamatukogust 10 pl lahust. Niiiid lahjendati raamatukogu 1 nM-ni, selleks vdeti 10 pl
raamatukogu mahtu ning 90 pl ultrapuhast (MilliQ) vett. Segati korralikult Vortex aparaadi
abil ning tsentrifuugiti 1 minut.

Raamatukogu denatureerimise jaoks pipeteeriti uude mikrotsentrifuugkatsutisse 5 ul 1 nM

raamatukogu ja 5 ul 0,1 N NaOH-d, segati Vortex-1 abil ning tsentrifuugiti 1 minut 280 x g
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juures. Peale tsentrifuugimist inkubeeriti 5 minutit lahust toatemperatuuril ning seejérel
lisati 5 pl 200 nM Tris-HCI (pH 7,0), segati uuesti Vortex-i abil ja tsentrifuugiti 1 minut 280
X g juures. Jargmiseks lahjendati raamatukogu laadimiskontsentratsiooniks sobivaks.
Selleks lisati eelnevale lahusele eelsoojendatud HT1, et denatureeritud 20 pM raamatukogu
16pliku lahuse maht oleks 1 ml. Lahus segati lithidalt Vortexi abil ja tsentrifuugiti 1 minut
kiirusel 280 x g.

Jargmiste sammude teostamiseks tuli esmalt denatureerida ja lahjendada Phix Control lahus
4 nM-ni. Esmalt sulatati 10 nM PhiX-i katsuti. Seejdrel segati mikrotsentrifuugkatsutisse 10
pul 10 nM Phix-i ja 15 pl ultrapuhast (MilliQ) vett, kogumahuks sai 25 pl 4 nM lahust.
Lahust segati Vortex-i abil ning tsentrifuugiti pulseerides. PhiX denatureerimiseks lisati
mikrotsentrifuugkatsutisse 5 ul nM PhiX-1ja 5 ul 0,1 N NaOH-d, segati Vortex-i abil ning
tsentrifuugiti pulseerides. Lahust inkubeeriti 5 minutit toatemperatuuril, seejérel lisati 5 pl
200 nM Tris-HCI (pH 7,0), segati ning tsentrifuugiti 1 minut 280 x g juures.

Niitid lahjendati denatureeritud PhiX kontsentratsiooni, lisades sellele HTI, et
denatureeritud 20 pM PhiX lahjendaks 16pliku laadimiskontsentratsioonini mahuga 1 ml.
Segati Vortex-i abil ja tsentrifuugiti 1 minut kiirusel 280 x g.

Ldpuks tihendati raamatukogu ja PhiX Control, selle jaoks viidi kokku 5 pl denatureeritud
ja lahjendatud PhiX Control-i ja 500 pl denatureeritud ja lahjendatud raamatukogu
(protokoll A) kokku. Saadud reagenti hoiustati jéél selle kassetile laadimiseni.

Valmis raamatukogud laeti 300 tsiiklilisele reaktiivkassetile I/lumina Miniseq™ Mid Output
Reagent  Cartridge ning pandi  Illumina Miniseqg™  sekveneerimismasinasse.
Sekveneerimine viidi libi Tallinna Ulikooli molekulaarteaduste laboris Kairi Koorti

juhendamisel.

2.12. Bioinformaatiline analiiis

Bioinformaatiline analiilis teostati kasutades Illlumina BaseSpace tarkvara BaseSpace
Sequence Hub, mis pakub mitmekesiseid jdrgmise pdlvkonna sekveneerimise
analiiisimiseks vidlja tootatud rakendusi. Tulemuste interpreteerimiseks kasutatakse
hierarhilist klasterdamist kaalumata paaride meetodil. Rakenduses on vodimalik
genoomiandmeid jagada, analiiiisida ja salvestada. Samuti vdimaldavad rakendused
andmeid liigitada, visualiseerida, tdlgendada. (Illumina, 2017) Peale sekveneerimist edastab

sekvenaator andmed fastq jadafailina. Andmed vorreldi BaseSpace 16S ja ITS Greengenes
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andmebaasi vastu ning leitud OTU nimekirjast arvutati vélja taksonoomia jaotused

vastavalt sagedusele.
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Tulemused ja arutelu

Kéesolevas peatiikis antakse iilevaade kogukonnaaedade kasvukastide mullast ning selles

sisalduvast mikroobikooslusest.

3.1. Mulla paritolu viljaselgitamine

Uuringualade mulla péritolu véljaselgitamiseks vottis t60 autor telefonitsi ithendust Tallinna
Keskkonna- ja Kommunaalameti linnaaianduse projektijuhi Maria Derlds'iga.
Uuringualadel kasutatava mulla péritolu on vilja toodud tabelis 3, suurem osa muldasid
pirines Pdrnamie jiditmejaamast, iilejdéinud périnesid Veo pro OU-st, Biomuld OU-st,
poest. Uhe aia mulla péritolu kohta andmed puuduvad ning kontrollaia muld on segu

primaarsest mullast, poemullast ja aias toodetud kompostmullast (tabel 3).

Tabel 3. Kogukonnaaedade mulla péritolu. Kontrollitud mullaks loetakse antud tabelis neid muldi,
mis on toodetud vastavalt komposti tootmis nduetele ning omavad sertifikaati. Kontrollitud muld
margitud plussiga (+), kontrollimata miinusega (-).

Kontrollitud
muld
(+)/kontrolli

mata muld

Kogukonnaaed | Mulla péritolu (-)
Pae aed Péarnamie kompostmuld +
Aafrika aed Péarnamie kompostmuld, lisatud poemulda +

Veo pro OU-st. Muld pirineb kaevetdddelt, muld on
sorteeritud, lisatud sonnikut. Sorteeritud muld seisnud

Ameerika aed 1-2 aastat ja seejirel ldbi kaevatud, sdelutud. -

Pelguaed Kompostmuld Biomuld OU-st +

Pohjala aed Péarnamée kompostmuld +
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Vana-Kalamaja

aed Poemuld -
Laagna aed Péarnamie kompostmuld +
Mustamée aed | Pdrnamie kompostmuld +

Moldri  Seltsi
aed Andmed puuduvad -

Kasvatuskasti muld kodu kompostri kompostmulla ja

poemulla (turba segu) segu, maapealse peenra muld

Muuga segu  primaarsest  mullast,  turvasmullast  ja
kontrollaed kodukompostri kompostmullast. -
Pirnamie Jditmejaama (,Kompost/Muld | Jddtmejaam®, s.a.) ja Biomuld OU

(,,Tunnustamine — Bioplus®, s.a.) kompostmuld on toodetud vastavalt 8. aprillil 2013. aastal
kehtestatud médrusele nr 7 ,,Biolagunevatest jadtmetest komposti tootmise nduded* (RT 1,
18. 12. 2020, 23) ning omavad vastavat sertifikaati. Nimetatud mééruse lisa 2 on vilja
toodud komposti ohutus- ja kvaliteedinditajad, mille kohaselt on kontrollitud Salmonella
bakteri puudumist 25 g materjalis, vooriste piirvddrtuseks on < 0,5% kuivaines ning
idanemisvoimeliste umbrohuseemnete piirvdidrtuseks < 2 seemet liitri kohta.

Pae, Aafrika, Pelgu, Pohjala, Laagna ja Mustamde kogukonnaaedade muld périneb
Pirnamie ji4tmejaamast ning Biomuld OU-st, seega on nende aedade mullast kontrollitud

Salmonella mitte esinemist.

Kontrollaed Muugal valiti vélja seetdttu, et seal on peenraid kasutatud aastaid ning see vdib
anda aimu, kuidas linnaldhedane keskkond on mdjutanud mulla mikrobioloogilist kooslust,
iihtlasi on tegemist aiaga, kus on segamini uus muld, kompostmuld ning primaarne muld.
Kogukonnaaedades ei ole kasutatud primaarset mulda, vaid taimi kasvatatakse korgetes

peenrakastides lisatud mullaga.
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3.2. Patogeenide esinemine kasvukastide mullas

Terviseameti nakkushaiguste laboris teostati 2019. aastal kogutud mullaproovidest
inimpatogeenide  Salmonella spp., Escherichia coli ja Listeria monocytogenes
tuvastamiseks analiitisid (vt lisa 1, analiiiisiprotokollid), analiitiside tulemused nimetatud
patogeenide suhtes olid negatiivsed (tabel 4). Analiilisis uuriti Sa/monella spp. esinemist 50
grammis uuritavas materjalis, Listeria monocytogenes esinemist 25 grammis uuritavas
materjalis ning Escherichia coli pesasid moodustavaid iihikuid 1 grammi kohta. PMU-
pesasid moodustavad iihik nditab minimaalset mikroobide hulka, mis on vdimelised

s00tmel kolooniaid moodustama.

Tabel 4. Patogeenide esinemine mullaproovides. Salmonella spp. ja Listeria monocytogenes tulbas

loetakse tulemust negatiivseks, kui vastavalt mikroobile ei esine patogeeni 50 g voi 25 g analiitisitud

materjalis. Escherichia coli puhul loetakse patogeeni esinemist negatiivseks, kui véirtused on < 3
esasid moodustavates thikutes 1g grammis materjalis.

Kogukonnaaed | Salmonella spp. Escherichia coli Listeria
Esinemine/ 50 g Pesasid monocytogenes
moodustavad Esinemine/ 25 g
ithikud (PMU)/ 1 g/
lg
Pae el esine <3 el esine
Pohjala el esine <3 el esine
Ameerika el esine <3 el esine
Pelgu ei esine <3 el esine
Mustamaée el esine <3 ei esine
Muuga el esine <3 ei esine
kontrollaed

Inimpatogeenide tuvastamine teostati klassikalisi mikrobioloogilisi kiilvimeetodeid

kasutades Terviseameti nakkushaiguste laboris. Analiilisi tulemusena ei tuvastatud tihestki
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proovivotukohast Salmonella spp., Escherichia coli ja Listeria monocytogenes baktereid.
(Kaldma, et al.,2019)

Pae, Aafrika, Pelgu, POhjala, Laagna ja Mustamie kogukonnaaia puhul oli oodatav
tulemus, et Salmonellat ei esine kuna nendes aedades kasutatav muld péirines Parnamée
jadtmejaamast voi Biomuld OU-st, kus kontrollitakse Salmonella esinemist. Ameerika aias
ja Muuga kontrollaias, kus on kasutusel varasemalt kontrollimata muld ei esinenud samuti

Salmonella bakterit.
3.3. Mullaproovidest DNA eraldamine ja analiiiis

Kogutud mullaproovidest eraldati DNA mille kontsentratsioon ning puhtus kontrolliti.
Lainepikkuste A260/A280 neeldumissuhete maksimumi ja DNA kontsentratsioonid on
vilja toodud kahe tabelina, 2019. a proovide tulemused (tabel 5) ja 2020. a proovide
tulemused (tabel 6). A260/A280 suhe nditab nukleiinhappe puhtust. Vastavalt protokollile
(Implen GmbH, s.a.) loetakse A260/A280 lainepikkuste optimaalseks suhteks 0,010-1,6
ning heaks DNA kontsentratsiooniks 25-40 000 ng/ul.

Tabel 5. 2019. aasta mullaproovide kontsentratsioonid peale DNA-eraldamist.

Proov A260/A280 Kontsentratsioon ng/ul
PA 19 1, 860 400
PA 29 1, 851 310
AF 19 1, 857 455
AF 29 1,833 358
PE 19 1,823 360
PE 29 1,821 383
PO 19 1,825 365
PO 29 1, 827 448
VK 19 1,779 343
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VK 29 1,765 300
LA 19 1, 802 388
LA 29 1,812 580
AM 19 1, 828 558
AM 29 1, 746 602
MU 19 1, 840 602
MU 29 1,843 498
MO 19 1,779 343
MO 29 1,767 323
MG 19 1,780 222
MG 29 1,072 185

Tabel 6. 2020. aasta mullaproovide kontsentratsioonid peale DNA-eraldamist.

Proov A260/A280 Kontsentratsioon ng/ul
PA 10 1,441 123
PA 20 1,589 290
AF 10 1,595 148
AF 20 1, 600 260
PE 10 1, 607 225
PE 20 1, 667 375
PO 10 1, 649 305
PO 20 1,688 202
VK 10 1,593 215
VK 20 1,583 95
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LA 10 1,661 232
LA 20 1,719 245
AM 10 1, 654 215
AM 20 1,681 290
MU 10 1,603 232
MU 20 1, 662 270
MO 10 1, 646 198
MO 20 1,628 175
MG 10 1, 654 108
MG 20 1,708 102

Peale oOnnestunud DNA eraldamist teostati uuritava 16Sr RNA geeni piirkonna
kordistamiseks PCR ning saadud PCR-produktide kvaliteedi hindamiseks agaroos
geelelektroforees. Geelelektroforeesi tulemusi hinnatakse visuaalselt UV-illuminaatoris

ning fragmendi oodatav pikkus on ~350 bp (joonis 15).

3.4. Agaroos-geelelektroforees

Peale esimest PCR-i teostati teine PCR, kus igale proovile lisati unikaalne
praimerkombinatsioon. Teise PCR-i jargselt teostatud agaroos-geelelektroforees, mille abil
madrati fragmentide intensiivsus poordskaalas ja pipeteeriti DNA triipkoodidega varustatud

proovid kokku.
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Joonis 15. UV-illuminaatoris tehtud pilt, mis nditab PCR-i jérgselt tugevaid fragmente. Mdlema rea
esimeses kaevus suurusmarker, téhistatud kollase noolega oodatava ~350 aluspaari (ap) juures.

Peale sekveneerimisraamatukogu koostamist teostati sekveneerimine kasutades Illumina
MiniSeq sekvenaatorit. Sekveneerimisel 14bis seatud kvaliteedifiltri 97,3 % jérjestustest

ning sekveneeritud klastrite tihedus oli 60000/mm?.

3.5. Mullaproovidest tuvastatud mikroobid

Sekveneeritud jdrjestused analiiiisiti, tuvastamaks kogukonnaaedade kasvatuskastide mulla
mikroobne koosseis. Pae aiast tuvastati 2019. aasta proovides Lewinella (PA 19) ja
Leptothrix (PA 29) perekonna liikmete domineerimine. Aafrika aias domineerisid (AF 19)
Pseudomonas ja Pelgu aias (PE 29) Chitinophaga perekonna litkmed. Pae aias tuvastati
bakteriliitk Lewinella marina (proov PA19) ja Aafrika aias (proov AF 19) Pseudomonas
parafulva.

Hoimkondade Proteobacteria ja Bacteroidetes ning klasside Gammaproteobacteria ja
Betaproteobacteria liikkmete mitmekesisus tuleneb védhemalt ajutisest looduslikke
materjalidega kokkupuutest, mis suurendab naha iildist mikrobioomi mitmekesisust
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(Gronroos et al., 2018) nende hoimkondade seast olid Aafrika (AF 19) ja Pae (PA 19, PA
29) aias esindatud litkmeid. Linnakeskkonnas tekib kiituste mittetdieliku polemise tagajirjel
poliitsiiklilisi aromaatseid siisivesinikke (PAH), mis paisatakse dhku ning nende joudmisel
mulda vdivad mdjutada mulla mikroobset koostist, tuvastatud hdimkondade Proteobacteria
ja Bacteroidetes esindatus mullas voib olla sellest tingitud. Hoimkonna Proteobacteria ning
perekonna Pseudomonas ja Lewinella (Koshlaf et al., 2019) liikkmed on vdimelised
pinnasest PAH-e lagundama. (Roslund et al., 2018) On téheldatud, et due pddsaliikide
suure arvukuse korral on hdimkonna Bacteroidetes esindatus aiatdddega tegelenud inimese
soolestikus suurem, mis on positiivne kuna see soodustab soolestiku mikrobioota
homdostaasi. Samuti mojutab soolestiku mikrobiootat positiivselt hdimkonna Bacteroides
esindatus, mis on seotud Odistaimede arvukusega. (Parajuli et al., 2020) Perekonna
Pseudomonas litkmete esindatus mullas on vdga hea, kuna selle perekonna liikkmete taime
kasvu soodustav mdju on teadatundud (Backer et al., 2018). Pseudomonas parafulva
esinemine mullas on mitmete taime- ja seenhaigusi pdhjustavate mikroobide elutegevust

parssiva toimega (Liu ef al., 2015).

Hoimkonna Bacteroidetes alla kuuluva sugukonna Saprospiraceae mikroobe, kelle
perekonda kuulub Lewinella, on enim isoleeritud veekeskkonnast, peamiselt merega seotud
keskkondadest, kuid ka mageveest ja aktiivmudast. Isoleeritud sugukonna liikmetel on
toestatud siisinikuallikate lagundamise vOime, mis teeb nad oluliseks orgaaniliste ainete
lagundajateks keskkonnas. (Mcllroy & Nielsen, 2014) Lewinella perekonna litkmed
vajavad kasvuks merevett (Hahnke et al., 2016). Voime oletada, et Lewinella perekonna
litkmed on Pae aia kasvatuskasti (PA 19) sattunud vetikaid sisaldavaid vaetisi voi vetikaid
kasutades. Teiseks voimaluseks on, et Pirnamde jddtmejaamast pirit komposti hulgas on
olnud muda, mis on Lewinella perekonna liikidele samuti sobivaks elukeskkonnaks.

Pae aia kasvatuskastist (PA 29) tuvastatud perekonda Leptothrix voOib leida
veekeskkondadest, mis sisaldavad piisavas koguses orgaanilist ainet. Leptothrix perekonnas
olevad litkkmed on vdimelised rauda ja mangaani oksiideerima, neil on voimemoodustada
toitainevaeses keskkonnas enda imber rauda ja mangaani sisaldavaid kestu. Sellised kestad
jéetakse paljunevate bakterite poolt tihti tiihjana maha. (Kunoh et al., 2015)

Perekonda Chitinophaga kuulub kiimme keskkonnabakteri liiki (Crémet et al., 2009),

perekonda nimetati esimest korda 1981. aastal kuid Chitinophaga liigid on iisna uued
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(Sangkhobol & Skerman, 1981). Chitinophaga perekonda kuuluv liikk Chitinophaga
rhizosphaerae on isoleeritud tomati taime risosfaédri mullast, tal on taimekasvu soodustavad
omadused (Kim ef al., 2017). 2020. aastal kogutud Mustaméie aia kasvatuskastis kasvasid

tomatid, mille kasvu toetas Chitinophaga perekonda kuuluv liik.

Kogukonnaaedade mullast tuvastati arbuskulaarset miikoriisat, mis moodustab omaette
hdimkonda Glomeromycota (krohmseened). Krohmseened on obligatoorsed siimbiondid
ehk vajavad oma elutegevuseks taimi. (Smith & Read, 2008) Krohmseente riihm on viga
laialt levinud maismaadkosiisteemides, kus nad mingivad olulist rolli mdjutades taimede
kasvu ja 6koslisteemi protsesse (Stiirmer & Kemmelmeier, 2021).

Hoimkonna Ascomycota litkmed domineerivad kuivades Okosiisteemides, olles olulised
stisiniku- ja ldmmastikuringes. Ascomycota perekonda kuuluvatel seened hoiavad mulda
stabiilsena, osalevad taimede biomassi lagunemises ning on endofiiiitilises suhtes
taimedega ja parandab osa taimede kasvu. (Challacombe ef al., 2019)

Kogukonnaaedades leidus arvukalt hdimkonna Ascomycota alla kuuluvaid klasse:
Sordiariomycetes, Leotiomycetes, Eurotiomycetes ja Dothideomycetes, mis on ka maailmas
loetud koige levinumateks seene klassideks mulla keskkonnas. Nende lai esindatus mullas
nditab suurt stressitaluvust ja voimet ressursse omastada, mis voimaldab paremini asustada
vaga erinevaid keskkondi. (Egidi et al., 2019) Sordariomycetes klassi kuuluvad
Monocillium perekonnast périt seened on laialdaselt levinud lagunevatel taimesubstraatidel,
nditeks taime koorel, eriti okaspuu koortel (Gams et al., 2019). Monocillium korge
esindatud aedades voOib tuleneda mulla péritolust, enamik muldi on périt Pdrnamée
jadtmejaamast, kust tehakse komposti haljastus ja kalmistu koristustoodest tulevast
orgaanilisest materjalist. Tallinna kalmistutel kasvab tavapéraselt palju okaspuid.

Klassi Eurotiomycetes kuuluvad perekond Penicicillium litkmed on iihed levinuimad ja
tuntumaid seeni mullas. Penicillium perekonna liikmete pohifunktsioon looduses on
orgaanilise materjali lagundamine. Uhtlasi vdivad pdhjustada toidukultuuridel midanikke.
(Visagie et al., 2014) Kogukonnaaedade muldadest leitud seltside Hypocreales,
Microascales, Sordariales ja Eurotiales liikkmed on saprofoorsed organismid ehk elavad
surnud orgaanilisel ainel ning on seetottu kompostis, mullas ja sdnnikus laialt levinud

organismid (Langarica-Fuentes, Fox, & Robson, 2015).
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Chytridiomycota hdimkonnast domineerisid perekonnad Kappamyces ja Phlyctochytrium.
Chytridiomycota litkmetel voivad esineda resistentsed struktuurid, mis vodimaldavad
elluyjddmist perioodilise kuivatamise ja pdllukultuuride jaoks kasutatavale pinnasele omase
korgema suvetemperatuuriga (Freeman et al., 2009).

Viga palju leidus Metschnikowia perekonna litkmeid, paljudes aedades esines liik
Metschnikowia santaceeiliae, Metschnikowia perekonna liikmete hulka kuulub hulgaliselt
mullabaktereid mis eelistsvad kiilmemat kliimat, sellesse perekonda kuuluvad liigid on
véga hea stressitaluvusega (Pawlikowska et al., 2019).

Ka perekonda Rhizoclomatium esines arvukalt, eriti niisketes muldades. Pseudallescheria
perekonna litkmed on levinud iile maailma erinevates mullatiiiipides ning esinesid vdhesel
madral ka Tallinna kogukonnaaedade kasvukastide muldades.

Leotiomycetes liikmed, eriti perekonna Phaeohelotium esindajad olid védga arvukad. Nad on
saprotroofid kes saavad energiat surnud orgaanilisest ainest (Quandt & Haelewaters, 2021).
Ka Basidiomycota liikkmed eriti Tulasnella esindajad on laialdaselt levinud ning toituvad
surnud orgaanilisest ainest, nad on lagundajad, kes méangivad siisinikuringes olulist rolli.

(Swann & Hibbett, 2012)

Uuringu kéigus selgus, et kogukonnaaedades olev muld on inimtervisele ohutu ja ei sisalda
inimtervisele kahjulikke uuritud patogeene. 2019. ja 2020. aasta kogutud mullaproovidest
leiti mitmeid inimtervisele kasulikke mikroobe nagu néditeks hdimkondade Proteobacteria
ja Bacteroidetes litkmeid, kes tdstavad inimese mikrobioomi mitmekesisust. Samuti esines
suurel hulgal lagundajaid, kes on kompostmullas tavapérased ja vajalikud mikroorganismid.
Selgitati vélja kogukonnaaedade mulla péaritolu. Pae, Aafrika, Pohjala, Laagna ja Mustamée
aias kasutatakse Pdrnamie jddtmajaamast périt kompostmulda. Vana-Kalamaja aias
kasutatakse poemulda, Pelguaeda telliti muld Biomuld OU-st, Ameerika aia muld toodud
Veo pro OU-st ning kontrollaia muld on segu poemullast, kompostmullast ning primaarsest

mullast.

Magistritod eesmirk tuvastada kogukonnaaedaades olevad mikroobid operatsiooniliste
taksonoomiliste {ihikuteni vilja, Onnestus. Kogukonnaaedade populariseerimine ja
toetamine on linlastele vajalik kuna looduslikke materjalide kokkupuutel piisivad inimesed

tervemad. Linnaruumi mikrobioloogilise vaesumise korral v3ib aga inimeste tervis
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halveneda kuna mikroobikogukondade mitmekesisus vdib vaesuda, mis omakorda mojutab

negatiivselt inimese immuunsiisteemi ja vaimset toimetulekult.
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Kokkuvote

Kogukonnaaedade pidamine kogub iitha enam populaarsust ning ning mojub linlastele
positiivselt. Aiad muudavad linnakeskkonda kvaliteetsemaks elukeskkonnaks ning toetavad
inimeste sotsiaalseid ldbikdimisi, rikastavad nende toidulauda ning pakuvad rekreatiivseid
voimalusi. Kogukonnaaedade pidamine peab olema ohutu, seega on selle magitritdo raames
uuritakse kogukonnaaedade mulla mikrobioloogilist koostist ja kogukonnaaedades
kasutatava mulla péritolu. Mikrobioloogilise koostise médramine on oluline, et tuvastada
inimtervisele ohtilikke patogeenide esinemist ja veenduda kogukonnaaedade mulla
ohutuses.

Uuringus selgitati véljavalitud linnaaedade kasutatava mulla péritolu, mis oli enamasti périt
Pirnamie jditmejaamast, Biomuld OU-st vdi oli tegemist kaupluses miiiidava mullaga.
Primaarset mulda oli kasutatud vaid kontrollaias.

2019. aastal kogutud mullaproovidest kontrolliti patogeenide esinemist kasvukastide
mullas. Selleks teostati Terviseameti nakkushaiguste laboris analiiiisid inimpatogeenide
Salmonella spp., Escherichia coli ja Listeria monocytogenes tuvastamiseks. Uhtki
nimetatud patogeeni iiheski proovis ei tuvastatud.

Seejdrel eraldati kogutud mullaproovidest DNA, mille kontsentratsioon ning puhtus
kontrolliti. Onnestus eraldada kvaliteetne DNA, mis oli sobilik poliimeraasi ahelreaktsiooni
teostamiseks. Selle tulemuste visualiseerimiseks teostati agaroos geelelektroforees.
Koostati sekveneerimisraamatukogu ning teostati sekveneerimine. Sekveneerimisel ldbis
seatud kvaliteedifiltri 97,3 % jédrjestustest ning sekveneeritud klastrite tihedus oli
60000/mm?,

Kogukonnaaedade kasvatuskastide mulla mikroobse koostise tuvastamiseks analiilisiti
sekveneeritud jirjestused. Erinevates aedades tuvastati Lewinella ja Leptothrix perekonna
litkkmete domineerimine, Pseudomonas ja Chitinophaga perekonna litkmeid ning Lewinella
marina ja Pseudomonas parafulva bakteriliike. Kogukonnaaedade mullast tuvastati
arbuskulaarset miikoriisat, mis moodustab omaette hdimkonna Glomeromycota
(krohmseened). Kogukonnaaedades leidus ka arvukalt hdimkonna Ascomycota alla
kuuluvaid klasse: Sordiariomycetes, Leotiomycetes, Eurotiomycetes ja Dothideomycetes,
mis on kodige populaarsemad seene klassid mulla keskkonnas. Nende lai esindatud mullas

nditab suurt stressitaluvust ja ressursside omastamist, mis voimaldab paremini asustada
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viga erinevaid keskkondi. Tuvastatud liigid soodustavad kasulikke mikroobe nagu néiteks
hoimkondade Proteobacteria ja Bacteroidetes litkmeid, kes tdstavad inimese mikrobioomi
mitmekesisust. Tehtud uuringu tulemustest saab jareldada, et linnaruumis toiduks kasutatav
muld ei sisalda inimese tervisele ohtlikke baktereid ega seeni ning kogukonnaaiandus
linnaruumis on tervikuna inimese tervisele ohutu. See on oluline jareldus, sest linnaaiandus
omab ddrmiselt positiivset mdju nii linnaruumile, bioloogilisele mitmekesisusele kui ka

inimese tervisele, samuti lahendab sotsiaalseid probleeme.

Piistitatud eesmaérk, teostada mulla mikrobioomi analiiiisid, et toestada linnas kasvatatava
toidu ohutus, Onnestus tdita vaatamata keerukatele oludele uuringu koostamise ajal ning
mitmetele ootamatutele tagasilookidele. Piistitatud hiipotees, et linnas kasvatatav toit on
inimese tervisele ohutu, Onnestus teostatud uuringute kdigus tdestada. Siiski on linnaruum
kaugel tasakaalustatud elupaigast ning oluliselt mojutatud inimtegevusest. Seetdttu on
otstarbekas mitte vaid tehtud uuringu tulemustele lootma jddda, vaid korrata teostatud

analtiiise toiduohutuse tagamiseks perioodiliselt.
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Summary

The determination of soil microbiological composition in Tallinn community gardens

Kadi Karmen Kaldma

Last decades have changed the human lifestyle significantly. Urban lifestyle has also come
with changes in microbiota of the human gastroenterological system. These changes in
microbiota and the loss of certain functions have been associated with living in an artificial

environment.

As many studies have proved, both short-term and long-term exposure to natural
compounds has a positive effect on the diversity of human skin and gastroenterological
microbiota. The recent trend of growing food in urban community gardens can give this
exposure but also contribute to solving many other problems that occur in modern cities.
Problems such as social exclusion, loss of biodiversity, planning of the urban room,
growing lack of environmental knowledge, growing food shortages and many more are
increasingly important. Therefore, this study is focused on the microbiological research of
soils in urban community gardens to find out if this activity, positive in so many fields, is

also safe for human health.

For this research, 10 community gardens of Tallinn, the capital of Estonia, have been
chosen to microbiologically analyse the soil used in these gardens for food production.
From the community gardens of Pae, Aafrika, Ameerika, Pelgu, Pohjala, Vana-Kalamaja,
Laagna, Mustamée, Moldri Selts and a control garden in Muuga soil samples have been
collected during two years. These samples have been analysed using next generation
sequencing technology that enables the study of microbiological diversity of soils. Bacteria

and fungi have been identified up to operational taxonomic units.

The results of this study show that no studied pathogens harmful to human health have been
identified in collected soil examples. On the contrary, many bacteria that have a positive

influence on human health and the growth of plants, have been identified. This shows that
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community gardens can have a positive influence on urban lifestyle on many levels and are

also not harmful to human health and food grown in urban Tallinn is safe to eat.

Keywords: community garden, pathogen, soil microbes, urban soil
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Lisad

Lisa 1. Analiitisiprotokollid

W
4

TERVISEAMET

Proov: Pae aia muld
Taiendavad andmed:  Partii nr: PA 4

Toohja nimetus:

Protokoll ar.

Nakkushaiguste labor

ML20ZIVE3IN42ZM

Proovivitu koht:
Tad tellija: Tallinna Ulikool Narva mnt 25, Tallinn, Hafumaa, 10120 / Loedus- ja Terviscteaduste
Instituut

Proovivota: Tiiu Koff

Proovi scisund laborisse saabumisel:  llma iscirasusteta proov

Proov vietud: 15102019 kell:  15:00 Analiiiis alustatud: 11.03.2020 kell:  15:40

Proov toodud laborisse 11.03.2020 kell:  10:37 Analitiis lGpetatud: — 16.03 2020

Proovi koodnumber: Protokoll vormistatud 27.03.2020

Unringn tulemused
Niiitaja Uhik Tulemus Meetod

Salmonclla spp. Esinemine’ 50 g el esine CEN/TR 15215-3
Escherichia coli PMOi g 1 g <3 CEN/TR 15214-3
Listeria monocytogencs Esinemine’ 25 g ¢l esine 150 11280-1:2017

Seletus: PMU- pesa moodustay iihik.

vanemspetsialist § Rudika

Katsetulemused kehtivad uuritud proovide kohta. Protokolli tohib paljundada ainult tervikuna.

Terviseamet
Aadress: Paldiski mnt. 81, Tallinn, 10617
Reg. nr.: TOO08799

* [

tel: 7943 600
nakkusftervi

Lk nr.1(1)

seamet.ce

www. terviseamet.ee
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A05% | TERVISEAMET Nakkushaiguste labor

MR

Protokoll nr. ML2020VE3N41M

Proowv: Pdhjala aia muld
Tatendavad andmed:  Partii nr: PO 4

Tootja nimetus:

Proovivitu koht:

Tad tellyja: Tallinna Ulikool Marva mnt 25, Tallinn, Hagumaa, 10120 / Loodus- ja Terviseteaduste
Instituut

Prooviviitja: Tiu Koff

Proovi seisund laborisse saabumisel:  Ilma isedrazusteta prooy

Proov vietud: 15102019 kell:  14:00 Analiiiis alustatud: 1103 2020 kell:  15:30
Proov toodud laborisse 11032020 kell:  10:35 Analitis lpetatud:  16.03.2020
Proovi koodnumber: Protokoll vormistatud 27032020

Uwringn tulemused

Niiitaja Uhik Tulemus Mectod
Salmonella spp. Esinemine’ 50 g el esine CEN/TR 15215-3
Ezcherichia coli PMO e 1 g =3 CEN/TR 15214-3
Listeria monocytogenes Esinemine’ 25 g el esine IS0 11200-1:-2017

Seletus: PMU- pesa moodustay iihik.

vanemspetsialist 5. Rudoka ?ﬁ_,_jg -—
Katsetulemused kehtivad uuritud proovide kohta, Protokolli tohib paljundada ainult tervikuna, Lk nr.1(1})
Terviscamet tel: 7 943 600
Aadress: Paldiski mnt. 81, Tallinn, 10617 * |II||||||""|I||I|I|I]] nakkusiiterviseamet.ce
Reg. nr.: TOOO0R799 waw. terviscamet.eo
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Protokoll nr. ML2020/E3N3IEM

Proov: Ameerika ata muld
Tarendavad andmed: Partil nr: AM 4

Tootja nimetus:

Proovivitu koht:

Tad tellyja: Tallinna Ulikool Marva mnt 25, Tallinn, Hagumaa, 10120 / Loodus- ja Terviseteaduste
Instituut

Prooviviitja: Tiu Koff

Proovi seisund laborisse saabumisel:  Ilma isedrazusteta prooy

Proov vietud: 15102019 kell:  15:00 Analiiiis alustatud: 1103 2020 kell:  14:30
Proov toodud laborisse 11032020 kell:  10:31 Analitis lpetatud:  16.03.2020
Proovi koodnumber: Protokoll vormistatud 27032020

Uwringn tulemused

Niiitaja Uhik Tulemus Mectod
Salmonella spp. Esinemine’ 50 g el esine CEN/TR 15215-3
Ezcherichia coli PMO e 1 g =3 CEN/TR 15214-3
Listeria monocytogenes Esinemine’ 25 g el esine IS0 11200-1:-2017

Seletus: PMU- pesa moodustay iihik.

vanemspeisialist S Ruddka P -~
Katsetulemused kehtivad uuritud proovide kohta, Protokolli tohib paljundada ainult tervikuna, Lk nr.1(1})
Terviscamet tel: 7 943 600
Aadress: Paldiski mnt. 81, Tallinn, 10617 * |II||||||""|"II|I|I]] nakkusiiterviseamet.ce
Reg. nr.: TOOO0R799 waw. terviscamet.eo
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Protokoll nr. ML2020VE3N3TM

Proowv: Pelgu ata muld
Tarendavad andmed: Partii or: PE 4

Tootja nimetus:

Proovivitu koht:

Tad tellyja: Tallinna Ulikool Marva mnt 25, Tallinn, Hagumaa, 10120 / Loodus- ja Terviseteaduste
Instituut

Prooviviitja: Tiu Koff

Proovi seisund laborisse saabumisel:  Ilma isedrazusteta prooy

Proov vietud: 15102019 kell:  15:00 Analiiiis alustatud: 1103 2020 kell:  14:30
Proov toodud laborisse 11032020 kell:  10:20 Analitis lpetatud:  16.03.2020
Proovi koodnumber: Protokoll vormistatud 27032020

Uwringn tulemused

Niiitaja Uhik Tulemus Mectod
Salmonella spp. Esinemine’ 50 g el esine CEN/TR 15215-3
Ezcherichia coli PMO e 1 g =3 CEN/TR 15214-3
Listeria monocytogenes Esinemine’ 25 g el esine IS0 11200-1:-2017

Seletus: PMU- pesa moodustay iihik.

vanemspetsialist 5. Rudoka - ; : /_5_, -

Katsetulemused kehtivad uuritud proovide kohta, Protokolli tohib paljundada ainult tervikuna, Lk nr.1(1})
Terviscamet tel: 7 943 600

Aadress: Paldiski mnt. 81, Tallinn, 10617 * |II||||||""|"I”I|I]] nakkusiiterviseamet.ce

Reg. nr.: TOOO0R799 waw. terviscamet.eo
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Protokoll nr. ML2020/E3N36M

Proov: Mustamiie aia muld
Tarendavad andmed: Partil nr: MU 4

Tootja nimetus:

Proovivitu koht:

Tad tellyja: Tallinna Ulikool Marva mnt 25, Tallinn, Hagumaa, 10120 / Loodus- ja Terviseteaduste
Instituut

Prooviviitja: Tiu Koff

Proovi seisund laborisse saabumisel:  Ilma isedrazusteta prooy

Proov vietud: 10.10.201% kell:  15:00 Analiiiis alustatud: 1103 2020 kell:  13:30
Proov toodud laborisse 11032020 kell:  10:28 Analitis lpetatud:  16.03.2020
Proovi koodnumber: Protokoll vormistatud 27032020

Uwringn tulemused

Niiitaja Uhik Tulemus Mectod
Salmonella spp. Esinemine’ 50 g el esine CEN/TR 15215-3
Ezcherichia coli PMO e 1 g =3 CEN/TR 15214-3
Listeria monocytogenes Esinemine’ 25 g el esine IS0 11200-1:-2017

Seletus: PMU- pesa moodustay iihik.

vanemspetsialist 5. Rudoka
E 5; et —

Katsetulemused kehtivad uuritud proovide kohta, Protokolli tohib paljundada ainult tervikuna, Lk nr.1(1})
Terviscamet tel: 7 943 600

Aadress: Paldiski mnt. 81, Tallinn, 10617 * |II||||||""|"I||II|I]] nakkusiiterviseamet.ce

Reg. nr.: TOOO0R799 waw. terviscamet.eo
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Protokoll nr. ML2020/E3N33M

Proowv: Muuga kontrollala aia muld
Tarendavad andmed: Partil nr: MG 4

Tootja nimetus:

Proovivitu koht:

Tad tellyja: Tallinna Ulikool Marva mnt 25, Tallinn, Hagumaa, 10120 / Loodus- ja Terviseteaduste
Instituut

Prooviviitja: Tiu Koff

Proovi seisund laborisse saabumisel:  Ilma isedrazusteta prooy

Proov vietud: 26.11.2020 kell:  15:00 Analiiiis alustatud: 1103 2020 kell:  11:00
Proov toodud laborisse 11032020 kell:  (8:31 Analitis lpetatud:  16.03.2020
Proovi koodnumber: Protokoll vormistatud 27032020

Uwringn tulemused

Niiitaja Uhik Tulemus Mectod
Salmonella spp. Esinemine’ 50 g el esine CEN/TR 15215-3
Ezcherichia coli PMO e 1 g =3 CEN/TR 15214-3
Listeria monocytogenes Esinemine’ 25 g el esine IS0 11200-1:-2017

Seletus: PMU- pesa moodustay iihik.

vanemspetsialist . Ruddka %f{ —

Katsetulemused kehtivad uuritud proovide kohta, Protokolli tohib paljundada ainult tervikuna, Lk nr.1(1})
Terviscamet tel: 7 943 600

Aadress: Paldiski mnt. 81, Tallinn, 10617 * |II||||||""|"II[I|I]] nakkusiiterviseamet.ce

Reg. nr.: TOOO0R799 waw. terviscamet.eo
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Lisa 2.

Lisa 2. Eluslooduse siistemaatika kategooriad (Kalda, et al., 1965).

Eesti keele Inglise keele Ladina keel
Riik Kingdom Regnum
Hoimkond Phylum/division Phylum/divisio
Klass Class Classis

Selts Order Ordo
Sugukond Family Familia
Perekond Genus Genus

Liik Species Species
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