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1. Sissejuhatus

Baktereid on leitud koikvoimalikest keskkondadest, nagu polaarjdd, kuumaveeallikad,
maéetipud, ookeanipohi, taimed, loomad ning metsamuld (http://www.britannica.com).
Eelpool mainitud allikas on aga nimetamata, et baktereid on leitud ka seentest ja nende
pinnalt, kuigi nendes keskkondades on veel vidhe uuringuid lébi viidud. Olulisemaks on
seni peetud uuringuid vees ja mullas ja eclkdige meditsiiniliste probleemide lahendamise

eesmargil.

Baktereid on leitud nii seente viljakehadest, sealhulgas seene rakkude seest ja rakkude
vahelt, kui ka viljakehade pinnalt. Ka timbritseva substraadi bakterikooslust on peetud
oluliseks seente viljakeha kiipsemisel ja spooride levimisel (Wang jt 2011; Noble jt 2009;
Cho jt 2003a; Citterio jt 2001; Lumini jt 2006). Kdesolev t60 kisitleb kultiveeritavate
seente viljakehadest ja nende pinnalt ning limbritsevast substraadist leitud baktereid, vélja
arvatud endobaktereid. Endobaktereid on {ildiselt leitud krohmseente (Glomeromycota)
hulgast, nii arbuskulaarset miikoriisat moodustvatest liikidest, kui seenest Geosiphon
pyriforme, aga ka ektomiikoriisat moodustavatest kandseentest Laccaria bicolor ja Tuber
borchii. Uheks niiteks endobakteri ja seene vahelisest siimbioosist on seos seene Rhizopus
ja bakteri Burkholderia vahel, kus viimane toodab seene sees toksiini, mis on vajalik riisi

idandite lehemédaniku arenemiseks (Lumini jt 2006).

Seente viljakehadest leitud bakteritega vorreldes on enam tdhelepanu péoratud miikoriisa
abistaja bakteritele (MHB-dele), kellel on miikoriisaseentes palju funktsioone. Taolised
bakterid edendavad slimbioosi kujunemist taime ja seene vahel, Stimuleerides miitseeli
laienemist, suurendades juure ja seene vaheliste kontaktide arvu ja kolonisatsiooni ning
viahendades kahjulike keskkonnatingimuste mdju miitseelile. Tanaseks tuvastatud MHB
tived kuuluvad paljudesse bakteririihmitustesse ja perekondadesse, nagu gram-negatiivsed
proteobakterid (Agrobacterium, Azospirillum, Azotobacter, Burkholderia,
Bradyrhiszobium, Enterobacter, Pseudomonas, Klebisella ja Rhizobium), gram-positiivsed
bakterid hdimkonnast Firmicutes (Bacillus, Brevibacillus, ja Paenibacillus) ja gram-
positiivsed aktinomiitseedid (Rhodococcus, Streptomyces ja Arthrobacter) (Frey-Klett jt
2007). Kuna viljakehad on miikoriisaseente iiheks arenguvormiks, siis voib oletada, et
nende bakterikooslused on iisna sarnased ja tihedalt seotud mikoriisadest tuvastatud

bakteritega.



Lisaks elab seentes bakteriaalseid miikofaage, keda jaotatakse kolme pdohitiitipi. Néiteks
endotsellulaarseteks miikofaagideks voivad olla nii endosliimbiondid kui vabalt elavad
bakterid ja neid on leitud miikoriisaseentest, sealhulgas seenemattidest ja viljakehadest
(Bonfante ja Anca 2009).

Kédesoleva t60 eesmirgiks on leida, milliseid baktereid leidub kultiveeritavate seente
viljakehades ja viljakehi timbritsevas substraadis ning millised on nende olulisemad
funktsioonid. Piilitakse vilja selgitada millistest hoimkondadest ja millised bakterite
perekonnad on seente viljakehades enim esindatud ning millest see voib tingitud olla.
Samuti kirjeldatakse ja vorreldakse seente viljakehades kasvavate bakterite funktsionaalset
mitmekesisust mojutavaid tegureid. Bakterite taksonoomilist mitmekesisust vorreldakse
kahel liigil trihvlite perekonnast Tuber ja neid tulemusi vdorreldakse ka teiste seente
viljakehadest tuvastatud bakterite mitmekesisusega. Eesmérgiks on selgitada vilja kas ja
millist moju avaldab bakterikooslusele peremeesseene fiillogeneetiline péritolu ja
okoloogia. Samuti késitletakse pdgusalt olulisemate Seentest leitud bakteriperekondede
iseloomulikke tunnuseid ja elupaiku, mida piiiitakse seostada seentes esinemisega.
Piititakse uurida, et kui unikaalsed on leitavad interaktsioonid seente ja bakterite vahel ja
selleks uuritakse seentest tuvastatud bakteripereckonna voi liigi  seoseid teiste

organismidega ja samade funktsioonide tditmist teiste organismidega seoses.

Seened, mida siin t66s on kisitletud, on Kultiveeritavad seened austerservik (Pleurotus
ostreatus), aedsampinjon (Agaricus bisporus), trithvlid (Tuber magnatum ja Tuber borchii)
ja minniliimik (Chroogomphus rutilus). Manniliimikut on seni piiitud tulutult
kultiveerida. Austerservik Pleurotus ostreatus on iiks maailmas koige laiemalt kasvatatav
seen, samas on kultiveeritava seenena populaarne ka aedSampinjon (Agaricus bisporus)
(Cho jt 2003a). Kdik need seened on véairtuslikud s6ogiseened. Perekonna trithvel (Tuber)
esindajad moodustavad soodavaid viljakehi, mis on hinnatud oma erilise 10hna ja maitse
poolest ning neid vdib pidada lausa delikatessiks (Mello jt 2006) Ménniliimik vdib olla
oluline antibiootikumide ja teiste potentsiaalselt kasulike sekundaarsete ithendite tootja (Li
jt 2009). Seega on tema voimalikult efektiivne kasvatamine peale toidu tootmise oluline
veel niiteks ka meditsiinilisest seisukohast. On oletatud, et maénniliimiku seni
ebaefektiivne kasvatamine vdOibki olla tingitud sellest, et temaga seotud bakterite
mitmekesisusest ja tdhtsusest on veel vihe teada (Wang jt 2011). Ka teiste kultiveeritavate
seente puhul voivad bakterikooslused vdga olulised olla. Uurides nende funktsioone ja

mdju peremeesseenele, on tdendoliselt voimalik parandada mitmete kultiveeritavate seente
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saagikust ja kvaliteeti. Samuti vdivad biokontrollis osalevad bakterid, keda tuvastatakse
seentes, osutuda kasulikuks ka kultuurtaimede kasvatamisel ja patogeenide eest kaitsmisel
(Tsukamoto jt 2002).



2. Lammastikku siduvad bakterid seente viljakehades

Uhena seente viljakehades esinevate bakterite funktsioonidest on tuvastatud nende vdime
siduda lammastikku (N3). Seda tdheldati Barbieri jt (2010a) poolt Itaalia valge triithvli
(Tuber magnatum Pico.) puhul. Ldmmastikku fikseerivaid baktereid on leitud ka Tuber
borchii Vittad ja valge trithvli T. magnatum viljakehadest (Barbieri jt 2005a, 2007; Mello
Jt 2006). Trithvlid on ektomiikoriisaseened (Mello jt 2006).

Ka austerserviku (Pleurotus ostreatus) puhul on tuvastatud lammastiku sidumist, aga ainult
juhul, kui seen on seotud perekonnast Bradyrhizobium périnevate teatud bakteritiivedega.
Viimaseid ei tuvastatud mitte viljakehadest, vaid nad moodustavad austerservikuga

biofilmi (Jayasinghearachchi ja Seneviratne 2004).

Mitmed uuringud on leidnud, et potentsiaalselt lammastikku siduvad bakterid on seotud
ektomiikoriisade ja arbuskulaarsete miikoriisadega (Barbieri jt 2010a). Kasutades
molekulaarseid meetodeid on leitud ldmmastiku fikseerimise voimet méaérava nifH geeni
olemasolu ja jérjestus. Néiteks on nifH geeni leitud ménni (Pinus sylvestris)-lehmatatiku
(Suillus bovinus) ja Pinus nigra-liivtatiku (Suillus variegatese) (http://elurikkus.ut.ee)
ektomiikoriisadest (Frey-Klett jt 2007). Kuna lammastik on taimede kasvu limiteeriv faktor
ja on seega oluline nii pollumajanduse, aianduse kui ka metsanduse seisukohast, siis on
selle sidumise vOimalusi tsna palju uuritud (Frey-Klett 2007a).  Energiavajaduse
lammastiku fikseerimiseks tdidab ATP. Kui fosfor on defitsiidis, siis on ka fosforit
sisaldava ATP hulk nitrogenaasse aktiivsuse jaoks limiteeritud. Ektomiikoriissed seened
voivad seega olla eriti olulised lammastikku siduvate bakterite fosforiga varustamisel, kuna
erinevalt enamikest organismidest suudavad miikoriisaseened omastada fosforit inertsetest
mullafosfaatidest (Li ja Hung 1987).

Alljargnevates alapeatiikkides on kasitletud seeneliike, kelle viljakehadest voi teatud

bakteriga moodustunud biofilmist on leitud 1ammastikku siduvaid baktereid.
2.1. Laimmastiku sidumine seenes Tuber magnatum

Tuber magnatum on maa-alune kottseen, kes elab siimbioosis peremeestaime juurtega, et
labida elutsiikli koik etapid. See holmab kasvu esimest faasi vabaltelava miitseelina, teise
faasina stimbiootilist seost paljas-voi katteseemnetaimede juurtega ektomiikoriisa niol,

misjiarel moodustuvad 16puks maa-alused viljakehad, milles eoskottides valmivad
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kotteosed. Seene T. magnatum viljakehad suudavad mullas kasvada ka olles seotud viga
védikese hulga miikoriisadega, mis vdiksid ildiselt viljakehade arengule kaasa aidata.
Lisaks on otsesed seosed maa-aluste miitseclide, miikoriisade ja viljakehade vahel ka
tildiselt puudulikud. Nende eelnimetatud tingimuste tottu vOibki toitainete parem
kéttesaadavus ldmmastikku fikseerivate bakterite abil anda kasuliku efekti viljakeha
arengule ja kiipsemisele. Selleks, et teha kindlaks, kas liigiga T. magnatum seotud bakterid
sisaldavad lammastiku fikseerimise geene, maiirati neil nifH geenide jérjestused, mis

kodeerisid nitrogenaasi Fe valgu alaiihikut (Barbieri jt 2010a).

Lammastiku sidumise kindlaks maaramiseks seenes Tuber magnatum kasutati nitrogenaasi
geeni ekspressiooni detekteerimist. Nitrogenaasi geeni (nifH) amplifitseerimiseks liigi T.
magnatum viljakehas ja seene erinevatel kiipsustasemetel kasutati PCR-i (poliimeraasi
ahelreaktsiooni) degenereerunud praimereid (Barbieri jt 2010a). Aminohapete jérjestused
nditasid, et tuvastatud liigid kuuluvad peamiselt alfaproteobakterite klassi, perekonda
Bradyrhizobium. K&ige olulisem sarnasus leiti liigiga Bradyrhizobium elkanii (74,5%, 380
klooni 510-st kloonist) ja viike osa kloonidest sarnanesid enim perekonna Sinorhizobium
lilkidega (3.92%, 510-st kloonist 20). Liigi B. elkanii OTU (operatsiooniline
taksonoomiline {ihik) oli esindatud igas analiilisitud viljakehas (Barbieri jt 2007).
Bradyrhizobium elkanii oli varasemalt kirjeldatud kui tavaline sojaoa nakataja, mis on
vOimeline atmosfadrist lammastikku fikseerima stimbiootilistes suhetes liblikdieliste
taimedega (Rumjanek jt 1993). Nendel liikidel tuvastati ka nifH geenide ekspressioon.
Atsetiileeni vdhenemise katses hinnatud nitrogenaasi aktiivsus osutus sarnaseks
liblikdieliste taimede varastes noodulites esinevatel spetsiifilistel liammastikku fikseerivatel
bakteritel tuvastatuga. See oli esimene nitrogenaasi geeni ekspressiooni ja aktiivsuse
demonstratsioon trithvlis. Koikidel analiitisitud trithvlitel tuvastati nitrogenaasset aktiivsust
(Barbieri jt 2010a).

nifH mRNA amplifikatsiooni abil on ka ndidatud, et perekonna Bradyrhizobium liikidega
suguluses olevad bakterid ja klassi Epsilonproteobacteria ja hdimkonda Firmicutes

kuuluvad bakterid, olid voimelised aktiivselt limmastikku fikseerima (Barbieri jt 2010a).

Maérkimisvddrseid tdendeid mikroobikoosluse ajalisest arengust ektomiikoriisade
moodustamise ja viljakehade tootmise kdigus triihvlitel ei ole leitud. Siiski on selgitatud, et

potentsiaalsed lammastikku fikseerivad bakterid ilmnevad alati triihvlite viljakehades,



hoolimata nende kiipsusastmest. Seega potentsiaalsed ldmmastikku fikseerivad bakterid

voivad méngida olulist rolli trithvli viljakeha arengus ja kiipsemises (Barbieri jt 2007).

Mitmekesisuse uuringutes on seenes Tuber magnatum leitud konstantne ja markimisvéérne
a-proteobakterite arvukus, kelle hulgas on peamised perekondade Sinorhizobium/Ensifer,
Rhizobium/Agrobacterium ja Bradyrhizobium liigid. a-proteobakterite esinemist seoses
seene T. magnatum viljakehadega, soltumata nende kiipsuse astmest, oli kinnitatud ka

kvantitatiivse FISH uuringuga (Barbieri jt 2007).
2.2. Lammastiku sidumine seenes Tuber borchii Vittad.

Seenest Tuber borchii on puhaskultuuri kasvama viidud samuti a-proteobakterite tiivesid,
kasutades mannitooli sdddet, mis on spetsiifiline perekonna Rhizobium-laadsetele
bakteritele. Sinorhizobium, Rhizobium ja Bradyrhizobium on histi tuntud oma vdime tottu
kasvada stimbioosis liblikoieliste taimedega, kus nad vastutavad aktiivse ldmmastiku
sidumise eest juurenoodulites. Ektomiikoriisaseente viljakehadest (erinevad Tuber liigid)
on leitud mitmeid vabaltelavaid Rhizobium-laadseid tiivesid ja teisi lammastikku siduvaid
baktereid. Seenest T. borchii Vittad. leiti esmakordselt o-proteobaktereid, kui kasutati
klooniraamatukogusid. Kloonidest 97% sarnanesid perekondadest Sinorhizobium/Enisfer,
Rhizobium ja Bradyrhizobium périt liikidega. Varem ei olnud neid perekonnas Tuber
tuvastatud. Need bakteriperekonnad véivad aga omada olulist rolli seene kasvus voi

toitumises viljakeha arengu valtel. (Barbieri jt 2005a).

2.3. Lammastiku sidumine austerserviku (Pleurotus ostreatus)

ja perekonna Bradyrhizobium poolt moodustatud biofilmis

Tuvastatud on lammastiku sidumine seeneperekonna Pleurotus ja teatud bakterite poolt
moodustatud biofilmis. Nitrogenaasne aktiivsus oli olemas biofilmis, kuid puudus seene ja
lammastikku siduva bakteri eraldi kasvamisel. Jayasinghearachchi ja Seneviratne (2004)
hindasid in vitro uuringus biofilmi moodustumise voimalust ja ldmmastiku fikseerimist
seene P. ostreatus ja tavaliselt sojaoal noduleeruva Bradyrhizobium tiive vahelises seoses.
Uuritud biofilmis tuvastati miitseeli kaalu langus vorreldes kontrollidega, kus seene P.
ostreatus miitseelile ei lisatud perekonna Bradyrhizobium tiivesid. Kaalu langus voib olla
tingitud siisiniku tilekandmisest seenelt Iimmastikku siduvale bakterile, kuna siisiniku kulu
bioloogilisel lammastiku sidumisel on suur. Igal juhul oli kuivkaalu vihenemine miitseelis

markimisvaarne, ca. 50%, ja samal ajal leiti markimisvaarne lammastiku kontsentratsiooni



kasv, ca. 150%. Uuringust selgus, et seened iiksi ei suuda fikseerida atmosfddrilist
lammastikku, aga Kui nad on seotud lammastikku siduvate bakteritega, on nitrogenaasne
aktiivsus tuvastatav. Seega kuigi seen ise ei fikseeri lammastikku, vdivad efektiivsed
lammastiku fikseerimise siisteemid suurendada seente valgu sisaldust (Jayasinghearachchi

ja Seneviratne 2004).

Austerserviku P. ostreatus viljakehade pinnalt on puhaskultuuri eraldatud ka lammastikku
fikseerivat Dbakterit Pseudomonas fluorescens. Viimase toimel tdheldati samuti

primordiumi moodustumist ja basidiokarpide arengu edenemist (Cho jt 2003a).

3. Seene viljakeha arengut ja miitseeli kasvu mojutavad bakterid

Teise funktsioonina on tuvastatud bakterite mdju seente viljakehade arengule. Ka
lammastiku sidumisel on tdendoliselt oluline roll seene viljakehade arengus ja neid
funktsioone ei saa seetottu tdielikult lahutada. Noble jt (2009) naitasid seene
kasvukeskkonnas leiduvate pseudomonaadide moju aedSampinjoni noorte viljakehade
moodustumisele. Pseudomonaadid kdrvaldavad Shust lenduvaid orgaanilisi komponente
(VOC-e), mis inhibeerivad primordiumi moodustumist. Uldiselt on niidatud, et bakterid
tarbivad aedSampinjoni vegetatiivse miitseeli poolt toodetud lenduvat ja seene kasvu
inhibeerivat 1-okteen-3-ooli. Leitud on ka orgaanilise ja anorgaanilise fosfori lahustamist
ja siderofooride tootmist bakterite poolt, mis muudavad raua kéittesaadavust ja mille abil on
seega vOimalik 1dbi viia patogeenide biokontrolli (Zaranejad jt 2012). Moned bakterid
voivad mojutada ka eoskoti avanemist, mida on tdheldatud niiteks ektomiikoriisaseenel
Tuber borchii Vittad. (Barbieri jt 2005a). Mgju viljakeha arengule ja kiipsemisele on
tuvastatud ka trithvli Tuber magnatum puhul (Barbieri jt 2007). Lisaks ektomiikoriisa
moodustamise soodustamisele on teada, et moned bakterid mojutavad viljakehade
moodustumist saproobsetel voi patogeensetel seentel, niiteks Fomitopsis pinicola
(kdnnupess), Fomes fomentarius (tuletael), Echinodontium tinctorium ja Agaricus
bisporus (Larsen jt 1978; Barbieri jt 2007) (http://elurikkus.ut.ee). Sbrana jt (2002a)
nditasid, et Tuber borchii miitseeli kasvu mojutavad ektomiikoriisaga seotud bakterid.
Jargnevates alapeatiikkides on moningate seni labiviidud uuringute pohjal kirjeldatud

seentes esinevate bakterite mdju viljakehade arengule ja askuse avanemisele.
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Monede kultiveeritavate seente puhul ei ole baktereid, kes edendavad seente arengut,
viljakehadest leitud. Siiski on oluline kisitleda nende majanduslikult oluliste seente puhul
ka kompostis ja substraadis esinevate bakterite mdju. Enamasti md&jutavad substraadis
leiduvad bakterid samuti viljakeha arengut. Mikroorganismid, keda on leitud seene
kasvusubstraadist, on eriti olulised viljakeha moodustumise algatamisel (Cho jt 2008). Eriti
hasti on teada, et seene Agaricus bisporus kasv ja areng on mojutatud perekonda
Pseudomonas kuuluvate fluorestseeruvate bakterite pool (Noble jt 2009a). Samuti on
acdSampinjoni (Agaricus bisporus) kasv ja areng mojutatud substraadis esinevate
bakteriperekondade Acinetobacter ja Bacillus poolt. Ka kasvukeskkonna iildised omadused
mojutavad nditeks veemahtuvusvéime ja elektrijuhtivus (Choudhary jt 2009). Cho jt
(2008a) katsed nditasid, et baktereid on leitud ka austerserviku Pleurotus ostreatus
kasvumatti tmbritsevast mullast. Need bakterid on olulised nii primordiumi
moodustumisel kui seene viljakeha arengus (Cho jt 2008a). Austerserviku miitseeli pinnalt
leiti ka baktereid, kes osalevad viljakehade tekke algatamisel (Cho jt 2003a). Ménniliimiku
(Chroogomphus rutilus) puhul, mis on samuti so6dav seen, on leitud substraadist
perekondade Bacillus ja Pseudomonas esindajaid (Wang jt 2011). On oletatud, et
perekonna Pseudomonas liikide ja maénniliimiku vaheline interaktsioon voib olla

votmekohaks seene kasvatamisel viljaspool looduslikke kasvukohti (Wang jt 2011).

3.1. Substraadi ja selle mikroobikoosluse méju aedSampinjoni

Agaricus bisporus viljakeha arengule

Liigi Agaricus bisporus primordiumi (noore viljakeha) moodustumine sdltub viljakeha
iimbritsevas substraadis sisalduvatest stimulatoorsetest bakteritest ja nagu mitmes uuringus
(Noble jt 2009a; Zaranejad jt 2012) néidatud, eriti pseudomonaadidest. Teistest teguritest
on oluline piisav dhuvahetus (Noble jt 2009a).

Substraadi mikroobikoosluses leiduvate bakterite moju saagikusele on leitud ka
aedSampinjoniga samast perekonnast périneva liigi Agaricus bitorquis (linnasampinjon)
puhul. Sealt on leitud saagikust suurendavaid baktereid, kellega nakatati substraati.
Nendeks bakteriteks olid Alcaligenes faecalis, Bacillus circulans-1l ja Bacillus
thuringensis. Samas koiki neid baktereid ei ole leitud seene Agaricus bisporus saaki
suurendavatena. Seda voib seletada asjaolu, aedSampinjon on madalama temperatuuri
ndudlusega kui linnaSampinjon, mis nditab, et see temperatuur ei pruugi nendele

bakteriliikidele paljunemiskes sobiv olla ja seetottu nad ei ela aedSampinjoni substraadis
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(Ahlawat ja Rai 2000). Seega voib temperatuur olla iisna oluline substraadi bakterikoosluse
médramisel ja sellest voivad olla tingitud isegi sama seeneperekonna eri liikidega seotud

bakterikoosluste erinevused.

3.1.1. Pseudomonaadide mdju aedSampinjoni viljakeha

arengule

Viljakeha moodustumine on kasvu iileminek vegetatiivsest faasist reproduktiivsesse faasi,
mis aedSampinjoni  kasvatamisel sOltub eriliste fiiiisikaliste, keemiliste ja
mikrobioloogiliste omadustega substraadi olemasolust. Faasi muutus saavutatakse
praktiliste keskkonna manipulatsioonidega ja looduslike bakterite, nagu Pseudomonas
putida, lisamisega, nagu on viidetud hiljutises Zarenejad jt (2012) poolt ldbi viidud
uuringus. On leitud, et umbes 97% seentest isoleeritud tiivedest on vdimelised kasvama
lenduva orgaanilise ithendi (VOC) 1-okteen-3-ooli (vt Joonis 1.) olemasolul ja 36% olid
voimelised lahustama fosforit. 1-okteen-3-ool mingib olulist rolli seene enda poolt

toodetud inhibiitorina véga korgete eoste tiheduse juures (Zarenejad jt 2012).

Liigi Agaricus bisporus miitseeli poolt toodetud VOC iihendite hulgas on iilekaalus C8
komponendid, millest kdige inhibitoorsem on 1-okteen-3-ool. Leitud on ka 2-etiiiil-1-
heksanooli inhibeeriv toime seene Agaricus bisporus primordiumi moodustumisele (Noble
jt 2009a). 2-etiitil-1-heksanooli ja 1-okteen-3-ooli olemasoluga mikrokeskkonnas kaasnes
bakterite koguhulga ja pseudomonaadide populatsioonide suurenemine substraadis (Noble
jt 2009a). Zaranejad jt (2012) niitasid samuti perekonna Pseudomonas hulga kasvu
timbritsevas substraadis seene saagi tootmise kaigus. Liigi Agaricus bisporus miitseeli
arenemisel substraadis kasvas sealne pseudomonaadide populatsioon 7.5x10° cfu-st
grammi kohta 8.1x10° cfu-ni grammi kohta, olles 1.2x10 * cfu grammi kohta
aedSampinjoni Agaricus bisporus puudumisel. See niitab veelkord, et Agaricus bisporus
ilmselt toodab iihendeid, mida pseudomonaadid kasutavad (Noble jt 2009a).

OH

W

Joonis 1. 1-okteen-3-ool. Seene miitseeli poolt toodetav ihend, mis inhibeerib viljakehade
moodustumist. Pseudomonaadid ilmselt voimelised antud iihendit metaboliseerima ja

aitama sellega kaasa viljakeha arengule (http://www.leffingwell.com/alkenol.htm).
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AedSampinjoni viljakeha moodustumine algab seeneniidistiku koondumisega paksudesse
kiududesse, jargneb primordiumi moodustumine, millest arenevad edasi viljakehad. Noore
viljakeha moodustumiseks on vajalik stimuleerivate bakterite, Pseudomonas putida,
olemasolu. Aktiveeritud siisi ja teised adsorbentsed materjalid vodivad asendada
stimulatoorseid pseudomonaade, kuna nad ilmselt adsorbeerivad komponente, mis
inhibeerivad primordiumi moodustumist ja mida muidu metaboliseerivad pseudomonaadid.
Substraadi ja tema mikrobioota ning Ohuvahetuse stimuleerivad efektid liigi Agaricus
bisporus primordiumi moodustumisele on vdhemalt osaliselt tingitud miitseeli ja selle

substraadi poolt toodetud inhibitoorsete C8 komponentide vihenemisest (Noble jt 2009a).

Ka hiljutises Zaranejad jt (2012) uuringus on leitud, et inhibiitorkomponentide
metaboliseerimisest, seene Agaricus bisporus substraadis, voib tuleneda pseudomonaadide
populatsiooni kasv seene arengu véltel. Nakatamine bakteriperekonna Pseudomonas
kasulike tlivedega suurendab aedSampinjoni saaki kuni 14%-1 ja see on oluline t6dstusliku
tootmise seisukohast. Seega 1-okteen-3-ooli tarbimine Pseudomonas putida poolt v&ib olla

efektiivne seene saagikuse suurendamiseks (Zaranejad jt 2012).

Hiljuti on leitud, et 1-aminotsiiklopropaan-1-karboksiiiilhape (ACC) deaminaasi (AcdS-i)
tootev bakteriaalne tiivi Pseudomonas putida UW4 voib kultuuris koos seenega Agaricus
bisporus kasvades kinnituda selle hiiiifidele, edendada hiiiifide kasvu ja vdhendada
aedSampinjoni etiileeni tootmist. Kui seda tiive on lisatud steriliseeritud substraadile, siis
soodustab see noorte viljakehade moodustumist. Vordlusena AcdS-defitsiitne mutant,
UW4-AcdS’, tekitab vastupidise efekti. AcdS-i tootvad bakterid lagundavad ACC-d,
alandavad etiileeni taset seene hiiiifis ja vihendavad etiileeni inhibitsiooni. A. bisporus
toodab ise ACC-d ja etiileeni ja kuna ACC edendab etiileeni toomist, siis aitabki selle
lagundamine bakteri poolt kaasa etiileeni taseme vdhendamisele. Need tulemused néitasid,

et aedSampinjoni primordiumi moodustumise inhibiitoriks on etiileen (Chen jt 2013).

Samuti on leitud, et primordiumi moodustumist voivad perekonna Pseudomonas moned
tived mojutada kaudselt ka tdnu edukale konkurentsile patogeensete vOi kahjulike
bakteritega Fe®* pérast. Lisaks on ka olulisi elemente ja mikroelemente, mis on vajalikud
seene Agaricus bisporus kasvuks (Zaranejad jt 2012). Moned pseudomonaadid voivad
orgaanilisi happeid tootes lahustada anorgaanilist fosfaati, mis on samuti seentele vajalik.
Orgaanilised happed, mida bakterid toodavad, vdivad muuta mikroelemendid seentele

kittesaadavaks ja see omakorda vdib suurendada seene saagikust (Zaranejad jt 2012).
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3.1.2. Substraadi mdju aedSampinjoni viljakeha arengule

Seen Agaricus bisporus vajab tiis elutsiikli 1ibimiseks kahte erinevat substraati. Uheks on
kompost, mida on vaja toitumiseks ja kus seen kasvab vegetatiivselt, ja teiseks on
toitainete- vaene substraat, kus on sobivad fiisiokeemilised/bioloogilised tingimused, mis
stimuleerivad primordiumite moodustumist viljakeha moodustumise alguses. Seega on

substraadil oluline roll Sampinjonide saagikuse madramisel (Choudhary jt 2009).

Arvatakse, et aedsampinjoni Agaricus bisporus (Lange) kasvatamisel Kkiivitab
toitainevaese substraadi lisamine viljakehade moodustumise. Sellele aitavad kaasa ka
timbritsevas kasvukeskkonnas elavad bakterid. Substraadi toitainete hulga muutus on
tugevalt korreleeruv sealse mikroflooraga. Kahes erinevas kasvusubstraadis, farmisonnik
koos ammendatud seenesubstraadiga (FYM+SMS, 3:1) ja farmisonnik koos Vermi
kompostiga (FYM+VC, 3:1), tdheldati y-proteobakterite, perekondade Acinetobacter ja
Pseudomonas, suurt mitmekesisust. Gram-positiivsete bakterite hulgas oli kdige rohkem
esindajaid perekonnast Bacillus (Choudhary jt 2009).

Fiilogeneetilised analiilisid niitasid, et aedSampinjoni substraadist leitud isolaatidest
kuulusid 85%-i y-proteobakterite gruppi ja iilejisinud olid batsillid. Uks isolaat selles
uuringus kuulus perekonda Sphingobacterium. Ulekaalus olid perekonnad Acinetobacter
ja Pseudomonas ja nemad olidki esindajad y-proteobakterite hulgast. Perekonna
Acinetobacter dominantsus oli oluline, kuna seda ei ole seent iimbritsevast 6kosiisteemist

varem leitud (Choudhary jt 2009).

Substraadis esindatud bakterid mojutavad seene Agaricus bisporus kasvu ja morfogeneesi.
Substraat on sobiv kasulike mikroobide populatsioonidele, kes vabastavad kasvu
stimuleerivaid aineid, mis on arvatavasti samuti kaasatud viljakehade tekke algatamisse
(Choudhary jt 2009). Kui substraat on rikas orgaanilise materjali poolest, on tdendoline, et
see hdirib komposti selektiivsust ja jatkub seene vegetatiivne kasv ning seetdttu on
takistatud viljakehade teke. Iseloomulikult pohjustavad mikroorganismid ka fiiiisilisi ja
keemilisi muutusi oma elupaigas. Veemahtuvusvéime néib otseselt olevat sdltuv
poorsusest ja lasuvustihedusest. Need faktorid omakorda on otseselt mdjutatud
mikroobsest kooslusest. Leitud on, et korgem elektrijuhtivus tingib FYM+VC keskkonnas
madalama saagi. Tulemused néditavad, et substraadi elektrijuhtivus méngib olulist rolli
Sampinjonide tootmises, aga see ei ole ainus kontrollfaktor. Siisiniku/limmastiku osakaal

mdjutab samuti otseselt seene saagikust (Choundary jt 2009).
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3.2. Bakterite voimalikud funktsioonid triihvlite kiipsemisel

Trithvli kiipsemisprotsess sisaldab spooride moodustumist ja lenduvate komponentide
tootmist, mis iseloomustavad trithvli tiipilist aroomi. Trithvleid uuriti  kiipsemise
erinevates etappides, mis viib 16puks spooride moodustumiseni (Barbieri jt 2007).
Bakterite voime modifitseerida toitaineid aineringe kdigus kittesaadavateks, on trithvlite
jaoks oluline, kuna trithvlite viljakehad muutuvad pérast primordiumi moodustumist
sOltumatuks peremeestaimest ja seetdttu vajavad nad bakterite poolt kittesaadavaks

muudetud toitaineid, et Idpetada kiipsemisprotsess (Barbieri jt 2010a; Barbieri jt 2007 ).

3.3. Seente Pleurotus ostreatus ja Chroogomphus rutilus kasvu

mojutavad bakterid

Kultiveeritava austerserviku Pleurotus ostreatus timbritsevast kasvusubstraadist on
isoleeritud vdga erinevaid baktereid. Substraat on kiht, millega kaetakse komposti pind ja
selle rolli uuriti soodava seene P. ostreatus viljakeha induktsioonil. Lahtises pinnases oli
esialgu tilekaalus perekond Bordetella, samal ajal perekond Flavobacterium oli iilekaalus
pérast substraadi steriliseerimist. Fluorestseeruvate bakterite perekond Pseudomonas oli
tilekaalus mittesteriliseeritud substraadis. Bakteriperekondade koguarv substraadis oli
kdrgem kui lahtises pinnases. Eriti oli tdheldatud fluorestseeruva perekonna Pseudomonas
kasvu mittesteriliseeritud substraadis, millega kaasnes viljakeha induktsioon, suurenes
seene saak ja ka aktinomiitseetide populatsioonid kasvasid. Tulemused niitavad, et
substraadis esinevad spetsiifilised bakteripopulatsioonid maéngivad olulist rolli

primordiumi moodustumises ja viljakeha arengus (Cho jt 2008a).

Cho jt (2008a) kirjeldasid, et austerserviku miitseeli kasv edenes timbritseva substraadi
olemasolul ja viljakeha moodustumise periood lithenes. Kuna fluorestseeruv Pseudomonas
edendab seene Pleurotus ostreatus kasvu, voib tema tiheduse kasv ka olla seotud viljakeha
moodustumisega. Ka Cho jt (2003a) eksperiment nditas, et miitseeli puhaskultuuride
nakatamisega fluorestseeruvate perekonna Pseudomonas liikidega, on voimalik edendada
primordiumi moodustumist ja tohustada seene P. ostreatus viljakeha arengut. On
jareldatud, et miitseeli nakatamine spetsiifiliste bakteritega voib olla kasulik rakendus

seente tootmiseks (Cho jt 2003a).

Nakatamine fluorestseeruvate perekonna Pseudomonas liikidega edendas méarkimisvéérselt

seene Pleurotus ostreatus miitseeli arengut, primordiumi moodustumist ja viljakeha
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arengut (Cho jt 2003a). Selleks, et jilgida nakatamise mdju seene Pleurotus ostreatus
kasvule, oli kasutatud vegetatiivset so0det ja toitainetevaest soddet. Kui bakteri
Pseudomonas liigid olid viidud toitainetevaesesse ja vegetatiivsesse sOOtmesse, siis
miitseel, mis kasvas nakatamiskoha limbruses, omas tihedat kasvu ja hédsti arenenud
viljakehi. Kui aga nakatamist ei toimunud, oli viljakehade areng puudulik. Enamik
fluorestseeruvate pseudomonaadide kolooniatest olid 16S rDNA jirjestuste alusel 99%

sarnased liigiga Pseudomonas putida (Cho jt 2003a).

Kasutades 16S rRNA geenijérjestuste analiilisi, olid tuvastatud kahte monofiileetilisse
Klastrisse jagatud bakteriisolaadid ka maénniliimiku (Chroogomphus rutilus) viljakehi
timbritsevast mullast. Need klastrid sarnanesid méarkimisvédrselt samuti perekondadega
Bacillus ja Pseudomonas. Umbes 80% isolaatidest olid perekonna Bacillus liigid (Wang jt
2011).

Wang jt (2011) poolt 1dbi viidud uuringus 16S rRNA jérjestuste alusel leiti, et 17
perekonna Bacillus isolaati moodustasid 3 klastrit. Klaster | sisaldas 8 isolaati, millest viis
tive olid rohkem kui 99.9% sarnased liigiga Bacillus simplex. 3 tiive sarnanesid 99.9%
perekonna Bacillus liigiga LMG 20238. Klaster II sisaldab kahte tiive, mis olid 99.9%
sarnased liigiga Bacillus aryabhattai. Klaster 11l sisaldab seitset tiive. Kuus neist
klasterdusid liigiga B. thuringensis, sarnasustega rohkem kui 99.9%. Uks tiivi niitas

olulisimat sarnasust, nimelt 99.9%, liigiga Bacillus cereus (Wang jt 2011).

Seent Chroogomphus rutilus tmbritsevast mullaproovist tuvastati ka neli perekonna
Pseudomonas liiki. On néidatud, et saprotroofsete bakterite, nagu Pseudomonas, olemasolu
timbritsevas substraadis voib edendada viljakeha moodustumist. Pealegi voivad perekonna
Pseudomonas poolt eritatud sekundaarsed produktid, nagu insektitsiidid ja germitsiidid,
mdjutada seene Chroogomphus rutilus miitseeli kasvu looduslikus elupaigas. Perekonna
Pseudomonas liike peetakse iildiselt tavalisteks taimekasvu edendavateks risobakteriteks
(PGPR). See seletab Pseudomonas liikide isolatsiooni mullaproovidest. Perekonna
Pseudomonas isolaatidest 4 tiive klasterdusid liigiga Pseudomonas koreensis. Teises

klastris sarnanes iiks tiivi liigiga Pseudomonas umsongensis (Wang jt 2011).

Uksikasjalikud uuringud interaktsioonide kohta sdddavate seente ja bakterite vahel on libi
viidud peamiselt liigi Pseudomonas putida tiivedega. See liik algatab basidioomi
moodustumise ja stimuleerib seene kasvu (Cho jt 2003a). Pseudomonaadide mdju seenele

Pleurotus ostreatus ei ole veel nii palju uuritud, kiill aga on tuvastatud bakteri olemasolul
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seene Agaricus bisporus hiiiifide pikenemine ja noorte viljakehade moodustumine (Noble
jt 2009a; Zaranejad jt 2012). Leitud on, et korge saagikus oli seotud korgemate
pseudomonaadide populatsiooni tihedustega, nii komposteeritud kui mittekomposteeritud
keskkonnas (Cho jt 2003a).

Cho jt (2003) uuringu tulemused néitasid, et kdigi kultuuri viidavate bakterite, sealhulgas
pseudomonaadide, populatsioonide suurused olid umbes 10 korda kdrgemad
komposteeritud sootmes, kui vorrelda mittekomposteeritud s66tmega. See voib seletada
mittekomposteeritud s66tme vdimetust anda mitut jarjestikust seenesaaki, kuna tselluloos-
ligniin kompleksiga seotud raskesti kittesaadav siisinik ei vGéimalda rikkalikku kasvu
parast seda, kui kergesti kasutatav siisinik on dra kulutatud esimese saagi tarbeks. Bakterite
olemasolul vdivad nad aga kaasa aidata raskesti kittesaadava siisiniku vabastamisele (Cho

jt 2003a).

Samal ajal kui lahtises pinnases on korge B- ja y-proteobakterite tihedus, nditasid uuringud,
et steriliseeritud substraadis on CFB (Cytophaga-Flexibacter-Bacteroides) grupi bakterid
ja B-proteobakterid iilekaalus, sarnaselt mittesteriliseeritud substraadiga, kus on tilekaalus
CFB grupi bakterid ja y-proteobakterid. Vastavalt bakterite mitmekesisusele saab
substraati lugeda heaks materjaliks seene P. ostreatus kasvu edendamisel, samuti
kompostimist, mis on véga oluline, et suurendada nii seene P. ostreatus kui seene Agaricus
bisporus saagikust (Cho jt 2008a). Ka seene Chroogomphus rutilus puhul on tdendamist

leidnud kompostimise téhtsus (Wang jt 2011).
3.4. Tuber borchii eoskoti avanemist méjutavad bakterid

Liigi Tuber borchii mikroobikoosluste uuringud on leidnud pseudomonaade, aeroobseid ja
spoore moodustavaid baktereid ning aktinomiitseete Seene  Tuber  borchii
ektomiikoriisadest voi viljakehadest (Barbieri 2010a; Sbrana jt 2002a). Nimelt on teatud
pseudomonaadid ja batsillid Tuber borchii viljakehades, kes omavad selget kitinoliiitilist
aktiivsust ja on eeldatavalt voimelised mdjutama askospoori idanemist, hdlbustades askuse
avanemist. Pseudomonaadide proteoliiiitiline ja kitinoliiitiline aktiivsus avastati esialgu

kukeseene (Cantharellus cibarius) viljakehadest (Barbieri jt 2005a).

Eelnevad uuringud varastel kiipsustasemetel Tuber borchii viljakehadest, néitasid bakterite
rolli sporokarbi strukturaalsetes muutustes. Selleks, et kontrollida seda hiipoteesi, uurisid

Citterio jt (2001) mikroobsete ja ultrastrukuraalsete meetodite abil Tuber borchii
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sporokarpide bakteriaalset kooslust Tuber borchii erinevates kiipsemise etappides. Erilist
tadhelepanu poorati kitinoliiitilistele ja tselluloliiiitilistele bakteritele ja nende suhetele
askuste ja askospooridega. Leiti, et Pseudomonas fluorescens ja spoore moodustav gram-
positiivsete bakterite sugukond Bacillaceae, kes molemad on vdimelised lagundama
tselluloosi ja kitiini, esinevad viljakehades koigi uuritud kiipsustasemete puhul. Kogu
mikroobipopulatsioon oli progresseeruvalt kasvav ja seda seene kesktaseme kiipsusfaasist
edasijoudnud lagunemise faasideni. Seega nédib, et sporokarp voib mdjutada bakterite
kasvudiinaamikaid, eriti biokeemilisi protsesse, mis toimuvad sporokarbi lagunemise
kéigus (nt. pH tdus ammooniumi lagunemise tottu kitiini lagunemise kdigus) ja muudavad
arvatavasti keskkonnatingimused viljakehades vidga selektiivseteks.  Enamus liigi
Pseudomonas fluorescens tiivedest ja sugukonna Bacillaceae liikmetest on voimelised
lagundama tselluloosi. Tselluloliiiitilist vdimekust nditasid 64% liigist Pseudomonas
fluorescens ja 59% sugukonnast Bacillaceae. Samas leiti ka, et enamus nendest
bakteritiivedest omasid kitinoliiitilist aktiivsust. Liigist Pseudomonas fluorescens
périnevatest bakteritest omasid 55% kitinoliiitilist aktiivsust ja sugukonnast Bacillaceae
péarinevatest tiivedest 64%. Bakterite rithmad paiknesid enamasti hiitifisiseses ruumis, tihti

askuse seina ldhedal ja edasijoudnud lagunemise faasides askuse sees. (Citterio jt 2001).

Pealegi, pulgakujulised bakterid on vdimelised uuristama askuse seinu ja koloniseerima
askuste sisemust, mis sisaldab kiipseid spoore. Need omadused viitavad nende bakterite
voimalikule rollile askuse avanemise protsessis. Liigi Pseudomonas fluorescens ja
sugukonna Bacillaceae isoleerimine kiipsetest spooridest ka pdrast puhastamist lahusega,
mis sisaldas SDS-i deioniseeritud vees ja klooramiin-T-d , néitab tihedat seost bakterite ja

askospooride vahel (Citterio jt 2001).

Liigi Pseudomonas fluorescens ja sugukonna Bacillaceae voime lagundada kitiini, mis on
hiiifiseinte pohikomponent ja paljude pulgakujuliste bakterite voime uuristada askuste
seinu, niitab nende bakterite rolli askuse avanemise protsessis ja jarelikult ka spooride
levimises (Citterio jt 2001).
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4. Seenekasvatustes bakterhaigusi pohjustavad perekonna Pseudomonas

esindajad

Patogeensed bakterid on tihti seotud seene viljakehadega, pohjustades pruunplekkhaiguse
(ingl. k. brown blotch disease) siimptomeid. Seda haigust pShjustab peamiselt liik
Pseudomonas tolaasii vdi vahetevahel liikk ,.,Pseudomonas reactans”. Uue
pruunplekkhaiguse pdhjustajana on leitud bakter Pseudomonas costantinii. Algselt
isoleeriti see bakter Soome seenekasvatustest ja ta tiitis kaks iseloomulikku kriteeriumit
Pseudomonas tolaasii infektsiooni diagnoosiks, sealhulgas saadi tiiiipiline pruunipleki
stimptom Agaricus bisporuse viljakehadel (Munch jt 2002).

Erinevad liigid, kes kuuluvad perekonda Pseudomonas, maingivad seente kasvul
votmerolli, sest nad on seotud mitmete peamiste etappidega kasvatamise protsessis. Juba
olemasolul kompostis ja substraadis méngivad pseudomonaadid olulist rolli, sealhulgas
edendades kultiveeritud seente kasvu reproduktiivset faasi. Mitmed uuringud on vélja
selgitanud Pseudomonas putida votmerolli viljakeha induktsiooni vallandamises (Munch
jt 2002). Peale pseudomonaadide selgelt kasulikku mdju seene kasvamisele, kuuluvad
mitmed patogeenid samuti perekonda Pseudomonas, mis samas hoopis ohustavad
kultiveeritud seente saagikust ja kvaliteeti. Bakteriaalne ,,tilkuvate coslehekeste haigus*
(ingl. k. drippy gill), mis mojutab seene viljakehi ja on pdhjustatud Pseudomonas agarici
poolt. Kdige sagedamini on plekihaigust leitud kultiveeritud seentel. Pruunplekkhaigus on
peamiselt tingitud bakterist Pseudomonas tolaasii ja bakteri Pseudomonas gingeri poolt on
pohjustatud ingveripleki haigus. Kultiveeritud seenel Agaricus bisporus on Kkirjeldatud
kerget helepruuniks kuni vérvituks pleekimist ja koe kokkuvarisemist. Nende siimptomite
esilekutsumine on omistatud bakterile ,,Pseudomonas reactans®, kes on teine tavaline
seene hiilifosfddri elanik. Pseudomonas tolaasii on pdhiline ja kdige rohkem uuritud
kultiveeritud seente patogeen (Munch jt 2002). Bakter Pseudomonas tolaasii toodab
tolasiini, ekstratsellulaarset lipodepsipeptiidtoksiini, mida on vaja haiguse siimptomite
esilekutsumiseks (Tsukamoto jt 2002). Nende iilekaal patogeneesis on tingitud nende laiast
jaotusest, mojutades mitmeid seenperemehi, kaasa arvatud Agaricus bisporus, Agaricus
bitorquis, Pleurotus ostreatus ja Pleurotus eryngii ja pdohjustades suurt kahju
seenekasvatusele. Seentel esinevate Pseudomonas tolaasii infektsioonide identifitseerimine

tugineb pohiliselt kahele funktsioonile, nendeks on esiteks pruunide plekkide siimptomi
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teke seene viljakehadel ja teiseks valge sademe tootmine agaris, kui bakteri patogeenset
vormi on triibustatud bakteri ,,Pseudomonas reactans® suunas (Munch jt 2002).

5. Seente viljakehi patogeenide eest kaitsevad bakterid

Seenega seotud bakterid vdivad oma peremeest kaitsta nii seen- kui bakterhaiguste eest.
Naiteks mitmed bakterid kaitsevad peremeest pruunplekkhaigust pdhjustava bakteri
Pseudomonas tolaasii poolt toodetud tolasiini eest (Tsukamoto jt 2002). Samas on leitud
ka, et aktinobakterid vdivad inhibeerida sametpuravike perekonnal Xerocomus esinevat
seenhaigust, mida pdhjustab {ileniidiku anamorf Sependonium microspermum (teleomorf
Hypomyces microspermus) (Kriiger jt 2008). Suurel hulgal baktereid, eriti pseudomonaade,
on leitud ka seene Agaricus bisporus substraadist. Paljud neist toodavad aineid, mis
parandavad seente kasvu ja vdhendavad seenparasiitsete seente kasvu ja parasiitset

aktiivsust (Bhatt ja Singh 2002).

Tsukamoto jt (2002) kirjeldasid erinevaid baktereid, kes on isoleeritud seente seltsi
Agaricales viljakehadest ja kes detoksifitseerivad tolasiini ning omavad seega potentsiaali
pruunplekkhaiguse maha surumiseks. Algselt arvati, et moned pseudomonaadide liigid,
nagu Pseudomonas fluorescens, voiksid olla potentsiaalsed biokontrolli agendid, surudes
alla sissetungiva bakteri Pseudomonas tolaasii populatsioone. See meetod nduab
ettevaatusabinousid, kuna Pseudomonas fluorescens toodab palju antifungiaalseid aineid ja

voib saada oportunistlikuks patogeeniks hoopis kultiveeritavatele seentele (Tsukamoto jt
2002).

Tsukamoto jt (1998) leidsid gram-positiivse bakteri, keda ei olnud algselt méératud tiheski
defineeritud bakteriperekonnas ja kes oli isoleeritud maddanenud kultiveeritud seene P.
ostreatus viljakehadest. Ta detoksifitseeris tolasiini ja surus laboritingimustes alla
pruunplekkhaiguse arengut seentel Pleurotus ostreatus ja Agaricus bisporus (Tsukamoto jt
1998). Parast intensiivseid silistemaatilisi analiiise néidati, et see bakter on uus liige
sugukonnas Microbacteriaceae ja kirjeldati uus perekond Mycetocola ning liik Mycetocola
tolaasinivorans (Tsukamoto jt 2001). Hiljem Kkirjeldati selles perekonnas veel kaks liiki,
Mycetocola lacteus ja Mycetocola saprophilus, kellel pruunplekkhaiguse mahasurumise
voimet ei ole veel uuritud (Tsukamoto jt 2001). Seni on koik kolm perekonna Mycetocola

liiki isoleeritud ainult kultiveeritavatest seentest (Tsukamoto jt 1998; Tsukamoto jt 2001).
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Varem on tdheldatud, et lilk Mycetocola tolaasinivorans, mis on isoleeritud kultiveeritud
seenest Pleurotus ostreatus, detoksifitseeris tolasiini ja ennetas pruunplekkhaigust
laboritingimustes (Tsukamoto jt 2002). Erinevate perekonna Mycetocola liikide jérjekindel
eraldamine nii metsikutest kui Kkultiveeritud seentest P. ostreatus, niitas, et perekond
Mycetocola on kasutusele votnud spetsiifilise nissi, seostudes seltsi Agaricales seentega.
Seega voib ta olla potentsiaalne biokontrolli agent bakteriaalsete haiguste vastu, mitte
ainult kultiveeritaval seenel P. ostreatus, aga ka teistel seentel (Tsukamoto jt 2002;
Tsukamoto jt 2001). Fakt, et tolasiini detoksifitseerivad bakterid vabanevad seene
viljakehadest périnevasse vette, ilma seenerakke 16hkumata, nditas, et need bakterid olid
kinnitunud seene miitseeli pinnale nagu Pseudomonas tolasii, mitte ei esinenud elavatena

seene protoplasmas (Tsukamoto jt 2002).

Informatsioon tolasiini detoksifitseerivate bakterite kohta voib olla kasulik ka
taimehaiguste kontrolli seisukohast, kuna moned fiitopatogeensed pseudomonaadid on
tuntud lipodepsipeptiidsete toksiinide tootjatena, mis on nii keemiliselt kui funktsionaalselt

sarnased tolasiinile ja mis laastavad kultuurtaimi (Tsukamoto jt 2002).
5.1. Bakterid torjuvad seentel esinevaid seenhaigusi

Bakterid torjuvad seentel lisaks bakterhaigustele ka seenhaigusi. Rohkelt on baktereid, eriti
pseudomonaade, leitud seene Agaricus bisporus substraadist. Paljud neist toodavad aineid,
mis parandavad seente kasvu ja vdhendavad seenparasiitsete seente kasvu ja parasiitset
aktiivsust. Ohutuse alusel seenele Agaricus bisporus valiti vilja 5 bakteriisolaati ja testiti
neid erinevate miikoparasiitsete seente suhtes. Kdik isolaadid olid antagonistliku toimega
patogeensete seente Verticillium fungicola ja Fusarium moniliformae suhtes ja kolm
isolaati leiti veel olevat efektiivsed ka seente Mycogone perniciosa ja Sepedonium
chrysosporium vastu. Uks tiivi kontrollis seene Trichoderma harzianum kasvu (Bhatt ja
Singh 2002).

Ka seenest Agaricus bitorquis (linnasampinjon), mis on kultivatsioonitingimuste suhtes
iisna sarnane liigiga Agaricus bisporus ja erineb ainult natuke oma bioloogia ja saagi
andmiseks vajaliku optimaalse temperatuuri poolest, on leitud bakteried, kes voivad
torjuda talle ohtlikku seenhaigust. Seene A. bitorquis optimaalne temperatuur esimese
saagi jaoks on 254+2°C ja teise saagi jaoks 22+2°C ja on leitud, et need temperatuurid
soosivad ka teatud kindlate bakterite olemasolu kompostis ja need bakterid omakorda

voivad torjuda ,,valetrithvli haigust (the false truffle disease). Eriti on leitud selle haiguse
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madalamat esinemissagedust nakatades substraati bakteritega Bacillus thuringensis ja
Alcaligenes faecalis (Ahlawat ja Rai 2000).

5.2. Aktinobakterite moju sametpuravikel (perekond
Xerocomus) esinevale parasiitsele seenele Sepedonium

microspermum Bes |

Uuritud on bakteriaalset kooslust seente Xerocomus badius ja Xerocomus chrysenteron
(Boletales) kiibara pinnal. Need sametpuravikud on substraadiks parasiitsetele seentele
perekonnast Sepedonium (Kriigeri jt 2008). Kriigeri jt (2008) esitasid andmeid seene
Xerocomus pinnal kasvavate Kkultiveeritavate aktinobakterite mitmekesisuse kohta ja
aktinobakterite ning seente vaheliste interaktsioonide nditeid (Kriiger jt 2008). Isoleeritud
parasiitseene tiived olid maératud liiki Sepedonium microspermum, teleomorf Hypomyces

microspermus (Bes | 1998) kuuluvatena (Kriigeri jt 2008).

Enamik aktinobakterite tiivesid olid isoleeritud seenekiibara pinnalt, vaid moni oli leitud
viljakeha seest. Suurem osa neist oli isoleeritud kasutades Kkitiinagarit. ~ Need
aktinobakterite isolaadid kuulusid kd&ik tavaliste mulda asustavate ja antibiootikume
tootvate bakterite perekonda Streptomyces. Enamus nendest aktinobakterite isolaatidest
inhibeeris parasiitsete Sepedonium tiivede kasvu Kaitse patogeenide vastu on ilmselt
seotud sekundaarsete metaboliitidega (Kriigeri jt 2008). On leitud ka, et aktinobakterite
hulgas on miikoriisa abistaja baktereid (Frey-Klett jt 2007).

5.3. Tolasiini detoksifitseerivad bakterid seltsi Agaricales

esindajate viljakehades

Bakteriaalsed isolaadid seente seltsist Agaricales detoksifitseerivad tolasiini, mis on
kultiveeritavatel seentel pruunplekkhaigust esile kutsuv tihend ja see haigus on pohjustatud
bakteri Pseudomonas tolaasii poolt. Koikidel tiivedel méidrati perekondlik ja liigiline
kuuluvus 16S rDNA analiiliside alusel, ka vorreldi nende bakterioloogilisi omadusi.
Mycetocola tolaasinivorans ja Mycetocola lacteus olid isoleeritud vastavalt
mittemiikoriisest (http://www.mushroomexpert.com) kandseenest Pleurotus ostreatus ja
mittemiikoriisest (http://www.mushroomexpert.com) kandseenest Lepista nuda (lilla
ebaheinik, violetne heinik). Tolasiini detoksifitseerivad bakterid, kes kuuluvad teistesse
perekondadesse, olid leitud erinevatest looduslikest seentest. Perekonna Acinetobacter liik

oli isoleeritud miikoriisat (http://www.mushroomexpert.com) moodustava kandseene
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Tricholoma matsutake (ménniheinik) viljakehast, bakter Bacillus pumilus oli isoleeritud
mittemiikoriisest (http://www.mushroomexpert.com) kandseenest Coprinellus
disseminatus ja bakter Sphingobacterium multivorum oli isoleeritud mittemiikoriisest
(http://www.mushroomexpert.com) kandseenest Clitocybe clavipes. Perekonna Pedobacter
liik oli isoleeritud perekonnast Clitocybe. Tolasiini detoksifitseerivad bakterid, kes seni
tuvastatud on, olid kinnitunud miitseeli pinnale, mitte elavate seenerakkude sisse.
Mycetocola tolaasinivorans, Mycetocola lacteus, Bacillus pumilus, perekonna Pedobacter
tiks liik ja Sphingobacterium multivorum detoksifitseerisid efektiivselt tolasiini ja surusid
in vitro tugevalt alla pruunplekkhaiguse teket kultiveeritud seentes Pleurotus ostreatus ja
Agaricus bisporus. Koik need bakterid vdivad olla kasulikud tolasiini detoksifitseerimise
mehhanismide selgitamiseks ja nad voivad saada oluliste seentel leitavate haiguste
biokontrolli l#biviijateks. Uldiselt supresseerib ka bakter Pseudomonas fluorescens

sissetungivat bakterit Pseudomonas tolaasii (Tsukamoto jt 2002) (http://elurikkus.ut.ee).

Bakteriaalseid tiivesid vorreldi nende efektiivsuse poolest tolasiini detosifitseerimisel.
Mycetocola tolaasinivorans OM-F11 ja M. lacteus OM-A1, mis isoleeriti seltsi Agaricales
seentest, detoksifitseerisid efektiivselt tolasiini, nagu varem leiti bakteri M. tolaasinivorans
CM-05 puhul, kes oli périt kultiveeritud seenest P. ostreatus. Need uuringud niitasid, et
perekond Mycetocola on looduslikult parasiithe monede seltsi Agaricales seente suhtes ja
on vdimeline ildiselt detoksifitseerima tolasiini. Sarnaselt detoksifitseerivad bakterid
Bacillus pumilus OM-F6, Sphingoacterium multivorum OM-A8 ja perekonna Pedobacter
liik tolasiini sama efektiivselt nagu perekonna Mycetocola tiived. Perekonna Acinetobacter
liik oli aga vdhemefektiivne. Kui vilja arvata bakteri Bacillus pumilus tiivi OM-F6, siis
tildiselt ei tooda tolasiini detoksifitseerivad bakterid ektratsellulaarseid proteaase. Seetottu
on usutav, et tolasiini detoksifikatsioon holmab mitte iildisi proteoliiiitilisi, vaid spetsiifilisi
mehhanisme, mis on olemas ainult kindlas bakterite grupis. Siimptomi supressioon oli hésti

korreleerunud nende bakerite voimega detoksifitseerida tolasiini (Tsukamoto jt 2002).
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6. Ektomiikoriisaseente viljakehadega seotud bakterite taksonoomiline

mitmekesisus

Dahm jt (2005) kirjeldasid oma uurimuses ektomiikoriissete seente Vviljakehadega seotud
kultiveeritavate bakterite mitmekesisust. Ulekaalukaks tiiiibiks viljakehadest isoleeritud
bakterite hulgas olid gram-negatiivsed pulgad, vilja arvatud kandseene Laccaria
amethistina (ametiistrupik) puhul. Viimase puhul olid enamik baktereid gram-positiivsed
kokid. Kokikujulisi baktereid on suurel hulgal isoleeritud ka Hebeloma crustuliniforme ja
Suillus gevillei sporokarpidest. Gram-negatiivsetel bakteritel oli oluline sarnasus liikidega
Sphingomonas paucimobilis, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas pickettii ja
Cromobacterium violaceum. Need olid iilekaalukad taksonid gram-negatiivsete pulkade
hulgas (Dahm jt 2005).

Viljakehi timbritsevas mullas olid arvukamad gram-muutuvad koriinevormsed bakterid,
mitte gram-negatiivsed pulgad, mis olid iilekaalus sporokarpide sees. Streptomiitseedid,
keda ei leitud endobiootiliste bakterite hulgast, olid arvukalt esindatud mullas (Dahm jt
2005).

Isoleeritud ja tuvastatud on ka bakterid perekonnast Azospirillum, kes on atsetiileeni
redutseerivateks bakteriteks ektomiikoriissete seente Suillus ponderosa Smith ja Thiers,
Hymenogaster parksii Zeller ja Dodge (perek maapdhkel), Tuber melanosporum Vitt.
(must trithvel) (Mello jt 2006), Hebeloma crustuliniforme (Bull.) Quel.(pisarhebel),
Laccaria laccata (Scop.:Fr.) Berk. ja Br. (lakkrupik) ja Rhizopogon vinicolor (perekond
juurepdhkel) viljakehades (Dahm jt 2005) (http://elurikkus.ut.ee).

Dahm jt (2005) poolt on puhaskultuuri isoleeritud 27 bakteriliigi tiivesid, nii Suillus
grevillei (Klotzsch) Sing. viljakehadest kui ka Suillus grevillei-Larix decidua Mill.
ektomiikoriisadest. Perekonnad Pseudomonas, Bacillus ja Streptomyces olid valdavad.
Mitmed liigid, nagu Bacillus cereus, Bacillus mycoides, Enterobacter agglomerans,
Micrococcus luteus, Pseudomonas cepacia, Pseudomonas chlororaphis, Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas putida, olid tavalised nii sporokarpides kui ektomiikoriisades
(Dahm jt 2005).

Samade seeneliikide sporokarbid, mis kasvasid erinevates elupaikades, sisaldasid erinevaid

kultureeritavate bakterite hulki. Suurem hulk baktereid isoleeriti mullast pH-ga 6.3 kui
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mullast pH-ga 4.58. Gram-positiivseid spoore moodustavaid aeroobseid batsille ja gram-
muutuvaid pleomorfseid baktereid oli samuti leitud sporokarpidest. Spoore moodustavaid
baktereid oli kdige sagedamini isoleeritud Hebeloma crustuliniforme viljakehadest (Dahm
jt 2005).

Bakterite hulk timbritsevas mullas ja seente sporokarpides oli sarnane voi korgem mullas,
soltudes miikoriisa liigist ja sellest, et millisest mullast sporokarbid olid kogutud. Boletus
edulis (Bull.) Fries ja Amanita muscaria paistavad olevat bakterivabad. Tuber borchii
Vittad. sporokarpidest leiti liiki Pseudomonas fluorescens (30% kogupopulatsioonist) ja

spoore moodustavaid gram-positiivsed bakterid (15% kdigist) (Dahm jt 2005).

Aeroobsed bakterid olid isoleeritud kukeseene Cantharellus cibarius (L.) Fries
viljakehadest. Domineeriv bakter neist oli Pseudomonas fluorescens. Ta holmas 12% kogu
bakteriisolaatidest mullas ja 78% seene Cantharellus cibarius viljakehades. (Dahm jt
2005).

6.1. Bakterite taksonoomiline mitmekesisus triithvlite

viljakehades

Alljargnevalt on kirjeldatud ektomiikoriissete seente hulka kuuluvate triihvliliikide Tuber
magnatum ja Tuber borchii Vittad. viljakehadest leitud bakterite mitmekesisust ning leitud

bakterikoosluste erinevusi ja sarnasusi.

Seeneliikidega Tuber magnatum ja Tuber borchii seotud bakterikoosluste mitmekesisust
on uuritud kasutades 16S rRNA geenidel pohinevat meetodit, mis on kultuur-séltumatu ja
teise meetodina puhaskultuuridel pohinevat meetodit. Jarjestusanaliitisid identifitseerisid
kuus peamist gruppi eubakterite doméédnis, mis sisaldasid litkmeid hdimkonna
Proteobacteria Klassidest o, B ja y, hdoimkondadest Bacteroidetes, Actinobacteria ja
Firmicutes ning seda molema uuritud Tuber liigi puhul (Barbieri jt 2005a; Barbieri jt
2007).

Sekveneerimine nditas markimisvaérset o-proteobakterite osakaalu (634 koigist 771-st
vaadeldud kloonist, seega ligikaudu 82%). Siia kuuluvad perekondade Sinorhizobium,
Rhizobium ja Bradyrhizobium liigid seenes Tuber magnatum (Barbieri jt 2007). Ka T.
borchii kloonide enamus olid a-proteobakterid, ndidates markimisvddrset sarnasust,
rohkem kui 97%, liikmetega grupist Sinorhizobium/Enisfer, samuti perekondadega
Rhizobium ja Bradyrhizobium. Moned kloonid olid seene Tuber borchii puhul périt - ja y-
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proteobakterite hulgast ja ka madala ja kdrge G+C sisaldusega grampositiivsete bakterite
hulgast (Barbieri jt 2005a). Bakteriaalne kultiveeritav fraktsioon oli peamiselt esindatud y-
proteobakterite poolt (210 koigist isoleeritud 384-st tiivest, seega ligikaudu 55%), sinna
kuulusid enamasti fluorestseerivad pseudomonaadid, nagu leiti ka seenest Tuber magnatum
(Barbieri jt 2007). Enamus isolaatidest liitusid y-proteobakterite hulka ka seene Tuber
borchii puhul, taaskord oli tegu enamasti fluorestseeruvate pseudomonaadidega. Samas
olid moned isolaadid ka hdoimkonna Bacteroidetes liikmed ja moned grampositiivsed

bakterid, enamasti sugukonnast Bacillaceae (Barbieri jt 2005a).

Fluorestseeriv in situ hiibridisatsioon kinnitab, et a-proteobakterid (85,8%) olid valdavad
triihvlite bakteriaalsetes kooslustes, koos iisna vaeselt esindatud [-proteobakteritega
(1,5%), vy-proteobakteritega (1,9%), hoimkonnaga Bacteroidetes (2,1%), hdimkonnaga
Firmicutes (2,4%) ja aktinobakteritega (3%). Need tulemused saadi seenega Tuber

magantum tehtud uuringus (Barbieri jt 2007).

Mbolema seene puhul oli nidha ka erinevaid tulemusi kahe erineva meetodi kasutamisel.
Nendeks meetoditeks olid isolaatide ja kloonide meetodid, esimene pdohines bakterite
kultuuri viimisel ja teise puhul kasutati 16S rDNA jarjestusi. Seene Tuber borchii puhul oli
nidha nende kahe meetodi vahel erinevusi, kui maédrata bakteriaalsete hdimkondade
erinevad esinemissagedused kultuurkollektsioonis ja kloonide raamatukogu kasutades.
Kasutades kloonide meetodit oli suur hulk operatsioonilisi taksonoomilisi tihikuid
(OTUsid) identifitseeritud a-proteobakterite hulgast, 1dhedasi sugulasi leiti perekondadega
Sinorhizobium/Enisfer, Rhizobium/Agrobacterium ja Bradyrhizobium. Erinevalt kloonidest
sisaldas bakteriaalsete isolaatide kollektsioon ainult monda liiget a-proteobakterite hulgast.
Beeta-proteobaktereid ei avastatud kdikides analiilisitud askokarpides ja nad esinesid
enamasti  kloonidena, mitte isolaatidena. Erinevalt klooni raamatukogudest, kus
domineerisid a-proteobakterite OTUd, oli isolaatide kollektsioon tihedalt esindatud
fluorestseeruvate pseudomonaadide poolt ja gram-positiivsete bakterite poolt (Barbieri jt
2005a). Ka seene Tuber magnatum puhul kuulus klooni raamatukogudes enamik kloone a-
proteobakterite hulka, isolaatidest aga kuulus suurem osa y-proteobakterite klassi (Barbieri
jt 2007). Molema Tuber liigi puhul on selgelt ndha, et kahekordne ldhenemisviis suurendab
trihvlite bakteriaalsete koosluste strukturaalse koostise kohta saadud infot, kui vorrelda
neid kultiveerimisel ja otsese 16S rDNA jérjestuste taastamisega saadud tulemusi (Barbieri
jt 2005a; Barbieri jt 2007).
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16S rDNA geeniraamatukogu analiiiisid voimaldasid erinevate liikide identifitseerimist iga
seene Tuber magnatum askokarbi kiipsusastme puhul. Eriti huvitav oli konstantne ja
markimisvddrne a-proteobakterite olemasolu, mis oli esindatud perekondade
Sinorhizobium/Ensifer ja Rhizobium/Agrobacterium liikmete poolt ja Bradyrhizobium
liikide poolt. K&ik eelnevad perekonnad on hésti tuntud oma vdime poolest lammastikku
siduda (Barbieri jt 2007). Samad perekonnad olid esindatud ka seenes Tuber borchii
(Barbieri jt 2005a). Seenes Tuber magnatum olid kdige levinumad kloonid samuti a-
proteobakterite hulgas ja nad olid 1dhedalt seotud bakteriga Bradyrhizobium elkanii. Tema
OTU oli esindatud igas analiitisitud askokarbis (Barbieri jt 2007).

Need uuringud kinnitasid mittekultiveerimismeetodite téhtsust bakterite mitmekesisuse
uurimisel trihvlites (Barbieri jt 2005a; Barbieri jt 2007), eriti kuna kultiveerimisel
pohinevate  mitmekesisuse  uuringutega on  ebatdendoline  kajastada  tdelist

mikroobikoosluse struktuuri in situ (Barbieri jt 2005a).

Lisaks vastavad paljud klassi a-proteobakterite liikmed muutustele keskkonnas
iileminekuga kiill elujoulisse, aga mittekultureeritavasse seisundisse, mis voib seletada
tekkinud raskusi Rhizobia-laadsete liikide isoleerimisel. Pealegi sisaldavad a-
proteobakterid mitmeid siimbiootilisi liike, kes on véga ldhedalt seotud oma peremeestega
ja neile voivad vajalikud olla ka spetsiifilised fiisiokeemilised tingimused, mis lihtsas

so66tmes puuduvad (Barbieri jt 2007).
6.1.1. Hdoimkonna Proteobacteria liitkmed trithvlites

Seenes Tuber magnatum on vastavalt kloonide analiiiisidele kdige arvukamalt esindatud
klass a-proteobakterid hoimkonnast Proteobacteria (Barbieri jt 2007). Ka liigi Tuber
borchii puhul olid o-protebakterid koige laiemalt esindatud proteobakterite hulgas
(Barbieri jt 2005a). Enamus neist riihmitub perekonnaga Bradyrhizobium seene Tuber
magantum puhul. Eriti v3is mérgata iga analiilisitud askokarbi puhul, et kiipsusastmest
sOltumata piisib konstantsena liikide Bradyrhizobium elkanii ja Bradyrhizobium N arvukus
(Barbieri jt 2007). Seene Tuber borchii puhul olid isolaatide enamus ja moned kloonid
markimisvaarselt sarnased (rohkem kui 98%) Sinorhizobium/Enisfer bakterite grupi 16S
rDNA jarjestustega (Barbieri jt 2005a). Moned kloonid liitusid liigiga Agrobacterium
tumefaciens ja perekonnaga Sinorhizobium/Ensifer ja seda molemast seeneliigist saadud
kloonide korral. Teised kloonid grupeerusid perekonnaga Mesorhizobium seene Tuber
magnatum puhul ja sugukondadega Phyllobacteriacea ja Bradyrhizobiaceae seene Tuber
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borchii puhul. Moned kloonid ja iiks bakteriaalsete isolaatide esindaja moodustasid eraldi
klastri, mis on tihedalt seotud bakteriga Rhizobium giardinii, teda leiti samuti mdlema
seenega ldbiviidud uuringust. Seene Tuber borchii puhul oli enamus [B-proteobakterite
liilkmeid esindatud pigem kloonide kui isolaatide poolt, seene Tuber magnatum puhul aga
vastupidi (Barbieri jt 2007; Barbieri jt 2005a).

Mbolema seene puhul leiti 16S rDNA jérjestused, mis nditasid olulist sarnasust (> 98%)
lilgiga perekonnast Varivorax. Paljud seenega Tuber magnatum seotud bakterid osutusid
isolaatide uuringu kdigus y-proteobakteriteks, samuti ka enamus seenega Tuber borchii
seotud bakteritest. Enamusel on markimisvddrne sarnasus  fluorestseerivate
pseudomonaadidega ja tdpsemalt liikidega Pseudomonas costantinii, Pseudomonas
syringae, Pseudomonas linii, Pseudomonas jessenii ja seene Tuber borchii puhul ka liigiga
Pseudomonas marginaalis. Moned rihmitusid seene Tuber magnatum puhul
sugukondadega Xanthomonadaceae, Moraxellaceae ja Enterobacteriaceae ja ka seene
Tuber borchii puhul sugukonda Xanthomonadaceae. Nii isolaatidest, kui kloonidest
grupeerusid osad veel Kirjeldamata liikide hulka perekonnas Pseudomonas ja
mittekultureeritud bakterite hulka molemas seeneliigis (Barbieri jt 2007; Barbieri jt 2005a).

6.1.2. Hoimkonna Bacteroidetes esindajad triithvlites

Mairkimisvddrne grupp operatsioonilisi taksonoomilisi tihikuid (OTUsid), mis esinesid
seene Tuber magnatum ja Tuber borchii viljakehades, olid hdimkonna Bacteroidetes
esindajad. Jarjestused olid nii isolaatide hulgast kui kloonide hulgast périt (Barbieri jt
2007; Barbieri jt 2005a). Seene Tuber magnatum puhul kuulusid need esindajad
sugukondadesse Sphingobacteriaceae, Flexibacteriaceae ja Flavobacteriaceae (Barbieri jt
2007). Seene T. borchii puhul kuulusid enamus jéarjestustest klassi Sphingobacteria,
perekonda Sphingobacter. Moned jarjestused seenest Tuber borchii  saadud
bakteriisolaatidest kuuluvad ka klassi Flavobacteria (Barbieri jt 2005a). markimisvéarseid
sarnasusi ei tdheldatud ei kloonide ega isolaatide hulgas perekonna Flexibacter puhul, see
perekond on seotud Tuber borchii hiiiifidega, aga seenega Tuber magnatum mitte (Barbieri
jt 2005a; 2007).
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6.1.3. Hoimkondade Firmicutes ja Actinobacteria litkmed

trithvlites

Enamus hoéimkonna Firmicutes litkmetest on esindatud isolaatide poolt, mitte kloonide
poolt ja seda molema seeneliigi puhul (Barbieri jt 2007; Barbieri jt 2005a). Seene Tuber
magnatum puhul kuulusid nad sugukondadesse Staphylococcaceae, Listeriaceae ja
Bacillaceae (Barbieri jt 2007). Liigi Staphylococcus pasteuri tiivesid, kes on isoleeritud
seene Tuber magnatum viljakehast ja keda on leitud ka mikropaljundatud taimede juurtelt,
iseloomustas nende antimiikootiline aktiivsus Tuber borchii seeneniidistiku kasvu suhtes
(Barbieri jt 2005a). Uks kloon sugukonnast Clostridiaceae oli avastatud iiksikul harul,
seotuna liigiga Closridium botulinum, sarnasusega 86%-i (Barbieri jt 2007). Seene Tuber
borchii puhul langes iiks isolaat hésti maaratletud liigi Bacillus cereus gruppi. Kloon ClI-
7A-TB3-1 langes iiksikule rRNA harule, sarnanedes liigiga Bacillus thuringensis
AF290545 (sarnasus 97%) ja iiks isolaat klasterdus hdimkonda Firmicutes kuuluva liigi
Bacillus pumilis juurde (Barbieri jt 2005a). Nii isolaatide kui kloonide hulgast oli leitud ka
héimkonna Actinobacteria esindajaid. Hoimkonda Actinobacteria esindasid seene Tuber
borchii puhul sugukonnad Microbacteriaceae, Micrococcaceae ja Nocardiaceae, seene
Tuber magnatum puhul veel lisaks ka sugukond Propionibacteriaceae (Barbieri jt 2007;
Barbieri jt 2005a).

7. Seentes teadaolevaid funktsioone tiaitvad bakterid ja nende spetsiifilisus

Bakterid, keda on eraldatud seente viljakehadest voi timbritsevast substraadist, on néiteks
perekonnad Pseudomonas ja Bacillus (Wang jt 2011; Choundhary jt 2009; Cho jt 2003a;
Zaranejad jt 2012; Noble jt 2009a; Citterio jt 2001; Cho jt 2008a). Lammastikku siduvatest
bakteritest on leitud perekondade Bradyrhizobium, Rhizobium, Sinorhizobium ja
Paenibacillus esindajaid, aga ka liiki Pseudomonas fluorescens (Barbieri jt 2005a, 2007,
Jayasinghearachchi ja Seneviratne 2004). Tolasiini kahjutustavad perekonnad Mycetocola,
Pedobacter ja Acinetobacter ja ka liigid Bacillus pumilus ja Sphingobacterium multivorum
(Tsukamoto jt 2002). Leitud on Kka, et aktinobakterid vdivad maha suruda parasiitset
seeneperekonda Sepedonium (Kriiger jt 2008). Uldiselt on aktinobaktereid leitud ka seene
Pleurotus ostreatus substraadist (Cho jt 2008a) ja seene Tuber borchii ektomiikoriisadest
ja askokarpidest (Barbieri jt 2005a; Sbhrana jt 2002a), kuid seal pole nende funktsioone

uuritud.
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Ektomiikoriisaseentes on iildiselt perekonnad Pseudomonas, Bacillus ja Streptomyces
tilekaalus, seda kinnitab ka nditeks seene Suillus grevillei viljakehaga ja ektomiikoriisaga
labiviidud uuring. Kukeseenest Cantharellus cibarius, mis on samuti ektomiikoriisaseen,
on ka leitud bakterit Pseudomonas fluorescens (Dahm jt 2005). Ka triihvlite puhul leiti
isolaatide pohjal, et kdige rohkem on fluorestseeruvaid pseudomonaade. (Barbieri jt 2005a;
Barbieri jt 2007). Trithvlite puhul on ka perekond Bacillus histi esindatud. Selle esindajad
on nditeks seotud liigi Tuber borchii eoskoti avanemisega (Citterio jt 2001). Ka
Chroogomphus rutilus on ektomiikoriisaseen ja ka selle liigi puhul leiti perekondade

Bacillus ja Pseudomonas esindajaid (Wang jt 2011).

Samas on perekonda Pseudomonas leitud ka seene Pleurotus ostreatus ja bakteriperekonna
Bradyrhizobium koostoimel tekkinud biofilmist voimaliku lammastiku sidujana (Cho jt
2003a) ja ka kasvusubstraadist viljakeha moodustumise edendajana (Cho jt 2008a).
Seenest Agaricus bisporus on leitud ka nii perekondi Bacillus kui Pseudomonas
(Choundhary jt 2009), niiteks pseudomonaadide mdju on peetud védga oluliseks just seene
Agaricus bisporus noore viljakeha arengul (Noble jt 2009a; Zaranejad jt 2012). Seega voib
oletada, et vihemalt perekonnad Pseudomonas ja Bacillus ei ole arvukalt esindatud mitte
ainult ektomiikoriisaseente hulgas, vaid ka mittemiikoriisete seente hulgas, nagu Agaricus
bisporus ja Pleurotus ostreatus ja ka see, kas tegemist on kand- voi kottseenega ei avalda

suurt moju, kui jareldada nende ndidete pohjal.

Alljargnevalt on kirjeldatud seente viljakehadest ja substraadist leitud bakterite omadusi ja

seenega interakteerumise ainulaadsust.
7.1. Perekonnad Mycetocola ja Pedobacter

Bakteriperekonnad Mycetocola ja Pedobacter on samas alapeatiikis kajastatud, kuna nad

omavad seenes sama funktsiooni, nimelt tolasiini detoksifitseerimine.

Bakteriperekond  Mycetocola on  klassifitseeritud  hdimkonda  Actinobacteria
(http://www.bacterio.cict.fr/classifphyla.html). Ko&ik perekonna Mycetocola tiived on
isoleeritud ainult Kkultiveeritavatest seentest (Tsukamoto jt 1998; Tsukamoto jt 2001).
Seega voib selle pohjal oletada, et see perekond baktereid on spetsiifiliselt kohastunud
eluks seoses seentega. Morfoloogiliste, fiisioloogiliste ja kemotaksonoomiliste omaduste,
samuti DNA-DNA reassotsiatsiooni vairtuste ja 16S rRNA geenijarjestuse vordluse

andmetel loodi uus perekond Mycetocola sugukonnas Microbacteriaceae ja sinna
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paigutati kolm wuut liiki: Mycetocola saprophilus, M. tolaasinivorans ja M. lacteus
(Tsukamoto jt 2001).

Koik perekonna Mycetocola lilkmed on vdimelised detoksifitseerima tolasiini, mis on
toodetud bakteri Pseudomonas tolaasii poolt (Tsukamoto jt 2001). Selle perekonna
esindajad on gram-positiivsed, mittesporuleeruvad, mitteliikuvad ja kujult ebaregulaarsed
pulgad. Nad on aeroobsed ja mingit kasvu ei tuvastatud anaeroobsetes tingimustes.
Optimaalne temperatuur kasvuks on 25°C juures ja maksimaalne kasvutemperatuur on
33°C. Ukski tiivi ei kasva 4°C juures (Tsukamoto jt 2001).

Perekond Pedobacter kuulub hoéimkonda Bacteroidetes ja sisaldab liike Pedobacter
heparinus (Sphingobacterium heparinum), P. piscium (Sphingobacterium piscium), P.
africanus, P. saltans ja tidnaseks on sellesse perekonda lisandunud veel mitmeid liike
(http://www.bacterio.cict.fr/classifphyla.html). Sellel perekonnal on iildine sarnasus
perekonna Sphingobacterium  esindajatega. Perekonda Pedobacter  vdib eristada
perekonnast Sphingobacterium niiteks v3dime poolest toota heparinaasi. Pealegi koik
heparinaasi tootvad bakterid on isoleeritud mullast voi aktiivmudast, samal ajal enamus
perekonna Sphingobacterium tiivesid on kliinilist péritolu (Steyn jt 1998). Ka liik
Sphingobacterium multivorum on tolasiini detoksifitseerivate omadustega ja teda on leitud

samuti seente seltsist Agaricales (Tsukamoto jt 2002).

Perekonna Pedobacter enamus tiivesid on heparinaasi tootvad, obligaatsed aeroobid ja
gram-negatiivsed. Kujult on selle perekonna liikmed tildiselt pulgad, imarate voi veidi
kitsenevate otstega. Uhtegi piilit ega viburit ei ole leitud. Liikumisel on tuvastatud libisevat
motoorikat monedel tiivedel. Neile sobiv temperatuurivahemik on tavaliselt 5 ja 30 kraadi

vahel, aga moned tiived vdivad kasvada ka 37°C juures (Steyn jt 1998).

Molemaid bakteriperekondi on leitud seente seltsist Agaricales ja seal detoksifitseerivad
nad efektiivselt tolasiini, surudes alla bakteri Pseudomonas tolaasii poolt pohjustatavat
haigust (Tsukamoto jt 2002).

7.2. Perekonnad Bradyrhizobium, Sinorhizobium ja
Rhizobiumlaadsed bakterid

Antud perekonnad on esitatud samas alapeatiikis, kuna omavad seenes sama funktsiooni,

nimelt lammastiku sidumine.
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Lammastikku siduvate bakterite perekondi on leitud nii trithvlitest, mis on kottseened kui
ka seenest Pleurotus ostreatus, mis on kandseen (http://elurikkus.ut.ee). Samal ajal on
trithvlite puhul tegu ektomiikoriisaseentega ja liik Pleurotus ostreatus ei ole miikoriisaseen
(http://www.mushroomexpert.com). Seega ei soltu bakterite esinemine, vdhemalt antud
bakteriperekondade puhul, seene hdimkonnast, ega miikoriisusest. Erinevusena voib siiski
vélja tuua, et perekonna Tuber liikidest on taksonoomiliste uuringute kiigus leitud
perekondi Rhizobium, Sinorhizobium ja Bradyrhizobium, samal ajal seene Pleurotus
ostreatus puhul ka liiki Pseudomonas fluorescens (Jayasinghearachchi ja Seneviratne
2004; Barbieri jt 2005a, 2007).

Lammastikku siduvad bakterid ei ole spetsiifiliselt kohastunud eluks seoses seenega, kuna
enamus ldmmastikku siduvaid baktereid tekitavad liblikdielistel taimedel juurenooduleid ja
seovad samuti lammastikku (Boone jt 2005), seega nad vdivad seostuda nii seente kui
taimedega. Samas kui on vdOrreldud niiteks nitrogenaaset aktiivsust liblikdieliste taimede
varastes juurenoodulites ja perekonna Bradyrhizobium nitrogenaaset aktiivsust seenes
Tuber magnatum, siis on saadud tdiesti vorreldavad tulemused (Barbieri jt 2010a), seega ei
pruugi lammastiku sidumine seenes esinevate bakterite poolt olla sugugi vdhemtdhtis,

lihtsalt seda on vihem kasitletud.
7.2.1. Perekond Bradyrhizobium

Perekond Bradyrhizobium kuulub hdimkonda Proteobacteria
(http://www.bacterio.cict.fr/classifphyla.html). Algselt kuulusid perekonna
Bradyrhizobium liigid perekonda Rhizobium. Siis otsustati osad aeglaselt kasvavad ja
happeid mittetootvad liblikoieliste taimede juurenoodulite bakterid lahutada eraldi
perekonnaks (Jordan 1982). Perekonna Bradyrhizobium tiitipliigiks on liik B. japonicum
(Jordan 1982). Selle perekonna liikmed on gram-negatiivsed, aeroobsed ja kujult lithikesed
pulgad. Liiguvad iihe polaarse voi subpolaarse viburiga. Optimaalne kasvutemperatuur on
25-30 °C (Jordan 1982).

Perekonna Bradyrhizobium liikmed stimuleerivad noodulite moodustumist troopilistel ja
monedel parasvootme liblikoielistel taimedel, nagu perekondadel Glycine, Vigna ja
Macroptilium. Lisaks teatud kiirekasvulistele tiivedele perekonnast Rhizobium,
pohjustavad ka perekonna Bradyrhizobium liikmed noodulite teket taimeperekondadel
Lotus, Lupinus, Ornithopus, Cicer, Sesbania, Leucaena, Mimosa, Lablab ja Acacia. Selle

perekonna liikmed fikseerivad atmosféddrist lammastikku, olles siimbiootilises seoses
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juurenoodulitega. Tavaliselt on nad happetolerantsed, enamus tiivesid kasvavad pH 4.5
juures. Ule 30% tiivedest kasvab pH juures 4.0 ja moned isegi nii madalal nagu 3.5, aga
neile ei sobi pH 9.0 (Jordan 1982).

7.2.2. Perekond Sinorhizobium

Perekond Sinorhizobium kuulub hdimkonda Proteobacteria
(http://www.bacterio.cict.fr/classifphyla.html). See grupp on identifitseeritud kui Kiiresti
kasvavate sojaoa juurenoodulites elavate bakterite perekond. Nad on ldmmastikku

fikseerivad bakterid, keda identifitseeriti mullast ja sojaoa juurenoodulitest (Chen jt 1988).

Perekonna Sinorhizobium liigid on pulgad, tavaliselt sisaldavad polii-B-hiidroksiibutiiraadi
graanuleid. Spoore nad ei moodusta ja on gram-negatiivsed. Liiguvad {ihe polaarse
viburiga voi rohkem kui kolme peritrihse viburiga. Nad on aeroobsed, vajades hapnikku
terminaalse elektroni aktseptorina. Optimaalne temperatuur on 25-30°C, aga enamus
tiivesid kasvavad 35°C juures ja moned 10°C juures. Optimaalne pH 6-8, moned tiived

kasvavad ka pH 5.0 juures ja teised pH 10.5 juures (Chen jt 1988).

Enamus selle perekonna liikmetest ei oma eriti laia peremeeste ringi, aga efektiivselt
noduleerivad nad taimeliike Glycine soja (harilik sojauba) mitmeid Glycine max (karvane
sojauba) tiivesid, liiki Vigna unquiculata cv. VITA-3 ja liiki Cajanus cajan cv. CITA-1
(Chen jt 1988) (http://elurikkus.ut.ee).

7.2.3. Rhizoobiumilaadsed bakterid

Perekond Rhizobium kuulub samuti hdimkonda Proteobacteria
(http://www.bacterio.cict.fr/classifphyla.html).  Bakterid on pulgakujulised, gram-
negatiivsed ja ei moodusta spoore. Nad liiguvad iihe kuni kuue peritrihse viburiga. Siia
perekonda kuuluvad bakterid on aeroobsed, optimaalne temperatuur kasvuks on 25-30°C,
optimaalne pH kasvuks 6-7. Kasvades karbohiidraatsel so6tmel toodavad ohtralt

eksrtatsellulaarseid poliisahhariide (Boone jt 2005).

Koigi perekonna Rhizobium liikide puhul on teada tiived, mis indutseerivad taimedes
hiipertroofiat juurenoodulite tekkega ja seda kas koos voi ilma ldmmastiku sidumiseta.
Mitmed siimbiootiliste bakteriliikide rakud sisenevad liblikdieliste taimede (sugukond
Leguminosae) juurekarva rakkudesse, kus bakterid tegutsevad intratsellulaarsete

siimbiontidena, tavaliselt fikseerivad 1dmmastikku (Boone jt 2005).
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Nodulatsiooniga (nod geenid) ja lammastiku fikseerimisega seotud geenid (nif geenid) on
klasterdunud suurtessse plasmiididesse vOi megaplasmiididesse. Peremeestaimede
spetsiifika on teatud midral kindlaks maératud lipokito-oligosahhariidsete Nod faktorite
poolt. Need Kitiinilaadsed molekulid indutseerivad noodulite teket bakterite puudumisel.
Bakterid, kes asuvad juurenoodulites endofiiiitidena, voivad vdhendada voi fikseerida
gaasilist lammastikku (Boone jt 2005). Léhedalt sugulased perekonnale Rhizobium on

perekonnad Agrobacterium ja Sinorizobium (Boone jt 2005).

Perekond Rhizobium on levinud muldades iilemaailmselt ja eriti taimede risosfédris.
Looduslikult esinevad ka tiived, mis on lammastiku fikseerimisel kiill ebaefektiivsed, aga
voivad olla efektiivsed taimede nakatamises ja noodulite tekitamises, seeldbi limiteerides

taimede kasvu (Boone jt 2005).
7.3. Perekonnad Pseudomonas ja Bacillus

Antud bakteriperekonnad on iihes alapeatiikis, kuna neil tundub seni avaldatud uuringute
pohjal olevat kdige rohkem funktsioone Seentes voi seente kasvusubstraadis.Samuti on neil

olulisi tihiseid omadusi, eelkdige tselluloliiiitiline ja kitinoliiitiline aktiivsus (Citterio jt

2001).

Kultiveeritavate seente viljakehade kiipsemisega voib seniavaldatud andmete pohjal koige
rohkem seostada perekondi Pseudomonas ja Bacillus. Molemaid on leitud seente
Chroogomphus rutilus ja Agaricus bisporus viljakehadest ja/vodi substraadist. Samas on
batsillid seene Agaricus bisporus viljakehadest gram-positiivsetest bakteritest koige
arvukamalt esindatud grupp, mille esindajatel otsest funktsiooni ei ole seal kiill veel
tuvastatud (Wang jt 2011; Choundhary jt 2009). Samuti mojutavad molemad
bakteriperekonnad tdendoliselt ka askuse avanemist seenel Tuber borchii (Citterio jt 2001).
Ka perekond Bacillus on seotud tolasiini kahjutustamisega, nagu perekond Pseudomonas
(Tsukamoto jt 2002). Uldiselt peetakse nende bakteriperekondade puhul oluliseks nende
tselluloliiiitilist ja eriti kitinoliiiitilist aktiivsust (Citterio jt 2001). Ka Dahm jt (2005) on
vaitnud, et kitinoliiiitiline aktiivsus on sporokarpidest isoleeritud bakterite iildine

tunnusjoon.
7.3.1. Perekond Pseudomonas

Perekonna Pseudomonas liigid on iildlevinud, kuuludes héimkonna Proteobacteria vy-

proteobakterite  klassi  (http://www.bacterio.cict.fr/classifphyla.html), kes asustavad
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mitmesuguseid muldi, vett ja taimede pindasid (Anbuselvi jt 2010). Perekonda
Pseudomonas kuuluvad bakterid on gram-negatiivsed, rangelt aeroobsed, polaarsete
viburitega pulgad. Nad on erinevate pdllukultuuride risosfaari agressiivsed koloniseerijad.

Nad omavad tiitipiliselt polaarset viburit. (Brenner jt 2007).

Selle perekonna liikmetele on iseloomulik pigmentatsioon, niiteks piioverdiinid on
tihendid, mis tekitavad pigmentatsiooni. Piioverdiinid funktsioneerivad ka siderofooridena.
Parim temperatuur kasvuks on umbes 28°C. Moned selle perekonna litkmed taluvad
happelist  keskkonda. Mitmed perekonna Pseudomonas liigid toodavad ka

eksopoliisahhariidi alginaat (Brenner jt 2007).

Perekonnas Pseudomonas on taimedele ja seentele patogeenseid liikmeid. Nad pdhjustavad
taimedel erinevaid siimptomeid, nagu tuumorite véljakasv, midanik, kloroos ja nekroos,
mis tekivad taimerakkude metabolismi muutumise tagajdrjena. Neid muutusi pShjustavad
patogeenide poolt eritatud ithendid. Nende iihendite hulgas on toksiinid, taimehormoonid
ja ensiiiimid, mis on vdimelised nakatama erinevaid taimeraku komponente. Samal ajal on
leitud baktereid, kes omavad taimepatogeenide suhtes laia toimespektriga antagonistlikku
aktiivsust, nagu antibioos (inhibitoorsete komponentide tootmine), siderofooride tootmine
ja toitumise voi elupaiga konkurents (Anbuselvi jt 2010). Mdned perekonna Pseudomonas
liigid voivad ka tekitada sellise vesiniktsiianiidi (HCN) taseme, mis on toksiline kindlatele
patogeensetele seentele. Need omadused teevad perekonna Pseudomonas liigid sobivateks
kanditaatideks, et neid kasutada baktervéetiseks seemnetele ja kaitseks juurtele mullast
parinevate taimepatogeenide eest. Bakterid perekonnast Pseudomonas holmavad suure
aktiivset biokontrolli teostavate tiivede grupi. Seda eelkdige nende iildise voime tottu toota
erinevates hulkades potentsiaalseid antifungiaalseid metaboliite (Anbuselvi jt 2010).
Uuringud on nididanud, et umbes 40% risosfadris leiduvatest bakteritest stimuleerivad

taime kasvu ja 40% inhibeerivad ja 20%-il ei ole efekti (Brenner jt 2007).

Erinevate bakteri Pseudomonas fluorescnes tiivede antifungiaalset aktiivsust on testitud
monede taimepatogeenide, nagu Alternaria cajani, Curvularia lunata, Fusarium sp.,
Bipolaris sp. ja Helminthosporium sp. suhtes in vitro. Tulemus néitas, et kdik bakteri
Pseudomonas fluorescens tiived on efektiivsed taimepatogeenide Alternaria cajani ja

Curvularia lunata vastu ( Anbuselvi jt 2010).

Tuvastatud on mullas elavate pseudomonaadide kasulik m&ju musta trithvli (Tuber

melanosporum) siimbioosi tekkele. Must trithvel ise on ektomiikoriisne kottseen. See voib
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tuleneda pseudomonaadide kaitsvast efektist mulla péritoluliste konkurentide suhtes musta
triihvli  miikorisosfdéris. Seega pseudomonaadid vdivad edendada ka miikoriisa
moodustumist. Samas on ka kinnitatud bakteriaalsete isolaatide vastuselektsioooni
miikoriisa tekkele, néditeks nad vdivad represseerida ebatsuuga (Pseudotsuga menziesii)-
sinilamell-rupiku (Laccaria bicolor) siimbioosi tekkimist (Frey-Klett jt 2007; Mello jt
2006) (http://elurikkus.ut.ee).

Perekonna Pseudomonas esindajatel on seente viljakehades ja nende timbruses viga
mitmeid erinevaid funktsioone. Liiki Pseudomonas fluorescens, kes on vdimeline
lammastikku siduma, on leitud seene Pleurotus ostreatus pinnalt (Cho jt 2003a).
Pseudomonas fluorescens olulist rolli askuse avanemisel on néidatud seene Tuber borchii
puhul (Citterio jt 2001). Samuti on arvatud, et Pseudomonas fluorescens voiks olla ka
potentsiaalne biokontrolli agent, kes vdib hivitada sissetungiva patogeense pseudomonaadi
Psedomonas tolaasii (Tsukamoto jt 2002). Samuti on leitud, et pseudomonaadid on
antagonistlikud mitmete seenel Agaricus bisporus esinevate patogeensete seente suhtes
(Bhatt ja Singh 2002). Perekonna Pseudomonas esindajaid peetakse ka seene Agaricus
bisporus kasvu mdjutajateks, kuna nad seovad lenduvaid orgaanilisi ithendeid (VOC),
mida toodavad seenehuiifid ise, et inhibeerida oma kasvufaasi lleminekut
reproduktiivsesse faasi ja seega on takistatud ka viljakehade teke. Eriti tdhelepanuvairseks
peetakse siinjuures liiki Pseudomonas putida. Kdige inhibitoorsemaks lenduvaks
orgaaniliseks lihendiks peetakse seene Agaricus bisporus miitseeli poolt toodetavat 1-
okteen-3-ooli (Zaranejad jt 2012; Noble jt 2009a). Perekonna Pseudomonas liigid on ka
seente peamiste bakterhaiguste pohjustajateks. Olulisemad neist on pruunplekkhaigus,
haigus, ,tilkuvate eoslehekeste haigus™ (ingl. k. drippy gill) ja ingveripleki haigus,
tekitajateks on vastavalt Pseudomonas tolaasii, P. agarici ja P. ginger. Hiljuti on
kirjeldatud pruunplekkhaiguse pdhjustajana ka bakter Pseudomonas constantinii (Munch jt
2002).

Kuna perekonna Pseudomonas liigid tdidavad seenes vdga mitmeid funktsioone ja ta on
seotud erinevate seentega, siis voiks piitida leida pohjusi, miks just see perekond on
seentega nii tihedalt seotud. Voib oletada, et kuna enamus haigustekitajaid on périt sellest
perekonnast, siis algselt patogeenidena esinenud bakterid on omandanud uued funktsioonid
ja asustavad niiiid viljakehade sisemust ja viljakehi timbritsevat substraati. Samas
evolutsioonipuu (Munsch jt 2002), viitab pigem vastupidisele voimalusele kuna niiteks

tiks levinuim haigustekitaja seentel, nimelt P. tolaasii, on hoopis iiks nooremaid liike
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perekonnas Pseudomonas. Samas aga perekonna Mycetocola liikide kohta voib see oletus
Isegi paika pidada, kuna Tsukamoto jt (2002) artiklis on mainitud, perekond Mycetocola on

parasiitne monede seltsi Agaricales seente suhtes.
7.3.2. Perekond Bacillus

Perekond Bacillus kuulub hdimkonda Firmicutes
(http://www.bacterio.cict.fr/classifphyla.html). Perekonna Bacillus liikmed on gram-
positiivsed, spoore moodustavad, pulgakujulised ja aeroobsed bakterid (Brian jt 1995).
Maksimaalne kasv esineb temperatuuril 31-76°C (Warth 1978). Endospoorid on
resistentsed keemilisele ja fiilisikalisele stressile. Sellises olekus on bakterid vastupidavad
kuumusele ja suudavad pikemat aega elada kuivuses ja on resistentsed ka ioniseerivale
kiirgusele ja UV kiirgusele (Brian jt 1995).

Suur hulk perekonna Bacillus liike toodavad piimhapet. Piimhapet tekitavad tiived on
isoleeritud mullast, riknenud toidust voi piimast, haigete mesilase vastsetest ja erinevate

taimede risosfaérist ning véhi soolestikust (Brian jt 1995).

Perekonna Bacillus hulgas on liike, mis voivad torjuda seenhaigusi ka taimedel. Naiteks
Bacillus subtilis QST713 kuulub tihe biofungitsiidi koostisse, mis védhendab
Plasmodiophora brassicae poolt pohjustatud rapsi infektsiooni. On voimalik, et antibioos
ja indutseeritud kaitse osalevad selle biofungitsiidi poolt esile kutsutud haiguse
supressioonis, kuna biofungitsiidiga nakatamise tagajdrjel suureneb peremehe enda
kaitseotstarbeliste geenide ekspressioon, mis kooderivad kindlate iihendite radasid.
Nendeks iihenditeks on jasmoonhape, etiileen ja feniiiilpropanoidid, mille geenide
ekspressioon suurenes 2.2-23 korda (Lahlali jt 2013).Seega bakteriperekonna Bacillus
puhul ei ole kaitse haigustekitajate eest spetsiifiline ainult seentele, vaid perekonna

Bacillus liigid voivad torjuda haigustekitajaid ka taimedel voi aidata kaasa nende torjele.

Kimura ja Hirano (1988) isoleerisid ka kaks liigi Bacillus subtilis tiive, mis on voimelised
inhibeerima alfatoksiini tootva seene Aspergillus parasiticus NRRL 2999 ja Aspergillus
flavus NRRL 3357 kasvu ja ka alfatoksiini tootmist, need seened on tavalised pahklites ja

maisis.

Seene miitseeli poolt toodetud VOC-id voivad inhibeerida viljakehade moodustumist, nagu
seda on nididatud aedSampinjoni puhul (Noble jt 2009a; Zaranejad jt 2012), aga VOC-id

voivad olla toodetud ka bakterite poolt ja inhibeerida néiteks patogeensete seente kasvu.

37



Uheks taimedel esineva patogeense seene tdrjujaks on liik Bacillus amyloliquefaciens, tiivi
NJN-6. See bakter toodab lenduvaid orgaanilisi ithendeid (VOC-e), mis inhibeerivad
seene Fusarium oxysporum rapsile spetsialiseerunud vormi kasvu ja eoste idanemist. Uuriti
36-t lenduvat iihendit ja 11 nendest inhibeerisid seene kasvu tdielikult. Nende iihendite
seenevastane aktiivsus nditab, et VOC-id on eelpool mainitud patogeense seene alla

surumisel olulised nii pikkade kui lithikeste vahemaade tagant (Yan jt 2012).

Bakterid, keda on leitud sojaoast ja rapsist, toodavad antifungiaalseid lenduvaid orgaanilisi
tthendeid (VOC-e). Nende bakterite poolt toodetud iihendid inhibeerivad liigi Sclerotia
sclerotium miitseeli kasvu ja eoste idanemist. Leitud on, et coste idanemine viheneb 54-
90% VOC-ide tootjate tdttu. VOC-ideks vdivad olla aldehiiiidid, alkoholid, ketoonid ja
sulfiidid. Selle seene puhul leiti kuus komponenti, mis tiielikult inhibeerivad miitseeli
kasvu ja sklerootiumi moodustumist, seega nditasid nad oma potentsiaalset rolli
biokontrollis. Need komponendid olid bensotiasool, tsiikloheksanool, n-dekanaal,

dimetiiiltrisulfiid, 2-etiiiil-1-heksanool ja nonanaal (Fernando jt 2005a).

Arutelu

Kultiveeritavte seente Pleurotus ostreatus, A. bisporus, T. magantum ja T. borchii
viljakehades ja viljakehi iimbritsevas substraadis esinevate bakterite siiani tuvastatud
peamised funktsioonid on ldmmastiku sidumine (Barbieri jt 2005a, 2007, 2010a),
viljakehade kasvu indutseerimine (Choudhary jt 2009; Noble jt 2009a; Citterio jt 2001;
Barbier jt 2007a; Cho jt 2003a, 2008a) ja seente kaitsmine patogeenide eest (Tsukamoto jt
1998, 2001, 2002; Kriigeri jt 2008). Kuigi ka lammastiku fikseerimine ja viljakehade tekke
edendamine on omavahel seotud funktsioonid, kuna pédrast primordiumi moodustumist
muutuvad trithvlid sdltumatuks peremeestaimest ja vajavad seega toitainete kdttesaamisel
bakterite abi (Barbieri jt 2010a). Seega ka ldmmastiku kéttesaadavus reguleerib vahemalt
osaliselt viljakehade arengut, samuti suurendab viljakehade hulka ja kvaliteeti
vastupanuvdime patogeenidedele. Seda on viidetud ka seene Agaricus bisporus
viljakehade arenguga seoses, et siisiniku ja ldmmastiku osakaal kompostis on oluline seene
saagikuse mojutaja (Choundary jt 2009). Haigustekitajate eest kaitsmisega tegelevad
tolasiini detoksifitseerivad bakterid perekondadest Mycetocola ja Pedobacter ning liigid
Bacillus pumilus, Sphingobacterium multivorum ja Pseudomonas fluorescens (Tsukamoto

jt 2002). Vottes aluseks andmed, et mitmed bakteri Pseudomonas fluorescens tiived on
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efektiivsed nditeks taimepatogeenide Alternaria cajani ja Curvularia lunata kasvu
pidurdamisel (Anbuselvi jt 2010), siis ei ole perekonna Pseudomonas omadus kaitsta seent
haigustekitajate eest spetsiifiline ainult seene ja bakteri vahelisele interaktsioonile.
Tolasiini detoksifitseerimine on iildiselt vdga spetsiifiline protsess (Tsukamoto jt 2002),
aga ka moned fiitopatogeensed pseudomonaadid toodavad tolasiini laadseid iihendeid,
seega voOivad tolaasini detoksifitseerimise mehhanismid kasutuses olla ka taimede ja
bakterite vahelistes interaktsioonides (Tsukamoto jt 2002). Ka perekond Bacillus kaitseb
lisaks seentele haigustekitajate eest ka taimi, selle perekonna liigid torjuvad mitmeid
taimede seenhaigusi (Lahlali jt 2013; Yan jt 2012). Seega ei ole ka seene ja perekonna
Bacillus vaheline funktsionaalne seos selle bakteriperekonna jaoks ainulaadne. Samas
perekond Mycetocola voib omane olla ainult seentele ja tdrjuda seentele patogeenseid
baktereid, kuna seda bakteriperekonda ei ole seni mujalt leitud kui seentest (Tsukamoto jt
1998; Tsukamoto jt 2001). Lisaks on leitud, et aktinobakterid vd&ivad kaitsta
seeneperekonna Xerocomus viljakehi parasiitse seene Sepedonium microspermum eest
(Kriiger jt 2008). Aktinobaktereid on taksonoomiliste uuringute kéigus leitud ka trithvlitest
Tuber magnatum ja Tuber borchii (Barbieri jt 2005a; Barbieri jt 2007), kus nad arvatavasti
taidavad samuti teatud kaitsefunktsiooni. Samuti on leitud aktinobaktereid seene Pleurotus
ostreatus substraadist (Cho jt 2008a). Uheski eelpool mainitud seenes ei ole aga selle
bakterihdimkonna funktsioone uuritud. Igal juhul kasvavad aktinobakterite populatsioonid
seenes Pleurotus ostreatus, nagu seene miitseeli kasvu edendava perekonna Pseudomonas

populatsioonidki ja seda viljakeha moodustumise kaigus (Cho jt 2008a).

Lammastiku sidumisega seentes tegelevad bakterid perekondadest Bradyrhizobium,
Rhizobium ja Sinorhizobium (Barbieri jt 2010a; Barbieri jt 2005a; Jayasinghearachchi ja
Seneviratne 2004). Ka lammastikku siduvad bakterid ei ole spetsiifiliselt kohastunud eluks
seoses seenega, kuna enamus ldmmastikku siduvaid baktereid tekitavad liblikdielistel
taimedel juurenooduleid ja seovad nendes lammastikku (Boone jt 2005). Taimedes on
lammastikku siduvad bakterid samuti peamiselt kolmest eelpool nimetatud perekonnast
parit (Chen jt 1988). Seente puhul on lammastikku fikseerivatest bakteritest praeguste
andmete kohaselt kdige rohkem tdhelepanu pooratud perekonnale Bradyrhizobium. Selle
perekonna puhul on just funktsionaalsus seenes koige kindlamini maédratud, teiste
lammastikku siduvate bakterite puhul on tuvastatud ldmmastiku sidujad pigem
taksonoomiliste uuringute kdigus (Barbieri jt 2005a; Barbieri jt 2007). Seene Tuber

magnatum puhul tuvastati perekonnale Bradyrhizobium omaste nifH geenide tugev
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ekspressioon ja teatud maéral leiti siiski ka perekonna Sinorhizobium geenide avaldumist
(Barbieri jt 2010a). Ka seene Pleurotus ostreatus puhul saadi markimisvdarne lammastiku
hulga tdus ja katses kasutati siin perekonna Bradyrhizobium liikmeid (Jayasinghearachchi
ja Seneviratne 2004). Peamine liik lammastikufikseerijate hulgast, keda on leitud seoses
seentega, on bakter Bradyrhizobium elkanii, keda on leitud iildiselt sojaoa juurenoodulite
moodustajana (Rumjanek jt 1993). Seega voib oletada, et ta on iisna spetsiifiline iihele

taimeliigile ja ei ole seetdttu ilmselt kdige levinum lammastikufikseerija taimede hulgas.

Viljakeha arengut mdjutavatest bakteritest on kdige levinum perekond Pseudomonas,
sealhulgas eriti liigid P. putida ja P. fluorescens (Choudhary jt 2009; Citterio jt 2001; Cho
jt 2003a; 2008a; Danell jt 1993). Samuti on perekonnad Acinetobacter ja Bacillus seotud
ilmselt viljakehade tekke esile kutsumisega (Choudhary jt 2009). Sugukond Bacillaceae ja
lilk Pseudomonas fluorescens on olulised eoskoti avanemisel oma kitinoliiiitilise aktiivsuse
tottu (Citterio jt 2001). Dahm jt (2005) on samuti viitnud, et kitinoliilitiline aktiivsus on

viljakehadest isoleeritud bakterite iildine tunnusjoon.

Kui vorrelda iilal loetletud seentes teatud funktsiooni tditvate bakteriperekondade omadusi,
mis on kokkuvotlikult toodud tabelis 1, selgub, et enamikel perekondadel on kasvuks
suhteliselt sarnased optimaalsed tempereatuurid. Ainult perekonnal Bacillus on see
vahemik natuke laiem ja seda ilmselt véime tottu moodustada endospoore (Warth 1978).
Samuti on enamus seentes ja nende {imbruses leiduvatest bakteritest gram-negatiivsed. Ka
Dahm jt (2005) on viitnud ektomiikoriisaseentega 1dbi viidud uuringu pohjal, et gram-
negatiivsed pulkbakterid olid sporokarpide seest isoleeritud bakterite hulgas iilekaalus.
Kéesolevas t60s olid ektomiikoriisaseentest kisitletud ainult triihvlid ja ménniliimik
Chroogomphus rutilus. Seenes C. rutilus oli iiks kahest arvukamast bakteriperekonnast
perekond Bacillus, kuhu kuuluvad tegelikult hoopis gram-positiivsed bakterid (Wang jt
2011). Uldiselt on perekond Bacillus kiesolevas toos kisitletud seentest gram-positiivsete
baktereite peamine esindaja, keda on leitud mittemiikoriisetest kandseentest Agaricus
bisporus (Choudhary jt 2009) ja Coprinellus disseminatus (Tsukamoto jt 2002), aga ka
trithvlitest, kuigi tuvastatud arvukus oli madal (Barbieri jt 2007; Barbieri jt 2005a). On
alust arvata, et pulgakujulistel bakteritel voib olla mingi eelis seente asustamisel voi teatud
kindel iilesanne, kuna koik kdesolevas toos kasitletud olulisemate bakteriperekondade
lilkmed olid kujult pulgad ja neid leidus nii gram-positiivsete kui gram-negatiivsete
bakterite hulgas. Seda viidet kinnitab niiteks see, et pulgakujulised bakterid on ilmselt

voimelised uuristama askuse seinu ja koloniseerima askuste sisemust ja seeldbi vdivad
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osaleda askuse avanemisel (Citterio jt 2001). Elupaiga poolest olid enamus nendest
bakteriperekondadest laialt levinud mullas ja taimede risosfédris, samas on need ka seente

kasvuga koige lahemalt seotud elupaigad.

Kui vorrelda kahe trithvli liigi puhul seal leiduvate bakterite taksonoomilist mitmekesisust,
siis selgub, et seal esinevate bakterite pohigrupid ja nende osatdhtsus on samad. Nimelt
identifitseeriti jarjestusanaliiiiside abil kuus peamist bakterite gruppi, nendeks olid
héimkonna Proteobacteria klassid o, p ja y, hdoimkond Bacteroidetes ja hdimkonnad
Actinobacteria ja Firmicutes. Mdlema triihvli liigi puhul oli vastavalt 16S rDNA jérjestuste
pOhjal tehtud analiitisidele kdige arvukam klass a-proteobakterid, aga bakterite kultuuri
viimisel pdhinevate meetodite alusel olid kdige arvukamad hoopis y-proteobakterid,
tapsemalt fluorestseerivad pseudomonaadid (Barbieri jt 2005a; Barbieri jt 2007).
Fiilogeneetilised analiiisid on nididanud, et 85% viljakehadest eraldatud bakteriaalsetest
isolaatidest kuulusid y-proteobakterite gruppi ka mittemiikoriise kandseene Agaricus
bisporus bakteriaalse mitmekesisuse uurimisel ja iilejadanud sealt eraldatud isolaadid olid
batsillid (Choudhary jt 2009). Seega ei ole see iseloomulik ainult trithvlitele, et isolaatide
abil saadakse koige suuremal hulgal y-proteobaktereid. o-proteobakterite hulgast on
mdlema trithvli liigi puhul esindatud perekonnad Bradyrhizobium, Rhizobium ja
Sinorhizobium (Barbieri jt 2005a; Barbieri jt 2007). y-proteobaktereid on isolaatide hulgas
rohkem, kuna nad on kiirckasvulisemad kui a-proteobakterid ja ei ldhe
keskkonnatingimuste muutumisel iile mittekultiveeritavasse seisundisse ja seetdttu on neid
lihtsam puhaskultuuri viia kui a-proteobaktereid. Samuti vdivad y-proteobakterid s66tme
suhtes vahemndudlikumad olla, kui a-proteobakterid (Barbieri jt 2007). Téendoliselt on a-
proteobaktereid tildiselt siiski rohkem kui y-proteobaktereid, aga neid on vd&imalik
tuvastada enamasti ainult kloonide meetodil 16S rDNA analiiiiside alusel. Lammastikku
siduvate bakterite suur hulk seentes voib olla tingitud sellest, et seene sees on lihtsam
kaitsta oma nitrogenaaset kompleksi hapniku eest. Ilmselt on oluline ka vdimalus saada
seentelt fosforit ja siisinikku, kuna energiakulu on lammastiku sidumisel suur (Li ja Hung
1987; Jayasinghearachchi ja Seneviratne 2004). Eriti sobiv voib seenes kasvamine olla
perekonna Bradyrhizobium esindajatele, kuna selle perekonna bakterid kasvavad aeglaselt.
Seene sees on stabiilsem keskkond, kus on aega kasvada, samas on ka seene viljakeha
siiski iisna lithiealine ja bakter peaks sel juhul oma aktiivsema eluetapi ajastama just seene

viljakeha tekkega samale ajale.
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Kokkuvote

Kéesoleva t66 pohjal voib jéreldada, et peamised funktsioonid, mida bakterid seente
viljakehades ja nende kasvusubstraadis tdidavad, on lammastiku fikseerimine, viljakehade
kasvu edendamine ja patogeenid alla surumine. Kahte esimest funktsiooni tditvaid
baktereid esineb nii kott- kui kandseentes voi nende substraadis. Erinevusi neid antud
funktsioone tditvate bakterite esinemises ei ole ka soltuvalt sellest, kas tegu on miikoriisat
moodustava Seenega vOi mitte. Patogeenide supresseerimist on siiani tuvastatud nii
saprotroofsetes kui miikoriisat moodustavates kandseentes, mitmekesisust kirjeldavate

uuringute kdigus on seenhaigusi allasuruvaid aktinobaktereid leitud ka triihvlitest.

Antud t66 pohjal voib delda, et kdige rohkem erinevaid funktsioone seente viljakehades ja
kasvusubstraadis tdidavad bakteriperekonnad Pseudomonas ja Bacillus. Nad on ka viga
erinevates seentes esindatud. Liik Pseudomonas fluorescens on vdimeline lammastikku
siduma ja osalema askuse avanemises, nagu ka liik Bacillus pumilus, ja seda vastavalt
seentes Pleurotus ostreatus ja Tuber borchii. Samuti on leitud, et liigid Pseudomonas
fluorescens ja Bacillus pumilus vaivad olla ka potentsiaalsed biokontrolli agendid, nii seen-
kui bakterhaiguste vastu seentes. Perekonna Pseudomonas esindajaid peetakse ka seene
Agaricus bisporus kasvu mojutajateks, kuna nad seovad lenduvaid orgaanilisi iihendeid
(VOC-e). Kultiveeritavate seente peamised haigustekitajad kuuluvad samuti perekonda
Pseudomonas. Kokkuvottes kuulub perekonna Pseudomonas poolt mdjutatavate seente
hulka nii kott- kui kandseeni ning miikoriisseid ja mittemiikoriisseid seeni. Perekonda
Bacillus on leitud veel seente Chroogomphus rutilus ja Agaricus bisporus viljakehadest
ja/voi substraadist. Nende kahe bakteriperekonna puhul peetakse oluliseks nende
tselluloliiiitilist ja eriti kitinoliittilist aktiivsust, just seetdttu voivad nad omada ka kdige

rohkem funktsioone erinevates seentes.

Lammastikku siduvaid baktereid on tuvastatud enamasti trithvlites, aga ka kandseene
Pleurotus ostreatus ja Bradyrhizobium tiivede poolt moodustatud biofilmis. Seentes
funktsionaalsetena on seni Kirjeldatud eelkdige perekonna Bradyrhizobium liikkmeid, eriti
liiki Bradyrhizobium elkanii. Uldiselt on see liik taimede hulgas tavaline sojaoa noduleerija
ja voib oletada, et mitte nii levinud lammastikusiduja, kui seente hulgas. Liiki

Bardyrhizobium elkanii on tuvastatud erinevate seeneliikidega labiviidud uuringutes.

Seeneseoseliste bakterite hulgas on kdige levinumad o-proteobakterid, kui arvesse votta

kloonidega tehtud uuringuid, aga kui kultuuri viidud bakteriisolaate, siis hoopis Y-
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proteobakterid. Sellised tulemused saadi kahe triithvli liigi puhul, aga ka mittemiikoriisse
kandseene Agaricus bisporus puhul on isolaatide analiiiisil leitud, et 85% viljakehadest
eraldatud bakteritest kuulusid y-proteobakterite hulka. Seega isolaatide pdhjal tehtud
analliiisid nditavad samu tulemusi nii miikoriissete Kkottseente triithvlite puhul, Kkui
mittemiikoriisse kandseene puhul. Seega voib bakterite mitmekesisus erinevate
hdimkondade ja eluviisidega seentes olla {isna sarnane ja ka soltuvus meetodist, mida on
kasutatud bakterite tuvastamiseks, on ka sarnane. Perekonna Tuber kahe eri liigiga seotud

bakterite mitmekesisus ja taksonoomiline jaotus on samuti vaga sarnaned antud juhul.

Vorreldes seentes teatud funktsioone tiitvaid bakteriperekondi (vt Lisad, Tabel 1) on
sarnaseks omaduseks optimaalsed temperatuurid. Samuti on enamus bakteritest gram-
negatiivsed. Ka Dahm jt (2005) on viitnud ektomiikoriisaseentega 1dbi viidud uuringu
pohjal, et gram-negatiivsed pulkbakterid olid sporokarpide seest isoleeritud bakterite
hulgas iilekaalus. Kdesolevas t60s olid ektomiikoriisaseentest kasitletud kiill ainult trithvlid
ja Chroogomphus rutilus ja nende puhul olid iilekaalus gram-negatiivsed pulkbakterid.
Koik leitud bakterid olid kujult pulgad ja oletatavasti voib see omadus bakteritele seente
asustamisel oluline olla. Enamus nendest bakteriperekondadest on esindatud mullas voi
taimede risosfédris, ilmselt ongi nad nendest keskkondadest liikunud seentesse voi nende

pinnale.

Kui vaadelda seente ja teiste organismide ning bakterite vaheliste interaktsioonide
spetsiifilisust, siis lammastiku sidumine vastavate bakterite poolt ja patogeenide tdrjumine
pseudomonaadide ning batsillide poolt on viga levinud ka taimede hulgas. Seega need ei
ole spetsiifilised interaktsioonid. Ainult seentele v3ib aga olla spetsialiseerunud

bakteriperekond Mycetocola, mille lilkkmeid on seni leitud ainult seentest.
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FUNCTIONAL AND TAXONOMIC DIVERSITY OF BACTERIA ASSOCIATED WITH FRUITBODIES OF
FUNGI

Mari Pent

Summary

On the basis of the present work it can be concluded that the main functions, that bacteria
perform in the fruitbodies of fungi and in their casing layer, are nitrogen fixation,
promotion of the growth of sporocarps and suppression of pathogens. Bacteria that
perform the first two functions occur in asco- and basidiomycotes or in their casing layer.
There are no differences between the exictence of those bacteria that perform those given
functions depending on whether the fungi are mycorrhizal or not. So far the supression of
pathogens has been detected in saprotrophic as well as in mycorrhizal basidiomycotes. In
the studies that describe the diversity of bacteria it has been found that truffles also

include actinobacteria, that suppress fungal diseases.

It can be concluded that bacteria with the most different functions in sporocarps of fungi
and in their casing layer are performed by members of the genera Pseudomonas and
Bacillus. They are present in very different fungi. Pseudomonas fluorescens is able to fix
nitrogen and take part in opening of the ascus, just like Bacillus pumilus, in Pleurotus
ostreatus and Tuber borchii, respectively. Also, it has been found, that these two bacterial
species can be the potential agents of biocontrol against the fungal as well as bacterial
diseases of fungi. Members of genus of Pseudomonas are also considered to be the growth
promoters of Agaricus bisporus, because of their ability to fix the volatile organic
compounds (VOC).The main pathogens of cultivated fungi also belong to the genus of
Pseudomonas. Members of this genus have been found from fruitbodies of asco- and
basidiomycotes as well as mycorrhizal and non-mycorrhizal fungi. Members of the genus
Bacillus has been found from sporocarps of Chroogomphus rutilus and Agaricus bisporus
and/or from their casing layer. In the case of these two genera of bacteria, their tsellulolytic
and especially chitinolytic activity have been considered important that probably result the

highest number of functions in various fungi.

Nitrogen fixing bacteria have mostly been discovered in ascomycetous truffles, but also in
biofilm which is formed by basidiomycetous Pleurotus ostreatus and Bradyrhizobium
strains. So far primarly the members of Bradyrhizobium has been described as being

functional, in fungal fruitbodies or biofilm, especially B. elkanii. Generally this species is
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common among the nodulators of the soya bean, but probably not so widely distributed
nitrogen fixators among the fungi. Members of Bradyrhizobium have been detected in

different studies, conducted with different fungal species.

Among the bacteria that are associated with fungi a-proteobacteria appear most common in
studies base on clone libraries. However, when consider only of bacteria isolated into pure
culture, the y-proteobacteria are the most common. Such results were obtained from two
truffle species, but also from analysis of isolates from non-mycorrhizal basidiomycetous
Agaricus bisporus. In the latter, it has been found that 85% of bacteria isolated from
sporocarps belong to the y-proteobacteria. Thus the analyses of isolates show the same
results in case of mycorrhizal ascomycetous truffles and non-mycorrhizal members of the
Basidiomycota. Bacterial diversity in fungi from different phyla and having different life
strategies can be quite similar. The dependence of method, which is used in order to
identify the bacteria is also similar. Bacterial diversity and taxonomic distribution in this

case are also very similar between two different species of Tuber.

Comparing the genera of bacteria that perform certain functions in fungi (Table 1), one of
their common properties is their similar optimum temperature. Also majority of the
bacteria are Gram-negative. Studying ectomycorrhizal fungi, Dahm et. al. (2005) claimed
that Gram-negative rods were prevailing among the bacteria, isolated from sporocarps.
Altough only truffles and C. rutilus were represented in this work from ectomycorrhizal
fungi, also in their case the Gram-negative rods were prevailing. All of bacteria, that were
found were rods and presumably their uniform shape can be important for the colonization
of fungi. Majority of these genera of bacteria are represented in soil and in the rizosphere
of plants, apparently they have moved from these environments to the fungi or to their

surface.

The present work also addressed the specificity of interactions between fungi and bacteria
and as compared to those between bacteria and other organisms. In this regard, nitrogen
fixation by some known bacteria and suppression of pathogens by pseudomonads and
bacilli do not appear unique, being also very common among plants. On the other hand the
bacterial genus of Mycetocola can be specialized to fungi. Members of this genus have so

far only been found from fungi.
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LISAD

SEENTES TEATUD FUNKTSIOONE TAITVAD BAKTERIPEREKONNAD

Mycetocola | Pedobacter | Brady- Sinorhizo | Rhizobium | Pseudo- Bacillus
TUNNUSED rhizobium | bium monas
Gram- + - - - - - +
reaktiivsus
Raku kuju pulgad pulgad pulgad pulgad pulgad pulgad pulgad
Hapniku ranged ranged aeroobid aeroobid | aeroobid ranged aeroobid
kasutamine aeroobid aeroobid aeroobid
Optimaalne 25°C 5-30°C 25-30°C 25-30°C | 25-30°C 28°C 25-67°C
temperatur
Spooride ei ei ei ei ei ei moodusta-
moodusta- moodusta moodusta moodusta | moodusta | moodusta | moodusta | vad
mine
Liikuvus mitte- monel juhul | lilkuvad liikuvad | liitkuvad liikuvad liikuvad
liikuvad libisev
liikumine
Elupaik seenest muld ja | liblikoielis | peamiset | juure- muld, muld,
P. ostratus | aktiiv-muda | te  juure- | sojaoa noodulites, | vesi, riknenud
noodulites | juure- risosfédris, | taimede toit,
noodulits | mullas pind taimede
risosfaar,
vahi
soolestik

Tabel 1. Seentes ja timbritsevas substraadis leiduvate bakterite peamised tunnused ja tildine

elupaiga eelistus
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