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1. Sissejuhatus

Geneetiline mitmekesisus on iiks kolmest elurikkuse vormist koosluste ja liikide
mitmekesisuse korval, kuid on seni vdahim uuritud. Liikide kadumine on kergesti mérgatav
muutus ja sellele pooratakse laialdast tdhelepanu. Samas on geenide varieeruvuse
viahenemine samuti vidga ohtlik, kuna sellega koos vdheneb populatsioonide ja liikide

voime kohastuda kdimasolevate keskkonnamuutustega.

Populatsioonigeneetika iilesandeks on wuurida looduslike populatsioonide
geenimustreid, seletada geenimustri kujunemisel osalenud protsesse, pohjusi ja sellest
tulenevat mdju populatsiooni edasisele elumusele (Werth 2010). Hiljutised arengud
populatsioonigeneetika valdkonnas, kus morfoloogilisi ja allosiiiimidel pdhinevaid
meetodeid kasutada ei saa, viitavad molekulaarsete meetodite iha laialdasemale

kasutuselevotule (James & Ashburner 1997).

Samblikud on oluline osa elurikkusest, mis asustavad erinevate
keskkonnatingimustega elupaiku iile maakera. Samblikud on liitorganismid, mis
koosnevad kahest siimbiondist — peamiselt seenest ja vidhemalt iihest fotobiondist,
rohevetikast voi tsiianobakterist (Randlane & Saag 2004). Eri paritolu osapoolte esinemine
samblikutalluses tdhendab ka erisuguse geneetilise materjali olemasolu, mis muudab
samblike populatsioonigeneetilised uuringud mistahes muude {iiksikorganismidega
vorreldes tunduvalt keerulisemaks. Viimaste aastakiimnete jooksul on samblike geneetilist
informatsiooni kasutatud pohiliselt molekulaarse taksonoomia ja fiilogeneesi uurimiseks,

samal ajal kui populatsiooni tasemel uuringuid on tehtud harvem.

Kéesoleva t00 eesmidrk on anda kirjanduse pdhjal {ilevaade samblike
populatsioonigeneetikas kasutatavatest meetoditest ja tuua nditeid nende meetodite
rakendamisest erinevates populatsiooniuurimustes. Samuti on eesméirgiks vaadelda
ldhemalt monesid uurimusi, mis kisitlevad samblike geneetilist mitmekesisust mdjutavaid
tegureid hariliku kopsusambliku (Lobaria pulmonaria [L.] Hoffm.) populatsioonide nitel,
kuna see liik on olnud uuringute objektiks mitmete eri autorite poolt. Sealjuures tahame
teha ka tilevaate neis uurimustes késitletud pohilistest looduskaitselistest soovitustest, mis
on suunatud samblike geneetilise mitmekesisuse kaitseks. Viimaseks eesmirgiks on tuua
nditeid sellest, kuidas samblike populatsioonigeneetilisi andmeid saab kasutada

fiilogeograafilistes uuringutes.



2. Samblike geneetilise mitmekesisuse uurimismeetodid

2.1. Taust

Organismide geneetilise varieeruvuse uurimisel on oluline sobiva geneetilise markeri valik.
Sobiva markeri valik peaks pohinema a) tehnilisel lihtsusel ja ajasdistlikkusel, b)
poliimorfismi oodataval tasemel populatsioonis, ¢) markeri geneetilise informatsiooni
sobivuse hindamisel, d) markeri paranduvusel (dominantsus, kodominantsus) (Semagn et
al. 2006; Werth 2010).

Ehkki samblikud on liitorganismid, mis koosnevad seenest ehk miikobiondist ning
viahemalt iihest fotobiondist — ehk vetikast (Randlane & Saag 2004), on talluses sageli
esindatud ka endofiiiitsed bakterid ja seened ning lihhenikoolsed seened. Sambliku
tallusest voetud DNA proovid sisaldavad seetdttu mitmete eri liikide geneetilist
informatsiooni. DNA kordistamine ehk amplifitseerimine poliimeraasi ahelreaktsiooni
(PCR) meetodil on vidga tundlik, seega voib vdiksemgi hulk mittesoovitud liigi DNA-d
proovi saastada ning viia ebavajalike PCR fragmentide tekkele, mida ei ole vdimalik
hiljem vajalikust eristada (Werth 2010).

Uks vdimalus vOdra geneetilise materjali viltimiseks DNA analiiiisil on
lihheniseerunud seene isoleerimine tallusest ning kasvatamine steriilsetes laboratoorsetes
tingimustes. Puhtast, steriilsest kultuurist saab analiilisimiseks eraldada ainult iihe kindla
seene DNA-d. Steriilsete seenekultuuride kasutamine on aga vdga ajakulukas ja kallis

(Werth 2010).

2.2. Varajased uuringud samblikuainete abil

Varasemates teadustéodes on vihestel juhtudel samblike populatsioonigeneetikat uuritud
seente sekundaarsete metaboliitide ehk samblikuainete abil (Culberson et al. 1988;
Culberson et al. 1993). Sekundaarsed samblikuained on keemilised ithendid, mida toodab
miikobiont vetikkomponendilt saadud siisivesikuid modifitseerides (Randlane & Saag

2004).

Sekundaarsete samblikuainete keemilise varieeruvuse uurimine voimaldab uurida

samblike looduslike populatsioonide geneetilisi mehhanisme, talluse omapéra,



hiibridiseerumise toimumist, geenivoolu taset ja lokaalsete populatsioonide levikut (Brodo

1986).

Culberson et al. (1988) uurimistoos koguti tera-porosambliku (Cladonia
chlorophaea [Florke ex Sommerf.] Spreng.) erinevate kemotiitipidega kogumi looduslikust
populatsioonist eoseproove. Eosed idandati ja kasvatati kunstlikul sootmel hiiiifideks,
seenehiiilifidele inokuleeriti sobivad vetikarakud ning kasvatati samblike tallused, millest
oli taas vdoimalik médérata samblikuaineid. 763 kultuurist ainult viiendik sisaldas ohukese
kihi kromatograafia (ingl k thin layer chromatography ehk TLC) ja korgefektiivse
vedelikukromatograafia (ingl k high-perfomance liquid chromatography ehk HPLC) jaoks
piisaval hulgal samblikuaineid. Mitmekiimnekuulise laboratoorse ettevalmistuse ja
kromatograafilise analiilisi tulemusena leiti, et osad kemotiiiibid (nt grayi ja
merochlorophaea) andsid ilmselt omavahelisi hiibriide, samas kui teiste kemotiiiipide (nt
eelnimetatute ja cryptochlorophaea) vahel hiibridiseerumist ei tdheldatud, mis viitab
keemilisest erinevusest tulevale reproduktiivsele isolatsioonile sugulasliikide vahel.

Meetodi suurimaks puuduseks on ldbiviimise suur ajakulu, mis vdib ulatuda mitme
aastani, ning analiilisis kasutatava 10ppmaterjali vdhesus vorreldes algsega, mistottu tuleks

eelistada voi vilja tootada ajasdistlikumaid voimalusi.

2.3. Universaalsete sormejilgede meetodid (universal fingerprints

techniques)

Viimase paari aastakiimne jooksul on geneetilise varieceruvuse uurimiseks rakendatud
kiiremaid molekulaarseid meetodeid, mis vajavad edukaks PCR amplifikatsiooniks viga
viaikest DNA hulka (tavaliselt alla 5 ug). Uute tehnoloogiate areng vdimaldab digesti
ettevalmistatud ja sdilitatud DNA proove mitmeid kordi uuesti analiiiisida (Pénzes et al.

2002).

2.3.1. RAPD ja AFLP

Universaalsete sormejdlgede meetoditega, nagu RAPD (ingl k randomly amplified
polymorphic DNA — juhuslikult amplifitseeritud poliimorfne DNA) ja AFLP (ingl k
amplified fragment length polymorphism — amplifitseeritud fragmentide pikkuse

poliimorfism) saab sadu samblike talluseid ja mitmeid lookuseid analiitisida kiillalt kiirelt



ja odavalt, kuid nad on mittespetsiifilised ehk amplifitseerivad DNA-d koikidest liikidest
(Werth 2010).

RAPD meetodil DNA amplifitseerimine on odav ja lihtne, pohinedes juhuslikult
valitud 10-aluspaariliste praimerite kasutamisel. Praimerid hiibridiseeruvad DNA
komplementaarsete ahelatega, mis paiknevad genoomis juhuslikult, ning samal ajal
amplifitseeritakse palju erineva pikkusega fragmente. Praimerid tuvastavad fragmentide
nukleotiidsetes jarjestustes deletsiooni voi insertsiooni korral geneetilist poliimorfismi.
Amplifitseeritud fragmente lahutatakse nende suuruse jédrgi ja visualiseeritakse
agaroosgeelil (Pénzes et al. 2002). Siiski voib tulemuste tolgendamisel tekkida raskusi, sest
sama pikkusega PCR produktid, mis ilmuvad samas geelivoodis (ingl k gel band), ei

esinda tingimata DNA homoloogseid osi (Printzen et al. 1999).

AFLP meetodi puhul tuleb esmalt DNA-d to6delda restriktsiooniensiiiimide ehk
restriktaasidega (tavaliselt EcoRI ja Msel). Tekivad ,,kleepuvate otstega™ fragmendid, kuhu
ligeeritakse kaheahelalised adapterid. Selleks, et saaks toimuda DNA fragmentide
amplifikatsioon, peavad adapteritele seonduma praimerid, mis on adapteri jdrjestusega
komplementaarsed. Praimerite 3 otstega liidetakse 1-3 juhuslikult valitud nukleotiidi, mis
kindlustab DNA amplifikatsiooni vastavatelt restriktsioonisaitidelt. Amplifitseerimiseks
kasutatakse tavaliselt 50-100 restriktsiooni fragmenti. AFLP meetodi kdigus tekkinud
erineva pikkusega fragmente visualiseeritakse kas agaroos- vai poliiakriiiilamiidgeelil, et
tuvastada geneetilist poliimorfismi (Vos et al. 1995). Polimorfism avaldub
restriktsioonisaitide erinevuses nukleotiidide muutumise tottu voi erineva pikkusega

fragmentides insertsiooni ja deletsiooni toimumise korral (Pénzes et al. 2002).

AFLP meetodi pohiliseks puuduseks on homoplaasia esinemine, mis ei lase osade
eksemplaride vahelist geneetilist erinevust tuvastada. Homoplaasia avaldub Kui
mittehomoloogsed alleelid jagavad sama tunnuse seisundit, mis on pohjustatud

mittehomoloogsete fragmentide koosrandest (ingl k co-migration) (Meudt & Clarke 2007).

RAPD ja AFLP markerid néitavad korget geneetilise varieeruvuse taset. Seetottu
kasutatakse neid markereid populatsiooni geneetilise struktuuri, vahel ka sugulussuhete
ning ristumissiisteemide uurimiseks (Pénzes et al. 2002). Samblike populatsioonide
uurimisel on neid markereid kasutatud monedes varasemates to6des (Heibel et al. 1999;

Printzen et al. 1999; Seymour et al. 2005).



Puuduseks on modlema markeri dominantsus, mis ei voOimalda eristada
heterosiigoote dominantsetest homosiigootidest (Pénzes et al. 2002). Lisaks ka, nagu
mainitud, vajadus eeclnevalt kasvatada mikobionti puhaskultuuris, ent paljud

miikobiondiliigid ei ole voimelised puhaskultuuris kasvama (Werth 2010).

2.3.2. Teisi meetodeid poliimorfismi uurimiseks

RFLP (ingl k restriction fragment length polymorphisms — restriktsioonifragmentide
pikkuspoliimorfism) on hiibridisatsioonil pohinev molekulaarne kodominantne marker.
RFLP meetodil tuvastavad restriktaasid organismide DNA fragmentide pikkuste erinevusi.
Mutatsioone sisaldava DNA loikamisel restriktaasiga tekivad teistsuguse pikkusega
fragmendid, vorreldes esialgse DNA-ga. Eelnevate meetoditega voOrreldes ei kasutata
PCRi, vaid restriktsioonifragmendid kantakse otse elektroforeesi jaoks geelile.
Geelelektroforeesi kéigus lahutatakse restrikteeritud DNA fragmendid pikkuse jérgi
iiksteisest ja denatureeritakse iiksikahelaliseks, mida analiilisitakse edasi geneetilise

poliimorfismi leidmiseks Southern’i hiibridisatsiooni meetodil (Semagn et al. 2006).

RFLP analiiiisi puuduseks on see, et vajatakse suurt hulka kvaliteetset DNA-d,
samuti on meetod kallis ja ajakulukas. Praeguseks on RFLP meetod populatsiooni
struktuuri  uurimiseks asendatud tShusamate PCRil pohinevate iiksiklookuseliste

meetoditega (Pénzes et al. 2002).

ISSR (ingl k inter simple sequence repeat — vahelmine lihtne kordusjérjestus) on
dominantne multilookuseline marker. ISSR meetodi puhul amplifitseeritakse DNA-d, mis
on kahe identse iiksteisega vastupidises suunas oleva mikrosatelliidi kordusjirjestuse
vahel. Meetod kasutab mikrosatelliitide kordusi kui praimereid, kusjuures kordused voivad
olla kahe kuni viie nukleotiidi pikkused. Nii nagu RAPD ja AFLP puhul ei ole ka ISSR
meetodi jaoks vaja teada DNA nukleotiidset jérjestust (Semagn et al. 2006).

Varasemalt on samblike populatsioonigeneetikas kasutatud ithes uurimistdos mitut
eelnimetatud sormejdljemeetodit, nditeks ISSR ja RAPD markereid, kusjuures molemad on
kiired, odavad, kdrgelt poliimorfsed ning kogu genoomi ulatuses juhuslikult levinud
(Yiizbagioglu et al. 2011). Samuti on kasutatud koos nditeks ISSR ja RFLP markereid
(Cassie 2006) ning RFLP markerit ja ribosomaalse DNA (rDNA) lookusi (Kotelko et al.
2008).



2.4. Eri lookuste sekveneerimine

Sekveneerimisega madratakse kindlaks DNA nukleotiidide jarjestus ehk DNA
primaarstruktuur. Ténu spetsiifiliste praimerite vilja toGtamisele viimase kiimnendi
jooksul, on lihheniseerunud seente ja fotobiontide ribosomaalse geeniklastri DNA eri
lookuste jdrjestusi aina rohkem kasutusel. Poliimorfismi nditajaks voOib olla nditeks

erinevate haplotiiiipide arv uuritavas lookuses (Werth 2010).

Kodige tavalisemad samblike populatsioonigeneetika ning fiilogeneesi uurimiseks
kasutatavad jérjestused on rDNA mittekodeerivad lookused: ITS (ingl Kk internal
transcribed spacer — sisemine transkribeeritav ala), IGS (ingl k intergenic spacer —
geenidevaheline ala), SSU (ingl k small subunit — viike alaiihik) ja LSU (ingl k large
subunit — suur alaiihik) (Werth 2010). Kuna tuuma ribosomaalne ITS (nrITS) lookus on
enamikus seeneliikides kiillalt konserveerunud, siis saab selle abil tuvastada pigem
liikidevahelisi, mitte populatsioonidevahelisi erinevusi (Sadowska-Des et al. 2013; Schoch
et al. 2012).

rDNA markerite kasutamise probleemiks on see, et rDNA lookused on omavahel
flitisiliselt seotud, mis ei voimalda rDNA lookuste jérjestustest eraldiseisvat geneetilist
informatsiooni leida (Werth 2010).

Kasutatud on ka mitmeid valke kodeerivaid lookusi: GPD, MCM7, RPB1, RPB2,
TSR1 ja TUB (Sadowska-Des et al. 2013). Neist 2 lookust (MCM7 ja TSR1) on ndidanud
hiljutistes samblike populatsioonigeneetika uuringutes piisavalt korget poliimorfismi taset
(Leavitt et al. 2011; Sadowska-Des et al. 2013; Spribille et al. 2011), samas kui lookuste
RPB1 ja RPB2 kohta on leitud, et need on populatsiooni tasemel véiga vihe voi lildse mitte

varieeruvad (Sadowska-Des et al. 2013; Wirtz et al. 2012).

Valke kodeerivate geenide PCR ja sekveneerimise korral on universaalsete
praimerite kasutamine problemaatiline, seega tuleks neile disainida spetsiifilisemaid
praimereid (Schoch et al. 2012).

Kuna erinevate lookuste jéirjestused pole populatsioonide sees voi vahel alati
piisavalt  varieeruvad, siis see ongi peamine poOhjus, miks otsitakse

populatsiooniuuringuteks ka muid meetodeid.



2.5. Mikrosatelliidid

Samblike puhul on paljuliigilise geneetilise materjali analiilisiks otstarbekas kasutada
miikobiondile spetsiifilisi markereid (Zoller et al. 1999; Walser et al. 2003). Uheks
selliseks on lihtsad kordusjérjestused (ingl k simple sequence repeat ehk SSR), mille hulka
kuuluvad mikrosatelliidid (Werth 2010).

Mikrosatelliidid on korge varieeruvusega, selektiivselt neutraalsed DNA
poliimorfsed lookused, mis sisaldavad lithikesi, 1-6 nukleotiidi pikkusi tandeemseid
kordusi, mis on esindatud koigi eukariiootide genoomis (Tautz & Renz 1984). Kuna
mikrosatelliitide praimereid saab disainida spetsiifiliselt iihele sambliku siimbiondile, siis
on voimalik lihtsate kordusjérjestuste (SSR) markerit kasutada kogu sambliku talluse DNA
proovis (Werth 2010). Nii pole teise, mittesoovitud siimbiondi geneetiline materjal enam
probleemiks, vorreldes meetoditega, mis kasutavad universaalseid praimereid (Selkoe &
Toonen et al. 2006).

Mikrosatelliidid on vorreldes selliste sormejélje meetoditega, nagu RAPD ja AFLP
iksiklookuselised ning kodominantsed, mis voimaldavad alleelide soltumatut avaldumist
leida (Selkoe & Toonen et al. 2006). Mikrosatelliidid on hariliku kopsusambliku (Lobaria
pulmonaria [L.] Hoffm.) puhul ndidanud kdrgemat populatsioonisisest poliimorfismi taset
(Werth et al. 2006), vorreldes rDNA markerite kasutamisega (Zoller et al. 1999).

Mikrosatelliitide puudus avaldub selles, et markerit saab kasutada ainult nendel
liikidel, mille jaoks on praimerid disainitud (Werth 2010). Uue taksoniga t60d alustades
tuleb tdiesti uus praimer luua, mis on alguses kiill kallis ning ajakulukas, kuid valmis
saades edaspidiseks kasutamiseks odav ja Kiire vahend (Selkoe & Toonen et al. 2006).
Ajakulukaks muudab praimeri disainimise isoleeritud miikobiondi aeglane kasv

puhaskultuuris (Widmer et al. 2010).

Seni on mikrosatelliitide praimerid disainitud nelja samblikku moodustava
seeneliigi jaoks (Sadowska-Des et al. 2013), sealjuures liikide Lobaria pulmonaria
(Walser et al. 2003; Dal Grande et al. 2010; Widmer et al. 2010) ja Parmotrema tinctorum
(Delise ex Nyl.) Hale (Mansournia et al. 2012) puhul on praimerid olemas ka teisele
stimbiondile. Liikide Peltigera dolichorhiza (Nyl.) Nyl. (Magain et al. 2010) ja Buellia
frigida Darb. (Jones et al. 2012) puhul fotobiondi praimereid veel ei ole. Lisaks on

mikrosatelliitide praimerid olemas rohevetikale (Trebouxia decolorans Ahmadjian), mis



toimib néiteks liikide harilik korpsamblik (Xanthoria parietina [L.] Th. Fr.) ja harilik
ripssamblik (Anaptychia ciliaris [L.] Korb.) fotobiondina (Dal Grande et al. 2013).

Siiski on praimerid disainitud veel liiga védhestele ja haruldastele liikidele. Naiteks
liigid Parmotrema tinctorum (Consortium of North American Lichen Herbaria) ja
Peltigera dolichorhiza on pantroopilise levikuga (Magain et al. 2010) ja liik Buellia frigida
on Antarktikas levinud endeem (Jones et al. 2012). Ent laiema levikuga liigi Lobaria
pulmonaria jaoks disainitud praimerid on rakendatavad ka monedele vihestele 1dhedastele

liikidele, nagu Lobaria immixta Vain. ja Lobaria meridionalis Vain. (Walser et al. 2003).

Mikrosatelliidid, nagu varem mainitud, on potentsiaalsed populatsioonigeneetikas
kasutatavad molekulaarsed markerid, ndidates kdrget poliimorfismi taset vorreldes mdne
teise markeriga. Tulevikusuunaks vdiks olla rohkematele samblikku moodustavatele
seeneliikidele ja nende siimbiontidele mikrosatelliitide praimerite vilja to6tamine, mis

voimaldaks samblike populatsioonigeneetikat nii liikide sees kui vahel 1dhemalt uurida.

10



3. Samblike geneetilist mitmekesisust méjutavad tegurid

hariliku kopsusambliku (Lobaria pulmonaria) niitel

3.1. Hairingud

Hairingud — nii looduslikud kui ka inimtekkelised — vdivad pohjustada populatsioonide
elupaiga olulist kahanemist, ning siis viheneb ka antud populatsiooni suurus. Nii v3ib
populatsioon jouda geneetilise mitmekesisuse osas ,,pudelikaelani, mille tiheks tagajérjeks
on haruldaste alleelide kadumine, mis vdhendab geneetilist mitmekesisust (Hartl & Clark
1997). Samas voivad aja jooksul populatsiooni lisandunud uued organismid rikastada
geneetilist mitmekesisust ning nn pudelikaelaefektist tingitud mojud kaovad (Werth et al.
2006).

Epifiititseid taimi uurides on leitud, et héiritud ja ruumiliselt isoleeritud
populatsioonides on geneetiline mitmekesisus madalam kui hiirimata populatsioonides
(Gonzalez-Astorga et al. 2004; Trapnell & Hamrick 2005). Huvitav oleks teada, kas selline
seaduspdrasus kehtib ka epifiilitsete samblike kohta. Samblikud on vdrreldes
soontaimedega aeglasema kasvuga, seetdttu hdiringud, nagu tulekahjud, peaksid omama

samblikukooslustele pikaajalisemat mdju (Schulten 1985).

Varem on eeldatud, et vanadest metsadest sdltuvad samblikud on héiringutest,
pohiliselt nditeks raiest pohjustatud elupaikade kaost, negatiivselt mojutatud. Néiteks on
vorreldud vanu metsapuistuid ja raiest mojutatud puistuid, kasutades retrospektiivset
meetodit ning vaatlusandmeid, millega saab anda hinnangu samblike iildise elurikkuse
muutusele (Peterson & McCune 2001), kuid mitte geneetilisele mitmekesisusele. Mdned
aastad hiljem, secoses mikrosatelliitide praimerite viljatootamisega Sambliku Lobaria
pulmonaria miikobiondile (Walser et al. 2003), hakati muuhulgas uurima ka héiringute

moju samblike geneetilisele mitmekesisusele.

Niiteks Sveitsi vanades metsades on uuritud samblikku moodustava seene Lobaria
pulmonaria geneetilise mitmekesisuse sOltuvust héiringutiitipidest kuue
miikobiondispetsiifilise mikrosatelliidilookuse (LPu03, LPu09, LPul5, LPul6, LPu20,
LPu27) abil (Werth et al. 2006). Héiringutiiipidena puistu tasandil késitleti looduslikke
héiringuid (tulekahju, tuulemurd) ning inimpohjustatud hdiringuid (intensiivne raie ja
erivanuselise puistu valikraie). Koikidelt uuritud héiringualadelt leiti suuri Lobaria

pulmonaria populatsioone. Siit tekkis kiisimus, kuidas rekolonisatsioonisiindmused nii
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erinevatel hdiringualadel aset leidsid ning kuidas hédiringud on mdjutanud lokaalset

geneetilist mitmekesisust.

Werth et al. (2006) leidsid, et geneetiline mitmekesisus ning multilookuseliste
genotlilipide arv ja protsent on intensiivse raiega aladel, vorreldes loodusliku
hiiringualadega ja valikraiealadega, hiiringust hoolimata {ipris korge (Joonis 1). Samuti
leiti, et looduslikud hiiringud ei piira tingimata Lobaria pulmonaria populatsioonide
ruumilist levikut ja geneetilist mitmekesisust pikema aja jirel. Pohjuseks voib olla
uuritaval alal paiknev suur kohalik Lobaria pulmonaria leviste pank ning mitmete
iseseisvate kolonisatsiooni siindmuste esinemine ja kiire klonaalne levik deemide vahel.
Kuid aladel, kus Lobaria pulmonaria leviste pank on vidike vOi vahemaa ldhima
potentsiaalse asutajapopulatsiooniga on liiga suur, omavad puistu tasandil hiiringud
Lobaria pulmonaria populatsioonide geneetilisele mitmekesisusele pikemaajalist parssivat
moju. Valikraiealasid uurides selgus, et ka neis voib hoolimata héiringust sdilida korge
geneetiline mitmekesisus. Uuritud alal tehti kuuskede (Picea abies [L.] Karst) ja pookide
(Fagus sylvatica L.) valikraiet, millest esimesed on Lobaria pulmonaria jaoks sobimatu
substraat, ja viimased on teisese tihtsusega peremeespuud (Kalwij et al. 2005). Seega voib
arvata, et kuuskede (Picea abies) ja pookide (Fagus sylvatica) selektiivne raie on Lobaria
pulmonaria jaoks kasulik, siilitades ja suurendades peremeespuu, mégivahtra (Acer

pseudoplatanus L.) levikut ning tihedust.
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Joonis 1. Hariliku kopsusambliku (Lobaria pulmonaria) populatsioonide geneetilise
mitmekesisuse mdnede niitajate (G, M ja H) tasemed Sveitsi metsades eri hiiringutiitipide
korral (Werth et al. 2006 jargi). G — multilookuseliste genotiilipide arv populatsioonis, M —
multilookuseliste genotiilipide protsent populatsioonis, H — Nei geneetilise mitmekesisuse

naitaja populatsioonis.
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Hiljutises uuringus Kagu-Euroopa iirg- ja majandusmetsades leiti, vastupidiselt
Sveitsi uuringule, et range kaitsega iirgmetsades on Lobaria pulmonaria populatsioonide
geneetiline mitmekesisus tunduvalt kdrgem kui majandusmetsades, kusjuures juba vihene
metsamajandustegevus vihendas tunduvalt Lobaria pulmonaria geneetilist mitmekesisust
(Scheidegger et al. 2012).

Varasemalt on 35 aasta pikkuse generatsiooniajaga samblikku moodustava seene
Lobaria pulmonaria levikuvdimet peetud piiratuks (Scheidegger & Goward 2002), kuid on
teada, et samblike levised (nt askospoorid) on vdimelised levima ja koloniseerima pika
vahemaa taga olevaid metsade laike ning alasid, mis on olnud hidiringutest mdjutatud
(Bailey 1976). Seepdrast peaks metsadiinaamika olema Lobaria pulmonaria
generatsiooniaega arvestav ning diaspooride leviku vdimaldamiseks kohane, et siilitada
puistus liigi piisivus. Paraku on seniste uuringute tulemused hédiringute mdjust Lobaria
pulmonaria populatsioonide geneetilisele mitmekesisusele vastuolulised ning {ihest
tildistust héiringute mdjust samblike geneetilisele mitmekesisusele teha ei saa, mistottu

tuleks sama probleemiga tegeleda ka teistes piirkondades voi kasutades teisi liike.

3.2. Fragmenteerumine

Fragmenteerumine on elurikkusele iilemaailmselt tdsine oht, vdhendades sobivate
elupaikade arvu, suurendades elupaigalaikude vahelist isolatsiooni ja muutes jadnukalade
biootilisi ning abiootilisi tingimusi (Fahrig 2003). Seega on oluline mdista, kuidas mdjuvad
fragmenteeritud  elupaigad populatsioonide elujoulisusele, sealhulgas samblike
populatsioonigeneetikale, ning sellest tulenevalt pakkuda vilja kaitsemeetmeid

fragmenteeritud alade populatsioonide jaoks.

Vahemerelise metsaga aladel, niiteks Hispaanias, on uuritud kasvupaiga
fragmenteerumise moju Lobaria pulmonaria populatsioonide geneetilisele struktuurile ja
mitmekesisusele kolme miikobiondispetsiifilise mikrosatelliidi lookuse (LPu03, LPu09 ja
LPul5) abil (Otalora et al. 2011). Varreldi liigi lokaalset geneetilist mitmekesisust ja
struktuuri metsa elupaigalaikudes selle omaduste (sh elupaigalaigu suurus, fragmentide
sidusus, timbritsev maatriks, peremeespuu liik, peremeespuu vanus) suhtes. Eesmargiks oli
kindlaks teha, millised eelpool mainitud omadustest mdjutavad Lobaria pulmonaria
populatsioonide geneetilist mitmekesisust ja struktuuri. Vaadeldud mosaiiksel alal

domineerisid po6gid (Fagus sylvatica) ning piirenee tammed (Quercus pyrenaica Willd.),

13



ja neid alasid {imbritsesid kanarbikundmmed (domineerivad liigid Erica arborea L. ja
Erica australis L.) ning ménniistandused (Pinus sylvestris L.). Uuritav ala oli jaotatud 3
regiooniks, mille sees asus 31 elupaigalaiku (ingl k patches), mis omakorda sisaldasid 44

erinevat 400 m? suurust uuringuala (ingl k plots).

Leiti, et eri elupaigalaikude geneetiline mitmekesisus ei olnud mdjutatud
metsatiitibist (pook voi tamm), ega elupaigalaigu suurusest (Joonis 2, 3). Kdige suurem
geneetiline varieeruvus leiti 400 m? uuringualade piires. Jirgnes oluline geneetiline
varieeruvus eri regioonide piires uuringualade vahel, kuid geneetiline varieeruvus
regioonide vahel ei olnud statistiliselt oluline. Leiti ka ndrk, kuid statistiliselt oluline
geneetiline erinevus elupaigalaikude vahel. Vastupidiselt eelnevalt arvatule leiti, et
samblikupopulatsioonide geneetiline mitmekesisus on enamikes elupaigalaikudes
suhteliselt korge, vorreldaval tasemel Sveitsi vanade metsade hiiringualadel uurituga
(Werth et al. 2006), kus aga uuritud alad olid tunduvalt suuremad. Eeldati, et vdikestel ja
viahe seotud elupaigalaikutel on geneetilise mitmekesisuse tase madal ja geneetilise
eristumise tase kdrgem vdrreldes seotud elupaigalaikude populatsioonidega. Selgus, et
Lobaria pulmonaria populatsioonide geneetiline mitmekesisuse vdhenemine isoleeritud
metsafragmentides ei leidnud kinnitust. Ka elupaigalaike iseloomustavad néitajad, nagu
sidusus koos fragmente timbritseva maatriksiga (ménnid pole sobivaks substraadiks), ei

mdjutanud Lobaria pulmonaria populatsioonide geneetilist mitmekesisust.
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Joonis 2. Hariliku kopsusambliku (Lobaria pulmonaria) populatsioonide geneetilise
mitmekesisuse nditajad (G ja H) sdltuvalt metsatiiiibist (domineeriva puuliigi jargi)
(Otalora et al. 2011 jargi). G — multilookuseliste genotiitipide arv populatsioonis, H — Neli

geneetilise mitmekesisuse niitaja populatsioonis.
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Joonis 3. Elupaigalaigu suuruse (m?) ja hariliku kopsusambliku (Lobaria pulmonaria)
geneetilise mitmekesisuse nditajate vaheline suhe (Otalora et al. 2011 jargi). G —
multilookuseliste genotiitipide arv populatsioonis, H — Nei geneetilise mitmekesisuse

naitaja populatsioonis.

Kuigi populatsioonigeneetika teooria jédrgi peaks fragmenteerumine isoleeritud
viheste organismidega alampopulatsioonideks viima iileiildise geneetilise mitmekesisuse
ammendumiseni (Ellstrand & Elam 1993), niidati antud uuringus, et ainult kasvupaiga
kvaliteet (st elupaigalaigu vanus: méadratud laiku asustavate puude tiive keskmise
1abimodduga) avaldas vihesel mééral geneetilisele mitmekesisusele moju. Elupaigalaigu
vanusest tulenevalt osutusid Lobaria pulmonaria populatsioone kandvad vanade puudega
uuringualad geneetiliselt rohkem sarnasteks kui elupaigalaigud, mis on geograafiliselt
iiksteisele ldhedal, kuid noorte puudega. See nditab, et noortele elupaigalaikudele
iseloomulik geneetiline struktuur on seletatav vanadest metsadest périt harvade, juhuslike
kolonisatsioonisiindmustega, millele jargneb koloniseerunud organismide klonaalne levik
(Werth et al. 2006). Seega ei ole levikuvdimekus elupaiga fragmenteerituse parast
markimisvairselt kahanenud. Asjaolu, et metsa vanus mojutab epifiiiitsete liikide
geneetilist struktuuri, kinnitab hiipoteesi, et leviku protsesside jaoks on aeg suurema

tahtsusega kui ruumilised tegurid (Young et al. 1996).

Pohjus, miks geneetiline mitmekesisus elupaigalaikudes on piisinud suhteliselt
korgena voib olla selles, et kuna fragmenteeritud elupaikade korral geenitriivi moju
siiveneb generatsioonide arvu suuremisega, siis ebasoodsad geneetilised tagajdrjed on
paremini mérgatavad lilhikese generatsiooniajaga liikidel (Young et al. 1996). Seega ei ole
pika generatsiooniajaga Lobaria pulmonaria populatsioonidele veel geenitriivi tugev moju

selgelt avaldunud, arvestades, et metsamaastiku fragmenteerumine toimus 1960. aastatel.
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Arvatavasti peegeldavad elupaiga fragmentide geneetilist mitmekesisust iseloomustavad

nditajad hoopis olukorda 50 aasta tagust aega enne fragmenteerumist.

Lobaria pulmonaria populatsioonide geneetilist mitmekesisust on uuritud ka
pOhjapoolkera parasvootme fragmenteerunud vanades vihmametsades Kesk-Norras kolmel
uuringualal kaheksa miikobiondispetsiifilise mikrosatelliidi lookuse (LPu03, LPu09,
LPul5, LPu23, LPu24, LPu25, LPu28, MS4) abil (Hilmo et al. 2012). Eeldati, et
fragmenteerumine on viinud Lobaria pulmonaria populatsioonid geneetilise
ammendumiseni. Sarnaselt fragmenteerunud vahemerelise metsaga aladele (Otalora et al.
2011), leiti ka vihmametsalaikudel epifiiiitsete samblike korge geneetiline mitmekesisus.
Arvatavasti on suhteliselt kdrge geneetilise mitmekesisuse iiheks pdhjuseks uuritud
populatsioonide suur geneetiliselt efektiivne populatsiooni suurus (N¢) (Hilmo et al. 2012).
Populatsiooni efektiivne suurus vastab ,,ideaalsele” populatsioonile, kus ristumine on
juhuslik, koigil isenditel on vordne tdendosus paljunemiseks ja populatsiooni suurus ei
muutu polvkondade vahel (Kliman et al. 2008). Populatsiooni pikemaajaliseks sdilimiseks
peab populatsiooni efektiivne suurus olema piisavalt suur, et toimida geenitriivi moju
vihendajana, tagades nii geneetilise varieeruvuse séilimise (Hilmo et al. 2012). Vorreldes
varasemate Euroopas tehtud Lobaria pulmonaria populatsioonide uuringutega, kasutades
samu geneetilisi markereid (Jiriado et al. 2011; Otalora et al. 2011), leiti antud t60s, et
Lobaria pulmonaria populatsioonide geneetiline varieeruvus Kesk-Norra vanades
vihmametsades on suhteliselt korgem, mis tuleneb ilmselt geneetilise mitmekesisuse
sdilimisest. Varem mainitud samblike pikk generatsiooniaeg koos klonaalse paljunemisega
voib sdilitada geneetilist mitmekesisust. Leiti ka madal diferentseerumistase
populatsioonide vahel koos korge migratsioonitasemega, mis viitab fragmentide suhteliselt
heale sidususele. Seetdttu peaks Kesk-Norras kaitseprioriteedid suunama korge geneetilise

mitmekesisusega metsafragmentide séilitamisele (Hilmo et al. 2012).

3.3. Kasvupaiga kvaliteet

Eestis on samblikku moodustava seene Lobaria pulmonaria geneetilist mitmekesisust
uuritud kaheksa miikobiondispetsiifilise mikrosatelliidi lookuse (LPu03, LPu09, LPul5,
LPu23, LPu24, LPu25, LPu28, MS4) abil Kirde- ja Edela-Eesti kolmel erineval puudega
alal: vanades metsades, majandusmetsades ja puisniitudel (Jiiriado et al. 2011). Uuriti, kas

geneetiline erinevus Lobaria pulmonaria isendite vahel eri elupaigatiiiipide puhul on
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mojutatud kasvukoha spetsiifikast (peremeespuu liigist, peremeespuu libimdddust ja

puudevahelisest kaugusest).

Leiti, et Lobaria pulmonaria populatsioonide geneetiline mitmekesisus varieerus
eri elupaigatiitipide vahel. Geneetiline mitmekesisus oli oluliselt kdrgem vanades metsades
kui majandusmetsades ja puisniitudel ning oli positiivses korrelatsioonis puistu vanusega.
Lobaria pulmonaria populatsioonide geneetilise erinevuse (Serenseni indeks) analiiiisil
leiti, et esineb elupaigaspetsiifiline geneetilise erinevuse muster. Vastupidiselt eelmises
peatiikis mainitule, kus fragmenteeritud metsa samblike geneetiline mitmekesisus ei
soltunud puuliigist (Otalora et al. 2011), olid Jiriado et al. (2011) jargi sama liiki
peremeespuudel kasvavad Lobaria pulmonaria isendid geneetiliselt sarnasemad kui eri
liiki peremeespuudel kasvavad isendid, aga see ilmnes ainult majandusmetsa ja puisniidu
puhul (Joonis 4). Selline erinevus tuleneb ilmselt sellest, et nditeks majandusmetsas
domineeris iiks vOi moned puuliigid. Isedranis viike geneetiline erinevus samal puuliigil
kasvavate isendite vahel leiti puisniitudel. Samas, vanade metsade populatsioonide Lobaria
pulmonaria isendite vahel oli geneetiline erinevus suur sdltumata peremeespuuliigist.
Seega tuleks majandusmetsades puistu valikraiel séilitada mitmeid erinevaid peremeespuu

liike, et tagada voimalus epifiiiitsete samblike suuremale geneetilisele mitmekesisusele.
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Joonis 4. Hariliku kopsusambliku (Lobaria pulmonaria) indiviidide geneetilise erinevuse
tase (Serenseni indeks) sama liiki ja eri liiki peremeespuudel kolmes uuritud
elupaigatiiiibis (Jiriado et al. 2011 jargi). Tdhed a—e tdhistavad homogeensusgruppe
(vastavalt Fisher LSD testile).
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Lisaks peremeespuu liigi mojule, leiti eri 14bimddduga peremeespuude
elupaigatiiiibispetsiifiline modju geneetilisele erinevusele (Joonis 5). Vanades ja
majandusmetsades ei soltunud geneetiline erinevus naaberperemeespuude ldbimdodust,
puisniitudel aga olid erineva 14dbimddduga peremeespuudel kasvavad samblikud
geneetiliselt sarnasemad, kui sama ldbimddduga naaberperemeespuudel kasvavad isendid
(Juriado et al. 2011). Samas vahemereliste fragmenteeritud metsade puhul oli puu
imbermdot (seotud elupaigalaigu vanusega) koige olulisemaks kasvupaiga kvaliteedi
mojutajaks — geneetiline mitmekesisus suurenes puu tiive keskmise ldbimoddu
suurenemisel, st struktureeritud metsades on oluline vanade puude olemasolu samblike

populatsioonide suuruse ja geneetilise mitmekesisuse sdilitamisel (Otalora et al. 2011).
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Joonis 5. Hariliku kopsusambliku (Lobaria pulmonaria) indiviidide geneetilise erinevuse
tase (Serenseni indeks) sama ldbimodduga ja eri 1abimddduga peremeespuudel kolmes
uuritud  elupaigatiiiibis  (Jiriado et al. 2011 jéargi). Téhed a—C tdhistavad

homogeensusgruppe (vastavalt Fisher LSD testile).

Viimaseks leiti, et peremeespuude vahelise kauguse ja Lobaria pulmonaria isendite
geneetilise erinevuse suhe on kasvukohaspetsiifiline, mis ilmnes eriti, kui puudevaheline
kaugus oli 1-50 meetrit (Joonis 6). Vanades metsades olid naaberpuudel kasvavad isendid
geneetiliselt erinevamad vorreldes samal puutiivel kasvavate isenditega juba liihikese
puudevahelise vahemaa jarel (1-5 m). Ent puisniitudel olid naaberpuudel kasvavad isendid

liihikese vahemaa taga (1-20 m) geneetiliselt sarnasemad kui isendid, kes kasvasid samal
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puutiivel. Kui puudevaheline kaugus oli suur (50-300 m), siis isendite geneetiline erinevus
kasvas. Majandusmetsade puhul jéi geneetiline erinevuse muster vahepealseks, kusjuures
puu piires geneetiline erinevus sdilis kuni 20 meetrini, misjarel hakkas edasise
puudevahelise vahemaa suurenemisel ka geneetiline erinevus suurenema. Sellest tulenevalt
leiti, et vanad metsad on geneetiliselt mitmekesisemad kui majandusmetsad ning
puisniidud, sest organismide vaheline geneetiline erinevus ilmnes juba 5 meetrise
peremeespuude vahelise kauguse jérel. Kaitse seisukohast tulenevalt peaks potentsiaalseid
peremeespuid sdilitama vanade puude naabruses (15-30 m), et suurendada uue elupaiga

asustamise toendosust (Jiiriado et al. 2011).
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Joonis 6. Hariliku kopsusambliku (Lobaria pulmonaria) indiviidide geneetilise erinevuse
tase (Serenseni indeks) eri kaugustel olevatel peremeespuudel kolmes elupaigatiiiibis
(Jiriado et al. 2011 jéargi). Tédhed a—j tdhistavad homogeensusgruppe (vastavalt Fisher LSD
testile).

Puudevaheline kaugus, kust alates geneetiline erinevus iiletab puu piires esineva
geneetilise erinevuse taseme, on tiihtlasi ka vahemaa, mil suguline paljunemine hakkab
domineerima vegetatiivse paljunemise iile. Vastavalt sellele saab viita, et puisniitudel ja
majandusmetsas domineeris Lobaria pulmonaria isendite vegetatiivne paljunemine ja
klonaalne levik. Mirgatav geneetiline mitmekesistumine nendes kasvupaikades toimus 21—
50 meetri vahel, kust alates suguline paljunemine hakkas domineerima vegetatiivse

paljunemise iile. Puisniitude puhul méargatud suur klonaalse leviku tase on seotud suure
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hulga juveniilide esinemisega, samal ajal kui generatiivsete isendite esinemissagedus oli
madal. Arvatavasti on Lobaria pulmonaria populatsioonide madal iileiildine fertiilsus
puisniitudel pohjustatud sobiva ristumispartneri nappusest. Majandusmetsades oli
fertiilsete isendite hulk suurem kui vanades metsades ja puisniitudel, mis on pdhjustatud
majandusmetsa optimaalsetest mesoklimaatilistest jm omadustest (piisav valguse
kéttesaadavus, sobiva ristumispartneri olemasolu) (Jiriado et al. 2011). Suguliselt
paljunevate isendite suur hulk niitab, et populatsioon kasvab aktiivselt, aga see voib ikkagi
olla ebapiisav, et valikraiest tuleneva negatiivse mdoju tingimustest séilitada populatsiooni
elujoulisus (Edman et al. 2008). Ent Kagu-Euroopa iirg- ja majandusmetsade
samblikupopulatsioonide geneetilise mitmekesisuse vordluses leiti, et majandusmetsades
leitud samblikupopulatsioonide geneetiline mitmekesisus on vdrreldes {irgmetsade
samblikupopulatsioonidega madalam vahemaal kuni 170 m (Scheidegger et al. 2012).
Kuna klonaalne levik domineerib lithikesel distantsil (Werth & Scheidegger 2012), siis on
majandusmetsades samblikku moodustaval seenel Lobaria pulmonaria oma leviku ulatuses
vihem genotiilipe ruumiliselt segunenud vdrreldes lirgmetsadega. Sugulisel paljunemisel
vajaliku sobiva ristumispartneri levik on pikast peremeespuude vahelisest kaugusest
piiratud, mis omakorda vdhendab geenivoolu vdimalikkust ja seega vdhendab ka Lobaria

pulmonaria populatsioonide geneetilist mitmekesisust (Scheidegger et al. 2012).

Uuritud Lobaria pulmonaria populatsioonide kasvupaikade kaitse peaks
keskenduma piisava valguse kattesaadavuse, puistu struktuurse mitmekesisuse ja
peremeespuude olemasolu tagamisele (Jiiriado et al. 2011). Pikas perspektiivis ei pruugi
Lobaria pulmonaria populatsioonid majandusmetsas olla elujoulised, sest populatsioonide
mitmekesisus sdltub vanade metsade olemasolust. Ent vastavalt véljasuremisvdla teooriale
voivad sdilinud vanades metsades samblikupopulatsioonide liigirikkus ja geneetiline
mitmekesisus jitkuvalt viheneda, sest aastakiimneid voi -sadu tagasi toimunud negatiivsed
mojud (nt kasvupaikade sidususe jdrjepidev vdahenemine) vdivad pika generatsiooniajaga
organismidele avalduda alles tulevikus (Ockinger & Nilsson 2010). Seega peaks ennekdike
kaitsma piisavate meetmetega vanu metsi. Urgmetsade kaitsmise ja siilitamise vajalikkust
kinnitavad ka Scheidegger et al. (2012), kes leidsid, et ainult {rgmetsad ja
metsareservaadid suudavad sdilitada elupaikade sidusust sajandite jooksul ning hoida

geneetilist mitmekesisust.
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4. Geneetilise mitmekesisuse kasutamine samblike

fillogeograatfilistes uuringutes

Fiilogeneetilised meetodid ja mudelid, mis kasutavad populatsioonigeneetilisi andmeid,
voimaldavad fossiilsetest andmetest soltumata taastada populatsiooni struktuuri ja leviku
ulatuse minevikus (Ronquist & Sanmartin 2011). Samblike puhul on ainult fossiilse
materjali pohjal, mis on tihti puudulik v&i vdhene, liigi tdepédrase leviku ulatuse

madratlemine raskendatud (Printzen et al. 2013).

Paljudel samblikel on lisaks suurele leviku wulatusele ka vorreldavalt lai
Okoloogiline ni$s. Niiteks valdavalt polaaraladel elutsevad liigid on levinud ka
parasvootme piirkondadesse ja vastupidi (Printzen 2008). Kooriksamblikke moodustavate
seeneliikide piiritlemine ja tegelik leviku ulatus on sageli ebaselge, mistottu
biogeograafiliste jérelduste tegemine on keeruline. Ka samblike siimbiontne olemus
takistab leviku ulatuse tdpset mdidratlemist, sest levimisvOoime voOib lisaks piiratud

miikobiondi levikule olla mojutatud veel sobiva fotobiondi puudumisest (Printzen et al.

2013).

Uhes hiljutises fiilogeograafilises tods (Printzen et al. 2013) prooviti vilja selgitada
mdlemal poolkeral laialt levinud sarv-kdosambliku (Cetraria aculeata [Schreb.] Fr.)
evolutsioneerumispaika ning laia leviku pohjust. Fossiilmaterjali puudumise tSttu kasutati
geneetilist informatsiooni, mis sisaldab ajaloolise leviku ulatuste muutuste kohta olulist
teavet. Tavaliselt eeldatakse, et piisivas populatsioonis kuhjub geneetiline mitmekesisus aja
jooksul ja geneetiline mitmekesisus vidheneb populatsiooni tabanud nn pudelikaelaefekti
tottu (Hartl & Clark 1997). ,,Pudelikaelad“ on pohjustatud erinevatest populatsiooni
ajaloos toimunud slindmustest, nditeks migratsioonist, populatsiooni iiksikute isendite
poolt kaugemate alade koloniseerimisest vOi eelmises peatiikis mainitud elupaiga
fragmenteerumisest. Teatakse, et ajalooliselt katkematud refuugiumid, kus on piisinud
sobivad tingimused kliimamuutuste (nt jddaegade) iileeclamiseks, on geneetiliselt
mitmekesisemad kui &sja koloniseeritud alad (Hewitt 1999). Seega aitab geneetilise
mitmekesisuse vordlemine liikide levikualal eristada vanu, algseid asustusalasid vérskelt
asustatud aladest. Teatud haplotiiiipide geograafiline levik voib anda lisateavet liigi
levikuteede kindlaks tegemiseks (Printzen et al. 2013).
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Uuringust selgus, et koige suurem Cetraria aculeata miikobiondi ja fotobiondi
populatsioonide nukleotiidne mitmekesisus (ITS jarjestuste pohjal) oli Arktikas ja see
viahenes Antarktika suunas. Siit voib jareldada, et Cetraria aculeata riihm on tekkinud
pohjapoolkeral ja sealt edasi koloniseerinud juba Idunapoolkera. Antarktika populatsioonid
on geneetiliselt peaaegu iihetaolised, mis viitab antud mandril {ihekordse
kolonisatsioonisiindmuse toimumisele. Geneetilise materjali vahetus Lduna-Ameerika
ldunapoolseima tipu mitmekesisemate populatsioonidega on pigem ebatdendoline.
Fotobiondi populatsioonide puhul oli erandlik levila vahemereline piirkond, mis oli

miikobiondi populatsioonidega vorreldes geneetiliselt mitmekesisem (Printzen et al. 2013).

Arvatakse, et polaar- ja parasvootmebioomides esinevad Cetraria aculeata rithma
geneetiliselt erinevad isendid on kohastunud kohalike keskkonnatingimustega. Miikobiondi
ristumine kohaliku adapteerunud fotobiondiga annab voimaluse samblikul Cetraria
aculeata koloniseerida Okoloogiliselt vdga erinevaid bioome. Samas ei ole toendeid, et
samblikud vahetaks fotobionti kiirelt ja korduvalt, sest samblikku moodustavat seent
Cetraria aculeata peetakse aseksuaalseks liigiks, mis paljuneb valdavalt mdlemat
siimbionti sisaldavate tallusetiikkide abil. Ent kiire slimbiondi vahetus voimaldaks
miikobiondil vorreldes aeglaste evolutsiooniliste protsessidega (mutatsioonid, selektsioon)
kiiremini reageerida keskkonnatingimuste muutustele. Kuna polaaralade populatsioonid ja
parasvOotmealade populatsioonid on geneetiliselt omavahel eraldatud, siis on
populatsioonide minevikus tdendoliselt toimunud fotobiondi vahetus vodimaldanud
samblikku moodustaval seenel Cetraria aculeata asustada niivord laia dkoloogilist nissi
(Printzen et al. 2013).

Enamik samblikest asustavad palju suuremaid alasid kui soontaimed.
Mandritevaheline levik on tavaline, seda enam, et samblike levised on kdrgemate taimede
seemnetest suurusjdrgu vorra vdiksemad, vOimaldades pika vahemaa taha levimist.
Samblike levised on kas suguliselt toodetud seeneeosed, mis peavad uues kohas
relihheniseerumiseks leidma sobiva fotobiondi voi vegetatiivse tekkega soreedid, isiidid ja

talluse fragmendid, kus fotobiont ja miikobiont levivad koos (Rolstad et al. 2013).

Rolstad et al. (2013) uurisid kahe liigi, pika I6hnasambliku (Evernia divaricata [L.]
Ach.) ja hiid-habesambliku (Usnea longissima Ach.), geneetilise mitmekesisuse néitajate
ja paljunemisviisi vahelisi seoseid. Pohja-Euroopas on mdlemad liigid enamikes riikides
ohustatud, kuid Pohja-Ameerikas iisna laialt levinud ja elujoulised. Leiti, et Evernia

divaricata ja Usnea longissima populatsioonid olid Skandinaavias geneetiliselt viga vihe
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varieeruvad vorreldes Pohja-Ameerika populatsioonidega. Seda kinnitavad ka varasemad
uuringud, et Kesk- ja Pohja-Euroopa populatsioonid on geneetiliselt vaecsunud ja PShja-
Ameerikas asuvad geneetilised rikkad populatsioonid (Printzen et al. 2003; Walser et al.
2004, 2005). Samas on saadud ka teistsuguseid tulemusi, nditeks Lobaria pulmonaria
Norra populatsioonid (Hilmo et al. 2012) on osutunud vordselt varieeruvateks Kanada
populatsioonidega Briti Kolumbias (Walser et al. 2004). Tegelikult vorreldavate andmete
saamiseks tuleks aga kasutada koigis uuringutes samu geneetilisi markereid, niiteks
mikrosatelliite, mis on palju enam varieeruvamad kui Cetraria aculeata, Evernia
divaricata ja Usnea longissima uuringutes (Printzen et al. 2003; Rolstad et al. 2013)

kasutatud ITS ning IGS jérjestused.

Veel leiti (Rolstad et al. 2013), et Evernia divaricata Skandinaavia genotiiiibid olid
selle piirkonna jaoks unikaalsed, vastupidiselt Usnea longissima Skandinaavia
genotiiipidele, mis olid laialt levinud ka Pdhja-Ameerikas. Evernia divaricata
Skandinaavia haplotiiiibid olid 3—4 mutatsioonisammu kaugusel 1&himast sarnasest Pohja-
Ameerika haplotiilibist, samal ajal kui Usnea longissima Skandinaavia haplotiiiibid olid
ainult tthe mutatsioonisammu kaugusel 1dhimast sarnasest Pohja-Ameerika haplotiiiibist.
Siit voib jareldada, et erinevalt liigist Usnea longissima, Evernia divaricata tdendoliselt ei
levinud P&hja-Ameerikast Euroopasse, mida kinnitab ka mandritevaheliste ldhimate

populatsioonide vaheline kaugus, vastavalt 4000 km ja 9000 km.

Varem on eeldatud, et populatsioonisisene geneetiline varieeruvus on eeltingimus
sugulise paljunemise toimumiseks (Zoller et al. 1999). See arvamus pohines
korrelatsioonil, et Lobaria pulmonaria geneetiliselt mitmekesised populatsioonid on
fertiilsemad kui vihem varieeruvad populatsioonid. Nii nagu iihes varasemas (Walser et al.
2004) uuringus, ei leitud ka hiljutises t66s (Rolstad et al. 2013) samblike populatsioonide
geneetilise varieeruvuse ja fertiilsuse vahel korrelatsiooni. Siiski leiti Evernia divaricata
populatsiooni suuruse ja fertiilsuse vahel positiivne suhe. Fertiilsus v3ib peegeldada hoopis
elupaiga kvaliteeti, sest kvaliteetsetes elupaikades on tavaliselt suuremad populatsioonid.

Usnea longissima puhul sellist suhet ei leitud (Rolstad et al. 2013).

Kui varasemalt arvati (Printzen et al. 2003; Walser et al. 2005), et katkendliku
levikualaga populatsioonid on tugevalt mdjutatud mineviku kliimamuutustest, siis niitid
peetakse oluliseks uurida ka ulatusliku levilaga samblikke, mida populatsiooni ajaloos
toiminud siindmused pole tugevalt mdjutanud. Vastavalt pdhjapoolkera boreaal- ja

polaaralade vegetatsiooniajaloole on tdendoline, et sealse tsirkumpolaarselt levinud liigi
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Porpidia flavicunda (Ach.) Gowan levikumuster on viimaste aastatuhandete jooksul jaanud
valdavalt samaks, soltumata esinenud jddajast. Seega eristub see liik vahemerelistest ja
parasvootme liikidest, mille levikut on tugevalt modjutanud minevikus toimunud
kliimamuutused (Buschbom 2007). Seega peaks Pdhja-Ameerika ja Euroopa Porpidia
flavicunda populatsioonide DNA jarjestuste mitmekesisus peegeldama populatsioonide

geograafilist eristumist ja tinapdevast geenivoolutaset.

Porpidia flavicunda geneetilist struktuuri iseloomustab viis geneetiliselt eristunud
liini, mis vdivad olla tekkinud eelnevatel jddvaheaegadel populatsiooni tabanud
»pudelikaeltest. Buschbom (2007) leidis, et vaadeldud mandrite vahel ja siseselt on
Porpidia flavicunda identsete haplotiiipide levik lai ja fikseerunud nukleotiidi
poliimorfismid puuduvad, mis vOib olla pdhjustatud viimasel jddajal toimunud
populatsiooni homogeniseerumisest 14bi migratsiooni ja rekombinatsiooni. Pdhja-
Ameerikas uuritud kolmes piirkonnas oli populatsioonide geneetiline mitmekesisus erinev
— esines nii geneetiliselt mitmekesisemaid kui ka keskmise ja vdhese mitmekesisusega
piirkondi. Euroopa populatsioonide geneetiline mitmekesisus oli keskmine. Sellest
tulenevalt voib viita, et Pohja-Ameerikas ja Euroopas ei ole populatsioonid geneetiliselt
taielikult isoleeritud. Vorreldes eelpool mainitud uuringutega (Printzen et al. 2003; Rolstad
et al. 2013; Walser et al. 2004, 2005), ei leitud Porpidia flavicunda Euroopa
populatsioonides nn pudelikaelaefektist tingitud geneetilise mitmekesisuse ammendumist.
Haplotiitipide levikumustri jérgi toimub nii mandrite vahel kui siseselt tugev, kuid
asiimmeetriline geenivool Groonimaalt ja Kanada maismaaosalt Baffini saarele ja

vastupidi, samuti Groonimaalt Euroopasse (Joonis 7).

Migratsioonitasemest Pohja-Ameerika ja Euroopa vahel voib jireldada, et
geograafiliste alade vahel vahetatakse piisavalt suur hulk migrante, et sddsta populatsiooni
geenitriivist pdhjustatud drastilisest geneetilisest eristumisest. Haplotiiiipide leviku- ja
migratsioonimuster viitab sellele, et liksteisele geograafiliselt ldhemad populatsioonid on
geneetiliselt sarnasemad kui geograafiliselt kaugemal paiknevad populatsioonid
(Buschbom 2007).
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Joonis 7. Liigi Porpidia flavicunda uuritud populatsioonid ja migrantide arv
populatsioonide vahel generatsiooni kohta. Migratsiooni ulatus on jagatud nelja klassi (<1
migranti, 1-4 migranti, 4,1-10 migranti, >10 migranti generatsiooni kohta) ja seda jaotust
peegeldab noolte paksus. Uuritud alad lddnest itta: Québec, Baffini saar, Groonimaa,

Euroopa (Buschbom 2007 jérgi).
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5. Arutelu

Samblike siimbiontsest iseloomust tingituna sisaldab samblikutallus, erinevalt enamikust
teistest organismidest, vidhemalt kahe eri organismi DNA-d. Eri organismide geneetiline
materjal talluses vOib aga raskendada populatsioonigeneetilist analiilisi, sest nditeks
universaalsed molekulaarsed meetodid on véga tundlikud ja mittevajaliku DNA juuresolek
proovis voib tulemusi moonutada (Werth 2010). V3dr-DNA segavast mdjust hoidumiseks
vOib sambliku molemale siimbiondile spetsiifilised mikrosatelliitide praimerid disainida,
kuid siiani on samblike populatsioonigeneetikat uuritud pohiliselt ainult miikobiondi
kaudu, ning miikobiondi ja fotobiondi populatsioonigeneetikat on paralleelselt uuritud vaid

monedes vihestes toodes (Mansournia et al. 2012; Werth et al. 2012).

Samblike populatsioonigeneetikas on kasutatud kiillalt erinevaid meetodeid. Kui
alguses prooviti populatsioonigeneetikat monel korral uurida samblikuainete keemilise
varieeruvuse jargi (Culberson et al. 1988; Culberson et al. 1993), siis peagi selgus, et
selline metoodika on edaspidiseks laialdaselt kasutusele votmiseks liiga tiilikas ning
ajakulukas. Sel sajandil on samblike populatsioonigeneetikas kasutatud kiiremaid
markereid, nditeks RAPD, AFLP, RFLP, ISSR, rDNA mittekodeerivaid lookusi, valke
kodeerivaid lookusi ja mikrosatelliite (Tabel 1). Kodige suuremateks takistusteks eri
meetodite juures on aga dominantsus (RAPD, AFLP, rDNA, ISSR) ja multilookuselisus
(RFLP, rDNA), mis ei lase analiilisitulemusi Oigesti tdlgendada, sest puudub vdimalus
uurida alleelide sdltumatut avaldumist. Ka homoplaasia esinemine (AFLP meetodi korral)
on moningaseks puuduseks (Meudt & Clarke 2007). Osad meetodid (RFLP ja AFLP) on

teistest jillegi ajakulukamad, peamiselt vajadusest eeltootluseks restriktaasidega.

Koige potentsiaalsemateks samblike populatsioonigeneetika toovahenditeks on
osutunud mikrosatelliidid, olles kodominantsed, liksiklookuselised ja kiiresti kasutatavad
markerid populatsioonigeneetilistes uuringutes (Werth et al. 2006). Kuid ka
mikrosatelliitidel on omad puudused. Nimelt on mikrosatelliitide praimerite loomine
aegandudev ja suhteliselt kulukas t606 ja siiani on neid disainitud vaid vihestele ja viga voi
suhteliselt kitsa levikuga liikidele (Sadowska-Des et al. 2013), mistdttu ei sobi need laiaks
kasutuseks. Samblike populatsioonigeneetika arengule aitaks kindlasti kaasa see, kui

edaspidi disainitaks mikrosatelliitide praimereid ka laialt levinud ja tavaliste liikide jaoks.
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Tabel 1. Populatsioonigeneetikas kasutatavate molekulaarsete meetodite vordlus (Pénzes

et al. 2002, Sadowska-Des et al. 2013, Semagn et al. 2006 ja Sunnucks 2000 jérgi)

Molekulaarne | PCR Kodo- Meetodi Uksik- Poliimorfsuse Hinnan
meetod vajadus | minantsus kiirus lookuselisus tase g
Vajab suurt hulka
RELP B + aeglane B keskmine DNA-d ja DNA
(mitu paeva) eeltootlemist
restriktaasidega
RAPD + - ( 4_2';[; di) + korge Mittespetsiifiline
DNA vajab
.. ~ eeltootlemist
AFLP + - aeglane + viga korge restriktaasidega,
mittespetsiifiline
Koige sobilikum
SSR® + + Kiire + korge populatsiooni-
geneetilisteks
uuringuteks
Puuduseks
rDNA + +— kiire +-" keskmine lookuste
omavaheline
fiiiisiline seotus
Valke Universaalsete
kodeerivad + + kiire + malgl? | kuni Eralmerl_te
lookused orge asutamine
problemaatiline
Puuduseks
ISSR + — kiire — korge dominantsus,
mittespetsiifiline

%sh mikrosatelliidid

°rDNA koosneb teatud regioonide tandeemsetest jirjestustest. Osades taksonites on jérjestused
identsed ja regioone kisitletakse iiksiklookustena, kuid teistes taksonites v0ib olla eri indiviididel

palju erinevaid jarjestusi, mille korral késitletakse rDNAd kui multilookuselist siisteemi.

Eelmainitud meetoditega on vdimalikud mitmesugused populatsiooniuuringud.
Naiteks saab uurida hiiringualade ja katkenud levilaga populatsioonide geneetikat,
ristumissiisteeme, liikide piire ja liikidevahelist erinevust ning populatsiooni struktuuri
(Tabel 2). Lisaks saab samblike populatsioonigeneetilisi andmeid kasutada ka
flilogeograafilistes uuringutes selgitamaks liikide migratsioonisuundi ja levialade
muutumist ning nende seoseid selliste ajalooliste siindmustega nagu kliimaperioodide
vaheldumine, jadaegade esinemine ja ulatus jms (Buschbom 2007; Printzen et al. 2013;
Rolstad et al. 2013).
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Tabel 2. Niiteid samblike populatsioonigeneetilistest uuringutest ja kasutatud meetoditest

Uurimisteema Kasutatud
(laiemalt) Uuritav liik/liigid populatsioonigeneetiline Viide
meetod
Usnea filipendula Heibel et al. (1999)
RAPD Printzen et al.

Hairingualade voi
katkenud levilaga

Biatora helvola

(1999)

rDNA lookused (LSU,
SSU, IGS, ITS), valku
kodeerivad lookused (B-

Zoller et al. (1999)

sambliku- tubuliin ja histoon-3)
populatsioonide Hilmo et al.

geneetika Lobaria pulmonaria (2012); Jiiriado et

al. (2011); Otalora
Mikrosatelliidid et al. (2011);
Scheidegger et al.
(2012); Werth et
al. (2006)
_ Parmotrema tinctorum Mikrosatelliidid Mansournia et al.
Samblike (2012)
ristumissiisteemid ja Cladonia floerkeana,

paljunemisviis

Cladonia galindezii,
Cladonia portentosa

AFLP, RAPD

Seymour et al.
(2005)

Cladonia chlorophaea

Samblikuainete analiiiis

Culberson et al.

kogum ¢ (1988)
- kromatograafia (TLC,
Ramalina siliquosa HPLC) abil Culberson et al.
kogum (1993)
Liikide piiritlemi rDNA lookused (ITS, IGS,
iikide piiritlemine -S pai
P Perekond L.SU’ SSU-s paiknev grupp 1| eavitt et al,
xanthonarmelia I intron), valku kodeerivad (2011)
P lookused (B-tubuliin ja
MCM7)
. Yiizbasioglu et al.
Perekond Lobothallia RAPD, ISSR (2011)
Thamnolia ISSR, RLFP,  DNA .
o subuliformis lookused (SSU, ITS) Cassie (2006)
Populatsiooni struktuur BNA Tookused (SSU oo ot 3l
. r ookuse , otelko et al.
Cladonia arbuscula ITS), RLFP (2008)
rDNA lookus (LSU), valku
Porpidia flavicunda kodeerivad lookused (B- | Buschbom (2007)

Fiilogeograafilised
uuringud

tubuliin, RPB2)

Cetraria aculeata

rDNA lookused (ITS,
LSU), valku kodeeriv

Printzen et al.

lookus (GPD) (2013)
Evernia divaricata
- rDNA lookused (ITS, 1GS) | oistadetal
Usnea longissima (2013)

28




Eri meetoditega saadud tulemused on sageli erisugused. Naiteks Pohja-Ameerika ja
Euroopa erinevate liikide samblikupopulatsioonide vordluses on mitmel korral leitud, et
Pohja-Ameerikas on geneetiliselt varieeruvamad populatsioonid kui Euroopas (Printzen et
al. 2003; Rolstad et al. 2013; Walser et al. 2004, 2005), kuid samade mandrite vahel on
leitud ka vordselt varieeruvaid populatsioone (Hilmo et al. 2012). Samas peab arvestama,
et tegemist on erinevate liikide kohta tehtud uuringutega, mis ei peagi alati samu tulemusi
nditama. Vorreldavate tulemuste saamiseks peaks kasutama sama metoodikat, niiteks juba
eespool vilja pakutud mikrosatelliite. Praegu takistab, nagu eespool mainitud,

mikrosatelliitide laiemat kasutamist vastavate spetsiifiliste praimerite vihesus.

Ka Lobaria pulmonaria uuringute looduskaitseteemalised soovitused ldhevad tihti
eri autorite vahel vastuollu. Kui niiteks iihes td0s soovitatakse sobimatute voi véihetihtsate
peremeespuude valikraiet, et suurendada peremeespuu levikut (Werth et al. 2006), siis
teises t00s leitakse, et juba tagasihoidlik raie metsas vihendab sambliku populatsioonide
geneetilist mitmekesisust (Scheidegger et al. 2012). Samas on mitu autorit {ihel ndul, et
samblike geneetilise mitmekesisuse ja populatsiooni suuruse sdilitamiseks tuleb tagada
vanade metsade sdilimine (Hilmo et al. 2012; Otalora et al. 2011) ja mitmekesine
puistustruktuur ning peremeespuude olemasolu vanade puude naabruses, et voimaldada
elupaikade sidusust (Jiiriado et al. 2011; Scheidegger et al. 2012). Mélemal juhul, nii eri
meetodite tulemuste kui ka looduskaitseteemaliste soovituste vasturddkivuste
lahendamiseks oleks ilmselt kasu sellest, kui kaasata uuringutesse voimalikult palju

erinevaid liike ja piirkondi.

Tulevikus on populatsioonigeneetilistel uuringutel samblike bioloogias oluline osa
siiani veel suuresti uurimata samblike leviku-, ristumis- ja geenimustrite vélja selgitamisel,
mis annavad vihjeid samblike sugulussidemetest, aga ka osade liikide ohustatusest ning
voivad seeldbi kaasa aidata niiteks ohustatud samblike kaitsemeetmete koostamisele voi

siis samblikku moodustavate seeneliikide pdhjendatud piiritlemisele.
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Kokkuvote

Populatsioonigeneetilised uuringud annavad viirtuslikku informatsiooni populatsiooni
geneetilise tausta kohta. Teades populatsioonide geenimustreid, on vdimalik saada rohkem

teada populatsioonide ajaloost, iseloomust ja populatsiooni mojutanud siindmustest.

Toos kasitleti esiteks iilevaatlikult samblike populatsioonigeneetikas kasutatavaid
meetodeid. Sel sajandil on samblike populatsioonigeneetikas kasutatud kiireid
molekulaarseid markereid, niiteks universaalsete sormejdlgede meetodeid (RAPD ja
AFLP), RFLP, ISSR, rDNA mittekodeerivaid lookusi, valke kodeerivaid lookusi ja
mikrosatelliite. Suurimateks takistusteks eri meetodite juures on dominantsus (RAPD,
AFLP, rDNA, ISSR) ja multilookuselisus (RFLP, rDNA), mis ei lase analiiiisitulemusi
Oigesti tolgendada, sest puudub vdimalus uurida alleelide sdltumatut avaldumist. Ka
homoplaasia esinemine (AFLP meetodi korral) on moningaseks puuduseks. Osad meetodid
(RFLP ja AFLP) on teistest jdllegi ajakulukamad, peamiselt vajadusest eeltoddelda DNA-d
restriktaasidega. Samblike siimbiontsest iseloomust tingituna on kdige paljulubavamaks
populatsioonigeneetiliseks meetodiks populatsiooni tasemel korget poliimorfismi taset
ndidanud mikrosatelliidid. Praegu takistab mikrosatelliitide laialdasemat kasutuselevottu

siimbiondispetsiifiliste praimerite vdhesus.

Uks viheseid samblikku moodustavaid seeni, mille jaoks on mikrosatelliitide
praimereid disainitud nii miiko- kui fotobiondile, on harilik kopsusamblik (Lobaria
pulmonaria). Selle sambliku néitel vaadeldi erinevaid tegureid, mis mdjutavad samblike
geneetilist mitmekesisust, nditeks looduslikke ja inimtekkelisi hiiringuid, elupaiga
fragmenteerumist ja kasvukoha kvaliteeti. Selgus, et viimane nimetatutest avaldab
toendoliselt samblike geneetilisele mitmekesisusele koige suuremat mdju. Samblike
geneetilise mitmekesisuse sdilitamiseks on vilja pakutud mitmeid looduskaitselise sisuga

soovitusi, mis aga eri autorite puhul osutusid monel korral vastuolulisteks.

Populatsioonigeneetilisi meetodeid on kasutatud ka muudes valdkondades, nagu
ristumissiisteeme, liikide piiritlemist ja populatsiooni struktuuri késitlevates t66des ning
flilogeograafilistes uuringutes. Senised fiilogeograafilised uurimused on mone liigi kohta
ndidanud, et Pohja-Ameerika populatsioonid on geneetiliselt varieeruvamad kui Euroopa
populatsioonid, kuid {ildistuste tegemiseks on andmeid veel liiga véhe. Sisukamate
tulemuste saavutamiseks on edaspidi oluline uurida rohkem mitmesuguseid, ka laiema

levikuga liike, ning {ihe liigi populatsioone eri piirkondadest.
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Genetic variation of lichen populations

Summary

Population genetic studies give valuable information about genetic background of the
population. Knowing the genetic patterns of populations, it is possible to give a great
insight into population history, nature and events that have affected population.

In this paper population genetic methods of lichens were discussed. Within this
century, rapid molecular markers, for example universal fingerprints techniques (RAPD
and AFLP), RFLP, ISSR, rDNA non-coding loci, protein-coding loci and microsatellites,
have been used in population genetic studies of lichens. The biggest complications of
different methods are dominant inheritance of loci (RAPD, AFLP, rDNA, ISSR) and
occurrence of multilocus system, which make impossible to identify appearance of
independent alleles, and hence to draw correct conclusions. Also homoplasy is sometimes
an issue (AFLP). Some methods (RFLP and AFLP) are more time-consuming, mainly due
to the need to preprocess DNA with restriction enzymes, compared to others. Because of
symbiotic nature of lichens, microsatellites, which have demonstrated high levels of
polymorphism at population level, are the most promising genetic markers for population
studies. Widespread use of microsatellites is currently prevented, because of paucity of
symbiont-specific primers.

Lobaria pulmonaria is one of the few lichen-forming fungi, for which primers have
been designed for both symbionts — for the mycobiont and the photobiont. The aspects that
affect genetic diversity of lichens, for example natural and human-caused disturbances,
fragmentation and quality of habitats, were observed based on studies of Lobaria
pulmonaria. It appeared that the quality of habitats had the biggest influence on genetic
diversity of lichens. To preserve genetic diversity of lichens, different authors have

proposed several conservation suggestions, which appeared controversial in some cases.

Population genetic methods have also been used in some other fields, for example
in studies dealing with breeding systems, species delimitation, population structure and
phylogeography. So far, phylogeographical studies have shown that North American
populations of some species contain very high levels of genetic variation compared with
Europe, however, there is too little information yet to make comprehensive generalisations.
Therefore, in further studies it is important to explore more diverse and widely distributed

lichens, and populations of certain species in different regions.
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