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Annotatsioon

Jérjest suurenev linnastumine on pdhjustanud mitmeid probleeme (nt soojussaare efekt,
ohureostus), mida on vdimalik haljaskatustega leevendada. Linnad on ka tundlikud
kliitmamuutustega, mille {iheks pohjustajaks on kasvuhoonegaas metaan, kaasnevatele
ekstreemumitele: iileujutused, kuuma- ja kiilmalained. Kéesolevas to60s uuriti bakterite,
arhede, metanogeenide ja metanotroofide arvukusi ja proportsiooni mdjutavaid fiilisikalisi ja
keemilisi parameetreid erinevat tlilipi haljaskatustel. Lisaks hinnati geeniparameetrite seoseid
CH4 emissiooniga. Tulemustest selgus, et katusetiilip ei mdjuta statistiliselt oluliselt ihegi
geeniparameetri arvukusi mullas, kuid mullapohistel katustel on enam monevdrra
metanotroofe ja seega ka suurem potentsiaal CH4 siduda. Metanotroofide arvukusi mojutasid
peamiselt mullaniiskuse, pH, orgaanilise aine, siisiniku, ldimmastiku ja fosfori muutused

mullas. Haljaskatused ei ole sobivaks elupaigaks metanogeenidele.

Mairksdnad: haljaskatused, metaan, mikrobioloogia

CERCS kood: T270 Keskkonnatehnoloogia, reostuskontroll, B230 Mikrobioloogia,

bakterioloogia, viroloogia, miikoloogia



Abstract

The microbiological potential of methane production and consumption on different types

of green roofs

Urbanisation has caused many problems (e.g. urban heat islands, air pollution), which can be
alleviated with green roofs. Cities are also sensitive to the extremes that are caused by climate
change. Among others, methane is considered one of the greenhouse gases contributing to that.
The aim of this study was to research the abundance of bacteria, archaea, methanogens and
methanotrophs and the physical and chemical parameters that affect their proportion on
different types of green roofs. In addition, correlations between genetic parameters and CHa
emission were also researched. The results showed that green roof type does not affect the
abundance of genetic parameters, but soil-based green roofs’ soils include more methanotrophs
and have bigger potential for CH4 binding. The abundance of methanotrophs was mainly
affected by the changes of moisture content, pH, organic matter, carbon, nitrogen and

phosphorus content in the soil. Green roofs are not suitable habitats for methanogens.
Keywords: green roofs, methane, microbiology

CERCS code: T270 Environmental technology, pollution control, B230 microbiology,
bacteriology, virology, mycology
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1. Sissejuhatus

Viimastel aastakiimnetel on linnastumine olnud kiire ja tdnasel pédeval elab ca 53%
inimpopulatsioonist linnapiirkondades (Moreno-Monroy et al., 2020) ning seega mdjutavad
nendes kohtades olevad keskkonnatingimused miljardite inimeste elukvaliteeti ja tervist
(D’amato et al., 2001). Linnades esinevad keskkonnaprobleemid kitkevad endas vélisdhu
(Daniels et al., 2004; Dias & Tchepel, 2011) ja veevarude saastumist, miirareostust, ebapiisavat
jaatmekditlust ja haljasalade puudust (Hasan & Mulamoottil, 1994). Lisaks sellele on
linnasiisteemid tisnagi tundlikud aina tihedamini esinevatele kliimamuutustega kaasnevatele
ekstreemumitele nagu néiteks kuuma- ja kiilmalained, pduad, tormid ja tugevad vihmasajud
(iileujutused) (Filho et al., 2019; Liang et al., 2020). Samuti voimendavad kdrged ja ddrmiselt
korged temperatuurid ka linna soojussaare efekti, mis suurendab oluliselt terviseriske linnades
(Santamouris, 2020). Eelnevalt nimetatud probleemidega tuleb linnakorralduses ja ka linnade
ruumilisel planeerimisel arvestada (Jabareen, 2015). Nende kiisimuste lahendamiseks peetakse
itheks parimaks alternatiiviks mitmesuguseid kuluefektiivseid Okotehnoloogilisi lahendusi,
milleks on teiste seas ka haljaskatused (Dong et al., 2020). Linnamaastikul kasutatakse
haljaskatuseid hoonete jahutamiseks, sademevee vooluhulga tasandamiseks ja puhastamiseks,
haljasalade loomiseks ja Ohureostuse vihendamiseks (Rowe & Getter, 2006). Uhe kdige
olulisema probleemina on linnadhu kvaliteedi parendamine saanud aina enam téhelepanu ja
haljaskatused voivad selles osas aina suuremat rolli omandada (Speak et al., 2012).
Ohusaasteainete hulka loetakse ka kasvuhoonegaasid siisihappegaas (CO>), metaan (CHs) ja
naerugaas (N20) (Freedman, 1995) ning neist CH4 on 25 korda tugevam kasvuhoonegaas kui
CO2 100 aasta 1dikes (Zhang & Xu, 2018). CH4 tekib anoksilistes keskkondades ning seda
toodavad peamiselt arhede hulka kuuluvad metanogeenid (Kallistova et al., 2017). CHga
oksiideerimine on eelkdige aeroobsetes keskkondades toimuv protsess, mida viivad 1dbi

peamiselt bakteritest metanotroofid (Kallistova et al., 2017; Kalyuzhnaya et al., 2019).

Nende kahe mikroobse protsessi (metanogenees ja metanotroofsus) arvukuse ja aktiivsuse
tasakaal mingib peamist rolli CH4 ringluses pinnase ja atmosfaéri vahel. Haljaskatuste vdimalik
roll CHs emissiooni vdhendamises ja sellega seotud mikroobsete protsesside tagamaad on
suures osas ebaselged. Kéesoleva bakalaureuset6o eesmérgiks oli uurida bakterite ja arhede

ning metanogeenide (mérklaudgeen mcrA) ja metanotroofide (marklaudgeen pmoA) arvukusi



ja proportsiooni mojutavaid fiilisikalis-keemilisi faktoreid ning hinnata geeniparameetrite

seoseid CH4 emissiooniga erinevat tiilipi haljaskatustel.



2. Kirjanduse iilevaade
2.1 Okotehnoloogilisi lahendusi linnades

Okotehnoloogilisi lahendusi linnakeskkonna parandamiseks on mitmeid: haljaskatus (green
roof) (Dong et al., 2020), haljassein (green wall) (Jim, 2015), sademevee kasutus (rainwater
harvesting) (Deitch & Feirer, 2019), imbsiisteem (infiltration system) (Conley et al., 2020),
puhverriba/haljasriba (filter strip) ning viibekraav (swale) (Gavri¢ et al., 2019), taimestatud
viibeala (bioretention system) (de Macedo et al., 2017), vett ldbilaskev kate (pervious
pavement) (Hwang et al., 2017), linnatiigid (urban ponds) ja -miargalad (urban wetlands)
(Griffiths & Mitsch, 2020). Uhise omadusena aitavad need kdik looduslihedased meetmed
linnades peamiselt sademevee vooluhulki 6kotehnoloogiliselt kontrollida (Shuster & Dadio,
2017). Muu hulgas nimetatakse neid ka rohetaristuteks, mille eesmérk on ithendada looduslikud
ja antropogeensed struktuurid ning tuua nii 6koloogilist kui ka sotsiaalmajanduslikku kasu,
pakkudes uusi tegevusi ja voimalusi kohaliku elu edendamiseks 14bi turismi, 6koturismi ning

vabaaja- ja Oppetegevuse (EEA, 2017)
2.2 Haljaskatused

Haljaskatused erinevad tavakatustest selle poolest, et nende peal kasvab taimestik kergkruusal,
mullal voi nende kahe segul. Lisaks vdib nende nimetamiseks kasutada ka moisteid murukatus,

rohekatus vo1 rohukatus ja taimekatus (Teemusk, 2005).

Intensiivne ehitustegevus linnades on seal pdhjustanud rohealade vdhenemise, kuid seda on
piititud pidurdada haljaskatuste rajamisega. Haljaskatused seovad passiivsete filtritena
mitmesuguseid saasteaineid, teiste seas nditeks O3, SOz ja NO», ja selle 14bi puhastavad ka dhku
linnas (Yang et al., 2008; Speak et al., 2012). Samuti on neil oluline roll hoonete
energiatdhusamaks muutmisel, iileujutuste ja soojussaare efekti vihendamisel ning linnapildi
ilusamaks muutmisel (Rowe & Getter, 2006). Soojussaare efekti vihendamiseks suurendavad
haljaskatused katuste pindade albeedot ehk suureneb pinna peegeldumisvdime ning
paikeseenergiat salvestub vahem. Sellele lisaks jahutavad taimed ohku transpiratsiooni tottu ja
jahutavale efektile aitab kaasa ka veel substraadikihi aurumine (Santamouris, 2014).
Haljaskatused muudavad hooneid energiatShusamaks, kéitudes isolatsioonikihina ja hoides
suvel siseruumid jahedamad ning talvel soojemad. Haljaskatuste soojustav mdju on suurim, kui
substraadikiht on piisavalt paks ning sisaldab palju dhku, mis on halb soojusjuht (Castleton et
al., 2010). Kliima soojenemise tottu on muutunud tihedamaks ekstreemsete vihmasadude

esinemine (Filho et al., 2019) ning seetdttu on oluline, et sademevett juhitakse dra efektiivselt.



Haljaskatused suudavad liihikest aega endas séilitada vihmavett, mis véhendab korraga
kanalisatsiooni joudvat dravooluhulka (Theodosiou, 2009). Samuti seotakse osa sademetest
substraadikihi pooriruumi ja taimestikku, kust see v3ib transpiratsiooni teel jouda ka tagasi
atmosfadri (Nagase & Dunnett, 2012). Belgias tehtud uuringuga on néidatud, et haljaskatustel
on linnamiira summutav efekt ning ekstensiivne haljaskatus v3ib vahendada miira kuni 10 dB

(van Renterghem & Botteldooren, 2008).
Enim levinud haljaskatuste jaotusviisi on kirjeldatud jargmiselt (Koorberg, 2001) (joonis 1):

(1) Ekstensiivne katusehaljastus — pinnase kihid on valdavalt 6hukesed (70—-160 mm) ja
kasvusubstraadiks on kergkruus. Neil haljaskatustel kasvavad peamiselt peaaegu
hooldusvabad ja védhendudlikud taimed nagu néiteks kukeharjad, nelgilised ja
nurmikad. Uldjuhul ei ole ekstensiivsed haljaskatused kdidavad.

(2) Viéhese intensiivsusega katusehaljastus — pinnase kihtide paksus on 120-650 mm ja
taimkatteks on tavaliselt niidukooslused, mis vajavad vorreldes eelmise tiiiibiga enam
hooldust.

(3) Intensiivne katusehaljastus — pinnase kihtide paksus on 220-1200 mm. Nende
haljaskatuste taimkate koosneb murust, pddsastest ja dekoratiivpuudest, mis vajavad

rohkelt hooldust. Sellised haljaskatused on kdidavad.
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Ekstensiivne haljaskatus Viihese intensiivsusega haljaskatus Intensiivne haljaskatus
Paksus:70-160 mm Paksus: 120-650 mm Paksus: 220-1200 mm
Taimkate: kukeharjad, nelgilised, Taimkate: niidukooslused Taimkate: muru,pddsad,
nurmikad Hind: keskmine dekoratiivpuud
Hind: madal Hooldus: perioodiline Hind: korge
Hooldus: vihene Hooldus: regulaarne

Joonis 1. Haljaskatuste levinuim jaotusviis. (Fernandez-Caifiero ef al., 2013)
2.2.1 Keskkonnatingimused ja mikroobikooslus haljaskatustel

Haljaskatustel valitsevad keerulised keskkonnatingimused, sest need on avatud paljude tegurite
koosmojule (nt tuul ja péikesekiirgus), ja tildjuhul koloniseerivad neid elupaiku vastupidavad
liigid (Fulthorpe et al, 2018). Olulisemateks kasvuparameetriteks on temperatuur ja
mullaniiskus, mis mdjutavad haljaskatustel tekkivaid ja kasvavaid organismide kooslusi
(Baryta et al., 2019). Erinevate kasvusubstraatidega saab edendada sobivate mikroobikoosluste
ja taimkatte tekkimist (Molineux et al., 2014). Mikroobikooslus vdib muuta taimed nii soola-
ja pouakindlamaks kui ka patogeenidele vastupidavamaks. Nende mdjul muutuvad samuti
toitained taimedele kéttesaadavamaks ning soodustub fiitohormoonide tootmine (Fulthorpe ef
al., 2018). Mikroobikooslused mojutavad haljaskatuste 6kosiisteemi (Rumble & Gange, 2013)
ning mitmekesisem mikroobikooslus vdimaldab haljaskatusel kasvada rohkematel taimedel
ning suurendab liigirikkust (Molineux et al., 2015). Lisaks on ndidatud, et arbuskulaarse
miikoriisaga seente spooride ja kompostimikroobidega rikastatud kasvusubstraadi mdjul

kasvasid taimed lopsakamalt ning suurenes ka taimede lehepinna indeks (Molineux, 2010).

Kdrgem mullatemperatuur stimuleerib mikroorganismide aktiivsust, mis omakorda suurendab

CO> emissiooni. Oluliseks parameetriks on ka mullaniiskus, mis reguleerib orgaanilise aine



tstiklit ja suurendab bioloogilist aktiivsust substraadikihis. Mullaniiskus soltub peamiselt
ohuniiskusest, pdikesekiirgusest ja evapotranspiratsioonist (Marasco et al., 2014). CO; voogu
mojutab ka timbritsevate hoonete vari haljaskatustele: paevasel ajal varjus paiknevate katuste
mullatemperatuur on madalam ning mullaniiskus kdrgem ning seetdttu on CO2 voog viiksem
kui péikesele avatud haljaskatusel (Teemusk ez al., 2019). NoO emissioon soltub peamiselt
substraadikihi paksusest (Carter et al., 2011; Teemusk et al., 2019). CHs seotakse histi

aereeritud substraadikihis, mis on dhurikas ning piisavalt niiske (Teemusk ez al., 2019).
2.3 Metaan keskkonnas ja linnades

Mairgaladelt périneb 30% globaalsest CH4 emissioonist (Yu et al., 2010), kuna seal on CH4
tekkeks soodsad tingimused: palju orgaanikat ja siigavamal paiknevad anaeroobsed kihid
(Whalen, 2005). Sellegipoolest on oluline mérgalasid mitte kuivendada, véltimaks ladestunud
siisiniku oksiideerimist siisihappegaasiks ning 6kosiisteemide liigirikkuse hédvitamist (Heilig,
1994). Looduslikku péritolu on ka geoloogiline CH4, mille hulka kuulub lisaks geotermaalsetest
ja (muda)vulkaanilistest aladest parinevale metaanile, mida satub atmosfaéri aastas 40—60 Tg,
ka ookeanisetetes leiduv metaanhiidraat, mille emissiooniks on hinnatud aastas 4-5 Tg (Etiope,
2010). Samuti toodavad seedetraktis fermentatsiooni korvalproduktina CHs termiidid, kelle
aastast panust emissiooni on varasemalt {ilehinnatud 310 Tg, kuid kes on siiski loodusliku CH4

allikaks, tootes alla 10 Tg CH4 aastas (Bignell, 2010).

Rohkem kui 60% globaalsest CH4 emissioonist on antropogeenne (Heilig, 1994; Saunois et al.,
2017). Sellisteks peamisteks metaaniallikateks on 0li- ja gaasitoostuse lekked, sdetdostus,
rafineerimistehased, priigilad, reoveepuhastid, biomassi pdletamine, riisipdllud ning
karjakasvatus (Heilig, 1994; Schwietzke et al., 2017). CH4 emissiooni karjakasvatusest
pOhjustavad metanogeenid, kes elutsevad miletsejate seedetraktis ning toodavad hapnikuvabas
keskkonnas CH4 (Heilig, 1994). Priigilate metaaniallikaks on priigilagaas, mis koosneb
peamiselt metaanist ja siisthappegaasist, mis tekib priigis sisalduva orgaanilise aine anaeroobsel
lagunemisel. Selle kompenseerimiseks kasutatakse kattekihte, kus on sobivad elutingimused
metanotroofidel (Heinsoo, 2016). Lisaks kogutakse priigilagaasi ning seda kasutatakse priigilas
kiitusena soojusenergia voi elektrienergia saamiseks, kuid lisandite tottu on seda vaja enne

gaasivorku saatmist puhastada (Ayodele et al., 2020).

Toostuspiirkonnad asuvad linnadele 1dhedal ja see on pohjustanud seal CH4 kontsentratsiooni
suurenemist. Samuti on inimeste arvu kasv linnades toonud kaasa autode rohkuse ning seega

ka nendest périnevate heitgaaside (CO2, CH4, NO) suurema koguse (Nakagawa et al., 2005)
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2.3.1 Metaani tootvad ja tarbivad mikroorganismid

Metanogeenid on mikroorganismid, kes toodavad anaeroobilise lagundamise kéigus
korvalproduktina metaani (Enzmann et al., 2018). Metanogeenid kuuluvad arhede domeeni ja
on klassifitseeritud kahte hdoimkonda: Euryarchaeota ja Crenarchaeota (Ma et al., 2016).
Metanogeenide markeriks on ensiilimi metiiiil-koensiiim M reduktaasi kodeerimises osalev

mcrA geen (Juottonen, 2008; Milferstedt ef al., 2010; Ma et al., 2016).

Metanotroofid ehk CHs okstlideerivad bakterid on mikroorganismid, kes oksiideerivad CH4
siisiniku ja energia saamiseks. Metanotroofid on voimelised CH4 kasutama energiaallikana tdnu
ensiiiimile, mida nimetatakse metaani monooksiigenaasiks ja mida kodeerib geen pmoA. Selle
sama ensiiimi tottu on metanotroofe voimalik kasutada ka bioremediatsiooniks, oksiideerides
orgaanilisi reostusained, nagu nditeks alkaane, aromaatsed {ihendeid, halogeenitud alkeene
(Pandey et al., 2014). Aeroobsed metanotroofid kuuluvad 3 fiilogeneetilisse gruppi: tiitip L, tiiiip
II ja tiitip X. Tiiip I moodustavad gammaproteobakterid, kelle hulka kuuluvad Methylobacter,
Methylomicrobium, Methylothermus, Methylohalobius, Methylosarcina ja Methylosphaera.
Tiitip II moodustavad alfaproteobakterid, nagu niiteks Methylocystis, Methylosinus,
Methylocapsa ja Methylocella. Tiullp X moodustavad samuti gammaproteobakterid
Methylococcus, Methylocaldum Crenothrix polyspora ja Clonothrix fusca (Kalyuzhnaya et al.,
2019).

CH4 tarbivad ka bakterid, mis rakendavad N-DAMO (nitritist soltuv anaeroobne CHgs
oksiideerimine) mehhanismi. N-DAMO  protsessi  kdigus redutseeritakse  nitrit
lammastikoksiidiks, mis omakorda muudetakse molekulaarseks lammastikuks ning hapnikuks.
Hapnik osaleb CHs oksiideerimisel (Raghoebarsing et al., 2006; Xu et al., 2018). Kuigi
metanotroofid on peamiselt bakterid, siis leidub ka anaeroobselt CH4 oksiideerivaid arhesid
(ANME), kellel on vilja arenenud metanogeneesi podrdreaktsioon ning kes on voimelised
tarbima CHa, et toota energiat (Hallam et al., 2004). N-DAMO ja ANME on suhteliselt hiljuti

kirjeldatud protsessid ning nende roll metaaniringes on suuresti veel selgumisel.
2.3.2 Metaani bioloogilist tootmist ja tarbimist méjutavad keskkonnategurid

Metanogeenid elavad rangelt anoksilistes tingimustes, kus on piisavalt orgaanilist materjali.
Metanogeenide arvukusega podrdvordelises sdltuvuses on silisihappegaasi ja lahustunud

hapniku kontsentratsioon (Lew & Glifska-Lewczuk, 2018)
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Metanotroofe on leitud nii aeroobsetest, anaeroobsetest, happelistest kui ka aluselistest
keskkondadest. Samuti mageveekogudest kui ka soolastest veekogudest ning oligotroofsetest
ja saastunud keskkondadest (Kalyuzhnaya et al., 2019). Neid vdib muuhulgas leida ka
ekstreemsetest oludest (Samad, 2012). Kuigi metanotroofid on looduses laialt levinud, on
tdheldatud, et nad saavad iildiselt paremini hakkama aeroobsete ja anaeroobsete keskkondade
piirpinnal, kus on palju CHs, mida toodavad anaeroobses keskkonnas olevad metanogeenid

(Kalyuzhnaya et al., 2019).

Soojirvedes metanotroofide ja metanogeenide kohta tehtud uuringust selgus, et kuigi
metanotroofide jaoks on optimaalseks keskkonnaks pinnaldhedased hasti oksiideeritud
veekihid, siis leidub neid ka jarve pohjas ning nende elutegevus ei soltu ainuiiksi lahustunud
hapniku juuresolust (Lew & Glinska-Lewczuk, 2018). Samuti on metanotroofid vdimelised
paremini kohanema muutuvate elutingimustega kui metanogeenid ja nende aktiivsus soltub
vihem hapniku kontsentratsioonist. Jarvepdhjas on metanotroofidele oluline orgaanilise
lammastiku ja CO2 hulk. Uppsala iilikoolis tehtud uuring néitas, et parasvootme jarvedes oli
metanotroofide arvukus soltuv aastaajast ehk talvel oli nende hulk suurem ja suvel véiksem,
kuigi bakterite koguarv oli suvel suurem (Samad, 2012). Madalamatel temperatuuridel
domineerivad Tiiip I metanotroofid ning kdrgematel Tiitip II metanotroofid (Mohanty et al.,

2007).
2.4 Reaalaja PCR

Reaalaja poliimeraasi ahelreaktsioon (quantitative Polymerase Chain Reaction — qPCR)
pohineb pideva mdddetava signaali (fluorestsentssignaal) detekteerimisel, mis tekib
poliimeraasi ahelreaktsiooni amplifikatsiooni kdigus ning selle abil saab kvantifitseerida
proovis sisalduva markergeeni hulka (Mukhopadhyay er al, 2008). qPCR vdimaldab
kvantifitseerida spetsiifilist geeni ning méarklaudgeenideks vdivad olla nii bakterite 16S rRNA
ja arhede 16S rRNA geenid kui ka mitmesugused funktsionaalsed geenid nagu nditeks mcrA ja
pmoA. qPCR kasutab fluorestseeruvaid mérgiseid, mis seonduvad produktidega reaktsiooni

kiiigus (Thies, 2015).

gPCR-i protsessis toimub arvukalt tsiikleid ning igas tsiiklis on mitu etappi. Esimeses etapis,
mida nimetatakse denaturatsiooniks, toimub kaheahelalise DNA harutamine iiheahelaliseks
DNA-ks. Jirgmisena seonduvad praimerid (annealing) markergeenidele. Praimeritest soltub
see, et millist DNA 16iku amplifitseeritakse ja selleks on vaja kasutada nii parisuunalist kui ka

vastassuunalist praimerit. Siis siinteesitakse protsessis DNA-d praimeritega seondunud alalt
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(DNA siintees). Reaktsioonilahusse lisatud fluorestseeruv aine seondub siinteesil DNA-ga ja
tekitab fluorestsentssignaali, mis peegeldab produkti kogust. Esimeste tsiiklite jirel on
fluorestsentssignaal ndrk, kuid produkti akumuleerimisel korduvate tsiiklite kédigus signaal
suureneb eksponentsiaalselt, kuni I6peb mone olulise komponendi hulk reaktsioonilahuses ning

seega reaktsiooni enam ei toimu ja fluorestsentssignaal jouab platoole (Kubista et al., 2006).

Mairklaudgeenide koopiate arvude rehkendamiseks uuritavas materjalis kasutatakse analoogselt
analiiiisitud kaliiberkdveraid, mis on saadud teatud koguses vastavat geenildoiku sisaldavast

standardlahuse reast (Espenberg et al., 2018)
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3. Metoodika

3.1 Proovialade ja -votu Kirjeldus

Kéesolevas t60s uuritud haljaskatused asusid iile Eesti erinevates kohtades ja neid saab jaotada

kasvukihi alusel kolme klassi: matipdhised haljaskatused (3 katust), kergkruusapdhised
haljaskatused (4 katust) ja mullapdhised haljaskatused (7 katust) (Tabel 1). Lisaks

haljaskatustele voeti proovid ka looduslikult kontrollalalt (Naage). Detailsed kirjeldused leiab

katuste asukoha ja taimkatte kohta Kert Kelleri magistritoost (Keller, 2017).

Tabel 1. T60s uuritud haljaskatused ja nende tiilibid (kergkruusapdhised (K) ja mullapohised

(M) katused) ning looduslik kontrollala (L) rajamise aasta ning pinnasekihi paksusega.

Kihi
Kood Katus Katuse asukoht Rajatud Tiliip paksus
(mm)
Arc Archimedes Tartu (Tartumaa) 2003 Kergkruusakatus (K) 100
) TUTI e Tartu (Tartumaa) 2005 120
TUTI | Tehnoloogiainstituut Kergkruusakatus (K)
EMU Maaiilikool Tartu (Tartumaa) 2007 Kergkruusakatus (K) 110
Viimsi alevik 2002 200
VP | Viimsi Pargi lasteaed (Harjumaa) Kergkruusakatus (K)
lisaku alevik (Ida- 2012 Kukeharjamatikatus 50
Iis lisaku Virumaa) (K)
Palamuse alevik 2010 Kukeharjamatikatus 30
Pal Palamuse (Jogevamaa) (K)
Rakvere (Lédne- 2006 Kukeharjamatikatus 60
Rak Rakvere algkool Virumaa) (K)
Horoski kiila 2005 120
HH Haanja Horoski (Vorumaa) Maitaskatus (M)
L03 Loomaaed'03 Tallinn (Harjumaa) 2003 Mitaskatus (M) 150
LO8 Loomaaed'08 Tallinn (Harjumaa) 2008 Maitaskatus (M) 150
Migede kiila 2009 250
MG Migede garaaz (Jarvamaa) Mitaskatus (M)
Maigede kiila 2011 200
MK Maigede kelder (Jarvamaa) Maitaskatus (M)
Uuskiila kiila (Ida- 2013 100
Uus Uuskiila Virumaa) Maitaskatus (M)
UK Ujula Konsum Tartu (Tartumaa) 2007 Lame murukatus (M) 100
Naa Naage Harjumaa Loopealne (L) 100-150
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Iga katuse pinnasekihist vdeti komposiitproov kogu profiili ulatuses mikrobioloogilisteks ja
keemilisteks  analiilisideks 2016. aasta augustis. Koheselt maéédrati proovidest
standardmeetoditega pH, tildsiisiniku (C), orgaaniline aine, iildlimmastiku (N), nitraadi (NOs-
N), ammooniumi (NHs-N), iildfosfori (P), iildvéaavli (S), kaaliumi (K), kaltsiumi (Ca) ja
magneesiumi (Mg) viirtused (Keller, 2017). Mikrobioloogilisteks analiilisideks séilitati

pinnaseproovid —20 °C juures siigavkiilmikus.

Haljaskatustelt koguti CH4 emissioonid staatilise suletud pimekambri meetodil ja proovides
maidrati CHs kontsentratsioon hiljem laboris gaaskromatograafiga. Lisaks moddeti igal
vilitodde pdeval ka mullatemperatuur ja -niiskus. Vilitdid tehti 2016. aasta maist kuni
septembrini (Keller, 2017). T66 autor proovivotul ning keemia- ning gaasiparameetrite

modtmisel ja médramisel ei osalenud.
3.2 DNA eraldamine ja DNA kvaliteedi hindamine

Mullaproovidest DNA eraldamiseks kasutati komplekti PowerSoil® DNA Isolation Kit
(Qiagen, USA) jargides tootjapoolset juhendit. DNA eraldati 0,25 g proovidest ning erinevalt
juhendist toimus proovide homogeniseerimine 5000 podret minutis 20 sekundi jooksul
homogenisaatoril Precellys 24 (Bertin Technologies, Prantsusmaa). Samuti modifitseeriti
juhendit, et suurendada DNA kontsentratsiooni: 60 pl C6 lahust lisati filtrile ning tsentrifuugiti
30 sekundit 10 000 x g juures. Filtrit 1abinud lahus kanti uuesti filtrile ning tsentrifuugiti uuesti
samadel tingimustel. Viimasena lisati 40 pl C6 lahust filtrile ning tsentrifuugiti 30 sekundit.
Spektrofotomeetrit Infinite 200 M (Tecan AG, Austria) kasutati DNA kontsentratsiooni
modtmiseks ja kvaliteedi hindamiseks. Edasiste analiiiiside jaoks séilitati eraldatud DNA —20

°C juures siigavkiilmikus.
3.3 Geenikoopiate arvukuse méairamine reaalaja PCR meetodil

Kvantitatiivse poliimeraasi ahelreaktsiooni (QPCR) abil méérati proovidest bakterite ja arhede
16S rRNA ning funktsionaalsete mcrA4 ja pmoA geenide arvukused. Kdik qPCR-i reaktsioonid
viidi 14bi termotsukleriga Rotor-Gene Q (Qiagen, USA). Analiilsitava proovi maht oli 10 pl,
mis sisaldas 1 pl eraldatud DNA-d, 0,3 pl (mcrdA geeni praimerite puhul 0,4 pl) péri- ja
vastassuunalist praimerit, 5 pl Maxima SYBR Green Master Mix reagenti (Thermo Fisher
Scientific Inc., USA) ning {ilejddnud koguses destilleeritud vett. Kolmes korduses

amplifitseeriti koiki proove ja ka negatiivset kontrollproovi, millesse DNA-d ei lisatud.

Bakterite mirklaudgeeni 16S rRNA (péri- ja draspidiste praimerite jirjestused (5°-3") vastavalt
GCCAGCAGCCGCGGTAA (Liu et al., 2007) ja CGACARCCATGCASCACCT (Huse et al.,
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2008)) kvantifitseerimiseks kasutati jargmist qPCR programmi: 50 °C juures 2 minutit ning
sellele jargnes esmane denaturatsioon 95 °C 10 minutit, millele jargnes 35 tsiiklit 95 °C 30
sekundit denaturatsiooni, 60 °C 45 sekundit seondumise ja 72 °C 45 sekundit ekstensiooni

etappi.

Arhede mirklaudgeeni 16S rRNA (péri- ja draspidiste praimerite jirjestused (5'-3") vastavalt
CAGYCGCCRCGGTAA ja GCYCCCCCGCCWATTC (Espenberg et al., 2016)) qPCR
programm: 50 °C juures 2 minutit ning sellele jargnes esmane denaturatsioon 95 °C 10 minutit,
millele jargnes 35 tsiiklit 95 °C 15 sekundit denaturatsiooni, 56 °C 30 sekundit seondumise ja

72 °C 30 sekundit ekstensiooni etappi.

Mairklaudgeeni mcrd (péri- ja 4draspidiste praimerite jarjestused (5°-3") vastavalt
CASTTYGGHGGWTCHCA ja TGVAGRTCGTADCCRWAGAA (Espenberg ef al., 2016))
qPCR programm: 50 °C juures 2 minutit ning sellele jirgnes esmane denaturatsioon 95 °C 10
minutit, millele jargnes 55 tsiiklit 95 °C 15 sekundit denaturatsiooni, 51 °C 30 sekundit

seondumise ja 72 °C 30 sekundit ekstensiooni etappi.

Mairklaudgeeni pmoA (péri- ja draspidiste praimerite jérjestused (5°-3") vastavalt
GGNGACTGGGACTTCTGG ja CCGGMGCAACGTCYTTACC (Costello & Lidstrom,
1999)) qPCR programm: 50 °C juures 2 minutit ning sellele jargnes esmane denaturatsioon 95
°C 10 minutit, millele jirgnes 35 tsiiklit 95 °C 15 sekundit denaturatsiooni, 57 °C 30 sekundit

seondumise ja 72 °C 30 sekundit ekstensiooni etappi.

Kdik gPCR programmid 16ppesid ahelate sulatamise etapiga: 65-95 °C, kus tdsteti temperatuuri
0,35 °C kaupa.
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3.4. Reaalaja PCR andmete analiiiis ja geenikoopiate arvutamine

Andmete esmaseks analiiiisiks kasutati termotsiikleri Rotor-Gene Q tarkvaraprogrammi Rotor-
Gene Q Series Software (Qiagen, USA), mille abil tehti amplifikatsiooni- ja sulamiskdverate
analiiis enne programmi LinRegPCR (v 2018.0) (Holland) kasutamist. Selle programmiga
hinnati iga proovi amplifikatsiooni efektiivsust ja sellega voeti ka efektiivsus geenikoopiate
arvude rehkendamisel arvesse. Programmiga STATISTICA (v 7.1) (TIBCO, USA) kontrolliti
ithefaktorilise dispersioonianaliiiisiga (one-way ANOVA) proovide efektiivsuste pohjal, et kas
proove on vaja amplikonideks jagada. Kuna statistiliselt olulisi erinevusi ei esinenud proovide
amplifikatsiooni efektiivsuste vahel erinevate haljaskatuste tililipide puhul, siis ei jagatud
proove amplikonideks. Geenikoopiate arvukuse leidmiseks kasutati kaliiberkdvera vahemikke.
Detailsemalt on kirjeldatud geenikoopiate arvude arvutamist Espenbergi ja kolleegide t60s

(Espenberg et al., 2018)

Geenikoopiate arvukus on esitatud geenide koopiaarvudena tihe grammi kuiva mulla kohta
(GK/g KA). Funktsionaalsete geenide arvukus on esitatud lisaks ka proportsioonina

prokariiootidest ehk bakterite ja arhede koguarvukusest.
3.5 Statistiline analiiiis

Geeniparameetreid analiilisiti kdik koos ja kahes riihmas (kergkruusa- ja mullapdhised
katusetiiiibid). Analiiiisid tehti programmiga STATISTICA, kasutades t-testi ning Spearmani
korrelatsioonikoefitsenti. T-testiga vorreldi geeniparameetreid kahes rithmas (kergkruusa- ja
mullapohised katusetiilibid). Spearmani testiga vorreldi geeniparameetreid ja fiiiisikalis-
keemiliseid parameetreid koikide katustetiilipide 16ikes (N=14) ning ka ainult mullapdhiste

(N=7) ja kergkruusapohiste (N=7) haljaskatuste 15ikes.



4. Tulemused
4.1 Fitiisikalis-keemilised parameetrid ja metaani gaasiemissioonid proovialal

Haljaskatuste keskmine mullatemperatuur augustikuus oli 18 °C. Kogu modteperioodi (mai-
august) mullatemperatuur oli keskmiselt 22 °C. Augustis oli keskmine mullaniiskus 0,23 m*/m?
ning kogu mddteperioodi mullaniiskus oli keskmiselt 0,30 m*/m®. Haljaskatuste muldade pH
varieerus vahemikus 4,57—7,82. Mulla lammastikusisaldus varieerus vahemikus 0,05-0,68%;
mulla siisinikusisaldus 0,95-9,77% ning mulla vaavlisisaldus 0,01-0,10%. Orgaanilise aine
sisaldus mullas jdi vahemikku 1,16—15,18%. NOs3-N sisaldus haljaskatuste muldades oli
vahemikus 0,00-2,26 mg/kg ning NH4-N sisaldus vahemikus 1,64-8,61 mg/kg. Haljaskatuste
mullad sisaldasid vahemikus 8,70-249,25 mg/kg fosforit, 10,32—132,16 mg/kg kaaliumi ning
5,84-158,47 mg/kg magneesiumi. Detailsema kirjelduse leiab Kert Kelleri magistritoost
(Keller, 2017).

CHa4 voog augustis olid keskmiselt —6,71 pg C m 2 h™! (joonis 2). Kogu perioodi keskmine CHa
voog oli —7,68 pg C m? h'!'. Detailsed mddtmistulemused on kirjeldatud Kert Kelleri
magistritoos (Keller, 2017).
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Joonis 2. Augusti ja kogu modtmisperioodi keskmised metaaniemissioonid eri tiiiipi

haljaskatustel. Vaata koodide tdhendusi Tabel 1.
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Mullapohiste katuste muldadel oli oluliselt suurem mullaniiskus augustis (p<0,01) ja ka kogu
modtmisperioodil (p<0,01) kui kergkruusakatuste muldadel. T-testi tulemustest ilmnes veel, et
kergkruusakatuste pH oli kdrgem kui mullapdhiste haljaskatuste pH (p<0,05). Samuti oli
oluliselt korgem kergkruusakatuste mulla magneesiumisisaldus (p<0,01) ja véévlisisaldus

(p<0,05) kui mullapdhistel katustel.

T-test néitas, et mullapohistel katustel esines suurem CHj4 sidumine nii augustis (p<0,05) kui ka

perioodi kéigus (p<0,05).
4.2 Bakterite ja arhede arvukused ja nende omavaheline suhe pinnases

Uuritud katuste pinnaseproovide bakterite geenikoopiate arvukus oli vahemikus 2,33*10° kuni
1,46*10'° GK/g KA (joonis 3). Kergkruusakatuste bakterite geenikoopiate arvukus oli
keskmiselt 6,99%10° + 4,24*10° GK/g KA ja mullapdhiste katustel katustel oli 7,51*10° +
3,81*10° GK/g KA. Kergkruusa- ja mullapdhistel katustel ei ilmnenud bakterite geenikoopiate

arvukuses olulist erinevust.

Mulla lammastikusisalduse ja bakterite geenikoopiate arvukuse vahel oli oluline positiivne seos
(R=0,70; p<0,01) ning positiivne seos oli ka mulla siisinikusisalduse ja bakterite geenikoopiate
arvukuse vahel koigi katuste 16ikes (R=0,64; p<0,05). Mulla magneesiumisisalduse ja bakterite

geenikoopiate arvukuse vahel oli oluline positiivne seos kdigi katuste 1dikes (R=0,56; p<0,05).

pH ja bakterite geenikoopiate arvukuse vahel oli oluline negatiivne seos kergkruusapohistel

katustel (R=—0,79; p<0,05).
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Joonis 3. Bakterite geenikoopiate arvukused erinevat tiilipi haljaskatustel ja looduslikul

kontrollalal. Vaata koodide tdhendusi Tabel 1.

Katuste pinnaseproovide arhede geenikoopiate arvukus oli vahemikus 2,52*107 kuni 1,50*10°
GK/g KA. Kergkruusakatuste arhede geenikoopiate arvukus oli keskmiselt 1,47*10% +
1,28*10% GK/g KA ja mullapdhistel katustel 4,01*10% + 5,30*10% GK/g KA (joonis 4).
Kergkruusa- ja mullapohistel katustel ei ilmnenud arhede geenikoopiate arvukuses olulist

erinevust.

Mullaniiskuse ja arhede geenikoopiate arvukuse vahel oli positiivne seos (R=0,60; p<0,05) ning
positiivne seos oli samuti mulla lammastikusisalduse ja arhede geenikoopiate arvukuse vahel
koigi katuste loikes (R=0,60; p<0,05). Statistiliselt oluline seos oli ka fosfori ja arhede
geenikoopiate arvukuse vahel kdigi katuste 16ikes (R=0,70; p<0,01).

Kergkruusapohistel haljaskatustel oli oluline negatiivne seos pH ja arhede geenikoopiate
arvukuse vahel (R=-0,86; p<0,05) ning positiivne seos mulla véivlisisalduse ja arhede

geenikoopiate arvukuse vahel (R=0,77; p<0,05).

Mullapdhistel katustel oli oluline positiivne seos pH ja arhede geenikoopiate arvukuse vahel
(R=0,79; p<0,05).
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Joonis 4. Arhede geenikoopiate arvukused erinevat tiilipi haljaskatustel ja looduslikul

kontrollalal. Vaata koodide tdhendusi Tabel 1.

Prokratiootidest moodustasid koikide katuste 1dikes keskmiselt 2,95% arhed (joonis 5).
Positiivne seos oli arhede osakaalul prokariiootidest ja mullas sisalduva fosfori vahel koigi
katuste 16ikes (R=0,71; p<0,01). Mullaniiskuse ja arhede osakaalu prokariiootidest vahel oli
positiivne oluline seos kdigi katuste 16ikes (R=0,57; p<0,05).

Kergkruusapdhistel haljaskatustel oli oluline negatiivne seos mullatemperatuuri ja arhede
osakaalu prokariiootidest vahel (R=—0,82; p<0,05) ning positiivne seos mullaniiskuse ja arhede

osakaalu prokariiootidest vahel (R=0,86; p<0,05).

Mullapdhistel katustel oli oluline positiivne seos pH ja arhede osakaalu prokariiootidest vahel
(R=0,89; p<0,05).

21



10.00
9.00
8.00
7.00
6.00

5.00

4.00

3.00

2.0

1.0 I I

w1 [ I
Pal Rak HH L03 108 MG MK

Arc  TUTI EMU VP lis Uus UK Naa

o

Arhede osakaal prokariootidest (%)

o

B Kergkruusapohised haljaskatused B Mullapdhised haljaskatused Looduslik kontrollala

Joonis 5. Arhede osakaal prokariiootidest erinevat tiilipi haljaskatustel ja looduslikul

kontrollalal. Vaata koodide tdhendusi Tabel 1.

4.3 Metanogeenide ja metanotroofide arvukused ja proportsioonid prokariiootidest

pinnases

Metanogeenide geenikoopiate arvukust oli voimalik méérata ainult kahel haljaskatusel (Arc

(K): 3,39%10% UK (M): 7,75%10%).

Katuste pinnaseproovide metanotroofide geenikoopiate arvukus oli vahemikus 9,67*10* kuni
6,64*10° GK/g KA. Kergkruusakatuste metanotroofide geenikoopiate arvukus oli keskmiselt
3,31*10° + 1,57*10° GK/g KA ja mullapdhiste katuste metanotroofide geenikoopiate arvukus
oli keskmiselt 4,56*10° + 1,51*10° GK/g KA (joonis 6). Kergkruusa- ja mullapdhistel katustel

el ilmnenud metanotroofide ja metanogeenide geenikoopiate arvukuses olulist erinevust.

Koikide katuste 1dikes oli positiivne seos mullas sisalduva fosfori ja metanotroofide
geenikoopiate arvukuse vahel (R=0,56; p<0,05). Oluline positiivne seos oli mullas sisalduva
lammastiku ja metanotroofide geenikoopiate vahel (R=0,58; p<0,05) ning samuti ka mulla

stisiniku ja metanotroofide geenikoopiate arvukuse vahel koigi katuste 16ikes (R=0,55; p<0,05).

Kergkruusapdhistel katustel oli oluline positiivne seos mulla orgaanilise aine sisalduse ja

metanotroofide geenikoopiate arvukuse vahel (R=0,79; p<0,05).
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Joonis 6. Metanotroofide geenikoopiate arvukused erinevat tiitipi haljaskatustel ja looduslikul

kontrollalal. Vaata koodide tdhendusi Tabel 1.

Prokartiootidest moodustasid metanotroofid keskmiselt 0,006% koikide katuste 15ikes (joonis
7). Kergkruusa- ja mullapohistel katustel ei ilmnenud metanotroofide osakaalus

prokariiootidest statistiliselt olulist erinevust.

Kdikide katuste 10ikes oli oluline negatiivne seos mulla vdivli ja metanotroofide osakaalu
prokartiootidest vahel (R=-0,59; p<0,05) ning ka mulla magneesiumisisalduse ja

metanotroofide osakaalu prokariiootidest vahel (R=—0,76; p<0,01).
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Joonis 7. Metanotroofide osakaal prokartiootidest erinevat tiilipi haljaskatustel ja looduslikul

kontrollalal. Vaata koodide tdhendusi Tabel 1.
4.4 Geeniparameetrite omavahelised seosed ning nende seosed metaaniemissiooniga

Koikide katuste 1dikes oli oluline positiivne seos arhede ja bakterite geenikoopiate arvukuse
vahel (R=0,63; p<0,05), metanotroofide ja bakterite geenikoopiate arvukuse vahel (R=0,64;
p<0,05) ning metanotroofide ja arhede arvukuse vahel (R=0,71; p<0,01).

Kergkruusapdhistel haljaskatustel oli oluline positiivne seos bakterite ja metanotroofide
arvukuse vahel (R=0,89; p<0,01). Mullapdhistel haljaskatustel oli oluline positiivne seos

arhede ja metanotroofide geenikoopiate arvukuse vahel (R=0,93; p<0,01).

Geeniparameetrite ja metaaniemissioonide vahel statistiliselt olulisi seoseid ei leitud, kuid on
ndha tendents, et metanotroofide osakaalu suurenemisel prokariiootidest seotakse enam CHgy

haljaskatustel (joonis 8).
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Joonis 8. Prokariiootidest metanotroofide osakaalu ja kogu perioodi keskmise

metaaniemissiooni vaheline seos haljaskatustel.
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5. Arutelu

Geeniparameetrite arvukused erinevatel katusetiiiipidel ei erinenud statistiliselt oluliselt
teineteisest ehk katusetiilip ei mojuta liiga oluliselt erinevate geeniparameetrite arvukust
haljaskatuste mullas. Mullapdhised katused seovad rohkem CHj kui kergkruusapohised, kuid
nende haljaskatuste pinnases ei ole statistiliselt oluliselt rohkem metanotroofe, kuigi mdnevdorra
olid metanotroofide arvukused ja osakaalud siiski suuremad mullapohistel katustel. Lisaks oli
ndha tendentsi, et metanotroofide osakaalu suurenedes seoti ka enam CHgy. Sellist seost pmoA
geenikoopiate ja CHs emissiooni vahel on ndidatud ka teistes uuringutes, kuigi erinevates
keskkondades (Crevecoeur et al., 2017; Kong et al., 2019). Samuti oli mullapohistel katustel
korgem mullaniiskus, mis v3ib seletada mullapdhiste katuste paremat CH4 sidumisvdimet.
Nimelt on leitud, et mullaniiskus on koos -temperatuuriga iiks peamiseid bioloogilist aktiivsust
mojutavaid tegureid (Teemusk ef al., 2019) ning need tegurid voisid mojutada positiivselt ka

metanotroofide aktiivsust.

Kuigi metanotroofid eelistavad iildiselt muldi, millel on neutraalne pH, on leitud ka
atsidofiilseid metanotroofe (Nguyen et al., 2018), mis voib selgitada mullapdhiste katuste
madalamat pH-d ning kdrgemat CHs sidumisvdimet. Samuti korreleerub see analiiiiside
tulemustega, milles selgus, et mullapdhistel katustel toob kdrgem pH kaasa nii korgema arhede
geenikoopiate arvukuse kui ka kdrgema arhede osakaalu prokartiootidest vahel. Arhede hulka
kuuluvad ka kdik metanogeenid (Kallistova et al., 2017). Mida madalam pH, seda vihem
arhesid (ja vOimalik, et ka metanogeene) ja seda vihem CHs seal produtseeritakse ning

metanotroofid voivad enam siduda CH4 atmosfaarist.

Kuigi metanogeenide geenikoopiate arvukust oli voimalik méérata vaid kahel haljaskatusel, siis
ei tihenda see, et teistel katustel metanogeenid puudusid. Nende hulk oli kiill tdenéoliselt liiga
viike usaldusvéirseks detekteerimiseks. Metanogeenide véhest arvukust voib seostada liiga
ohukese ja aeroobse kasvusubstraadiga (Teemusk et al., 2019), sest metanogeenid on

anaeroobsed mikroorganismid (Kallistova et al., 2017).

Kergkruusapdhistel katustel oli metanotroofide geenikoopiate arvukus positiivselt seotud mulla
orgaanilise aine sisaldusega, mis nditas viimase olulisust nendele mikroorganismidele. Selline
seos on ndidatud pmoA geeni omavate organismide ja mulla orgaanilise aine vahel ka hoopis
teistsuguses keskkonnas nagu niiteks riisipdldudel (Seo et al., 2014). Samuti modjutasid

metanotroofe positiivselt mulla siisiniku-, ldmmastiku- ja fosforisisaldus haljaskatustel, mis
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kuuluvad mitmete oluliste tihendite koosseisu ning on vajalikud mikroorganismide

elutegevuseks.

Mulla vaivlisisaldus oli korgem kergkruusapohistel haljaskatustel ning samuti oli kergkruusa
katustel korgem arhede geenikoopiate arvukus. Need tulemused korreleeruvad ka sellega, et
koikide katuste 1dikes oli negatiivne seos mulla vidivlisisalduse ja metanotroofide osakaalu
prokariiootidest vahel. See voOib viidata sulfaate redutseerivate arhede olemasolule
kergkruusapohistes haljaskatustes. Kuna kergkruusapohistel haljaskatustel esines kohati
metaaniemissiooni, siis vOib eeldada mdningate metanogeenide olemasolu. On leitud, et
sulfaate redutseerivad arhed ja metanogeenid on vdimelised koos samu elupaiku asustama

(Ozuolmez et al., 2015).

Kui mulla magneesiumisisaldus on korge, siis on haljaskatuste pinnases sisalduvate bakterite
geenikoopiate arvukus suur, kuid metanotroofide osakaal prokariiootidest on viike. Mida
rohkem sisaldub mullas magneesiumi, seda rohkem on baktereid, kuid mitte metanotroofe.

Magneesium on oluline tegur bakterite jagunemisel ja protoplasma tootmisel (Webb, 1949).
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6. Kokkuvote

Linnade erinevaid keskkonnaprobleeme on vdga edukalt voimalik lahendada kuluefektiivselt
mitmesuguste Okotehnoloogiliste lahendustega nagu niiteks haljaskatused, mis muuhulgas
aitavad kaasa ka linnadhu puhastamisele. Metaaniringe protsesse haljaskatuste pinnases viivad
1abi erinevad mikroorganismid. Kéesoleva t66 eesmirgiks oli uurida bakterite ja arhede ning
metanogeenide ja metanotroofide arvukusi ja proportsiooni mdjutavaid fiitisikalis-keemilisi
faktoreid ning hinnata geeniparameetrite seoseid CHs4 emissiooniga erinevat tiilipi

haljaskatustel.

Viieteistkiimnest kogutud pinnaseproovist eraldati DNA ja miirati reaalaja PCR meetodil
arhede ja bakterite spetsiifiliste 16S rRNA ja metanogeenide (mcrA) ja metanotroofide (pmoA)
markergeenide arvukused. T60 tulemustest selgus, et erinev haljaskatuse tiilip ei mojutanud
statistiliselt oluliselt geenikoopiate arvukusi, kuigi monevdrra oli metanotroofe enam
mullapohistel katustel ning oli ndha tendentsi, et metanotroofide osakaalu suurenedes seoti ka
enam CHjs. Samuti on mullapdhistel katustel korgem niiskusesisaldus, mis vdib suurendada
mikrobioloogilist aktiivsust ja tdsta CH4 sidumise voimekust. Samuti voib mullapdhiste katuste
CH4 sidumisvdimet seostada madala mulla pH-ga, mis tdi kaasa vidiksema arhede hulga
kasvusubstraadis ning kdrge mulla magneesiumisisaldusega, mis on vajalik element bakterite,
sh metanotroofide, jagunemisel. Ka mulla orgaanilise aine sisaldus ja siisiniku-, lammastiku-
ja  fosforisisaldus mojutasid positiivselt metanotroofide arvukust haljaskatustel.
Kergkruusapohiste katuste korgem viddvlisisaldus tingis korgema arhede geenikoopiate
arvukuse. Kuigi metanogeene oli haljaskatuste muldades liiga véhe, et neid reaalaja PCR-1 abil
tuvastada, voib eeldada, et neid seal siiski leidub ning sobivatel tingimustel voivad nad ka

aktiivsed olla.
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The microbiological potential of methane production and consumption on different types

of green roofs

Kadri Kuusk

Summary

The aim of this study was to research the abundance of bacteria, archaea, methanogens (target
gene mcrA) and methanotrophs (target gene pmoA) and the physical and chemical parameters
that affect their proportion on different types of green roofs. In addition, another purpose was

to research correlations between genetic parameters and CHs emission.

The main idea was to examine whether the abundance of methanogens and methanotrophs was
dependent on the green roofs type and which type of green roof to use so that the binding of the
CHas would be maximised. Using green roofs to slow down global warming by binding the CHa,
a potent greenhouse gas, is one possible solution which simultaneously makes the urban
environment nicer. Green roofs also help to lessen the effect of urban heat islands in the cities
along with purifying the air from pollutants like SO2, NO2 and Os. Along with other urban
technologies that help to manage stormwater, green roofs can also be used to reduce the water

quantity that reaches the sewer at once.

The 14 green roofs were categorised into three groups: 1) soil-based green roofs; 2) LWA—
based (LWA-lightweight aggregate) green roofs; 3) green roofs with sedum mats. Mat-based
green roofs were later accounted for soil-based green roofs. A natural reference area was also
included. In August 2016, a soil sample was taken from every green roof from which 0,25 g
was used to determine genetic parameters through qPCR analysis. The qPCR results were
analysed with LinRegPCR (v 2018.0) and STATISTICA (v 7.1) and calculated to dry matter.
The soil samples were analysed for chemical parameters which were pH, total carbon, total
nitrogen, total phosphorus, total sulphur, nitrate, ammonia, potassium, calcium, magnesium and
organic matter. CHy fluxes were gathered with closed chamber technique and later measured

with a gas chromatograph.

The results show that the green roof type does not affect the abundance of any genetic
parameter, but it shown that soil-based green roofs are able to bind more CH4 than LWA-based
green roofs. Soil-based roofs have higher moisture content, which might increase

microbiological activity and raise CH4 binding potential. In addition, soil-based green roofs
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have lower pH, which causes lower archaea abundance. Soil-based green roofs have higher
magnesium concentrations which may account for the high bacteria multiplicity (including
methanotrophs) since magnesium participates in cell division. The results indicate that LWA-
based green roofs’ high sulphur concentration is caused by higher archaea abundance. LWA-
based green roofs also exhibited some CH4 emission. Research has shown that sulphur reducing
archaea and methanogens are able to successfully coexist. Soil’s organic matter content along
with carbon, nitrogen and phosphorus supply also affected positively the abundance of
methanotrophs in the soil. Although there were not enough methanogens in the soil to detect

with qPCR, it can be assumed that methanogens can be active in appropriate environment.
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