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Infoleht

Varakult lahkenud seeneriithma Basal clone group 2 visualiseerimine CARD-FISH
metoodikaga

Bakalaureusetoo teoreetilise osa eesmirk oli anda iilevaade varakult lahknenud seente
taksonitest, nende 6koloogilisest rollist ja nende uurimiseks kasutatavatest meetoditest. T66
eksperimentaalse 0sa eesmirk oli vilja tootada varasemate uurimistoode alusel CARD-FISH
protokoll, mis voimaldaks edaspidiselt uurida mikroskoopilisi seeni. T66 uurimisobjektiks
oli ainult keskkonnast parit geenijérjestuste pohjal teadaolev rithm laborinimega Basal clone
group 2 (BCG2).

Mirksénad: varakult lahknenud seened, BCG2, CARD-FISH
CERCS kood: B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, miikoloogia

Visualization of an early diverging fungal linage Basal clone group 2 using the CARD-
FISH method

The theoretical part of this bachelor thesis gives an overview of the early diverging fungal
taxa, their ecological role and the methods used to study them. The aim of the experimental
part of the thesis was to develop a CARD-FISH protocol based on previous protocols that
allows to study microscopic fungi. The object of the study was a group only known from

environmental DNA sequences with a lab name Basal clone group 2 (BCG2).

Keywords: early diverging fungi, BCG2, CARD-FISH
CERCS code: B230 Microbiology, bacteriology, virology, mycology
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Mboisted
Alexa fluor 488 — fluorestseeruv virvaine, mille emissioon on suurim ndhtava valguse

rohelises spektrialas
Calcofluor-White — kitiini ja tselluloosiga seonduv fluorestseeruv vérvaine

CARD-FISH - ingl catalyzed reporter deposition-fluorescence in situ hybridization; ka
TSA-FISH

DAPI — 4',6-diamino-2-feniiiilindool, DNA AT-rikka piirkonnaga seonduv fluorestseeruv

virvaine
FISH — in situ fluorestentshiibridisatsioon (ingl in situ fluorescence hybridization)

ITS — sisemine transkribeeritav speisser, regioon tuuma rRNA 18S ja 28S rRNA

geeniregioonide vahel

rRNA - ribosomaalne RNA, mis jaguneb eukariiootidel omakorda 18S, ITS1, ITS2, 5.8S ja
28S regioonideks



Sissejuhatus

Seened on iiks mitmekesisemaid eukariiootide rithmi, kelle erinevad liigid vdivad kiituda
nii lagundajate, mutualistide kui ka patogeenidena. Traditsiooniliselt on seente eristamine
toimunud kas viljakehade voi eluskultuuride morfoloogia alusel, mis on vodimaldanud
tanapdevaks Kirjeldada veidi tile 148 000 seeneliigi (Cheek et al., 2020). Samas hinnatakse
seente tegelikuks liikide arvuks 2,2—3,8 miljonit (Hawksworth ja Liicking, 2017). Eriti vihe
on teada koige varem lahknenud seentest hdimkondadest Rozellomycota ja Aphelidiomycota,
kelle senikirjeldatud liigid on koik obligatoorsed endoparasiidid ja erinevalt kdigist teistest
seentest fagotroofse toitumisega Nende isendite kirjeldamise on teinud keeruliseks ka
fiillogeneetiliselt kaugete taksonite sarnane eluviis ja morfoloogia, mistottu on nende

leidmine ja omavahel eristamine keskkonnast keeruline (Naranjo-Ortiz ja Gabaldon, 2019).

Viimase paarikiimne aasta jooksul on uute taksonite médaramisel toimunud suur labimurre,
sest kasutusele on tulnud suure lébilaskevdimega (ingl high throughput sequencing ehk
HTS) DNA sekveneerimismeetodid (Tedersoo et al., 2017). Nii on leitud, et varakult
lahknenud seened esinevad peaaegu koikides maismaa- ja veedkosiisteemides ning et nende
liikide arv voib olla vorreldav koigi iilejadnud seente liikide arvuga (Jones et al., 2011).
Vaatamata DNA jérjestuste olemasolule puudub siiani arusaam varakult lahknenud rithmade
eluviisidest ja morfoloogiast, mis on oluliselt pidurdanud uute taksonite kirjeldamist
(Liicking et al., 2021).

Kéesoleva t66 esimeses osas antakse iilevaade enamusest seni Kirjeldatud Holomycota
varakult lahknenud taksonite morfoloogiast, eluviisist ja fillogeneesist. Lisaks kirjeldatakse
lihidalt metatriipkoodistamist ja kahte in situ fluorestsentshiibridisatsiooni meetodit. T66
eksperimentaalses osas katsetati CARD-FISH meetodit, mida on varasemalt kasutatud
edukalt varakult lahknenud seente visualiseerimiseks. T66 kdigus kohandati varasemate
uurimistddde alusel laboriprotokolli, mis vdimaldaks Tartu Ulikooli miikoloogia labori
voimalusi arvestades visualiseerida erinevatest keskkonnaproovidest leitavaid taksoneid.
Uurimisobjektiks voeti senimaani ainult keskkonna geenijérjestuste pohjal teadaolev
varakult lahknenud seeneriihm Basal clone group 2 ehk BCG2, mis erinevate
fiillogeneesianaliitiside jargi voib olla seente kdige varem lahknenud rithmaga (Arroyo et al.,
2018; Tedersoo et al., 2017). Riihma isendite kirjeldamine annaks olulist informatsiooni
seente evolutsioonist ja varakult lahknenud seente eluviisilisest mitmekesisusest. T66 kaigus
viidi proovidega ldbi ka metatriipkoodistamise uuring, tuvastamaks proovidest BCG2

rithmale kuuluvaid geenijirjestusi.



Teoreetiline osa

1.1. Holomycota ja Nucleariae

Riik seened (Fungi) ja riik Nucleariae (ka Cristidiscoidea) kuuluvad Holomycota tilemriiki,
mis moodustab koos Holozoa iilemriigiga tagavibursete ehk Opisthokonta rithma (Cavalier-
Smith, 1998; Tedersoo et al., 2018a). Kodige esimesena lahknes Holomycota harus riik
Nucleariae, kuhu kuulub Galindo et al. (2019) jargi viis perekonda: Nuclearia, Parvularia,
Fonticula, Pompholyxophrys ja Lithocolla. K&ik nad on filoossete pseudopoodidega
amodobid, kes on evolutsiooni kdigus kaotanud tagavibursetele omase viburi (Galindo et al.,
2019). Fonticula perekonna ainus Kirjeldatud liik Fonticula alba voib lisaks moodustada
hulkrakse koonusekujulise viljakeha (Worley et al., 1979) ja perekondade Pompholycophrys
ning Lithocolla liigid moodustavad enda iimber rdnimineraalidest koosneva kesta (Galindo
et al., 2019). Perekondasid on kirjeldatud nii vee- kui ka maismaa 6kosiisteemidest, kuid
metatriipkoodistamise andmetel voib nende suurim liigirikkus olla mageveekogudes
(Galindo et al., 2019).

1.2. Seente kisitlus

Ténapédevaste teadmiste pohjal lahknesid seened umbes miljard aastat tagasi, kui elu
maismaal ei olnud veel suuresti vilja kujunenud (Berbee et al., 2017). Seente riigi
piiritlemine ja maht on aja jooksul muutnud. Enne molekulaarsete meetodite kasutuselevottu
eristati seente hulgas munasseeni (Oomycota), limasseeni (Myxomycetes), viburseeni
(Chytridiomycota), ikkesseeni (Zygomycota), kandseeni (Basidiomycota) ja kottseeni
(Ascomycota) (Whittaker, 1969). Jargnevate DNA pdhiste fiilogeneesianaliiiiside kdigus
selgus, et ikkesseente ja viburseente hoimkonnad on parafiileetilised ning munasseened ja
limaseened kuuluvad vastavalt stramenopiilide (Stramenopila) ja amdobide (Amoebozoa)
hulka (Naranjo-Ortiz ja Gabaldon, 2019). Lisaks leiti, et varem viburseente seltsi
Spizellomycetales paigutatud perekond Rozella lahkneb enne kdiki teisi seeni ja moodustab
koos teiste keskkonnast eraldatud rRNA geenijarjestustega koigi iilejadnud seente
sosarrithma Rozellomycota (ka Cryptomycota voi Rozellida) (Jones et al., 2011). Karpov et
al. (2013) nditasid, et Rozellomycota hdimkonnaga on suguluses ka hdimkond
Aphelidiomycota. Hiljem néitasid Tedersoo et al. (2017), et varasematest
metatriipkoodistamise uuringutest teadaolevad taksonid laborinimedega GSO1 ja BCG2
lahknevad enne Rozellomycota hdimkonda ja vdivad moodustada kdigi iilejadnud seente
sosarrithma (joonis 1). Varakult lahkenud seened on eluviisilt iisna sarnased (enamus on

fagotroofsed endoparasiidid), kuid on morfoloogiliselt ja kohastumuslikult varieeruvad.
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Joonis 1. Seente (Fungi) hoimkonnad Tedersoo et al. (2018a) jargi. Punasega on margitud
taksonid, mida on varasemalt klassifitseeritud l&htuvalt zooloogilisest nomenklatuurist;
rohelisega on mérgitud suuremad taksonid, mille iihtegi liiki pole senimaani veel kirjeldatud;
pruuniga on mérgitud taksonid, mis piiritlevad alamriike; sinisega on margitud taksonid
varasema klassifikatsiooni jargi. Numbrid hdimkondade taga nditavad hdimkonnas olevate

klasside arvu. Joonis on vdetud toost Tedersoo et al. (2018a).

1.2.1. Rozella

Perekonnas Rozella (Rozellomycota) on kirjeldatud 27 liiki, kes kdik on rakusisesed
parasiidid. Nende peremehed voivad olla niiteks munasseened (Oomycota, Stramenopila) ja
jonksviburseened (Blastocladiomycota) (Letcher ja Powell, 2018). Perekonnast Rozella on
uuritud kdige rohkem liiki Rozella allomycetis, millel pohineb ka perekonna elutsiikli
Kirjeldus. Peremehe (jonksviburseen Allomyces arbusculus) nakatamine toimub viburiga

randeostega (zoospooridega), mis peremehe leidmisel entsiisteeruvad (joonis 2 A, B; James
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ja Berbee, 2012). Peale entsiisteerumist kasvab tsiistist vélja Kitiinist nakatamistoru, millega
parasiit lébistab peremehe rakukesta (James et al., 2013). Nakatamistoru kaudu siseneb
parasiidi protoplast peremehe rakku, mille jaoks vajaliku rShu tekitab spoori tagaosas veega
taituv vakuool (joonis 2, C, D). Peremehes muutub protoplast rakukestata hulgituumseks
sporangiaalseks plasmoodiumiks, mis arvatavasti toitub fagotroofselt peremehe
tsiitoplasmast (Powell, 1984; Powell ja Letcher, 2019). Ultrasturktuuriuuringud néitavad, et
peremehe mitokondrid koonduvad infektsiooni ajal parasiidi plasmoodiumi timber (Powell
ja Letcher, 2019). Kuna varasemalt on teada, et Rozella allomycetis on horisontaalse
geeniiilekandega omandanud nukleotiidi transporterite geenid, siis arvatavasti viitab see
ATP ,,varastamisele peremehelt (James et al., 2013). Kui parasiidi plasmoodium on tditnud
kogu peremehe raku, siis tekivad sellest kitiinist rakukestaga zoosporangiumid, milles
moodustuvad uued zoospoorid. Rozella allomycetis puhul on zoosporangiumid omavahel
eraldatud ka vaheseintega (joonis 2, E). Nii vaheseinu kui ka rakukesti indutseerib parasiit
peremehel ise tekitama. Lopuks véljuvad zoospoorid peremehest, kasutades selleks

moodustunud poori kaudu. Parasiit vdib moodustada ka ebasobivate elutingimuste

tileelamiseks kitiinist rakukestaga puhkeeoseid (Letcher ja Powell, 2018; joonis 2, F).

Joonis 2. Rozella allomycetis elutsiikkel. A R. allomycetis zoospoorid; B zoospooride
Kinnitumine jonksviburseene Allomyces arcbusculus hiitifile; C Allomyces arbusculus

rakukesta ldbistamine ja R. allomycetis protoplasti sisenemine hiiiifi; D R. allomycetis tiihjad
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tsiistid nakatamistoruga (c); E R. allomycetis zoosporangiumid (z), neid eraldavad
vaheseinad (s) ja zoospooride viljumiseks moodustunud poor (p); F R. allomycetis
puhkeeosed A. arcbusculus hiiiifis. Mdotskaala A, B=15 um; C, D =10 um; E, F = 20 um.

Joonis on voetud todst James ja Berbee (2012).

1.2.2. Mikrosporiidid

Mikrosporiidid ehk pisieoselised (erinevates késitlustes omaette hdimkond Microsporidia
voi klass Microsporidea hoimkonnas Rozellomycota) on umbes 1400 liigist koosnev rithm,
mis on tuntud peamiselt loomade endoparasiitidena (Karpov et al., 2014; Tedersoo et al.,
2018a). Mikrosporiidide spoorid on viburita ja kaetud vélimise valgulise (eksospoor) ning
sisemise Kitiinist (endospoor) rakukestaga. Lisaks iseloomustab rithma spetsiifiline iimber
rakutuuma keerdunud ja seest 60nes nakatamisorgan polaarfilament (Han et al., 2020).
Mikrosporiidide elutsiikkel algab polaarfilamendi vallandumisega, millega parasiit ldbistab
peremehe rakumembraani (joonis 3). Filamendi vallandumiseks vajaliku rohu tekitab spoori
tagaosas veega tdituv vakuool (joonis 3, C—F). Vakuooli tditumine surub parasiidi protoplasti
(sporoplasma) polaarfilamendi kaudu peremehe rakku (joonis 3, E ja F). Peremehes voib
erinevate mikrosporiidi liikide elutsiikkel varieeruda, kuid lopptulemusena moodustuvad
peremehes kas uued polaarfilamendiga spoorid, puhkeeosed vdi modlemad (Keeling ja Fast,
2002). Erinevalt perekonnast Rozella pole mikrosporiididel peremehe tsiitoplasma
fagotsiitoosi taheldatud (Bass et al., 2018).

Tulenevalt parasiitsest eluviisist iseloomustab mikrosporiide funktsionaalse genoomi
vihenemine, mistdttu on nad tihe viikseima genoomiga eukariioodid. Lisaks on
mikrosporiidide mitokonder taandarenenud mitosoomiks, millel puudub mitokondriaalne
DNA (mtDNA) ja oksiidatiivse fosforiiiilimise voime (Williams et al., 2002). Mitokondri
puudumise tottu on mikrosporiide peetud ka algelisteks eukariiootideks (Cavalier-Smith,
1987). a- ja P tubuliini kodeerivate geenide analiiiis paigutas mikrosporiidid aga seente
tiheks varakult lahknenud rithmaks (Keeling ja Fast, 2002). Hilisem vordlev genoomianaliiiis
nditas, et nii Rozella kui ka mikrosporiidid omavad mitmeid samu geene (sh miiosiini
domeeniga Kkitiini siintaaside ja nukleotiidi transporterite geenid). Seetdttu arvatakse, et
mikrosporiididel ja perekonnal Rozella oli iihine rakusisese eluviisiga eellane (James et al.,
2013).

Mikrosporiidide ja Rozella sugulust kinnitavad ka fiilogeneetiliselt ldhedaste ja

morfoloogiliselt vahepealsete tunnustega rilhmade avastamine. Esmalt niidati



mikrosporiididega ldhemalt suguluses olevatel taksonitel laborinimetustega LKM11 ja
CM1.1 viburiga spooride ja tsiististaadiumi olemasolu (Jones et al., 2011). Jargnevad
flilogeneesianaliilisid néitasid veel kolme varemkirjeldatud perekonna kuulumist
Rozellomycota hdimkonda: Nucleophaga (Corsaro et al., 2014a), Paramicrosporidium
(Corsaro et al.,, 2014b) ja Mitosporidium (Haag et al., 2014). Kolme perekonna
senikirjeldatud liikide spoorid on kahe rakukestaga, ilma viburita ning polaarfilamendiga,
kuigi perekondadel Nucleophaga ja Paramicrosporidium on polaarfilamendi morfoloogia

mikrosporiidest erinev (Bass et al., 2018). Kahe perekonna (Nucleophaga ja Mitosporidium)

ultrastruktuuriuuringud on ndidanud peremehe tsiitoplasma fagotsiitoosi (Corsaro et al.,
2014a; Haag et al., 2014).

Joonis 2. Mikrosporiidi polaarniidi vallandumine ja protoplasti sisenemine peremehe rakku.
A ,jidanemata“ spoor, ndha on polaarfilament (must), rakutuum (hall) ja posterioorne
vakuool (valge); B, C, D polaarfilamendi vallandumine ja posterioorse vakuooli veega

tditumine; E, F, parasiidi protoplasti sisenemine peremehe rakku. Joonis on voetud to0st

Keeling ja Fast (2002).

1.2.3. Basal clone group 1

Basal clone group 1 (BCG1; Nagahama et al., 2011) ehk novel chytrid like clade 1 (NCL1Z,

Richards et al., 2015) on arvatavasti kas Rozellomycota koige varem lahknenud rithm vai

selle sodsarriihm (Chambouvet et al., 2019). Rilhma rRNA geenijarjestusi on leitud nii
10



setetest (Nagahama et al., 2011), merealuste vulkaanide juurest (Calvez et al., 2009) kui ka
mereveeproovide erineva poorisuurusega filtrite fraktsioonidest, mis viitab riithma erineva
suuruse ja morfoloogiaga elufaasidele (Richards et al., 2015). Rithma lai levik erinevates
mere okoslisteemides vOib nédidata, et varakult lahknenud seente roll neis vdib olla
seniarvatust suurem (Richards et al., 2015). Chambouvet et al. (2019) kirjeldas rithma
voimaliku elutsiikli, kasutades selleks CARD-FISH meetodit (pt 1.5). Nad leidsid, et
tegemist on levinuimate mereliste ranivetikate perekondade (Chaetoceros, Leptocylindrus,
jt) endoparasiitidega. Pdhiplaanis sarnaneb nende elutsiikkel perekond Rozella omale,
koosnedes samuti spoori, tsiisti ja endoparasiitsest fagotroofsest staadiumist (joonis 4, 1-3).
Lisaks voib neil toimuda kas peremehe vahetus voi neil esineb tundmatu funktsiooniga
sekundaarne tsiististaadium (joonis 4, 4). Samuti esineb neil peremehevéline hulgituumne

staadium, mida autorid peavad parasiidi sporangiumiks (joonis 4, 5).

%;’5

Joonis 4. BCG1 oletatav elutsiikkel. 1) Parasiidi spoori kinnitumine ranivetikale; 2) ja 3)
ranivetika tsiitoplasma fagotsiitoos; 4) peremehe vahetus voi sekundaarne tsiististaadium 5)
peremeheviline hulgituumne staadium 6) uute spooride moodustamine. Joonis on voetud

toost Chambouvet et al. (2019).

1.2.4. Aphelidiomycota

Aphelidiomycota (ka Aphelidea) on vee-eluline endoparasiitide hdimkond, kuhu kuuluvad
taksonid voivad nakatada rohe-, rini- ja eriviburvetikaid (Tedersoo et al., 2018a).
Hoimkonnas on kirjeldatud neli perekonda (Aphelidium, Amoeboaphelidium,

Paraphelidium ja Pseudaphelidium), kelle omavaheline eristamine toimub peamiselt
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zoospooride tunnuste alusel. Need voivad olla iihe posterioorse viburiga ja peremehele
kinnitumisel filoossete (Aphelidium) voi loboossete (Paraphelidum) pseudopoodidega, ilma
viburita (v0i mittefunktsionaalse viburiga) ning pseudopoodidega (Amoeboaphelidium) voi
algselt amoboidsed ja peale kestumist viburiga (Pseudaphelidium) (joonis 5; Karpov et al.,
2014).

Algsed rRNA geeniandmete analiiiisid klasterdasid Aphelidiomycota kokku Rozellomycota
jaMicrosporidia rithmaga (Letcher et al., 2013). Kuna Aphelidiomycota elutsiikkel sarnaneb
Rozella omaga (joonis 5), siis loodi kdiki kolme rithma tihendav rithm Opisthosporidia, mida
ekslikult peeti monofiileetiliseks (Karpov et al., 2014). Hilisemad suurema andmemahuga
rRNA geeniuuringud paigutasid aga Aphelidiomycota kokku iilejaédnud seentega, ndidates et
Opisthosporidia on parafiilectiline (Tedersoo et al., 2018a). Samuti viitab rithma
eristumisele Aphelidiomycota liigi Paraphelidium tribonemae metabolismi sarnasus
viburseente ja jonksviburseentega. Tulenevalt Opisthosporidia parafiileetilisusest
oletatakse, et seente eellasel pidi lisaks liikumisvdimelisele viburiga staadiumile olema ka
fagotroofne rakusisene elustaadium (Torruella et al., 2018). Samas ei ole vilistatud ka
voimalus, et osmotroofsus oli kujunenud vilja juba seente eellasel ning kitiinkesta kadumine
Rozellomycota ja Aphelidiomycota troofilises staadiumis oli kohastumus endoparasiitseks
fagotroofseks eluviisiks (Berbee et al., 2017). Seega on paljuski seente varajane evolutsioon
siiani selgusetu ja selle lahtimdtestamiseks on vaja uurida tdiendavalt erinevaid varakult

lahknenud seenertihmi.




Joonis 5. Aphelidiomycota elutsiikli joonis. A ja B Parasiidi spoori kinnitumine peremehe
rakule, selle entsiisteerumine (c) ja parasiidi protoplasti sisenemine peremehe rakku; B, C
peremehe tsiitoplasma fagotsiitoos, punasega on ndidatud parasiidi jadkkeha; D parasiidi
protoplasti tuumade jagunemine ja zoospoorideks diferentseerumine; F zoospooride
valjumine; G ja E parasiidi puhkeeose moodustumine. Aph on perekond Aphelidium
zoospoorid, Am perekond Amoeboaphelidium zoospoorid ja Ps perekond Pseudaphelidium

(erinevad) zoospoorid. Joonis on voetud to6st Karpov et al. (2014).

1.2.5. Basal clone group 2

Basal clone group 2 (BCG2; Tedersoo et al., 2018a) ehk freshwater holomycota
(FRESHOL1; Arroyo et al., 2018) rRNA geenijarjestusi leiti esmalt piirosekveneerimisega
Prantsusmaalt Pavini jdrvest, kus need paigutusid fiilogeneesianaliiiisis ripsloomade
(Ciliophora) hdimkonda (Monchy et al., 2011). Tedersoo et al. (2017) niitas aga, et BCG2
moodustab koos teise ainult metatriipkoodistamisest tuntud taksoniga GSO01 koigi tilejaanud
seente sosarriihma, kuigi GSO01 rithma paiknemine ei olnud t60s toetatud. Jargnevad
fiillogeneesianaliitisid kinnitasid BCG2 positsiooni seente sdsarrithmana, kuid niitasid, et
GSO01 voib olla hoopis mikrosporiidide sosarriihm (Bass et al., 2018; Tedersoo et al., 2018b).
Rithma rRNA geenijérjestusi on leitud hajusalt iile kogu maailma erinevatest mulla- ja
veeproovidest ilma selge levikumustrita (Tedersoo et al., 2018a). Eestist on selle riihma
geenijdrjestusi  leitud Saadjdrve veeproovist ja Saaremaalt Tagamodisast Kkorjatud

mullaproovist (Tedersoo avaldamata andmed).

1.3. Varakult lahknenud seente roll veeokosiisteemides

Kuigi varakult lahknenud seente geenijarjestusi on leitud peaaegu koikidest
keskkonnaproovidest, siis on nende arvukus arvatavasti suurim mageveekogudes (Grossart
et al., 2016). Erinevate vetikaliikide ja vetikatel parasiteerivate seente hiiperparasiitidena
voivad nad olla olulised vetikaditsengute ulatuse, kestvuse ja liigilise suktsessiooni
reguleerijad (Gleason et al., 2012). Niiteks hiiperparasiit Rozella polyphagi voib suurendada
silmviburlaste (Euglena) osakaalu vetikaditsengute ajal, kuna ta nakatab silmviburlastel
parasiteerivat viburseent Polyphagus euglenae (Gleason et al., 2014). Varakult lahknenud
seened voivad olla olulised ka mageveekogude toitainete ringluses. Suurte mdotmetega voi
koloniaalsed fiitoplanktoni rithmad (nt rdnivetikad ja filamentsed tsiianobakterid) on
enamusele zooplanktonile s66damatud, mistdttu peab toitainete lilkumine toimuma
fiitoplanktonil parasiteerivate seenerithmade zoospooride vahendusel (ingl mycoloop;

Kagami et al., 2014). Lisaks vdib endoparasiitsete seente energia iilekannet suurendada
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asjaolu, et nad ei kuluta energiat sporangiumi kesta moodustamiseks, vaid indutseerivad seda
peremehel ise tekitama (Gleason et al., 2012).

1.4. Metatriipkoodistamine

Metatriipkoodistamine on meetod, kus kindla geneetilise markeri alusel tuvastatakse koik
keskkonnaproovis leiduvad organismid (Ruppert et al., 2019). Seente puhul on
kokkuleppeliselt standardseks markeriks voetud rRNA geenide vahel asuv ITS regioon,
kuna see vOimaldab enamuse seente puhul kuni pereckonnani méaaramist (Schoch et al.,
2012). Korgemate taksonite puhul peab aga kasutama evolutsiooniliselt konservatiivsemaid
18S voi 28S rRNA geenijérjestusi (Tedersoo et al., 2018b). Metatriipkoodistamise laia
levikut on voimaldanud suure ldbilaskevoimega (ingl high throughput sequencing ehk HTS)
sekveneerimismeetodite rakendamine, mis erinevalt Sangeri sekveneerimisest voimaldavad
keskkonnaproovist korraga sekveneerida tuhandeid erinevate organismide jérjestusi (Piwosz
et al., 2021). Saadud sekvneneerimisandmeid on edasi vOimalik kasutada erinevates
analiiisides, et leida statistiliselt olulisi seoseid erinevate keskkonnategurite (pH,
kliimavodde, jm) ja jarjestuste esinemise ning arvukuse vahel (Tedersoo et al., 2020, 2018a).
Samas vGdimaldab selline 1dhenemine ainult oletada taksonite morfoloogilisi ja 6koloogilisi
kohastumisi, mistottu on varakult lahknenud seente tdpsema morfoloogia ja eluviisilise
mitmekesisuse uurimiseks vaja kombineerida metatriipkoodistamist teiste molekulaarsete
meetoditega (nt FISH) (Piwosz et al., 2021).

1.5. FISH ja CARD-FISH

Metatriipkoodistamise ja Kkultuuris kasvatamise korval on iiks levinumaid meetodeid
keskkonnaproovis leiduvate mikroorganismide kirjeldamiseks in situ
fluorestsentshiibridisatsioon ehk FISH (Rudkin ja Stollar, 1977). Meetodi puhul disainitakse
olemasolevate = rRNA  geenijjdrjestuste  pdhjal  sihtmirk  organismi  rRNA-ga
komplementaarsed {iheahelalised DNA oligonukleotiidid, mis on 5’ voi 3” otsast margistatud
fluorofooriga (joonis 6). Seejdrel viiakse ldbi hiibridisatsioon, kus sihtméirkorganismi
ribosoomidega seotakse oligonukleotiidid, misjédrel on fluorestsentsignaali jargi voimalik
uuritav organism keskkonnaproovist tuvastada kasutades selleks fluorestentsmikroskoopi
voi rakusorterit (Kubota, 2013). Siiski ei pruugi tavapiarane FISH anda vidiksemate
organismide visualiseerimisel keskkonnaproovist piisavalt tugevat signaali, kuna
ribosoomide hulk rakkudes voib olla liiga viike voi keskkonnaproovis leiduvad
autofluorestseeruvad osakesed ei voimalda uuritavat signaali eristada (Kubota, 2013).
Seetottu on vilja tootatud CARD-FISH metoodika, mis vdimaldab tavalise FISH
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metoodikaga vorreldes anda kuni 20 korda tugevama signaali (Kerstens et al., 1995). CARD-
FISH-i puhul hiibridiseeritakse ribosoome méadardika peroksiidaasiga (HRP) maérgistatud
oligonukleotiididega. Vesinikperoksiidi juuresolekul oksiideerib HRP tiiramiidi molekule,
millele on lisatud fluorofoorid. Oksiideerunud tiiramiidid seonduvad aromaatsete
aminohappejdédkidega (nt tiirosiin) oligonukleotiidi l&heduses, mis voimaldab suurel hulgal
fluorofooridel sihtmaérkjarjestuse ldhedale seonduda (joonis 6). Seetdttu on ka signaal

tugevam kui tavalise FISH-i meetodi puhul (Kubota, 2013).

CARD-FISH meetodil on siiski ka mitmeid puudusi. Esiteks, tulenevalt HRP molekulide
suurusest vorreldes tavaliste fluorofooridega, on rakkude ldbilaskvust enne hiibridiseerimist
vaja suurendada. Kuna selleks kasutatavad meetodid on tihti destruktiivsed voib see
pohjustada rakkude kadu (Kubota, 2013). Samas ei tdstnud varakult lahknenud
seenerithmadel laborinimedega LKM11 ja CML1.1 kitinaasiga t66tlus hiibridiseerinud
rakkude koguarvu, mistottu ei pruugi see siiski alati vajalik olla (Jones et al., 2011). Teiseks
on metoodika spetsiifilisuseks oluline, et keskkonnas oleks eelnevalt endogeensed
peroksiidaasid deaktiveeritud (Kubota, 2013). Kuna senimaani puudub iihtne protokoll, mis
voimaldaks seda koikide keskkonnaproovide ja organismide puhul teha, siis on uute
keskkonnaproovide ja tundmatute mikroorganismide puhul vaja meetodit alati vahemal v&i
suuremal médral modifitseerida. Vaatamata meetodi probleemidele on CARD-FISH-i
edukalt kasutatud erinevate Rozellomycota rithmade morfoloogiliste tunnuste ja 6koloogia
kirjeldamiseks (Chambouvet et al., 2019; Jones et al., 2011; Priest et al., 2021). Siiski on
enamus metatriipkoodistamisega leitud varakult lahknenud seente riihmadest senimaani

CARD-FISH meetodiga kirjeldamata. Uks selline riihm on ka Basal clone group 2.
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Joonis 6. FISH ja CARD-FISH meetodite vordlus. FISH puhul seotakse sihtmérkorganismi
rRNA-ga komplementaarsed oligonukleotiidid, mis on enamasti 5’ otsast margistatud
fluorofooriga. CARD-FISH puhul toimub rRNA-ga seondumine aga komplementaarsete
oligonukleotiididega, mis on mairgistatud médardika peroksiidaasiga (HRP).
Vesinikperoksiidi olemasolul oksiideerib HRP fluorofooriga maérgistatud tiiramiidi
molekule, mis seejdrel saavad seonduda aromaatsetele aminohapetele (nt tiirosiin) HRP

laheduses. Algne joonis voetud t66st Kubota (2013).

2. Praktiline osa

2.1. Too eesmirgid

T6o eesmargiks oli vilja tootada CARD-FISH protokoll, mis vdimaldaks erinevatest
keskkonnaproovidest visualiseerida potentsiaalseid BCG2 riihma isendeid ja mida oleks
edaspidi voimalik kasutada teiste mikroorganismide visualiseerimiseks. Lisaks otsustati
kogutud proovidega viia ldbi ka metatriipkoodistamise uuring. Kuna rithma levikumustrid
on teadmata, siis koguti t66 tegemiseks vajalikud proovid vdimalikult ldahedalt, Tartust.
Mullaproov  koguti ~ 15.12.2020  Annelinnast  (58.374723°N;  26.775245°E).
Mageveeproovidena kasutati 10.08.2020 ja 22.03.2021 Emajde Turu silla alt (58.379414°N,
26.730607°E) veepinna lahedalt kogutud veeproove. Proove sdilitati 4 °C juures.

2.2. DNA eraldamine, amplifitseerimine ja sekveneerimine

Nii mullaproovist kui veeproovidest DNA eraldamiseks kasutati DNeasy PowerSoil Kit’i
(MoBio, Carlsbad, USA). Mullaproovi puhul kaaluti selleks umbes 0,5 g mulda Eppendorfi
tuubi. Veeproovide puhul lasti eelnevalt u 100 ml veeproovi labi filtrihoidikus (Sartorius)
oleva 25 mm 14abimoodu ja 3 pm poorisuurusega valge Whatman poliikarbonaatfiltri,
misjéarel filter eemaldati ja pandi Eppendorfi tuubi. Jérgnevalt toimiti ldhtuvalt tootja

instruktsioonidest.

DNA amplifitseerimine PCR meetodil viidi 1dbi viie praimeripaariga, millest kolme kasutati
mullaproovi peal (EUK575F-CladeAssuR, CladeAssuF-1TS4ngsUNI, BCG2f-Euk895R) ja
kahte veeproovide peal (S515F-ITS2cladeAseq ja CladeA SSUF-ITS4ngsUni) (lisa 1).
Praimerite EUK575F, 1TS4ngsUNI, Euk895R ja S515F 5’ otsas oli 12 nukleotiidi pikkune
indeksjérjestus, mis vdimaldas hiljem leida, millised jarjestused millisele proovile kuulusid.
CladeAssuR, CladeAssuF ja 1TS2cladeAseq on GSO1 ning BCG2 rithmale spetsiifilised

praimerid, millega on varem molema rithma geenijérjestusi onnestunud amplifitseerida
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(Tedersoo et al., 2017). BCG2f praimer oli kédesoleva t66 tarbeks disainitud praimer, mis in
silico seondub ainult BCG2 rithmaga (lisa 1). Praimeripaarid EUK575F-CladeAssuRr ja
BCG2f-Euk895R amplifitseerivad 18 rRNA algusregiooni, praimeripaarid CladeAssuF-
ITS4ngsUNI, S515F-1TS2cladeAseq ja CladeAssuF-1TS4ngsUni amplifitseerivad 18S
rRNA geeniregiooni 16ppu ja téielikult ITS regiooni.

PCR viidi 14bi kahes korduses, kus iga proovi 1d0ppmaht oli 25 ul (5 ul HOT FIREPol Blend
Master Mix (Solis BioDyne, Eesti), 0,5 ul kumbagi praimerit (20 uM), 1 ul eraldatud DNA-
dja 18 ul Milli-Q vett). Lisaks tehti reagentide saastuse kontrollimiseks kontrollproov, kuhu
ei lisatud DNA-d. PCR tsiikkel oli jirgmine: 95 °C 15 min, 40 tsiiklit 94 °C 40 s, 55 °C 40
s; 72 °C 80 s ja viimaks 72 °C 10 s. PCR produktid visualiseeriti geelelektroforeesiga 1%
agaroosgeelil (1 g agaroosi ja 100 ml 1x TRISboraat-EDTA e TBE) etiidiumbromiidiga
(0,01 pg/ul). PCR-produktide suuruse hindamiseks kasutati 100 bp DNA suurusmarkerit
(Solis BioDyne, Eesti). Agaroosgeeli pilt tehti UV transilluminaatoriga. Produktid puhastati
FavorPrep™ GEL/PCR Purification Kit’iga (Favorgen™, Viin, Austria) lihtuvalt tootja
instruktsioonidest. Proovid sekveneeriti Norras Oslo Ulikooli sekveneerimiskeskuses,
kasutades selleks Pacific Biosciences (PacBio) sekvneerimisplatvormi Sequel II.
Bioinformaatiline analiiiis on Kirjeldatud Tedersoo et al. (202x) avaldamata kasikirjas.

2.3. CARD-FISH oligonukleotiidi disain

CARD-FISH metoodika kasutamiseks oli vaja esmalt disainida BCG2 rithma isendite 18S
voi 28S rRNA-ga seonduv oligonukleotiid. Selleks vajalike geenijéarjestustena kasutati Leho
Tedersoo varasemalt kokku kogutud BCG2 geenijérjestusi. Teiste varakult lahknenud seente
jarjestuste valimisel ldhtuti Bass et al. (2018), Tedersoo et al. (2020) ja Galindo et al. (2019)
artiklites kasutatud andmetest. Jarjestused joondati MAFFT ver 7 veebirakendusega
vaikimisi parameetritega (Katoh et al., 2019). Aligneering on kéttesaadav PlutoF

andmebaasist  (https://plutof.ut.ee/#/filerepository/view/4333187).  Jargnevalt  tdotati

jarjestustega programmis MEGA-x ver 10.2. (Kumar et al., 2018). BCG2 rithmaga seonduva
oligonukleotiidi disainimisel arvestati, et see oleks 15-30 nukleotiidi pikk, sellel puuduks
sekundaarstruktuur ja et vidhemalt {iks valepaardumine teiste organismidega jaiks
oligonukleotiidi  keskele. Sekundaarstruktuuri hindamiseks kasutati veebirakendust

Oligoevaluator™ http://www.oligoevaluator.com/LoginServlet. Oligonukleotiidi

optimiseerimisel kasutati veebirakenduse mathFISH General Analysis tooriista (Yilmaz et

al., 2011). Spetsiifilisuse kontrollimiseks kasutati SILVA testprobe tooriista (Pruesse et al.,
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2007) sattega maksimaalselt viis valepaardumist (ingl mismatch) nii REF kui ka REFNR
andmebaaside vastu. Vastete potentsiaalse hiibridiseerumise efektiivsust uuriti tdpsemalt
veebirakenduse mathFISH Mismatch Analysis tooriistaga (Yilmaz et al., 2008). Disainitud

sond telliti firmast Biomers (UIm, Saksamaa; tabel 1).

Tabel 1. Disainitud sondi nimi, jarjestus ja seondumine NCBI nucleotide

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore) geenipanga BCG2 geenijarjestusel HQ191300.

Nimi Jérjestus Seondumine referentsjérjestusel
hBCG2_2 | 5° HRP-agaccactactgtaccaacttgag 3 | Seondub BCG2 SSU positsioonidele
281-304 (NCBI nucleotide
andmebaasi sekventsil HQ191300)

2.4. Mullaproovide fikseerimine ja filtrile kandmine

Mullaproovide fikseerimiseks kasutati Eickhorst ja Tippkotter (2008) Kirjeldatud meetodit.
Igast mullaproovist kaaluti Eppendorfi tuubi 0,5 g mulda ja lisati 1,5 ml metanooliga
stabiliseeritud 4% formaldehiiiidi (pH 7; VWR Chemicals, USA). Seejérel inkubeeriti
proove 5 h 4 °C juures ja pesti kaks korda 1xPBS puhvriga, tsentrifuugides proovi peale igat
pesemist 5 minutit 10000 rpm (Centrifuge 5424R) 4 °C juures. Proovide sdilitamiseks lisati
proovidele 1,5 ml 1xPBS/96% etanool (1/1) lahust ja hoiti -20 °C juures.

Mullaproovi filtritele kandmiseks kasutati samuti Eickhorst ja Tippkoétter (2008) protokolli,
mida kiill kdesoleva t66 kidigus osaliselt muudeti. Esmalt tehti algsest mullalahusest
kiimnekordne lahjendus 1xPBS/96% etanooli segus (1/1). Seejarel voeti tehtud lahusest
autorite kirjeldatust suurem kogus proovi (200 ul) ja lahustati omakorda 10 ml MilliQ vees.
Saadud lahus lasti 1dbi siistla, mille otsa oli kinnitatud filtrihoidik (Sartorius) 25 mm
1dbimdddu ja 3 um poorisuurusega valge Whatman poliikarbonaatfiltriga. Rakkude
kinnitamiseks filtrile prooviti esmalt autorite kirjelduse jargi kasta filtrit Petri tassil olevasse
eelsoojendatud (c. 40 °C) 0,2% agaroosi lahusesse. Kuna sellega kaasnes silmndhtav proovi
kadu, siis otsustati agaroosi lahus lasta lbi siistla. Filtri kuivatamiseks kasutati Rappé (2013)

(https://hahana.soest.hawaii.edu/cmoreserver/summercourse/2013/documents/data2013/C

ARDFISH rappe_2013.pdf) kirjeldatud meetodit, kus filter asetati alusklaasi peal olevale

parafilmile ja kuivatati kuumakapis 40 °C juures. Seejarel eemaldati filter parafilmilt 96%
etanooliga ja jaeti 10 minutiks kuivama. Rakkude ldbilaskvuse suurendamisest kédesolevas
to0s loobuti, kuna varasemalt on nédidatud, et see ei ole varakult lahknenud seente puhul

vajalik (ptk 1.5). Endogeensete peroksiidaaside deaktiveerimiseks otsustati kasutada ndrka
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soolhappe lahust, kuna varasemalt on ndidatud seda kui efektiivset viisi peroksiidaaside
deaktiveerimiseks (Liu et al., 2006). Selleks inkubeeriti filtrit Petri tassis 0,01 M soolhappes
10 minutit, misjarel pesti filtrit kaks korda MilliQ veega ning dehiidreeriti 96% etanooliga
(Rappé, 2013). Siis loigati filtrid kaheksaks tiikiks, kasutades selleks eelnevalt 70%

etanooliga steriliseeritud ziletitera. Filtritiikkke sdilitati -20 °C juures.

2.5 Mageveeproovide fikseerimine ja filtrile kandmine

Mageveeproovide fikseerimiseks kasutati Rappé (2013) kirjeldatud meetodit, mida samuti
kéesoleva t60 kaigus muudeti. 25 ml veeproovi fikseeriti metanooliga stabiliseeritud 4%
formaldehiiiidiga (16plik kontsentratsioon 2%) 1 h toatemperatuuril voi vdhemalt 6 h 4 °C
juures. Peale veeproovi pesti filtrit kaks korda 1<PBS puhvriga ja lisaks dehiidreeriti
Chambouvet et al. (2019) protokolli jargi 3 korda kasvavate kontsentratsioonidega (50%,

70%, 96%) etanooli lahustega. Jargnev to6tlus oli sama, mis mullaproovide puhul.

2.6. In situ fluorestentshiibridisatsioon

In situ fluorestentshiibridisatsiooniks kombineeriti ja modifitseeriti labori vdimalusi
arvestades Rappé (2013) ning Chambouvet et al. (2019) kirjeldatud protokolle. Esimesed
kolm katseseeriat tehti mullaprooviga, kus igas katseseerias kasutati korraga kolme
filtritiikki. Seejarel viidi nii suvel kui ka kevadel kogutud veeprooviga labi iiks katseseeria,
kus vastavalt kasutati nelja ja kolme filtritiikki. Lisaks tehti iga katseseeria kdigus ka iiks
kontrollproov, millele oligonukleotiidi ei lisatud. Igat filtritiikki inkubeeriti eraldi
Eppendorfi tuubis 450 pl hiibridisatsioonilahuses (900 mM NaCl; 20 mM Tris-Cl, pH 7,5;
10% dekstraan-sulfaat; 0,01% SDS; 35% formamiid; 2% blokeerimislahus (Roche); 0,25
ng/ml oligonukleotiidi) vahemalt 4 h 37 °C juures termostaadis (Thermomixer comfort).
Uleliigsete oligonukleotiidide eemaldamiseks pesti filtritiikke 30 minutit 10 ml pesulahuses
(5,2 mM NaCl; 5 mM EDTA; 0,01% SDS; 20 mM Tris-Cl, pH 7,5) 39 °C juures
kuumakapis. Jargneva ensiitimreaktsiooni véimendamiseks inkubeeriti filtritiikke 15 minutit

TNT puhvris toatemperatuuril (200 mM Tris-Cl, pH 7,5; 500 mM NaCl; 0,1% Tween 20).

CARD-FISH reaktsiooni ldbiviimiseks kasutati Eickhorst ja Tippkdotter (2008) kasutatud
toolahust, kus 1xPBS puhvri asemel kasutati tootja soovitatud Tris-Cl puhvrit ja 5 korda
korgemat (v.a esimene katse mullaprooviga) tiiramiidide kontsentratsiooni (0,6 ul Alexa
Fluor™ 488 Tyramide Reagent (Thermofisher); 0,3 ul 0,15% H>0>; 0,3 ul blokeerimislahus
(Roche); 28,8 ul 1 M Tris-Cl, pH 7,4). lgat filtritikki inkubeeriti eraldi pimedas ja

toatemperatuuril 30 min parafilmile pipeteeritud 30 pl todlahuseses. Ensiitimreaktsiooni
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peatamiseks inkubeeriti igat filtritiikkki eraldi Eppendorfis 2 ml TNT puhvris 2x20 minutit
55 °C juures termostaadis. Seejarel pesti filtreid 2xMilliQ veega ja dehiidreeriti 96%

etanooliga.

Rakutuumade varvimiseks DAPI-ga kasutati Kim et al. (2011) kirjeldatud protokolli. Igat
filtritiikki inkubeeriti pimedas 5 min parafilmile pipeteeritud 20 pl DAPI-s (1,5 pg/ml).
Uleliigne virv eemaldati filtritiikkidelt pestes neid Petri tassil 5 min MilliQ veega ja
dehiidreeriti 80% etanooliga. Kuivamise jarel pandi iga filtritikk eraldi mikroskoobi
alusklaasile, pipeteerides nende peale tootja instruktsioonidest ldhtuvalt 20 pl
fluorestentssignaali kadumist takistavat Antifade segu (BosterBio, AR1109). Seejarel lisati
filtritiiki peale pealisklaas, mis Kinnitati kiitinelakiga. Alusklaase hoiti esmalt 12 h
toatemperatuuril, misjérel sai neid séilitada 4 °C juures valguse eest varjatult. Peale proovide
esmast mikroskopeerimist eemaldati filtritelt uuesti pealisklaas, kasutades selleks 96%
etanooli. See oli vajalik, et filtril olevaid rakke saaks virvida tselluloosi ja kitiiniga seonduva
varviga Calcofluor-White (CFW; Sigma-Aldrich) tuvastamaks hiibridiseerunud rakkudel
potentsiaalset rakukesta. Varvimiseks inkubeeriti filtritlikke 10 min parafilmile pipeteeritud
20 wl 1% CFW lahuses, misjdrel iileliigne varv eemaldati filtritiikkkidelt pestes neid Petri
tassil 5 minutit MilliQ veega ja 5 minutit 80% etanooliga (Rasconi et al., 2009). Jargnevalt

pandi filtritele pealisklaas tagasi, kasutades selleks eelnevalt kirjeldatud meetodit.

2.7 Mikroskopeerimine

Filtreid mikroskopeeriti Tartu Ulikooli molekulaar- ja rakubioloogia instituudis (TUMRI)
asuva Olympus BX61 fluorestentsmikroskoobiga. Valgusallikana kasutati elavhobedalampi
voimsusega 100W. Alexa fluor 488 ergastamiseks kasutati lainepikkust 488/40 ja signaali
tuvastamiseks madalpddsu (ingl longpass) emissioonifiltrit 510/lp. Madalpaésufiltri
kasutamine voimaldas rohelise signaali jérgi eristada hiibridiseerunud rakke kollaselt voi
punaselt autofluoresteeruvatest taustaobjektidest. DAPI ergastamiseks kasutati lainepikkust
365/10 ja signaali tuvastamiseks emissioonifiltrit 440/20. Pildid tehti kas 40x tavaobjektiivi
voi  100x olilmmersioonobjektiiviga, kasutades selleks Olympus XM10 (Olympus
Corporation) monokromaatset kaamerat Olympus cellSens 1.8.1 tarkvaraga (Olympus
Corporation). Esimesena tehti pildid Alexa fluor 488-ga virvitud rakkudest, kuna DAPI
ergastamine pohjustas kiiret Alexa fluor 488 flurofooride kustumist. Alexa fluor 488 ja
DAPI signaaliga piltide liitmisel ja taustamiira vihendamiseks soovitud signaali paremaks
tolgendamiseks kasutati programmi Icy ver 2.0.3.0. (De Chaumont et al., 2012). Suvel
kogutud veeproovis leiduvate rakkude ruumilise struktuuri uurimiseks kasutati TUMRI-s
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asuvat konfokaalmikroskoopi Olympus Fluoview FV1000 (Olympus Corporation)
laseritega 405 nm (56 mW), 488 nm (40 mW) ja 559 nm (100 mW) 60x suurendusega

vesiimmersioonobjektiiviga Olympus Fluoview 4.0a tarkvaraga (Olympus Corporation).

3. Tulemused

3.1 .CARD-FISH

3.1.1. Oligonukleotiidi spetsiifilisus in silico

SILVA testprobe tooriistaga oligonukleotiidi spetsiifilisuse kontrollimisel saadi viie
valepaardumise kasutamisel REFNR andmebaasiga kokku 128 vastet ja REF andmebaasiga
304 vastet, millel kdigil (v.a BCG2 rithmal) oli neli voi rohkem valepaardumist, mis peaks
tagama oligonukleotiidi spetsiifilisuse. Siiski vois MathFISH mismatch analysis jargi t66s
kasutatud katsetingimuste juures toimuda hiibridiseerumine lisaks BCG2 rithmale ka NCBI
nucleotide andmebaasi sekventsiga AB287983, mis kuulub seente hdimkonna
Kickxellomycota perekonda Coemansia. Samas ei toimu seondumist teiste andmebaasis

olevate Coemansia sekventsidega, mistottu vois leitud jérjestus olla ka vigane.

3.1.2. Annelinna mullaproov

CARD-FISH meetodit katsetati esmalt mullaproovi peal. Esimeses katses kasutati tootja
soovitatust (1/100) véiksemat tiiramiidide kontsentratsiooni (1/250), kuna Schmidt et al.
(2012) hinnangul tekitab see liigset taustamiira. Selle toolahusega ei dnnestunud
visualiseerida proovist iihtegi rakku, mistSttu katsetati jargnevalt to6lahust, kus tiiramiidide
kontsentratsioon oli seatud 5 korda korgemaks (1/50). Kahes jargnevas katseseerias dnnestus
sellega tuvastada kahte erinevat tiiiipi hiibridiseerunud rakke, ilma et taustamiira oleks
maérgatavalt suurenenud. Esimene rakutiiiip oli immargune, 1,5-2 um 1abimddduga ja esines
enamasti koos teiste samasuguste rakkudega (joonis 7, 1). Teine rakutiiiip esines 3-5 um
1abimodduga rakkude kobaratena ja oli erinevalt esimesest rakutiilibist palju haruldasem
(joonis 7, 2). CFW virvimisel iikski rakk ei varvunud, mis nditab, et molemal rakutiiiibil

puudub kas tselluloosist vai kitiinist rakukest.
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Joonis 7. Pildid hiibridiseerunud rakkudest mullaproovis. 1) eraldiseisvad rakud; 2) kobaras
rakud. Vasakpoolsed pildid nditavad DAPI signaali, parempoolsed on liitpildid DAPI ja

Alexa fluor 488 signaalist; mdlemale signaalile on antud valevérvid programmis Icy.

3.1.3. Emajée veeproovid

Kuna mullaproovi peal kasutatud protokolliga onnestus rakke visualiseerida, siis katsetati
seda edasi veeproovide peal. Nii kevadel kui ka suvel kogutud veeproovidest leiti erineva
morfoloogia ja suurusega hiibridiseerunud rakke, millest koige levinum rakutiiiip oli
timmargune ja 1-2 um 1abimddduga ning mis vois esineda kas iiksikult voi koos teiste
samasuguste rakkudega (joonis 8, 1-3). Teine rakutiitip oli suurem (4—10 um), valiskujult
kas piklik voi immargune ja koige viiksema arvukusega (joonis 8, 4-6). Kolmas
potentsiaalne rakutiilip oli seotud erinevate vetikarakkudega (joonis 9, lisa 2), kusjuures
konfokaalmikroskoobi piltide jargi tuli signaal vetikarakkude seest (lisa 2). Signaal vois
rakku téita kas osaliselt (joonis 9, 2; lisa 2, joonis 2) voi taielikult (joonis 9, 1,3 ja 4; lisa 2
joonis 1), kusjuures viimase variandi puhul vois vetikarakul puududa ka rakutuum, kuigi see

korvalasuvatel rakkudel oli olemas (joonis 9, 4; lisa 2, joonis 1). Harva vois DAPI
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ergastamisel néha hiibridiseerunud vetikarakkus ka norgemat vetika rakutuumast erinevat

signaali (joonis 8, 3). Ukski leitud rakk ei virvunud ka siin CFW virvimisel.

3.1.4. Kontrollproovid

Iga katseseeria kdigus valmistati lisaks ette iiks kontrollproov, mille hiibridisatsiooni
lahusesse oligonukleotiidi ei lisatud. See oli vajalik, et vilistada tiiramiidide ebaspetsiifilist
seondumist ebapiisava endogeensete peroksiidaaside deaktivatsiooni tottu. Lisaks on Piwosz
et al. (2021) maérkinud, et tiiramiidid vdivad ebaspetsiifiliselt seonduda rénivetikate ja
dinoflagellaatide rakukestadega. Kevadel kogutud veeprooviga tehtud katseseeria
kontrollproovist tuvatati kaks 2 um ldabimddduga varvunud timmargust rakku. Samas kuna
teistest kontrollproovidest neid kordagi ei leitud, siis vois tegu olla ka proovide vahel
toimunud ristsaastusega. Samuti esines veeproovides osadel vetikarakkudel nork
kollakasroheline autofluorestsents, mida on téheldanud ka Tang ja Dobbs (2007). Erinevalt
hiibridiseerunud rakkudest oli see aga palju ndrgem ja ei kustunud erinevalt hiibridiseerunud
rakkudest ka peale DAPI ergastamist (ptk 2.7).
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Joonis 8. Niiteid erineva morfoloogia ja suurusega vabalt elavatest hiibridiseerunud
rakkudest mageveeproovides. 1-3) 1-2 um labimodduga rakud; 4) ja 5) iiksikud piklikud
rakud; 6) tiksik immargune rakk. Fotodel on liidetud nii Alexa fluor 488 ja DAPI signaalid

ja molemale signaalile on antud valevarvid programmis Icy.
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Joonis 9. Pildid Alexa fluor 488 signaaliga vetikatest Emajoe veeproovides. Vasakpoolsed
fotod niitavad DAPI signaali, parempoolsetel piltidel on liidetud kokku nii DAPI kui ka
Alexa fluor 488 signaal; Alexa fluor 488 signaalile on antud roheline valevarv programmis

Icy. vt — vetika rakutuum; tt — tundmatu DAPI kanali signaal; hs — Alexa fluor 488 signaal.

3.2. Metatriipkoodistamise tulemused

Potentsiaalsete rithma isendite tuvastamiseks sekveneerimisega kasutati PacBio Sequel 11
sekveneerimisplatvormi viie praimeripaariga, millest kolme kasutati mullaproovi ja kahte
veeproovide peal (ptk 2.2.). Kéesoleva t66 valmimise ajaks ei ole veeproovide
sekveneerimistulemusi  veel kdes. Erinevate  praimeripaaridega  sekveneeritud
geenijarjestustest dnnestus hdoimkonnani méérata 1067 OTU-t, millest aga iikski ei kuulnud
BCG2 rithmale. See viitab kas BCG2 riihma puudumisele voi selle madalale arvukusele
mullaproovis  (joonis 10). Kuigi teoreetiliselt peaks kasutatud praimeripaarid
amplifitseerima ainult GSO01 ja BCG2 rithmasid, siis t66s amplifitseerusid viga erineva
taksonoomilise kuuluvusega riithmad (joonis 10). Arvatavasti tulenes see PCR-i liiga suurest
tsiiklite arvust (40 cyc) ja madalast seondumistemperatuurist (55 ©°C), mistdttu

amplifitseerusid ka neist erinevad rithmad.
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Joonis 10. Mullaproovist erinevate praimeritega sekveneeritud OTU-de taksonoomiline

kuuluvus ja nende osakaal.
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4. Arutelu

Kéesoleva too praktilise osa pohieesmaérk oli katsetada CARD-FISH meetodit iihe arvatavalt
varaseima seenerithma Basal clone group 2 (BCG2) isendite visualiseerimiseks. T66
tulemusena selgus, et kohandatud ja optimiseeritud protokoll sobib keskkonnaproovidest
taksonite visualiseerimiseks. Samas tulenevalt asjaolust, et mullaproovist ei tulnud
sekveneerimisel BCG2 rithma vilja, siis vaatamata oligonukleotiidi spetsiifilisusele in silico
seondus ta ikkagi ebaspetsiifiliselt tundmatute taksonitega. Toendoliselt ei olnud t66s
kasutatud katsetingimused piisavad, et tagada seondumise spetsiifilisust. Seetottu tuleks
sama oligonukleotiidiga protokolli edasi katsetada, kasutades madalamat oligonukleotiidide
voi tiiramiidide kontsentratsiooni, korgemat hiibridisatsiooni- ja pesemistemperatuuri ning
suurema formamiidi kontsentratsiooniga hiibridisatsioonilahust, kuna need koik vahendavad

ebaspetsiifilise scondumise voimalust (Priest et al., 2021).

Paraku ei voimalda CARD-FISH meetod ainult rakkude wvaliskuju jdrgi hinnata
hiibridiseerunud rakkude taksonoomilist kuuluvust. Nii mullaproovist kui ka veeproovidest
leitud koige vidiksemate rakkude puhul (1,5-2 um) ei ole vdimalik ka viita, kas tegu on
prokartiootsete vOi eukarliootsete rakkudega, kuigi mullast leitud rakud on mulla
prokariiootide kohta liiga suured. Reeglina jaidb kerajate mullabakterite diameeter
vahemikku 0,5-1,5 um (Hasebe et al., 1984). Samuti saab vilistada parmi-eluvormi, kuna

rakud ei varvunud kitiini ja tselluloosiga seonduva CFW virviga.

Vaatamata oligonukleotiidi  ebaspetsiifilisele  seondumisele sarnanevad Emajoe
veeproovidest leitud hiibridisatsiooni signaaliga ranivetikad Chambouvet et al. (2019)
CARD-FISH-iga visualiseeritud BCG1 isenditele erinevate ranivetikate sees. Seetdttu ei saa
vilistada ka vdimalust, et osad veeproovidest leitud rakud (k.a. potentsiaalne endoparasiitne
interaktsioon vetikatega) kuuluvad toepoolest BCG2 rithmale. Endoparasiitset interaktsiooni
vOib ndidata ka asjaolu, et mones vetikarakus puudus rakutuum, mis voib viidata kas selle
fagotsiitoosile voi lagunemisele. Arroyo et al. (2018) leidsid BCG2 jérjestusi
mageveeproovide filtraatidest nii 8—15 um kui 2-8 pum fraktsioonidest, mistdttu oletasid
autorid, et rithmal voivad esineda erineva suurusega elustaadiumid. Seega voib see niidata,
et sarnaselt Rozellomycota ja Aphelidiomycota héimkonna liikidele, voib ka BCG2 rithmal
olla védiksem spoori ja tsiisti staadium ning suurem rakusisene staadium. Teisalt on teada ka
teisi protiste, kes toituvad fagotroofselt vetikate tsiitoplasmast, nditeks nuuterlimakud
(Rhizaria). Lisaks ei saa vilistada ka voimalust, et viarvunud vetikarakud on meetodist

tulenev artefakt, millele voib viidata ka asjaolu, et enamuses vetikarakkudes puudus teise
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organismi olemasolule viitav DAPI-ga varvunud rakutuum(ad). Seetdttu oleks ennatlik enne
veeproovide sekveneerimistulemusi {ihtegi leitud hiibridiseerunud rakku BCG2 rithmale

kuuluvaks pidada.

Kuna kiesolevas t60s ei saanud kinnitust, et ikski hiibridiseerunud rakk kuulub BCG2
riihmale, siis on rithma isendite leidmiseks vaja teha korduskatseid kas sama
oligonukleotiidiga voi uute rihmaspetsiifiliste  oligonukleotiididega ning teiste
keskkonnaproovidega (nt Saadjiarve veeproovidega, kust rithma on ka leitud). Edaspidi
tuleks jatkata ka CARD-FISH-i kombineerimist metatriipkoodistamise meetoditega, et
vélistada meetodi piirangutest tulenevat ebaspetsiifikat. CARD-FISH meetodit oleks
tulevikus vdimalik kombineerida ka voolutsiitomeetriaga (FACS), kuna see voimaldaks
potentsiaalselt eraldada ja sekvenecerida iiksikuid BCG2 rakke (Neuenschwander et al.,
2015). Nii oleks voimalik tuvastada, kas BCG2 riithmal on olemas kdigile teistele seentele
omaseid tunnuseid, nditeks miiosiini domeeniga kitiini siintaasi geenide olemasolu (James
et al.,, 2013). Ka voiks uurida leitud rakkudel viburi olemasolu, kasutades selleks a-
tubuliiniga seonduvaid ja fluorofooriga méargistatud TAT1 antikehasid (Chambouvet et al.,
2019; Jones et al., 2011).
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Kokkuvote

Varakult lahknenud seente liigirikkus on peamiselt teada vaid keskkonnaproovidest saadud
geenijarjestuste kaudu, mistdttu on nende eluviisiline ja morfoloogiline mitmekesisus
suuresti kirjeldamata. Kuna metatriipkoodistamine {iksi ei voimalda kirjeldada keskkonnast
uusi taksoneid, siis on nende Kirjeldamiseks vaja kasutada uusi meetodeid, mis

kombineerivad nii metatriipkoodistamise kui ka morfoloogilise andmestiku.

Too teoreetiline osa andis llevaate varakult lahknenud seente taksonitest, nende
Okoloogilisest rollist ja nende uurimiseks kasutatavatest meetoditest. T60 eksperimentaalse
osa eesmdrk oli kohandada varasemate uurimistoode alusel laboriprotokolli nii, et see
vdimaldaks Tartu Ulikooli miikoloogia laboris valmistada CARD-FISH-iga ette proove
fluorestentsmikroskoobiga mikroskopeerimiseks.  Uurimisobjektiks  voeti  varakult
lahknenud seenerithm laborinimega Basal clone group 2 (BCG2), mida uuriti {ihest
mullaproovist ja kahest mageveeproovist. Selleks disainiti olemasolevate BCG2 rithma 18S
rRNA geenijérjestuste pdhjal rithma 18S rRNA-ga seonduv oligonukleotiid, mis in silico ei
tohiks seonduda {ihegi teise rithmaga. Lisaks viidi kogutud proovidega lébi
metatriipkoodistamise uuring tuvastamaks proovidest potentsiaalsete BCG2 rithma isendite

rRNA geenijdrjestusi.
Toos jouti jirgmiste jiareldusteni:

- To66s kohandatud protokoll voimaldab keskkonnast eristada erinevaid mikroskoopilisi
taksoneid.

- Vaatama oligonukleotiidi spetsiifilisusele in silico oli selle seondumine ebaspetsiifiline,
mis viitab vajadusele muuta hiibridiseerumistingimusi.

- Siiski voib voimalik rakusisene interaktsioon mageveeproovis olevate erinevate
vetikatega viidata endoparasitismile, mida on kirjeldatud ka teiste varakult lahknenud
seente puhul.

- Voimalusel tuleks CARD-FISH meetodit kasutada koos metatriipkoodistamisega, et
vilistada meetodi piirangutest tulenevat ebaspetsiifikat.

- BCG2 edasiseks uurimiseks tuleks kasutada uusi rRNA-ga seonduvaid BCG2-
spetsiifilisi oligonukleotiide ja tegema tdiendavaid uuringuid teiste molekulaarsete

meetoditega (nt voolutsiitomeetria).
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Visualization of an early diverging fungal linage Basal clone group 2 using the CARD-
FISH method

Mihkel Suija
Summary

Early diverging fungi is a group of highly diverse fungi known from almost all environments
and of which many are not yet described. Since metabarcoding alone cannot be used to
describe novel taxa from the environment, new methods need to be developed that combine

both morphological and metabarcoding data.

The theoretical part of the thesis gave an overview about early diverging taxa, their
ecological role and two methods to which to study them. The aim of the experimental part
was to experiment and optimize previous CARD-FISH protocols used to describe novel taxa
(i.e early diverging fungi) and examine the possible cells of an early diverging fungal linage
called Basal clone group 2 (BCG2) from soil and freshwater samples. To do that an
oligonucleotide was designed based on the 18S rRNA sequences of BCG2 that should in
silico bind only to the 18S rRNA region of BCG2. A metabarcoding study was also

conducted to detect the possible rRNA gene sequences from the samples.
The following conclusions were made:

e The altered protocol used in the study can be used to study different
microrganisms from various environments.

e Even though the designed oligonucleotide was specific to BCG2 in silico the
hybridization was still unspecific and indicates the need to change hybridization
conditions.

e A possible intracellular interaction with different algae from freshwater samples
may hint to an endoparasitic interaction, since it has been described in other early
diverging fungi;

o All future experiments with CARD-FISH should be accompanied by
metabarcoding studies to rule out unspecificity.

¢ In the future new oligonucleotides targeting rRNA of BCG2 should be designed
and other molecular methods (i.e flow cytometry) should be used to study the

group further.
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Lisad

Lisa 1. Kasutatud praimerid
Tabel 1. T6os kasutatud praimerid, nende jarjestused, sihtmark ja viide. * on margitud

praimerid, mille 5 otsas on indeksjérjestus. Frw — paripidi praimer, rev — draspidi praimer.

Praimeri nimi 5°—3’ jarjestused Seondub Viide
BCG2f (frw) CTCAAGTTGGTACAGTAGTGG | BCG2 (in silico) See t66
Euk895Rngs* TCHNHGNATTTCACCNCT Eukariioodid  ja | Tedersoo
(rev) prokartioodid avaldamata
CladeA SSUF ACCGCCCGTCGCTRTTT GS01 ja BCG2 Tedersoo et al.
(frw) (2017)
ITS4ngsUni CCTSCSCTTANTDATATGC Eukariioodid Tedersoo ja
(rev)* Lindahl (2016)
Euk575F (frw)* | ASCYGYGGTAAYWCCAGC Eukariioodid Tedersoo
avaldamata
CladeA SSUR CTAAGCCATYCAATCGGAAA GS01 jaBCG2 Tedersoo et al.
(rev) (2017)
ITS2cladeAseq | CGTTCTTCATMGTTRCGAG GS01 jaBCG2 Tedersoo
(rev) avaldamata
S515F*(frw) GTGCCAGCMGCCGCGGTAA Eukariioodid ~ ja | Turner et al.
prokartioodid (1999)
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Lisa 2. Konfokaalmikroskoobi pildid vdimalikust rakusisesest interaktsioonist

Joonis 1. Konfokaalmikroskoobiga tehtud ruumiline pilt vetikast, mille iiks rakk annab terve
raku ulatuses Alexa Fluor 488 positiivse signaali. Roheline fluorestsents naitab Alexa Fluor
488 signaali; valge fluorestsents nditab DAPI positiivset signaali. 1 — kiilgvaade; 2 —

pealtvaade; 3 — otsevaade. vt — vetika rakutuum; hs — Alexa fluor 488 signaal. Skaala 5 um.

41



Joonis 2. Konfokaalmikroskoobiga tehtud ruumiline pilt vetikast, mille iiks rakk annab

ainult osaliselt Alexa Fluor 488 positiivset signaali. Roheline fluorestsents néitab Alexa
Fluor 488 signaali; valge fluorestsents nditab DAPI positiivset signaali. 1 — kiilgvaade; 2 —

pealtvaade; 3 — otsevaade. vt — vetika rakutuum; hs — Alexa fluor 488 signaal. Skaala 5 um.
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