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1. SISSEJUHATUS

1.1. Hooghénnalised

Hooghéannalised on iiks kdige arvukam liilijalgsete riihm metsa mullas ja varisekihis.
Nende kehapikkus on enamasti 0,2-5 mm ning seetdttu késitletakse neid mesofauna
lilkmetena (joonis 1). Valdavalt ulatub nende loomade bioloogiline aktiivsus 10-15 cm
stigavusele (Hopkins, 1997). Erinevad hooghénnaliste liigid elutsevad ainult teatud kindlas
mullakihis voi siigavusel ning neil esinevad ka erinevad fiisioloogilised ja morfoloogilised
kohastumused. Niiteks perekond Onychiurus elab sligavamates mullakihtides, tal on
taandarenenud jitked, ta on pime ja pigmendita ning tal ei esine hooghénnalistele
iseloomulikku hiippeharki. Keskmisel mullasiigavusel elutseval Hypogastrura perekonna
litkmetel on lihtsad silmad ja lithikesed jdtked ning neil esineb viike hiippehark. Kuid néiteks
perekond Orchesella liikmetel, kes elavad peamiselt varisekihis, on suuremad silmad,
pikemad jéitked ning véimas hiippehark (Gullan ja Cranston, 2010).

Uldiselt peetakse hooghiinnalisi seentoidulisteks, kuid uuringud on niidanud, et nad
tarbivad ka vetikaid, baktereid, lagunenud taimset- ja loomset materjali (Castano-Meneses et
al., 2004; Bandyopadhyay et al., 2009). Mitmetest laboratoorsetest ja vilikatsetest on leitud,
et teatud liigid vdivad olla seenctaksonite soomise suhtes valivad (Greenslade et al., 2002;
Varga et al., 2002; Jorgensen et al., 2005; Bandyopadhyay et al., 2009). Teatud liigid vdivad
toidu suhtes olla ka mitteselektiivsed ning soltuvalt keskkonnast vdivad nad kasutada iihte voi
mitut titipi toiduallikat ning isegi lilituda ile kisklusele, kui tingimused seda nouavad
(Castano-Meneses et al., 2004).

Olenevalt Okosiisteemist on hooghinnaliste tihedust mullas moddetud 100-670 000
isendit ruutmeetri kohta (Petersen ja Luxton, 1982). Neil on tihtis roll lagunemisprotsessides
(Cortet et al., 2003) ning oma elutegevusega mdjutavad need liilijalgsed toitainete ringet
(Bonkowski et al., 2000), ldmmastiku mineralisatsiooni (Filser, 2002), mulla agregatsiooni
(Siddiky et al., 2012), taimede kasvu (Klironomos ja Kendrick, 1995; Sabais, 2012), seente
biomassi (Bardgett et al., 1993; Tordoff et al., 2008), seente suktsessiooni ja levikut mullas
(Lussenhop, 1992; Lilleskov ja Bruns, 2005) ning seeneliikide omavahelisi interaktsioone
(Tiunov ja Scheu, 2005). Uldiselt on nende liilijalgsete elurikkust mdjutavad tegurid ja
liigiline koosseis suhteliselt uurimata. Maailmas on hooghénnalisi kirjeldatud umbes 8000

liiki, kuid arvatakse, et tegelik elurikkus voib ulatuda 50 000 liigini (Emerson et al., 2011).



Eestis leidub teadaolevalt 87 liiki hooghéannalisi (Elberg, 1995), kuid vahese uurituse tdttu on

nende tegelik liigirikkus kindlasti palju suurem.
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Joonis 1. Lihtsustatud mullafauna klassifikatsioon kehapikkuse jargi (Wallwork, 1970;

viidatud raamatus Coleman et al., 2004).

1.2. Mesofauna uurimismeetodid

Tavaliselt uuritakse mesofauna kooslusi meetodil, kus isendid eraldatakse mullast
Tullgreni lehtri, flotatsiooni v3i otsese sorteerimise teel ning seejarel madratakse isendid
mikroskoobi all (Coleman et al., 2004). Kuid selliste meetodite kasutamisel mesofauna
koosluste uurimise jaoks esineb mitmeid probleeme. Esiteks, eraldamismeetodid vdivad olla
isna vdheefektiivsed. On teada, et eraldamise efektiivsus varieerub erinevate taksonite ja
mulatiiiipide vahel. Arvestades sellega, et mitte likski neist eraldusmeetoditest ei suuda
mullast eraldada koiki sealseid taksonigruppe, siis on vajalik kasutada mitmeid

eraldamismeetodeid, et saada antud mullaproovis mullafauna tiielik {ilevaade (Petersen ja



Luxton, 1982; Coleman et al., 2004). Teiseks, mullafauna liikide méadramine voib olla viga
toomahukas ning mullaloomade noorjargud ei ole sageli liigini maératavad (Hajibabaei et al.,
2011). Kolmandaks, mitmetes mullaloomade taksonites on leitud ebakdla morfoloogilise
eristamise ja molekulaarse liigikriteeriumi vahel (Cicconardi, 2010; Emerson et al., 2011;
Porco et al., 2012; Porco et al., 2013). See viitab kriiptiliste liikide — morfoloogiliselt sarnaste,
kuid omavahel mitteristuvate, geneetiliselt erinevate liikide — olemasolule. Seetdttu ainult
morfoloogilisel teel madramine vOib tegelikku liigirikkust alahinnata.  Lisaks
traditsioonilistele meetoditele tuleks mullafauna uurimistoodes kasuks ka molekulaarsete
meetodite rakendamine, mis aitaksid tuvastada tegelikku liigirikkust ning hdlbustaksid ka

madramistoid.

1.3. Triipkoodistamine

DNA triipkoodistamine on taksonoomiline meetod, mis kasutab organismi DNA
liihikest geneetilist markerit, et méérata antud isendi kuuluvust teatud liiki (Hebert et al.,
2003a). Meetodi pohimdte seisneb selles, et antud markeri liigisisene geneetiline varieeruvus
on vdiksem kui liikidevaheline varieeruvus. Seetottu on voimalik geneetilist markerit kasutada
kui triipkoodi, mis eristab liigikaaslasi teistest taksonitest. See erineb molekulaarsest
fiilogeneesist, kuna peamine eesméirk ei ole méadrata isendi flilogeneetilisi seoseid, vaid
médrata antud isend teatud taksonisse. DNA triipkoodistamise marker peaks olema selline,
mis esineb koikides huvipakkuvates taksonites, omaks voimalikult suurt liikidevahelist
varieeruvust ning piisavalt viikest liigisisest varieeruvust. Marker peaks olema
amplifitseeritav ilma liigispetsiifiliste praimeriteta ning olema piisavalt lithike, et seda saaks
hetkel kasutatava tehnoloogia abil lihtsasti sekveneerida (Kress ja Erickson, 2008).

Loomade maidramiseks triipkoodi meetodil kasutatakse peamiselt mitokondriaalse
DNA tsiitokroom ¢ oksiidaasi alamiihikut 1 (MtDNA CO1 ehk COIl) (Hebert et al., 2003a).
Selle umbes 650 aluspaari pikkuse mtDNA geenildigu jaoks on olemas tildised praimerid, mis
voimaldavad sekveneerida COI regiooni enamikult loomadelt (Folmer et al., 1994). Tavaliselt
omab ka ribosomaalse DNA ITS2 regioon nukleotiidide erinevust isegi ldhedalt seotud liikide
vahel. Selle kdrval on konserveerunud piirkondi universaalsete praimerite disainiks ning ITS
jarjestuse pikkus on suhteliselt liithike voimaldades seda hetkel kasutatava tehnoloogia abil

amplifitseerida ja sekveneerida. Mitmed uuringud on ndidanud ITS2 potentsiaali loomade,



taimede ja seente taksonoomilises Klassifikatsioonis ning fiilogeneetilistes analiilisides
(Coleman ja Vacquier, 2002; Young ja Coleman, 2004; Schultz et al., 2005; Coleman, 2007,
Miiller et al., 2007; Wiemers et al., 2009; Kriiger ja Gargas, 2009; Keller et al., 2010;
Darsouei et al., 2011). Seega on 1TS2 sageli efektiivne vahend liikide tuvastamisel (Coleman,
2003; Ben-David et al., 2007; Yao et al., 2010). Lisaks liikidevaheliselt varieeruvatele
jérjestustustele moodustab ITS2 regioon RNA transkriptsiooni kédigus sekundaarstruktuuri,
mis korreleerub taksonoomilise Klassifikatsiooniga (Coleman, 2009). Sekundaarstruktuur
pakub lisainformatsiooni ka DNA jérjestuste aligneerimiseks (Keller et al., 2010) ning seeldbi
on ITS2 regioonist parit fillogeneetiline informatsioon vorreldav COI regiooniga (Wiemers et
al., 2009).

Geeni triipkoodi meetodil on potentsiaalne vdimalus koguda suurel hulgal liikide
seireandmeid, tehes vdimalikuks jirgida ja mdota bioloogilist elurikkust ruumis ja ajas. Aga
kui soovime mdota elurikkust korduvalt ja iile suure ruumilise skaala, siis ainuiiksi Sangeri
meetodil sekveneerimise kasutamine tuhandete proovide taksonoomiliseks analiiiisiks on
finantsiliselt ebaefektiivne (Yu et al., 2012). Teise polvkonna molekulaarsete meetoditega on
voimalik edukalt uurida bakteri- ja seenekoosluste struktuuri ja diinaamikat. Kui neid
molekulaarseid meetodeid saaks kasutada ka mullafauna uurimisel, siis keskkonnast parit
DNA proove voiks kasutada ka mullafauna mitmekesisuse médramisel koos mikroobidega.
Sellisel juhul ei peaks vordlema tulemusi, mida on saadud véga erinevate meetoditega
(Hamilton et al., 2009). COI regioon on ndidanud koige suuremat efektiivsust ainult
loomariihmade maéddramisel, kuid ITS2 markeri abil on vO0imalik maédrata paljusid
eukartiootseid rithmi (Yao et al., 2010). Seetdttu oleks iihiste ITS praimeritega potentsiaalselt

voimalik samaaegselt midrata mitmesuguseid eukartiootseid rithmi keskkonnaproovidest.

1.4. T66 eesmérgid

Kéesoleva t66 eesmirgiks on vilja selgitada, kas rDNA ITS2 regioon on kasutatav
hooghénnaliste maddramisel. ITS2 edukus teiste putukariihmade méaramisel lubab piistitada

hiipoteesi, et ITS2 on kasutatav ka hooghénnaliste médramisel.



2. MEETODID

2.1. Proovide kogumine

Varise- ja mullaproovid (kuni 10 cm siigavuselt), millest eraldati hooghédnnalised, olid
kogutud 2011. aastal martsist juulini Eesti erinevatest piirkondadest (joonis 2, lisa 1).
Hooghénnaliste eraldamiseks kasutati Tullgreni lehtri meetodit (joonis 3), eraldusaeg 48
tundi. Isendid séilitati 96% alkoholis ja méérati liigini, moningal juhul ka perekonna tasemele.
Isendite  morfoloogilisi tunnuseid vaadeldi valgusmikroskoobiga Nicon Eclipse EZ100,
kasutades kuni 400x suurendust ning méaaramiseks kasutati A. Fjellbergi poolt koostatud
madrajaid (Fjellberg, 1998, 2007).
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Joonis 2. Hooghéannaliste kogumiseks valitud proovialad Eestis.
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Joonis 3. Kéesolevas t60s hooghédnnaliste eraldamiseks kasutatud Tullgreni lehtri meetod
(Coleman et al., 2004).

2.2. Molekulaarsed meetodid

DNA eraldamine toimus liitisipuhvris (0,8M Tris-HCI, 0,2M (NH4)2S0O,, 0,2% w/v
Tween-20) (Solis BioDyne, Tartu, Eesti), proteinaas K meetodil (Hogg ja Hebert, 2004)
kasutades isendi kogu keha, kuid suuremate isendite (alates 5 mm) puhul lisati liitisipuhvrisse
DNA eralduse jaoks iiks jalg. DNA eraldamiseks kasutati 100 pl Litisipuhvrit ja 2,5 ul
ensiiim proteinaas K ning seejérel inkubeeriti tuubid 24 h 56 °C juures. Proteinaas K
inaktiveerimiseks tdsteti temperatuur 15 minutiks 98 °C. Tuubides olevad koetiikid
tsentrifuugiti pdhja ning lahus pipeteeriti uude tuubi. Kuna sellisel meetodil eralduv DNA
molekulide hulk on vdga suur, siis poliimeraasi ahelreaktsioonis (PCR) kasutati DNA lahuse
kiimnekordset lahjendust. PCR kaigus amplifitseeriti DNA proovidest taispikk ITS 16ik (ITS1
— 5.85 — ITS2) (joonis 3), kasutades praimereid ITS5 ja ITS4 (White et al., 1990) (tabel 1).
Juhul kui amplifitseerimine praimeritega ITS5 ja ITS4 ebadnnestus, siis kasutati ITSS asemel
praimerit 5.8SF (Martin ja Rygiewicz, 2005), et amplifitseerida 5.8S — ITS2 regioon. Need
praimerid on disainitud seente ITS regiooni amplifitseerimise jaoks ning voivad tootada ka

viga madala seene DNA kontsentratsiooni korral. Seetottu on voimalik, et lisaks



hooghénnalise ITS regioonile amplifitseeritakse ka isendi jitkete kiiljes vOi maos olevate
seente ITS regioon. Juhul kui amplifitseerimise ja sekveneerimise tulemused olid
ebakvaliteetsed, kasutati lisaks ka praimereid ITS4-Coll ja ITS7-Coll (tabel 1), mis disainiti
selles t60s edukalt sekveneeritud hooghannaliste jarjestuste alusel. Mitokondriaalse DNA COI
16igu eraldamiseks kasutati selgrootutele disainitud universaalseid praimereid LCO1490 ja
HCO2198 (Folmer et al., 1994) (tabel 1, joonis 5).

PCR reaktsioon (kokku 25 ul) sisaldas 0,5 ul mdlemat praimerit, 5 ul PCR segu
(FirePol Mastermix, Solis BioDyne, Tartu, Eesti), 1 pl 10x lahjendatud DNAJ ja steriilset
destilleeritud vett. ITS regiooni amplifitseerimiseks kasutati jargmist PCR programmi: 15 min
95 °C; 35 tsiiklit 30 sek 95 °C, 30 sek 55 °C, 1 min 72 °C; 10 min 72 °C. COI regiooni
amplifitseerimiseks kasutati jairgmist PCR programmi: 1 min 94 °C; 5 tsiiklit 1 min 94 °C , 1
min 45 °C, 1 min 72 °C; 35 tsiiklit 1 min 94 °C, 1 51 °C, 1 min 72 °C; ja 5 min 72 °C (Hogg
ja Hebert, 2004). Amplifitseerimise edukust vaadeldi 1% agaroosigeelil. PCR produktide
puhastamiseks kasutati 1,5 pl nukleaaside ja fosfataasi segu (Exo-SAP, GE Healthcare,
Freiburg, Saksamaa), mida inkubeeriti 45 min 37 °C ja 15 min 85 °C.

Tabel 1. T66s kasutatud praimerid

Praimeri
nimi Jérjestus 5' - 3' Viide

LCO1490 | GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG Folmer et al., 1994
HCO2198 | TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA Folmer et al., 1994

ITSS GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG White et al., 1990

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC White et al., 1990
5.8SF ATGCATCGATGAAGAACGC Martin ja Rygiewicz, 2005
ITS7-Coll | GTGAACTGCAGGACACATG Kiéesolev t60

ITS4-Coll | GCTTAAATTTAGCGGGTAATC Kéesolev t60




— ITS7-Coll
ITSS —> »- 5.85F

18S ITS1 5.8S ITS2 28S

-+ |TS4
-4—|TS4-Coll

Joonis 4. Ribosomaalse DNA 156ik 18S, 28S ja nende vahele jadva ITS (ITS1-5.8S-1TS2)

regiooniga. Nooltega on tihistatud praimerite seondumise suunad.

LCO1490

Joonis 5. Mitokondriaalse DNA 16ik COI regiooniga (Carapelli et al., 2008). Nooltega on

tahistatud praimerite scondumise suunad.

2.3. Sekveneerimine ja jérjestuste analiiiis

PCR produktid sekveneeriti Hollandis, firmas Macrogen. Sekveneerimiseks kasutati
praimereid ITS5, 5.8SF, ITS-Coll7 ja LCO1490. Juhul kui 5° — 3’ suunaliste praimeritega
sekveneerimine ei andnud kvaliteetseid tulemusi, siis sekveneeriti proovid uuesti praimeritega
ITS4, ITS-Coll4, HCO2198. DNA jirjestuste kvaliteedikontroll toimus programmi
Sequencher 5.1 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, USA) abil.

10



Hooghidnnaliste COI ja ITS jarjestused laeti {iles plutoF andmebaasi (http://plutof.ut.ce
— Abarenkov et al., 2010b). DNA jérjestused aligneeriti veebipohise programmiga MAFFT
(http://mafft.cbrc.jp/alignment/server — Katoh et al., 2002) ning seejérel vaadeldi programmis
Seaview (Gouy et al., 2010). Analiiiisis kasutatud ITS2 regiooni piiritleti konservatiivsete
5.8S 3’ otsa ja 28S 5’ otsa jargi. ITS2 jarjestuste kuuluvust liilijalgsetele kontrolliti NCBI
GenBank andmebaasis  (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov — Altschul et al., 1997).
Hooghénnalistest eraldatud COI jarjestuste kuuluvust hooghénnalistele kontrolliti BOLD
andmebaasi (http://www.barcodinglife.com — Ratnasingham ja Hebert, 2007) abil. Kuigi
paistab, et hooghdnnaliste COI jdrjestused on tavaliselt 658 aluspaari pikad, siis antud t60s
ebakvaliteetsete 5” ja 3’ otsade eemaldamise tSttu kasutati 606 aluspaari pikkuseid jarjestusi.
COl ja ITS2 liigisiseseid ja liikidevahelisi jarjestuste erinevusi analiilisiti programmi usearch
(Edgar, 2010) abil. Programmiga usearh vdrreldi jérjestusi paarikaupa aligneerimise ja
erinevuste tuvastamise teel (kasutades Levenshteini distantsi). Usearh viljundi alusel

genereeriti vastavad graafikud programmiga Statistica 7 (StatSoft, Tulsa, USA).

11



3. TULEMUSED

3.1. Too kéigus kogutud hooghénnaliste liigid

Kéesoleva uurimuse kaigus koguti 41 erinevat liiki hooghénnalisi. Triipkoodistamise
analliisides kasutati 34 liiki (lisa 2), kuna koikidest leitud liikidest ei Onnestunud
sekveneerimise kdigus saada kvaliteetseid COI voi ITS jéarjestusi. Antud t66 kdigus tuvastati 9

seni Eestis registreerimata hooghéannalise liiki (lisa 3).

3.2.COIlvsITS

Jargides varem kasutatud COI markeri abil hooghénnaliste tuvastamise protokolli
(Hogg ja Hebert, 2004) oli universaalsete praimeritega (LCO1490 ja HCO2198, tabel 1)
hooghénnalise COI regiooni amplifitseerimine suhteliselt edukas. Samuti oli vdimalik
hooghénnaliste ITS2 regiooni amplifitseerida algselt seentele disainitud praimeritega ITS5,
ITS4 ja 5.8SF (tabel 1), kuid efektiivsus oli madalam kui COI praimerite puhul. Kuna
lilijalgsete maost ja jétkete kiiljest voib leida seenceoseid (Lilleskov ja Bruns, 2005), siis
universaalsete ITS praimeritega hooghédnnalise ITS regiooni amplifitseerimisel on
potentsiaalne oht amplifitseerida ka seente ITS regioon (Chen et al., 2010), mis takistab
kvaliteetse jarjestuse sekveneerimist. Hooghannaliste ITS regiooni jarjestuste alusel disainitud
praimerid 1TS7-Coll ja 1TS4-Coll (tabel 1) vdhendavad seeneliikide amplifitseerimise ohtu
ning vorreldes universaalsete ITS praimeritega on ITS-Coll praimerid tookindlamad. Kuid
leiti, et ITS7-Coll (5> — GTGAACTGCAGGACACATG - 3’) on nukleotiidide jarjestuse
poolest kattuv sadseliste (Diptera) 1TS2 regiooni amplifitseerimiseks kasutatava ITS2F
praimeri jarjestusega (5° — TGTGAACTGCAGGACACATGAA — 3°) (Cornel et al., 1996).
Lisaks NCBI GenBank andmebaasi (http://blast.ncbi.nim.nih.gov — Altschul et al., 1997)
jarjestuste alusel leiti, et ITS7-Coll ning ITS4-Coll praimerijérjestused on identsed ka osade
teiste liilijalgsete 5.8S ja 28S piirkonnas asuvate jérjestusega. Seega ei ole ITS7-Coll ja ITS4-
Coll hooghéannaliste-spetsiifilised praimerid, kui sellegipoolest aitavad viltida seeneliikide
amplifitseerimist ja seetottu on need sobilikud praimerid amplifitseerimise ning

sekveneerimise jaoks.
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Analiitisis kasutati 70 hooghédnnaliste COI ja ITS2 jarjestusi ning kokku vorreldi 34

erinevat liiki. Analiilisis kasutatud jarjestuste pikkused olid COI puhul 606, ITS2 puhul 181-

410 aluspaari. Jarjestuste erinevused olid maérkimisvéaérselt vaiksemad liigisiseselt kui

liikidevaheliselt (joonis 5). Iga uuritud liik omas unikaalset COI jarjestust ning liigisisene

varieeruvus oli vahemikus 0-5,8% (tabel 2). Kdige suurema varieeruvusega olid Isotoma
viridis ja Sminthurides sp., nende liigisisesed jarjestused néitasid erinevust vastavalt 4,3% ja

5,8%. Kui maksimaalne liigisisene varieeruvus leiti olevat 5,8%, siis kdik liikidevahelised

vordlused néitasid erinevust enam kui 10% (10,2-28,2%). Seega liigisiseste ja liikidevaheliste

jarjestuste liink (ingl.k. barcoding gap) jaéb vahemikku 5,8-10,2% (joonis 6).

Sarmnasus (%)

o mediaan

COl ITSZ2

CCl ITSZ2

Liigisisene

Joonis 5. Hooghdnnaliste mtDNA COI ja rDNA ITS2

litkidevahelised varieeruvused.
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Joonis 6. Hooghénnaliste mtDNA COI jérjestuste paarikaupa vordlused sarnasuse alusel.
Mustad tulbad tdhistavad liigisiseseid ning valged tulbad liikidevahelisi COI jérjestuste

vordlusi. Liigisiseste ja liikidevaheliste jarjestuste liink jadb vahemikku 5,8-10,2%.

Tabel 2. Hooghdnnaliste taksonisiseste mtDNA COI jarjestuste keskmised erinevused
protsentides (sulgudes olev vahemik tdhistab minimaalset kuni maksimaalset erinevust
protsentides). Liikide arv vihemalt kahe isendiga — n;. Perekondade arv vahemalt kahe liigiga

— n,. Kogu liikide arv — ng.

Keskmine Keskmine Keskmine

liigisisene perekonnasisene sugukondadevaheline
Sugukond Ny erinevus N, erinevus N3 erinevus
Isotomidae 5 1,4(0-4,3) 2 14 (10,3-18,9) 9 20,7 (16,2-28)
Entomobryidae 3 1,9 (0-3,8) 3 17,9 (14,4-20) 8 21,2(16,2-28)
Hypogastruridae 1 0,2 1 18,3(17,4-19,3) 4 22(18,3-27,2)
Dicyrtomidae 1 3 0 2 21,8(18-27,6)
Sminthuridae 1 0,3(0-0,5) 0 2 22,2 (20,4-28)
Onychiuridae 1 0,4(0-0,8) 0 2 219(17,1-25,2)
Tomoceridae 1 0,1(0-0,2) 0 2 20,8 (16,5-26,9)
Neanuridae 0 0 2 23,1(18,9-20,2)
Sminturididae 1 39(,358) 0 1 24,5 (19-28)
Katiannidae 1 11 0 1 24,7 (19-27,8)
Neelidae 1 0 0 1 24,7 (22,1-27,2)
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Kuigi 1TS2 pikkused olid liikidevaheliselt suuresti varieeruvad (181-410 aluspaari),
siis liigisiseselt oli ITS2 16igu pikkus véga konservatiivne. Iga uuritud liitk omas unikaalset
ITS2 jarjestust ning liigisisene varieeruvus oli peaaegu koikidel juhtudel < 1% (tabel 3).
Koige korgema varieeruvusega olid Sminthurinus sp. ja Entomobrya nivalis — nende
jarjestused nditasid liigisisesed erinevust vastavalt 1,1% ja 1,2%. Seevastu Sminthurinus sp.
isendid olid COI jérjestuste alusel identsed ja Entomobrya nivalis isendite vahel oli erinevus
0,3%. Kui COI jarjestuste alusel nditas kodige suuremat varieeruvust Sminthurides sp., siis
ITS2 jérjestused olid maksimaalse erinevusega 0,5%. ITS2 regiooni taksonitevahelised
vordlused osutusid iildiselt palju erinevamaks kui vordlused COI regiooniga (joonis 5). Seda
toendoliselt ITS2 jirjestuste pikkuste liikidevaheliste erinevuste tottu. Kuid koik
litkidevahelised vordlused olid ka ITS2 puhul suuremad kui 10% ning leiti, et liigisiseste ja
liikidevaheliste jarjestuste liink jadb vahemikku 1,2-10,7% (joonis 7).
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Joonis 7. Hooghdnnaliste rDNA ITS2 jérjestuste paarikaupa vordlused sarnasuse alusel.
Mustad tulbad tdhistavad liigisiseseid ning valged tulbad liikidevahelisi ITS2 jirjestuste

vordlusi. Liigisiseste ja liikidevaheliste jérjestuste liink jaab vahemikku 1,2-10,7%.
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Tabel 3. Hooghédnnaliste taksonisiseste rDNA ITS2 jarjestuste keskmised erinevused
protsentides (sulgudes olev vahemik tdhistab minimaalset kuni maksimaalset erinevust
protsentides). Liikide arv vahemalt kahe isendiga — n;. Perekondade arv vdhemalt kahe liigiga

—ny. Kogu liikide arv — ng.

Keskmine Keskmine Keskmine

liigisisene perakonnasisene sugukondadevaheline
Sugukond Ny Erinevus  p, erinevus N3 erinevus
Isotomidae 5 008(0-04) 2 18,7(10,7-49,5) 9 >57
Entomobryidae 3 0,6 (0-1,2) 3 26,5(12,7-53,2) 8 >b7
Hypogastruridae 1 0 1 46,5(36,3-54,4) 4 46,8->57
Dicyrtomidae 1 06 0 2 >57
Sminthuridae 1 0 0 2 27,1->57
Onychiuridae 1 0,2(0-0,5 0 2 >b7
Tomoceridae 1 0,3(0-0,6) 0 2 >b7
Neanuridae 0 0 2 46,8 ->57
Sminturididae 1 0,3 (0-0,5) 0 1 >b7
Katiannidae 1 11 0 1 27,1->57
Neelidae 1 0 0 1 >57

Hooghénnaliste ITS2 jarjestuste paarikaupa vordluste jooniselt (joonis 6) on néha, et
paarikaupa vordluste arv on palju viiksem kui COI jarjestuste paarikaupa vordluste joonisel
(joonis 5). Kuna ITS2 jdrjestuste pikkus varieerus liikidevaheliselt suurel mééral, siis
paarikaupa vordlused osutusid sageli vdga erinevaks. Suure erinevuse tottu ei viidud
paarikaupa vordlusi 1dbi (kasutades programmi usearch (Edgar, 2010)), kui jérjestused
erinesid rohkem kui 57%. Seetottu on joonisel 6 esitatud vordluste arv vdiksem kui joonisel 5
ning ka hooghinnaliste taksonisiseste ITS2 jdrjestuste erinevuste tabelisse (tabel 3) on

mairgitud moningal juhul erinevuseks > 57%.
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4. ARUTELU

4.1. Hooghinnalised Eestis

Varasem kokkuvote Eestis esinevatest hooghinnalistest toob vilja, et Eestis on
registreeritud 87 liiki hooghédnnalisi (Elberg, 1995). Vahese uurituse tttu on liigirikkus
kindlasti suurem, kuna antud t66 kaigus leiti proovialadelt kokku 9 seni Eestis kirjeldamata
liiki (lisa 2). Hooghénnalised asustavad vdga mitmesuguseid maapealseid elupaiku, isegi
inimtekkelisi elupaiku (Fjellberg, 1998). Proovialad hdlmasid peamiselt metsamulla ja
varisekihi elupaiku vordlemisi védhestes taimekoosluste tiilipides ning seega voiks tdendoliselt
leida veel paljusid siinsetel aladel kirjeldamata liike. Teadaolevast suuremat liigirikkust voib
aimata ka vaadates naaberriikide hooghdnnaliste nimestikku. Nimelt Soomes on kirjeldatud

142 (Huhta et al., 2010) ning Létis 197 hooghénnalise liiki (Jucevica, 2003).

4.2.COlvs ITS2

DNA markerite jérjestuse erinevused olid liikidevaheliselt palju suuremad kui
liigisiseselt ning koikidel juhtudel oli voimalik edukalt eristada hooghénnaliste litke nii COI
kui ka ITS2 jérjestuste alusel. Kui suur peaks jarjestuste erinevus kahe isendi vahel olema, et
méiirata nende kuuluvust erinevatesse liikidesse? Mitokondriaalse DNA COI geeni pohjal on
selgrootutele viljapakutud erinevuseks 3% (Hebert et al., 2003a). Kédesolevas t60s leiti, et
hooghénnaliste puhul oli COI jarjestuste liigisisene erinevus kuni 5,8%, mistottu
morfoloogilise midramise teel méidratud {iks liik voiks COI jdrjestuste alusel jaguneda kaheks
liigiks. Ent ITS2 jdrjestuste alusel oli kdne all oleva liigi varieeruvus kdigest 0,5%, mis on
jéllegi kooskolas morfoloogilise méddramisega. Hooghénnaliste COI jérjestuste erinevused
paistavad olema suuremad kui tldiselt teistel loomadel (Hogg ja Hebert, 2004). Niiteks on
leitud liblikaliste (Lepidoptera) perekonnasiseseks keskmiseks erinevuseks 6,8% (Hebert et
al., 2003b), kuid hooghénnaliste puhul oli perekonnasisene erinevus keskmiselt 16,7% ning
19% (Hogg ja Hebert, 2004). Seetdttu on hooghannaliste puhul soovitatud liikidevaheliseks
eristamise piiriks votta 8% erinevus (Hogg ja Hebert, 2004). Sellise kriteertumi jérgi olid
eristatavad kdik antud t60s uuritud hooghdnnalised ning ka ldhedalt seotud liikide vahel

esines vdhemalt 10-protsendiline erinevus. Antud t6d tulemused on kooskdlas eelnevate
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toodega, mis nditavad, et COI regioon on tohus eristamaks hooghdnnaliste liike (Stevens ja
Hogg, 2003; Hogg ja Hebert, 2004).

On leitud, et ITS2 regioonil on loomariigi isendite mairamisel iildiselt kdrge edukuse
médr (Yao et al., 2010). ITS2 regiooni on kasutatud edukalt niiteks vorgendilestlaste
(Tetranychidae) (Ben-David et al., 2007), kiletiivaliste (Hymenoptera) (Pinto et al., 2002; Li
et al., 2010), kahetiivaliste (Diptera) (Young ja Coleman, 2004; Marinho et al., 2011), lestade
(Acari: Astigmata) (Yang et al.,, 2011) ja imiusside (Trematoda) (Prasad et al., 2009)
médramisel. Kéesolevas to0s leiti, et ITS2 regiooni abil on vdimalik edukalt eristada ka
hooghénnaliste litke. ITS2 regiooni puhul on kasutatud liikide eristamise kriteeriumina
jérjestustevahelist erinevust 2% (Ben-David et al., 2007), kuid seda vorgendilestlaste
(Tetranychidae) puhul. Ka teistes toodes on leitud, et ITS2 liigisisene varieeruvus on viga
viike ja ei tileta 2% (Li et al., 2010; Marinho et al., 2011). Antud t606s leiti, et hooghannaliste
maksimaalne liigisisene varieeruvus on 1,2% ning seetdttu voiks liike grupeerida 98%
sarnasuse alusel. Sarnaselt on ka teistes uurimistoodes tuvastatud ITS2 jirjestuste vdiksemat
liigisisest varieeruvust vorreldes COI jarjestustega (Darsouei et al., 2011; Kornobis ja
Palsson, 2012; Kvie et al., 2013). Mitokondriaalse DNA COI regiooni kdorgem varieeruvus
vorreldes ribosomaalse DNA ITS regiooniga voib tuleneda sellest, et COI regioon omab
suuremat evolutsioonilist kiirust (Avise, 1986). Liigisiseste ja liikidevaheliste jérjestuste liink
jai vahemikku 1,2-10% ning suuremamahuline, erinevatest geograafilistest piirkondadest périt
uuringud oleksid vajalikud tipsema liigisisese varieeruvuse tuvastamiseks.

Kui COI puhul oli maksimaalne liigisisene erinevus 5,8%, siis ITS2 puhul oli samade
isendite vahel varieeruvus tunduvalt vdiksem — 0,5%. Suure liigisisese varieeruvuse tottu
(COI puhul) voiks arvata, et erinevused vdivad tuleneda isendite péritolust erinevatest
populatsioonidest. Eelnevates uurimustéodes on nididatud, et liigisisesed ITS2 ja COI
varieeruvused vdivad peegeldada isendite regionaalset kuuluvust (Cognato et al., 2005; Song
et al., 2008; Ruiz et al., 2009), kuid antud t66s sellist seost ei tuvastatud. Seda isegi siis Kui
Eestist périt isendite jarjestusi vorreldi BOLD andmebaasis (http://www.barcodinglife.com —
Ratnasingham ja Hebert, 2007) olevate jérjestustega. Hooghédnnaliste ITS2 jirjestuste
alaesinduse tottu oli viimasel juhul vordlusi voimalik teha ainult COI jérjestustega. Seega COI
regioon paistab olevat erinevatest kohtadest pirit hooghénnaliste seas viga konserveerunud.
Toendoliselt on seda ka ITS2 regioon, kuna samast piirkonnast périt hooghénnaliste seas
esines moningal juhul isegi suurem jérjestuste varieeruvus vorreldes 260 kilomeetri kauguselt

périt isenditega (andmeid ei ole ndidatud).
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Kuigi COI ja ITS2 regioonid on kasulikud liikide tuvastamise eesmérgil, peab
jérjestuste omandamises liigile siiski tdhelepanelik olema. Nimelt universaalsete mtDNA
praimeritega on voimalik amplifitseerida ja jérjestada liilijalgsete endostimbiontseid baktereid
(perekond Wolbachia), isegi kui méddramiseks kasutatakse ainult isendi jalga (Smith et al.,
2012). Seega voib endosiimbiontse bakteriga nakatatus ohustada mtDNA pohise midramise
tapsust triipkoodistamise meetodi kaudu. Kiesolevas to0s tuvastati ainult monel iiksikul
korral, et amplifitseeritud ja sekveneeritud jdrjestus ei kuulunud hooghinnalisele. ITS2 on
laialt kasutatav marker seeneliikide tuvastamisel (Schoch et al., 2012) ning kuna paljude
lillijalgsete maost ja jétkete kiiljest voib leida seeneeoseid (Lilleskov ja Bruns, 2005), siis
selgrootute médramisel ITS2 abil on potentsiaalne oht seentejirjestuste reostus (Chen et al.,
2010). Amplifitseerides hooghénnaliste ITS2 regiooni praimeritega ITS5, ITS4 ja 5.8SF (tabel
1), tuvastati ainult iihel juhul, et amplifitseeritud ja sekveneeritud ITS2 jdrjestus kuulus
seeneliigile. Kuid antud t66s disainitud praimeritega ITS7-Coll ja ITS4-Coll (tabel 1) oli
hooghénnalise ITS2 regioon amplifitseerimine ja sekveneerimine edukas. Kui ainult iihel
juhul tuvastati, et ITS5, ITS4 ja 5.8SF praimeritega amplifitseeriti ja sekveneeriti seeneliigi
ITS2 piirkond, siis rohkem esines ebakvaliteetseid jarjestusi. Viimased olid tingitud ilmselt
asjaolust, et DNA liilisipuhvris eraldus lisaks sihtgrupi DNAle ka hooghénnalise maos voi
jitkete kiiljes olnud seene DNA, mis PCR kédigus samuti amplifitseerus ning seetottu
sekveneerimist segas. Sellistest DNA segudest Onnestus hooghdnnaliste ITS2 regiooni
paremini amplifitseerida ja jarjestada praimeritega ITS7-Coll ja ITS4-Coll, aga seda mitte
100-protsendilise eduga. Kuid DNA jirjestuste hoolikal analiitisil on vdimalik potentsiaalset
reostust siiski tuvastada ning seetdttu soovimatu endosiimbiontse bakteri voi seeneliigi

jarjestuse omastamist huvipakkuvale isendile véltida.

4.3. ITS2 triipkoodi rakendatavus

Tavaliselt uuritakse mullaloomade kooslusi eraldiseisvalt mulla mikroobikooslustest,
kuna kasutatavad uurimismeetodid on olnud erinevad. Mikroobide uurimine molekulaarsete
meetodite abil on suhteliselt levinud ning teise pdlvkonna sekveneerimismeetoditega on
voimalik mulla mikroobikoosluste kohta koguda suhteliselt liihikese ajaga véga suurtes
kogustes andmeid (Chen et al., 2010). Kuid mullaloomade kooslusi on uuritud tavaliselt
meetoditel, kus isendid kdigepealt eraldatakse mullast ja seejirel médratakse mikroskoobi abil
(Coleman et al., 2004). Leidub vaid viheseid t6id, kus mullaloomade kooslusi on uuritud teise
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polvkonna molekulaarsete meetodite abil (Hamilton et al., 2009; Wu et al., 2009; Epp et al.,
2012). Mullafauna uurijad sageli ei tunnegi huvi mullaloomadega koosesinevate mikroobide
vastu ning mullafauna koosluste uurimiseks kasutatakse voi disainitakse teatud loomariihmale
spetsiifilisi praimereid. Kui mullaproovist on eraldatud sealsete organismide DNA, siis oleks
teoreetiliselt voimalik tuvastada kahe eralditehtava amplifitseerimise kdigus nii mikroobsed
kui ka loomsed organismid (kasutades erinevate rithmade spetsiifilisi praimereid). Kuna ITS2
on laialt kasutatav marker seeneliikide tuvastamisel (Schoch et al., 2012), siis oleks voimalik
nditeks tiks amplifitseerimine teha ITS praimeritega ning mullaproovist eraldatud DNAst
teine amplifitseerimine teha aga COI regiooni praimeritega. Viimaste abil on kiill edukalt
tuvastatud erinevat liiki putukate DNA segust sealseid putukaliike (Hajibabaei et al., 2011;
Yu et al., 2012), kuid COI regioonile on véga raske disainida taksonispetsiifilisi praimereid
ning on leitud, et universaalsete COIl praimeritega mullaproovi DNAst eukartiootiide COI
jarjestuste amplifitseerimine on viga madala edukusega. Amplifitseerides mullaproovi DNAd
universaalsete COI praimeritega leiti, et kogu andmetest kuulusid kdigest 0,96% jarjestusi
eukartiootidele (Yang et al., 2013). Seega ei ole COl markerid mullaloomade tuvastamiseks
sobilikud. Mullaloomade uurimisel on kasutatud ka rDNA 18S regiooni praimerid (Hamilton
et al., 2009; Wu et al., 2009), mis selektiivselt amplifitseerivad mitmesuguseid loomariihmi.
Kuid tavaliselt ei voimalda selle regiooni markeritega maérata organisme liigi tasemele
(Machida ja Knowlton, 2012; Bik et al., 2012). Samuti on vdimalik 18S markerite abil uurida
mullaseente kooslusi, kuid jarjestused ei ole seeneriihma liikide vahel piisavalt varieeruvad ja
seega koosluste uuringud peavad jddma sageli liigist kdrgemale taksonoomilsele tasemele
(Rousk et al., 2010). COI regiooni abil seente mddramine toimib suhteliselt hésti ainult mones
seeneperckonnas (nditeks Penicillium), kuid enamasti ei voimalda see paljude seeneliikide
eristamist (Schoch et al., 2012).

Seega mullafauna ja eukariiootsete mikroobide samaaegsel uurimisel on takistuseks
universaalsete praimerite olemasolu, mis oleksid voimelised amplifitseerima nii mikroobide
kui ka mullaloomade DNA piirkondi. Kui COI regioon on ndidanud kasutatavust ainult
loomariihmade madramisel, siis ITS regioon on nididanud liikide eristamise vOimet
eukariiootide rithmas laiemalt (Yao et al., 2010). Uhiste ITS praimeritega oleks mullaproovist
voimalik samaaegselt méérata mitmeid eukariioodirithmi. Naiteks O'Brien et al. (2005) leidsid
oma miikoloogilises uurimust6os, et ITS praimeritega oli amplifitseeritud ja sekveneeritud ka
teisi eukartiootseid organisme.

Antud t66s leiti, et ITS2 on kasutatav hooghénnaliste méddramisel. Kuna

hooghénnalised on tihedalt seotud seenekooslustega ning ka mullaseente tuvastamiseks
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sobivad ITS markerid, siis on potentsiaalselt voimalik samast mullaproovist tuvastada koos
nii seente kui ka hooghénnaliste liike. Lisaks hooghinnalistele on voimalik tuvastada ka teisi
mullaloomi, kuna ITS2 markeriga on vdimalik médrata tegelikult paljusid eukariiootide
rihmasid (Yao et al.,, 2010). Mullaloomade ja -mikroobide samaaegne uurimine voiks
voimaldada paremini tundma Oppida loomade ja mikroobide suhteid toiduahela kontekstis.
Naiteks oleks voimalik tuvastada hooghénnaliste ja seeneliikide vahelisi kooslusemustreid.
Sellest tulenevalt voib piistitada hiipoteese hooghinnaliste seene-eelistuse kohta ja neid
kontrollida niiteks uurides hooghédnnalise mao sisu voi viljaheiteid. Kui seente ja
hooghinnaliste tuvastamiseks saab kasutada samu geneetilisi markereid, siis molekulaarsete
meetoditega mao sisu voi viljaheidetes leiduvate seeneliikide madramisel saaks samaaegselt
tuvastada ka isendi, kelle kohta uuringut tehakse (Seeber et al., 2010). See teeb voimalikuks
tuvastada ka hooghénnaliste rolli mullas elavate seente levitajatena. Seente levitamist

puudutavaid aspekte késitlebki edaspidine uurimustoo.
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KOKKUVOTE

ITS regiooni kasutatavus hooghénnaliste (Collembola) mairamisel

Hooghénnalised on iiks kdige arvukam liilijalgsete rithm metsa mullas ja varisekihis,
mistottu on neil téhtis roll lagunemisprotsessides ja Okosiisteemi toitainete diinaamikas.
Traditsiooniliste meetoditega hooghédnnaliste uurimine on védga tddmahukas ning sageli voib
ainult morfoloogilisel teel méddramine tegelikku liigirikkust alahinnata. Geeni triipkoodi
meetodil on potentsiaalne vdimalus koguda suurel hulgal liikide seireandmeid, tehes
voimalikuks jdrgida ja modta Dbioloogilist elurikkust ruumis ja ajas. Loomade
triipkoodistamiseks on soovitatud kasutada mtDNA COI regiooni, kuid rDNA ITS2 regioon
on kasutatav nii loomade, eukariiootsete mikroobide kui ka taimede madramisel. COI regioon
on sobilik ainult loomarithmade méédramisel, kuid tihiste ITS praimeritega on potentsiaalselt
voimalik mullaproovidest méddrata samaaegselt mitmesugused eukariiootide rithmad liigi
tasemele.

Kéesoleva t66 eesmirgiks on vélja selgitada, kas rDNA ITS2 regioon on rakendatav
hooghénnaliste méddramisel. Tulemused néitavad, et liikidevahelised jérjestuste erinevused
olid alati suuremad kui liigisisesed erinevused ning ITS2 sobib hooghédnnaliste médramiseks
sama hasti kui tldkasutatav COI regioon. Kuna ITS2 on ka seenelitkide médramisel
tildkasutatav marker, siis edasised uuringud on vajalikud tuvastamaks, kas ITS2 regiooni
rakendatavus hooghinnaliste médaramisel vdimaldab {ihest mullaproovist samaaegselt méarata

nii sealseid seente kui ka hooghédnnaliste liike.
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SUMMARY

The use of ITS markers for springtail (Collembola) identification

Sten Anslan

Springtails are one of the most abundant arthropods in forest soil and litter layer. Due
to their high abundance they have an important role in decomposition processes and
ecosystem nutrient dynamics. Studying springtails with traditional methods can be very
laborious and identification only by means of morphological traits could underestimate the
true diversity. The DNA barcoding method has a potential to provide large amounts of
species-level monitoring data, making it possible to track and measure biodiversity over space
and time. Although mtDNA COI region has been proposed as a standard DNA barcode for
animals, the rDNA ITS2 region has proven efficient to distinguish between animal, eukaryotic
microbes and plant species. The COI region is mostly capable of distinguishing between
animal species. Using the ITS markers it would be potentially possible to identify a wide
range of eukaryotes from the soil sample at the same time.

The aim of the present study was to elucidate if rDNA ITS2 region is applicable for
identification of springtail species. The results show that interspecies variability was always
greater than intraspecies variability. Therefore ITS2 suits for identification of springtail
species as well as the standard COIl marker. Because ITS2 is a widely used marker for
identification of fungi, further studies are needed to ascertain if the use of ITS2 for
identification of springtails would make it possible to identify both groups at the same time

from the same soil samples.
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LISAD

Lisa 1. Proovialad

Proovialad Koordinaadid Kasvukohatiiiip (Paal, 1997 jérgi)
Endla 58°52'38,84'"N; 26° 17' 17,64"E Naadi

Noo 58°15"45,12"N; 26° 32' 20,46"E Janesekapsa
Pivarootsi 58°32'47,76"N; 23° 35' 49,07"E Saliinse rannikuniidu
Puhtu 58°33'20,77"N; 23° 33' 02,69"E Naadi

Tartu 58°21'34,92"N; 26° 41'0 8,58"E Pargi

Triigi 59°07'22,74"N; 26° 19' 17,22"E Sinilille

Téhtvere 58°23'31,83"N; 26° 40' 02,03"E Mustika

Upa 58°17'19,68"N; 22° 33' 18,72"E Kastikuloo/sinilille
Viidul 58°18'01,08"N; 22° 05'45,24"E Janesekapsa

Viidu?2 58°17'55,32"N; 22° 06' 09,36"E Angervaksa/sinilille
Viieristi 58°00'56,88"N; 22° 10' 30,36"E Janesekapsa/mustika
V-Maarja 59°07'50,51'"N; 26° 15' 27,01"E Koogiviljaaia

36



Lisa 2. Analiiisis kasutatud hooghénnaliste liigid. Séilitus nr tdhistab plutoF andmebaasis
(http://plutof.ut.ee — Abarenkov et al., 2010b) oleva isendi sdilitusnumbrit ning ITS ja COI nr
tahistavad UNITE andmebaasis (http://unite.ut.ee — Abarenkov et al., 2010a) olevate isendite

vastavate jarjestuste registreerimisnumbreid.

Isendite

Liik arv Leiukoht Siilitus nr ITSnr COl nr
Tartu TUZ031507 UDB016509 UDB018089
_ Tartu TUZ031565 UDB016566 UDB018139
f;?g)ma fusca (Linnaeus, 5 5, TUZ031564 UDB016565 UDB018138
Triigi TUZ031526 UDB016527 UDB018109
Upa TUZ031540 UDB016541 UDB018121
Anurophorus
septentrionalis (Palissa, 1 Tahtvere TUZ031518 UDBO016519 UDB018288
1966)
Desoria sp. 1 Viidu2 TUZ031571 UDBO016572 UDB018145
([I)_'%Ltg(';?(ai‘é% 1 Tihtvere TUZ031519 UDB016520 UDB018101
Dicyrtomina minuta ) Tahtvere TUZ031563 UDB016564 UDB018137
(Fabricius, 1783) Tihtvere TUZ031520 UDB016521 UDB018102
Entomobrya nivalis ,  V-Maarja TUZ031524 UDB016525 UDB018107
(Linnaeus, 1758) V-Maarja TUZ031525 UDB016526 UDB018108
Entomobrya sp. 1 Tihtvere TUZ031598 UDB018290 UDB018289
Entomobryidae 1 Puhtu TUZ031544 UDB016545 UDB018125
Folsomia fimetaria 1 Puhtu  TUZ031534 UDBO016535 UDB018116
(Linnaeus, 1758)
Folsomia quadrioculata ,  Puhw TUZ031533 UDB016534 UDB018115
(Tullberg, 1871) Upa TUZ031541 UDB016542 UDB018122
Endla TUZ031528 UDB016529 UDB018112
Folsomia sp. 3  Endla TUZ031530 UDB016531 UDB018113
Upa TUZ031542 UDB016543 UDB018123
HYDOGASHrUFa Sp. , Noo TUZ031581 UDB018180 UDB018166
N&o TUZ031582 UDB018181 UDB018167
'fé’iggna riparia (Nicolet, 4 b rootsi TUZ031589 UDB018284 UDB018174
Tartu TUZ031508 UDB016508 UDB018090
Tartu TUZ031509 UDB016510 UDB018091
Isotoma viridis (Bourlet, 6 Noo TUZ031511 UDBO016512 UDB018093
1839) N&o TUZ031512 UDB016513 UDB018094
Tahtvere TUZ031560 UDB016561 UDB018134
Viidu2 ~ TUZ031594 UDB018285 UDB018178
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Isotomiella minor Endla  TUZ031531 UDB016532 UDB018114
(Schaeffer, 1896) Viidu2  TUZ031559 UDB016560 UDB018133
'('Teﬁl'ldb%%”f;%’;‘”eus V-Maarja TUZ031583 UDB018282 UDB018168
Tartu TUZ031504 UDB016505 UDB018086
N&o TUZ031580 UDB018283 UDBO018165
Lepidocyrtus lignorum Noo TUZ031558 UDB016559 UDB018132
(Fabricius, 1775) Endla TUZ031562 UDB016563 UDB018136
Upa TUZ031570 UDB016571 UDB018144
Upa TUZ031549 UDB016550 UDB018151
'(T'E’J?Itggﬁg"iggggk' Upa TUZ031539 UDB016540 UDB018120
Megalothorax minimus Tahtvere TUZ031587 UDB018183 UDB018172
(Willem, 1900) Tihtvere TUZ031523 UDB016524 UDB018106
Neanura muscorum Tihtvere TUZ031521 UDBO016522 UDB018103
(Templeton, 1835)
Onychiuridae Upa TUZ031569 UDB016570 UDB018143
Orchesella bifasciata No&o TUZ031513 UDB016514 UDB018095
(Bourlet, 1839) Tartu TUZ031556 UDB016557 UDB018130
Orchesella cincta Tartu  TUZ031505 UDB016506 UDBO018087
(Linnaeus, 1758)
ggﬂﬁi‘i!'i;;%‘;egcens Tihtvere TUZ031515 UDBO016516 UDB018098
_ - NGo TUZ031510 UDB016511 UDB018092
Parisotoma notabilis Puhtu  TUZ031535 UDBO016536 UDB018117
(Schaeffer, 1896)
Upa TUZ031537 UDB016538 UDB018118
Pogonognathellus
flavescens (Tullberg, Tahtvere TUZ031527 UDBO016528 UDB018110
1871)
Tartu TUZ031500 UDB016501 UDBO018081
Tartu TUZ031501 UDB016502 UDB018083
Tartu TUZ031502 UDB016503 UDB018084
Protaphorura sp. Tatu  TUZ031503 UDB016504 UDB018085
Tartu TUZ031506 UDB016507 UDB018088
Tartu TUZ031566 UDBO016567 UDB018140
Pseudachorutes dubius Viidul  TUZ031546 UDB016547 UDB018126
(Krausbauer, 1898)
Tartu TUZ031561 UDB016562 UDB018135
Sminthurides sp. Nodo TUZ031567 UDB016568 UDB018141
NGo TUZ031568 UDB016569 UDB018142
. Viiduz  TUZ031572 UDBO017813 UDBO018147
Sminthurinus sp. Viidu2 ~ TUZ031573 UDB016573 UDB018148
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Tihtvere TUZ031517 UDBO016518 UDB018100
. ,  Tihtvere TUZ031516 UDBO16517 UDBO180S
OMOCETUS Sp. Tihtvere TUZ031514 UDBO016515 UDB018097
Tihtvere TUZ031586 UDB018182 UDB018171
Xenylla humicola 1 Pivarootsi TUZ031538 UDBO016539 UDBO018119
(Fabricius, 1780)
Xenylla sp. 1 Tartu TUZ031553 UDBO016554 UDB018128
fggg;'at“”berg' (Bormer, 4 5 TUZ031590 UDB018184 UDB018291

Lisa 3. Kéesoleva t60 kaigus Eestist esmakordselt registreeritud hooghédnnaliste liigid.
Sailitus nr tdhistab plutoF andmebaasis (http://plutof.ut.ee — Abarenkov et al., 2010b) oleva
isendi sdilitusnumbrit ning ITS ja COI nr tdhistavad UNITE andmebaasis (http://unite.ut.ee —

Abarenkov et al., 2010a) olevate isendite vastavate jarjestuste registreerimisnumbreid.

Liik Leiukoht Siilitus nr ITS nr COl nr

Anurophorus

septentrionalis (Palissa, Téhtvere TUZ031518 UDBO016519 UDB018288

1966)

Dicyrtoma fusca .

(Lubbock, 1873) Tahtvere TUZ031519 UDB016520 UDB018101

Dicyrtomina minuta Tahtvere TUZ031563 UDB016564 UDB018137

(Fabricius, 1783) Tdhtvere TUZ031520 UDB016521 UDB018102

Entomobrya corticalis ..

(Nicolet, 1842) Viidul  TUZ031597 - UDB018287

Entomobrya marginata

(Tullberg, 1871) Upa TUZ031544 UDBO016545 UDB018125

Hypogastrura socialis i

(Uzel, 1890) Elva TUZ031595 UDB018179
Tartu TUZ031504 UDBO016505 UDB018086
Ndo TUZ031580 UDBO018283 UDB018165

Lepidocyrtus lignorum Ndo TUZ031558 UDBO016559 UDB018132

(Fabricius, 1775) Endla TUZ031562 UDBO016563 UDB018136
Upa TUZ031570 UDBO016571 UDBO018144
Upa TUZ031549 UDBO016550 UDBO018151

Lipothrix lubbocki

(Tullberg, 1872) Upa TUZ031539 UDBO016540 UDB018120

Pseudachorutes dubius .0 TUZ031546 UDB016547 UDB018126

(Krausbauer, 1898)
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Lihtlitsents 16puto6 reprodutseerimiseks ja 1oputoo iildsusele kittesaadavaks tegemiseks

Mina, Sten Anslan (stinnikuupéev: 25.03.1987),

1. annan Tartu Ulikoolile tasuta loa (lihtlitsentsi) enda loodud teose ,,ITS regiooni
kasutatavus hooghénnaliste (Collembola) maaramisel, mille juhendaja on Leho Tedersoo,

1.1.reprodutseerimiseks sdilitamise ja tildsusele kéttesaadavaks tegemise eesmargil, sealhulgas
digitaalarhiivi DSpace-is lisamise eesmargil kuni autoridiguse kehtivuse tihtaja
10ppemisent;

1.2.iildsusele kittesaadavaks tegemiseks Tartu Ulikooli veebikeskkonna kaudu, sealhulgas
digitaalarhiivi DSpace’i kaudu kuni autoridiguse kehtivuse téhtaja 1dppemiseni.

2. olen teadlik, et punktis 1 nimetatud digused jédvad alles ka autorile.

3. kinnitan, et lihtlitsentsi andmisega ei rikuta teiste isikute intellektuaalomandi ega

isikuandmete kaitse seadusest tulenevaid digusi.

Tartus, 27.05.2013
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