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INFOLEHT

Seente elurikkus korgusgradiendil: Helani miestiku seenestik

Kéesolev bakalaureuset6d uurib mullas elavate seente mitmekesisust ja 0koloogilist jaotust
Hiina Helani méestiku kdrgusgradiendil. Uuringu kaigus analiitisiti 20 mullaproovi, mis koguti
korgustel 1124-2422 meetrit iile merepinna. Molekulaarsete meetodite abil tuvastati 5997
seente taksonoomilelist iiksust, mis kuulusid 24 hoimkonda. Peamised leiud naitavad, et seente
mitmekesisus suureneb monotoonselt kdrguse kasvades, mis erineb paljudest varasemate
uuringute tulemustest. Domineerivad hdoimkonnad Ascomycota ja Basidiomycota niitasid
selgeid muutusi kdrgusgradiendi ulatuses. Keskkonnafaktoritest olid kdige olulisemad korgus,
pH, orgaaniline siisinik ja lammastikusisaldus. Taimestiku tiilip mdjutas samuti
markimisvéérselt seenekoosluste  koosseisu. Tulemused annavad olulise panuse
maigidkosiisteemide seente Okoloogia moistmisesse ja kliimamuutuste vOimalike mojude

hindamisse.

Mirksonad: seened, korgusgradient, elurikkus, migidkosiisteemid, metatriipkoodimine
CERCS: B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, miikoloogia

Fungal diversity along an elevation gradient: Mycobiota of Helan Mountain

This bachelor's thesis investigates the diversity and ecological distribution of soil fungi along
an elevation gradient of Helan Mountain range in China. The study analyzed 20 soil samples
collected from elevations ranging from 1,124 to 2,422 meters above sea level. Using molecular
methods, 5,997 fungal taxonomic units belonging to 24 phyla were identified. The main
findings show that fungal diversity increases monotonically with elevation, which differs from
many previous studies. The dominant phyla Ascomycota and Basidiomycota showed clear
changes across the elevation gradient. Among environmental factors, elevation, pH, organic
carbon, and nitrogen content were most significant. Vegetation type also significantly
influenced fungal community composition. The results provide important contributions to
understanding fungal ecology in mountain ecosystems and assessing potential climate change

impacts.
Keywords: fungi, elevation gradient, biodiversity, mountain ecosystems, metabarcoding
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KASUTATUD LUHENDID

AIC ingl k Akaike information criterion

AM ingl k arbuscular mychorriza, arbuskulaarne miikoriisa

EM ingl k Ectomychorriza, ektomiikoriisa

FDR ingl k False Discovery Rate, valeavastusméaar

ITS ingl k Internal transcribed spacer, sisemine transkribeeritav speisser

NMDS ingl k Non-metric multidimensional scaling
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PCR ingl k Polymerase chain reaction, Poliimeraasi ahelreaktsioon

PERMANOVA ingl k Permutational multivariate analysis of variance, permutatsiooniline
mitmemodtmeline dispersioonanaliiiis

SOM ingl k Soil organic matter, mulla orgaaniline aine



SISSEJUHATUS

Seened on mégidkosiisteemides iihed olulisemad komponendid, kuid vdorreldes tasaste alade
uuringutega on nende mitmekesisust ja Okoloogilisi funktsioone korgusgradientidel
markimisvéérselt viahem késitletud. Praeguseks on kirjeldatud ligikaudu 155 000 erinevat
seeneliiki, kuid arvatakse, et liikide koguarv voib ulatuda mitme miljoni (Niskanen et al., 2023).
Kirjeldatud seeneliikidest moodustavad spetsiifiliselt migidkosiisteemidele kohandunud
taksonid vaid viikese osa. Méestikud katavad ligikaudu 12% Maa maismaapinnast véljaspool
Antarktikat ja hdlmavad ligikaudu 33% kogu maismaa liitkide mitmekesisusest (Korner et al.,
2011; Sundqvist et al.,, 2013a). Samas jddb migedes elavate seente 0koloogiline roll ja

mitmekesisus suuresti vaheuuritud valdkonnaks.

Maigiokosiisteemide seenekoosluse uurimine aitab paremini moista korgusgradientidel
toimuvad Okoloogilisi protsesse, sest seened tdidavad mdiestikualadel erakordselt
mitmekesiseid rolle. Seened toimivad lagundajatena, mutualistidena, patogeenidena ning
toitainete mobiliseerijatena. Magedes leiduvad ektomiikorissed (EM) seened moodustavad
eluliselt olulis juursiimbioosi puittaimedega, vdimaldades neil kasvada toitainetevaestes
muldades ning aidates kaasa metsadkosiisteemide stabiilsusele. Saprotroofsetel seentel on
kriitiline roll orgaanilise aine lagundamisel korgel merepinnast, kus temperatuuri ning niiskuse

kdikumised mojutavad markimisvadrselt lagenemisprotsesse.

Kliimamuutuste tagajarjel toimuvad magidkosiisteemides ulatuslikud muutused, mis
mojutavad koiki bioloogilisi komponente, sealhulgas seenekooslusi. Korgenev keskmine
temperatuur, muutuvad sademete mustrid ning ddrmuslike ilmastikundhtuste sagenemine
voivad pdhjustada seenekooslustes struktuurseid nihkeid, mille tagajérjed voivad hdirida kogu
mégidkosiisteemi funktsioneerimist. Eriti tundlikud on korgmaiestike piirkonnad, kus
soojenemine toimub tavalisest kiiremini. Nende muutuste tdttu on mégiseente uurimine
muutunud iiha aktuaalsemaks, sest piiratud teadmiste tottu on keeruline vélja tuua adekvaatseid

lahendusi migiokosiisteemide kaitsmiseks ning tuleviku muutuste prognoosimiseks.

Hiina Helani méestik pakub eriti huvitavat uurimisobjekti mitmel pohjusel. Geograafiliselt asub
see lleminekutsoons, kus kohtuvad erinevad kliimavoondid ning bioomid. Miestiku
korgusvahemik voimaldab uurida seenekoosluste muutusi suhteliselt kompaktsel alal, samal
ajal katma markimisvddrse Okoloogilise gradiendi. Piirkonna taimestik varieerub
korbelaadsetest rohumaadest kuni tihedate okasmetsadeni, pakkudes mitmekesiseid elupaiku

erinevatele seente gildidele ehk eluviisitiilipidele.



Kéesoleva bakalaureusetdoo raames analiiiisiti Helani méestikust kogutud mullaproove (n=20)
piki kdrgusgradienti vahemikus 1124-2422 meetrit iile merepinna. T66 eesmaérk oli kirjeldada
ning analiiiisida seenekoosluste struktuuri ning mitmekesisuse muutumist korgusgradiendil.
Uurimuse kidigus on késitletud erinevate korguskategooriate omavahelisi erinevusi
taksonoomilises koostises, elurikkuses ning koosluse struktuuris. Lisaks analiiiisiti
keskkonnafaktorite mdju seenekoosluste kujunemisele ning tuvastati indikaatorliike erinevatele
korgustele. Mullaproovidest eraldati DNA, kasutades MagAttract PowerSoil Pro DNA Kit
(Qiagen, USA) komplekti. DNA eraldusele jargnes ribosomaalse RNA operonis leitavate
sisemiste  transkribeeritavate  vahejarjestuste  (ITS) amplifitseerimine  poliimeraasi
ahelreaktsiooni abil. Koostatud raamatukogud sekveneeriti ehk jérjendati Oslo Ulikooli laboris
PacBio instrumendil ning saadud tulemused analiilisiti bioinformaatiliste ning statistiliste

meetoditega.

T66 on teostatud TU Okoloogia ja Maateaduste Instituudi botaanika osakonna miikoloogia
oppetoolis. Uurimisto0 panustab laiemasse arusaama seente Okoloogilistest mustritest
korgusgradientidel ning pakub olulist teavet kliimamuutuste vdimalike modjude hindamiseks

magidkoslisteemidele.



1 KIRJANDUSE ULEVAADE
1.1 Korgusgradient 6koloogilistes uuringutes

1.1.1 Globaalne tahtsus

Mied kujutavad endast looduslikke kaitsealasid: need sisaldavad piiratud geograafilises
piirkonnas  erinevaid  keskkonnategureid, @ mistdttu = on  need  sobiv  koht
loodusteadustesokoloogiliste ja evolutsiooniliste hiipoteeside piistitamiseks ja testimiseks
(Lomolino, 2001). Maéestikele on tavaline suur keskkonna heterogeensus, mis soodustab nii
korget elurikkust kui ka endemismi. Maigedes asub umbes pool Maa bioloogiliste

mitmekesisuse tulipunktidest (Chape et al., 2005)

Teadlased on juba sadu aastaid, alates von Humboldti ajast 19. Sajandi alguses, kasutanud
korgusgradiente, et uurida, kuidas organismid reageerivad muutuvatele keskkonnatingimustele,

eriti temperatuurile (Korner, 2007; Sundqvist et al., 2013a).

1.1.2 Seosed kliimamuutustega

Korgusgradiendid méngivad olulist rolli globaalse kliimamuutuse uurimises. Mded on eriti
tundlikud kliimamuutusele, kuna soojenemine toimub kdrgematel kdrgustel palju kiiremini kui
madalamatel(Pepin et al.,, 2015). Naiteks Euroopa Alpides on keskmine Shutemperatuur
kasvanud 20. sajandil kuni 2°C ning mudelid ennustavad ligikaudu 0,25°C soojenemist iga

kiimnendi kohta kuni 21. sajandi keskpaigani (Gobiet et al., 2014).

Tulevaste  kliimatingimuste ~ Okoloogiliste ~ vastuste  prognoosimiseks  kasutatakse
korgusgradiente ,,ruum-aja-asenduse® (ingl k Space-for-Time substitution) l&henemise viisil
(Blois et al., 2013; Pickett, 1989). See viis eeldab, et tinapdeval madalamatel kdrgustel leiduvad

sarnased 6koloogilised tingimused, mis tekivad korgematel korgustel soojenemise kéigus.

Mied on olulised ka globaalsetes biokeemilistes tsiiklites, kuna toimivad oluliste
stisinikusidujatena ja védga olulised veeallikad: kdrgel sajab rohkem ja lume sulades tuleb puhast
magevett.. Mdeokosiisteemid akumuleerivad sageli suuri orgaanilise aine koguseid mullas, tdnu
aeglasemale lagundamiskiirusele korgematel korgustel (Girardin et al., 2010; Schuur et al.,
2001). Seepérast moistmine kuidas mikroobikooslused mégedes kdrguse muutudes varieeruvad
on oluline, et prognoosida mulla siisinikutsiiklite reaktsioone kliimamuutuse tingimustes

(Reyes et al., 2017).



1.2 Keskkonnafaktorid korgusgradiendil

Kodrgusgradiendid on alad, kus mitmed keskkonnategurid silistemaatiliselt muutuvad. Mdned
neist muutustest on globaalselt universaalsed ja ennustatavad, teised aga varieeruvad ja

soltuvad konkreetse piirkonna geograafilisest asukohast ja selle eriparadest.

1.2.1 Globaalsed tegurid

Korner (2007) toob vilja neli peamist atmosfadrilist muutust, mis on otseselt seotud korgusega
jamarkimisvédrselt mojutavad elusorganisme. Esiteks iga kilomeetri tdusuga viheneb 6hurdhk
ja atmosfddri gaaside osardhk umbes 11% vdrra, alustades merepinna tasemelt 1013

hektopaskaliga. See mdjutab oluliselt gaasivahetust nii loomadel kui ka taimedel.

Ohutemperaturi jérkjirguline langus on samuti oluline ja mirgatav tegur kdrgusgradiendil.
Keskmiselt iga 100 meetri kdrguse suurenemisega langeb temperatuur 0,55 °C vorra, kuigi see
vOib varieeruda soltuvalt Shuniiskusest ja kohalikest meteoroloogilistest tingimustest (Barry,
2008; Rolland, 2003). Korgemate alade madalam temperatuur mojutab otseselt organismide

metabolismi, fiisioloogilisi protsesse ja elutsiikleid.

Korguse kasvades suureneb kiirguse intensiivsus, eriti pilvitu taeva korral. Kuna dhk muutub
ohemaks ja atmosfaér ldbipaistvamaks, nii sissetulev pdikesekiirgus kui ka véljuv soojuskirgus

kasvavad korgusega (Becker & Bugmann, 2001).

Korgusega suureneb ka UV-B kiirguse (lainepikkus 280-320 nm) osakaal kogukiirgusest, mis

on tigitud atmosfairi dhenemisest, mis filtreerib vdhem kahjuliku kiirgust.

Need tegurid on universaalsed ja ennustatavad kdigil méiestike korgusgradientidel iile maailma,
siiski nende tdpne midr voib varieeruda sdltuvalt laiuskraadist ja kohalikest tingimustest

(Korner, 2007; Nagy et al., 2003).

1.2.2 Kohalikud muutujad

Lisaks universaalsetele muutustele korgusgradientidel esineb ka mitmeid keskkonnategureid
mis ei jargi lihtseid globaalseid mustreid, vaid sdltuvad geograafilisest piirkonnast, kliima

tiilibist ja teistest geofiilisikalistest isedrasusest.

Sademete hulk ja niiskusreziim ei jérgi iihtseid globaalseid mustreid. Sademete mustrid voivad
olla viga varieeruvad, mones piirkonnas sademete hulk suureneb korgusega, teistes aga
vidheneb vOi nditab unimodaalset mustrit (Korner, 2007; Looby & Martin, 2020; Siles &
Margesin, 2016). Vee Kkittesaadavus mojutab oluliselt organismide fiisioloogiat ja

levikut. Niiskus on taimede jaoks fotosiinteesi ja toitainete omastamise regulaator, mistdttu
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niiskusgradiendid médravad sageli taimestiku koosseisu (Crimmins et al., 2011). Liiga niisked
tingimused kdrgusel vdivad vahendada hapniku kéttesaadavust mullas, mis omakorda mojutab

juurte hingamist ja mikroobide aktiivsust (Silver et al., 1999).

Mullatiitibid ja fliiisikalis-keemilised omadused, nagu siigavus, 16imis, pH ja toitainete
kittesaadavus varieeruvad oluliselt korgusgradientidel. Kuid sellise varieeruvuse jaotus sdltub
enamasti veereZiimist, taimestikust ja lokaalsetest geoloogilistest protsessidest (Egli et al.,

2014; Korner et al., 2003; Sundqvist et al., 2013b).

Vastupidiselt levinud arusaamisele ei suurene tuule kiirus kdrgusega lineaarselt. Miestikud
tervikuna on sageli vihem tuulised kui avatud tasandikud, kuna topograafilised barjadrid
vihendavad tuule kiirust (Korner, 2007). ugevad tuuled siiski esinevad nditeks méetippudel,
aga ei iseloomusta tervet kdrgusgradienti. Reljeefi varieeruvus loob keerulisi tuulemustreid,

mis mojutavad nii mikrokliimat kui ka organismidele mojuvat fliiisilist stressi (Sundqvist et al.,

2013a).

Sesoonsus muutub korgusgradientidel vastavalt geograafilisele piirkonnale. Parasvodtme ja
boreaalsete Okosiisteemide piirkondades kasvuperiood tavaliselt lilheneb korguse suurenedes
madalamate temperatuuride tottu. Piirkondades, kus niiskus suureneb korgusega, voib
kasvuperioodi pikkus suureneda kdrgusega tdnu paranenud niiskustingimustele (Korner, 2007).
Sellised vastandlikud mustrid niitavad, kui oluline on 6koloogiliste protsesside uurimisel

arvestada konkreetset piirkondlikku konteksti.

Varieeruvad keskkonnafaktorid loovad keerulisi vastastikmojusid ehk interaktsioone, mis ei
piirdu lihtsa korgusgradiendiga, ning on olulised maégiste piirkondade 0Okoloogiliste
reaktsioonide moistmisel (McCain & Grytnes, 2010; Sundqvist et al., 2013b). Nende faktorite
erinev koosmdju erinevates méestikes voivad selgitada, miks organismide reaktsioonid korguse
suhtes vdivad erineda piirkonniti ning miks iihes piirkonnas tehtud uuringute tulemusi ei saa

alati otseselt iile kanda teistele kdrgusgradientidele.

1.3 Mulla omadused, mis kujundavad seente elurikkust

Muld on keeruline ja diinaamiline keskkond, mille omadused oluliselt mojutavad seente
koosluste struktuuri ja funktsioneerimist. Seente elurikkus ja selle geograafilise jaotumise
mustrid on tugevalt seotud nii abiootilise kui ka biootiliste mullaparameetritega, mis

varieeruvad oluliselt nii kdrgusgradientide 10ikes kui ka globaalselt (Tedersoo et al., 2014).
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1.3.1 Abiootilised tegurid

Mulla pH on iiks pohilisemaid tegureid, mis kujundab kooslusi erinevates okosiisteemides.
Kuigi seened on iildiselt vihem tundlikud mulla pH kdikumistele kui bakterid, mdjutab pH
oluliselt seente elurikkust, mis v3ib taskonite kaupa varieeruda (Rousk et al., 2010a). Seened
suudavad koloniseerida véga laias pH vahemikus muldasid, kusjuures eri taksonitel on erinevad

pH optimumid. (Tedersoo et al., 2020)

Mulla niiskusreziim on kriitiline tegur, mis kujundab seente koosluse struktuuri ja
funktsioneerimist. Niiskus mojutab seente levimist, toitainete omastamist ja paljunemist
(Crowther et al., 2014; Manzoni et al., 2014; Schimel et al., 2007). Samuti eri seeneriihmadel
on niiskuse suhtes erinev tolerantsus (Bahram et al., 2012). Kuivades ja poolkuivades
okosiisteemides voib vee kittesaadavuse mdju lletada isegi temperatuuri moju (Wang et al.,
2015). Pikaajalised muutused sademete hulgas ja mulla niiskuses voivad pohjustada nihkeis

seenckoosluste koosseisus koikides dkosilisteemides (Hawkes et al., 2011).

Kuna seened on heterotroofsed organismid, mulla orgaanilise aine (SOM — soil organic matter)
osakaal ja keemiline koostis on eriti téhtsad tegurid (Treseder, 2008). SOMi keemiline koostis,
eriti ligniini sisaldus ja siisiniku-lammastiku (C:N) suhe, médravad, millised seenetaksonid
domineerivad teatud mullatiitipides (Talbot et al., 2013). Nditeks saprotroofid eelistavad
lihtsasti lagundatavaid siisinikuallikaid, mistdttu nad domineerivad madala C:N suhtega
muldades (Schneider et al, 2012). Samas korgema C:N suhtega muldades saavad
konkurentsivoimeliseks seened, mis on voOimelised keerulisemaid siisinikuithendeid

lagundama.

Toitainete kittesaadavus, eriti limmastiku ja fosfori omastamine, médngib samuti olulist rolli
seente elurikkuses, koosluste kujunemises ja funktsioneerimises (Fisher et al., 2013).
Erinevates oOkosiisteemides esinevad toitainete piirangud varieeruvad mérkimisviirselt.
Jahedates ja niisketes tingimustes on tavaline ldmmastiku puudus (Treseder, 2008).
Geoloogiliselti vanades troopilistes muldades on pigem fosfori sisaldus taimede jaoks kasvu
piirav faktor (Vitousek et al., 2010). Piiratud toitainete kdttesaadavus mdjutab saprotroofsete ja
miikoriissete seente vahelist suhet. Seejuures miikorrissed seened muutuvad domineerivamaks
pigem toitainetevaestes muldades tinu oma vOimele mobiliseerida orgaanilises aines
sisalduvaid toitained taimedelt saadavate fotosiinteesiproduktide kaasabil (Johnson et al.,
2010). Inimtegevus voib samuti oluliselt mojutada toitainete kittesaadavust ja keemilist

koostist. Eelkdige pdllumajanduslik vietamine voi ldmmastikusaaste vdivad muuta seenestiku
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okoloogilist funktsionaalsust ja liigilist koosseisu (Cairney & Meharg, 1999; Dean et al., 2014;
Lilleskov et al., 2011).

Temperatuur on universaalne organismide fiisioloogiat ja 6koloogiat mojutav tegur ning seened
pole selles suhtes erandlikud. Eri seeneliikidel on erinevad temperatuuritaluvused ja -
optimumid, mis on kujunenud evolutsiooniliste protsesside kdigus (Treseder et al., 2014).
Temperatuur mojutab otseselt seente metabolismi, kasvu ja paljunemist. Temperatuuril on
kaudne moju teistele keskkonnatingimustele nagu niiskus ja orgaanilise aine lagunemine

(Bradford et al., 2016; Karhu et al., 2010).

1.3.2 Biootilised tegurid

Taimkatte koosseis on iiks peamisi biootilisi tegureid, mis kujundab seente elurikkust enamikus
maismaa Okoslisteemides. Taimed mojutavad seeni mitmesuguste mehhanismide kaudu,
sealhulgas siimbioossete suhete, kddu keemilise koostise ja juureeritiste kaudu. Globaalsed
uuringud on ndidanud, et taimeliikide rikkus korreleerub positiivselt seeneliikide rikkusega
(Tedersoo et al., 2014). Erinevad taimeriihmad seostuvad erinevate seenekooslustega. Naiteks
okaspuumetsi iseloomustab tavaliselt ektomiikoriissete seente domineerimine, samal ajal kui
rohumaadel on levinumad arbuskulaar-miikoriissed seened (Kivlin et al., 2017; Smith & Read,
2010) Varasemad uuringud néitavad, et puuliikide identiteet ja mitmekesisus on olulised
tegurid, mis mojutavad seente elurikkust ja koosluse koosseisu Vahemere Okosiisteemide

korgusgradiendil (Saitta et al., 2018)..

Mulla ning muu substraadi kvaliteet ja keemiline koostis varieeruvad nii 6kosiisteemide vahel
kui ka nende sees, mdjutadesb oluliselt lagundajate seente kooslusi (Cornwell et al., 2008).
Taimed produtseerivad erineva keemilise koostisega varist, nditeks katteseemnetaimede
lehekodu on iildiselt toitaineterikkam ja kergemini lagundatav vorreldes paljasseemnetaimede

lehekdduga.

Konkurents seente ja teiste mullaorganismide vahel kujundab seenekoosluste struktuuri néiteks
Gadgili efekti kaudu. Ektomiikoriissed seened takistavad vabalt elavatel saprotroofidel
orgaanilise aine lagundamist, konkureerides nendega siisiniku ja ldmmastiku pédrast. See
mehhanism voib suureneda siisiniku akumulatsiooni muldades (Fernandez & Kennedy, 2016;
Gadgil & Gadgil, 1971). Sarnaselt vdivad bakterite ja seente vahelised interaktsioonid
varieeruda olenevalt keskkonnatingimustest. Kuivades keskkondades on seened sageli
konkurentsivoimelisemad, samas kui bakterid domineerivad niisketes tingimustes (Boer et al.,

2005; Rousk et al., 2010a).
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Seentele, mis elavad siimbioosis taimedega, on peremeesliigi spetsiifilisus oluline ndhtus. See
mdjutab ka seente biogeorgaafilisi mustreid vastavalt nende peremeestaimede levikule
(Tedersoo et al., 2014). Moned seened on peremeesorganismi suhtes spetsiifilisemad kui teised;
nditeks paljud ektomiikoriissed seened on seotud vaid iihe v6i mdne peremeestaime liigiga,
samas kui arbuskulaar-miikoriissed seened on iildiselt vdhem spetsiifilised (Brundrett, 2009;

Smith & Read, 2010).

1.4 Seente mitmekesisuse mustrid korgusgradientidel

1.4.1 Mitmekesisuse trendid

Korguse ja seente mitmekesisuse vahelise seose uurimisel on eri mdiestiketes ja
taksonoomilistes riihmades dokumenteeritud mitmeid erinevad mustreid. Seente mitmekesisuse
mustrid korgusgradiendil on sageli kontekstist soltuvad ega jargi iihtset universaalset mudelit,
mis erineb taimede ja loomade keskmise korgusega seotud mitmekesisusest. Viimastel
aastakiimnetel tehtud uuringud on tuvastanud neli peamist seente mitmekesisuse mustritiilipi
korgusgradientidel: monotoonselt kahanev, monotoonselt kasvav, keskmistel kdrgustel tipuga
(unimodaalne) ja U-kujuline, (st. madalama mitmekesisusega keskmistel korgustel; Wang et
al., 2015; Yang et al., 2022). Samuti esinevad keerukamad mustrid ja statistiliselt olulised

trendid voivad isegi puududa (Looby & Martin, 2020).

Kdige sagedamini on uuringud tdaheldanud seeneliikide arvu ja mitmekesisuse monotoonsest
viahenemisest korguse kasvades. Niiteks Bahram er al (2012) iitasid Iraani Hiirkaania
metsades ektomiikoriisaseente liikide arvu pidevat langust madalamatest aladest korgematesse.
See vdib seostuda karmimate keskkonnatingimustega, nagu madalam temperatuur, lithenenud
kasvuperiood ja piiratud ressursid. Sarnased tulemused jdrjepideva seente mitmekesisuse

vihenemisega said Shigyo ja Hirao (2021) jaheda parasvodtme mégimetsade dkosiisteemis.

Teine oluline muster on maksimaalne mitmekesisus keskmistel korgustel. Korea poolsaare
migede uuringud niitasid unimodaalset mustrit, kus seeneriihmad nagu Tremellomycetes ja
patogeenid saavutasid maksimumi keskmistel kdrgustel (Chen et al., 2024) uroopa metsades,
17 erineval korgusgradiendil 1ébi viidud uuringud tdid vélja, et EM seentel on unimodaalne
elurikkuse-korguse seos, kui arvesse votta ka klimaatilised ja edaafilised faktorid. See viitab, et
lisaks temperatuurilie mdjutavad ECM seente levikut ja mitmekesisust ka metsanduslikud

héiringud ja peremeestaimede levik (Barbi et al., 2025)

Himaalaja piirkonna uuringud on korduvalt ndidanud U-kujulisi mustreid, kus seente liigirikkus

on madalaim keskmisel, ent suureneb nii madalamates kui ka korgemates piirkondades (Yang
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et al., 2022). Segila migedes Kagu-Tiibeti metsades (3500-4300 m) ldbiviidud uuringud
nditasid, et mulla {ilemiste horisontide seente liigirikkus jdrgis selget U-kujulist mustrit
korgusgradientide ulatuses, samas kui alumiste mullahorisontide seente mitmekesisus néitas
kergelt monotoonselt kahanevat mustrit (He et al., 2024). See mitmekesisuse mustrite
vertikaalne kihistumine rohutab seda, et nii mullaprofiili stigavus kui ka muud

mikroklimaatilised tingimused mdjutavad oluliselt mitmekesisust.

Uksikud uuringud on dokumenteerinud ka monotoonset seente mitmekesisuse suurenemist
korguse kasvades. Jaheda parasvootme migimetsade ektomiikoriisaseened mitmekesisus
kasvas kdrgusega (Shigyo & Hirao, 2021). Alpi tundra dkosiisteemis suurenes mulla seente
mitmekesisus korgusega, kusjuures mulla siisiniku ja ldmmastiku suhe oli selle muutuse
peamine tegur (Ni et al., 2018). eed uurimustodd néditavad, et Okoslisteemide lokaalsed
omadused, nagu suurem niiskus voOi varjuline mikrokliima, vdivad iiletada {ildiste

temperatuurigradientide moju.

Mitmetes uuringutes ei leitud mingeid viljendunud korgusega seotud mustreid. Naiteks Korea
mée Hallasani peal ei ndidanud uuringud olulisi elurikkuse mustreid moédda korgusgradienti
(Chen et al., 2024). Argentinas tehtud uuring ei tuvastanud mullaseente mitmekesisuse
varieeruvust, kuid funktsionaalsed rithmad niitasid eelistust erineva metsatiiiibile (Geml et al.,

2014).

Keerulised mitmetasemelised mustrid on uurimustoodes samuti dokumenteeritud, kus
mitmekesisusel on modda gradienti mitu tippu voi madalpunkti. Koreaas asuva Mée Jiri peal
néitasid Ascomycota ja Dothideomycetes keerulist mustrit, kus elurikkus esmalt vihenes, siis
kasvas ja 10puks jdlle vihenes (Chen et al., 2024). Sellised variatsioonid peegeldavad eri
keskkonnategurite koostoimet ja taksonoomiliste riithmade spetsiifilisi reaktsioone kdrgusega

seotud muutustele.

Uks aspekt, mis sageli uuringutes vahele jdetakse, on mustrite ajas muutumine. Alpi
okosiisteemide pikaajalised vaatlused nditavad, et kuigi {ildised mitmekesisuse mustrid voivad
piisida, spetsiifilised kooslused muutuvad kliitmamuutuste ja inimtekkeliste hdiringute moju
(Kazenel et al., 2019)1. See viitab, et korgusgradientide looduslikud eksperimendid voivad ajas

olla vdhem stabiilsed kui traditsiooniliselt arvatud.
1.4.2 Taksonoomilised ja funktsionaalsed nihked
Seenekoosluste taksonoomiline koostis 1dbib korgusgradientide ulatuses mérkimisvairseid

muutusi, peegeldades keerulisi interaktsioone keskkonna filtreerimise, leviku piirangute ja

biootiliste interaktsioonide vahel. Need muutused toimuvad mitmel taksonoomisel tasandil,
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alates hoimkondade dominantsuse nihkumisest kuni liikide vahetumiseni funktsionaalsetes

rithmades.

Hdimkonna tasandil on enim dokumenteeritud mustriks kottseente (4scomycota) ja kandseente
(Basidiomycota) vastastikune seos. Korguste suurenedes viheneb Basidiomycota suhteline
arvukus ning Ascomycota osakaal kasvab. Seda jarjepidevalt suundumust on tidheldatud Hiina
méiestikes (Guo et al., 2020) ning ka Euroopa Alpide metsades(Siles & Margesin, 2016). Lisaks
on paljudes Okosiisteemides domineerivaks hdimkond Mortierellomycota, kelle esinemise
mustrid soltuvad enamasti regionaalsetest teguritest ja metsatiilipidest. Naiiteks voib
Mortierellomycota sageli tipneda keskmistel korgustel, kus tingimused orgaanilise aine

kogunemiseks on optimaalsed (Li et al., 2022)

Kottseentel suureneb klassi Leotiomycetes suhteline arvukus korgusega, olles positiivselt
seotud sademete hulga ja mulla orgaanilise aine sisaldusega. Samas klassi Sordariomycetes
arvukus kipub kdrguse suurenedes vihenema (Chen et al., 2024; Siles & Margesin, 2016).
Kandseentel vdheneb iildjuhul klassi Agaricomysetes esinemine korguse suurenedes, kuid
klassi sees voOivad erinevatel taksonitel esineda erisuunalisi mutstreid, soltuvalt nende

okoloogilistest strateegiatest.

Seente funktsionaalne jaotus lisab olulist 6koloogilist tdhendust. Ektomiikoriissed seened
domineerivad sageli kogu kdrgusgradiendil, kuid naitavad selgeid koostise muutusi. Sotimaa
uuringud niitasid tugevat korguslikku jaotust EM seente mitmekesisuses vaid 300 meetri
korguse ulatuses, kusjuures erinevad liigid néitasid kitsaid korgusliku vahemike ja minimaalset

kattuvust (Jarvis et al., 2015).

Arbuskulaar-miikoriissed (AM) seened seevastu vdhenevad tavaliselt monotoonselt korguse
kasvades, peegeldades peremeestaimede vahetust ning EM seente iilekaalu kdrgematel aladel
(Kazenel et al., 2019) Samas voivad AM seened omandada suurema rolli alpirohumaadel, kus

nad moodustavad juursiimbioosi rohttaimedega.

Saprotroofsete seente korgusmustrid varieeruvad tugevalt riihmiti. Puitu lagundavad
basidiomiitseetid kipuvad vihenema koos puiduressursside vihenemisega, samas kui lehekddu
lagundajad ja mullasaprotroofid voivad suureneda keskmistel korgustel (Tedersoo et al., 2014).
Substraadispetsiifilisus lisab nende mustritele veelgi keerukust, sest paljud liigid on
kohandunud lagundama kindlaid taimetiitipe voi keemilisi ithendeid (Gomez-Hernandez et al.,

2012).

Taimepatogeensed seened, mis on véga tundlikud keskkonnatingimuste ja peremeestaimede

koosluse muutuste suhtes, kipuvad samuti kdrgusega vihenema (Chen et al., 2024). Teatud
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spetsialiseerunud patogeenid voivad olla siiski kohandunud spetsiifiliste korge korguse

peremeestaimega ja kdrgetel aladel moodustada lokaalseid mitmekesisuse kuumi punkti.

Funktsionaalne mitmekesisus ja redundantsus varieeruvad samuti kdrgusgradienditi ning neil
on oluline mdju tagajirjed dkosiisteemi stabiilsusele. Néiteks vdib funktsionaalne mitmekesisus
tipneda erinevatel korgustel kui taksonoomiline mitmekesisus, mis viitab et seos ligikoosseisu
ja Okostisteemi talitluse vahel ei pruugi olla lineaarne (Delgado-Baquerizo et al., 2018).
Ekstreemses korgustes elavad seenekooslused vodivad olla taksonoomiliselt vaesemad, kuid
samas funktsionaalselt piisavad, sest sisaldavad korgspetsialiseerunud taksoone, kes suudavad

sailitada kriitilisi 6kostisteemi funktsioone.

Tunnusepdhised ldhenemisviisid niditavad, et morfoloogilised, fiisioloogilised ja
elulookirjelduse tunnused omavad erinevad korgusmustreid, mis ei pruugi vastata
taksonoomilistele piiridele. Nditeks, vdivad seeneeoste suurus, hiilifide 1dbimodt ja
enstimaatiline aktiivsus siistemaatiliselt varieeruda korgusega, peegeldades optimeerimist
erinevate keskkonnatingimuste ja ressursside hankimise strateegiate jaoks (Treseder & Lennon,

2015).

Need taksonoomilised ja funktsionaalsed nihked kdrgusgradientidel mojutavad Okosiisteemi
toimimist markimisvédrselt, eriti seoses toitainete ringluse, taimekoosluste diinaamika ja
Okosiisteemi reaktsioonidega keskkonnamuutustele. Seenekoosluste korgus viitab sellele, et
erinevatel korgustel vdivad erineda vdime siisiniku sidumiseks, toitainete sdilitamiseks ja
taimede produktiivsuse toetamiseks. Nende mustrite mdistmine muutub olulisemaks, kuna
kliimamuutused muudavad liikide levikut ja mitmekesisuse mustreid mégiokosiisteemides {ile

maailma.

2 EKSPERIMENTAALOSA

2.1 To6 eesmirgid

Kéesoleva bakalaureusetoé peamine eesmirk on uurida seenekoosluste elurikkuse mustreid
piki korgusgradienti Helani miestikus Hiinas ning selgitada vélja, kuidas need kooslused on
seotud erinevate keskkonnatingimustega. Uuring keskendus mikroobikoosluste, eriti seente
mitmekesisuse analiilisimisele 20 erinevas asukohas, mis paiknesid korgustel 1124 kuni 2422
meetrit iile merepinna. T66 peamine hiipotees on, et seenekoosluste struktuuri ja mitmekesisust

mdjutavad oluliselt nii korgusgradient kui ka erinevad mullaparameetrid.

Uurimistoo spetsiifilised eesmérgid on jargmised: 1) médrata seente taksonoomiline struktuur

erinevatel kdrgustel, selgitades vilja domineerivad hdimkonnad, klassid, seltsid ja perekonnad;
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2) analiitisida, kuidas abiootilised keskkonnategurid (nditeks pH, orgaaniline siisinik,
lammastik, fosfaat ja teised mullaparameetrid) mojutavad seente elurikkust; 3) tuvastada
seenckoosluste elurikkuse ja struktuuri diinaamika korgusgradiendil, ; 4) tuvastada olulised
indikaatorliigid, mis on iseloomulikud teatud korgustele voi keskkonnatingimustele; 5) mdérata
seente funktsionaalsed riithmad ja analiiiisida nende jaotust erinevatel kdrgustel, et moista seente

okoloogilist rolli mégistes dkosiisteemides.

Antud uurimist66 annab olulise panuse 6koloogilistesse teadmistesse, aidates mdista, kuidas
keskkonnatingimused mojutavad bioloogilist mitmekesisust korgusgradiendil. Sellised
teadmised on eriti olulised kliimamuutuste kontekstis, kuna mégidkosiisteemid on eriti
tundlikud muutuvate kliimatingimuste suhtes. T60 aitab samuti paremini mdista seente
funktsionaalset rolli 6kosiisteemides ning nende potentsiaalset vastust keskkonnatingimuste
muutustele. Uuringu tulemused loovad aluse tulevasteks uuringuteks, mis voivad keskenduda
tapsematele kiisimustele seente dkofiisioloogia, 6kosiisteemi funktsioonide ja vastastikmojude

kohta.

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Valimi kirjeldamine

Uuring viidi 14bi Helani miestikus, mis asub Hiina Ningxia provintsis. Mullaproovid koguti
2023. aasta oktoobris 20 proovivotukohast piki korgusgradienti vahemikus 1124 kuni 2422
meetrit iile merepinna. Proovikohad esindasid erinevaid Okosiisteeme, ulatudes kuivadest
rohumaadest madalamal korgusel kuni okasmetsadeni kdrgematel aladel. Proovivotukohtades
dokumenteeriti ka domineeriva taimestiku koosseis, klassifitseerides iga ala kuue peamise
vegetatsioonitiilibi alla: okasmetsa, laialehiste metsa, metsastiku, méigikarjamaa, parasvootme
karjamaa ja korbeline karjamaa. nallilisi eesmérgil jagati proovivotukohad nelja
korguskategooriasse: madal (1000-1500 m), keskmiselt madal (1500-1800 m), keskmiselt
korge (1800-2100 m) ja korge (2100-2500 m). Proovivotukohtade koordinaatide, kdrguste ja

bioomidega tabel on vilja toodud lisas 1.

2.2.2 Molekulaarsed meetodid

2.2.2.1 Mulla proovide kogumine ja DNA eraldamine

Mulla proovide kogumiseks kasutati komposiitproovide meetodit, sarnaselt globaalsete seente
mitmekesisuse uuringutega (Korner, Paulsen and Pelaez-Riedl, 2003; Sundqvist, Sanders and
Wardle, 2013). Iga proovivotukoht kujutab ennast iihtlase taimkattega 2500 m2 suurust

ringikujulist ala. Aladel valiti juhuslikult 20 taimeindiviidi (eelistatavalt puud voi suured
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p0Odsad), mis asusid liksteisest vihemalt 8 meetri kaugusel. Igalt taimelt voeti kaks alamproovi
mulla lilemisest kihist (5 cm siigavuselt) 1-1,5 meetri kauguselt tiivest vastassuundades,
kasutades nuga. Iga mullasiidamiku servadest eraldati umbes 5-10 g mulda. Kokku koguti 40
alamproovi igast kohast, mis segati iihtseks komposiitprooviks ja paigutati zip-kottidesse.

Proovide kogumisel jargiti Tedersoo et al. (2014)protokolli.

Péarast kogumist kuivatati mullaproovid toatemperatuuril o6hu kdes. Proovide
homogeniseerimiseks hdoruti zip-kotti ja selle sisu intensiivselt késitsi. Seejarel koguti kuiv
mullatolm 2 ml mahuga Eppendorf tuubidesse, kuhu lisati materjali edasiseks
homogeniseerimiseks kaks 2 mm diameetriga metallkuuli. Proovid homogeniseeriti raputil 10

minuti jooksul sagedusel 30 Hz .

Mullaproovidest midrati mitmeid keemilisi parameetreid, et iseloomustada mullaomadusi piki
korgusgradienti. Analiiiisitud parameetrite hulka kuulusid mulla pH, orgaanilise siisiniku
kogusisaldus (g/kg) ja lammastiku kogusisaldus (g/kg), millest arvutati siisiniku ja [dimmastiku
suhe (C:N). Taiendavalt mééarati ka stabiilsete isotoopide vairtused (Delta 15N ja Delta 13C),
mis annavad olulist teavet ldimmastiku- ja siisinikuringe protsesside kohta mullas. Lisaks
madrati oluliste toitainete sisaldus, sealhulgas fosfaadi (mg/kg), kaaliumi (mg/kg), kaltstumi
(mg/kg) ja magneesiumi (mg/kg) kontsentratsioonid. Need mullaparameetrid kaasutati hiljem
statistilistes analtitisides, et uurida nende seoseid seenekoosluste struktuuri ja mitmekesisusega

korgusgradiendil. Tabel keemilisi parameetridega on esitataud lisas 2.

Igast proovist kaaluti DNA eraldamiseks 0,25 g materjali. Mullaproovidest eraldati DNA
kasutades MagAttract PowerSoil ProDNA kitti KingFisher DNA eraldamise robotil (Qiagen,
Germantown, USA)vastavalt tootja protokollile (Qiagen, 2020).

2.2.2.2 PCR

Pérast DNA eraldust amplifitseeriti IDNA ITS regioon (ingl k Internal Transcribed Spacer),
kasutades PCR meetodit. umbes 600 aluspaari pikkuse ITS regiooni, amplifitseerimiseks
kasutati jdrgmist praimeripaari: péarisuunalist ITS9munngs praimerit ja vastassunalist
ITS4ngsuni praimerit (Tedersoo and Anslan, 2019). Mdlemad praimerid olid varustatud

proovispetsiifiliste indeksitega. Praimerite tipsemad jéarjestused on esitatud lisas 3.

Kdik PCR reaktsioonid viidi labi duplikaatidena 25 pl reaktsioonimahus. PCR reaktsioonisegu
koosnes jargmistest komponentidest: 1 pl uuritavat DNAd, 5,5 ul FIREPol Mastermix segu
(Solis BioDyne, Tartu, Eesti), 0,5 pul mdlemat praimerit 10pliku kontsentratsiooniga 0,2 uM
ning 18,5 pl deioniseeritud vett.

PCR programm sisaldas jéargmisi etappe:
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Esialgne denaturatsioon 95 °C 15 minutit
Amplifikatsioonitsiiklid (30-37 korda):

e Denutaratsioon 95 °C 30 sekundit
e Annealing 55 °C 30 secundit

e Fkstensioon 72 °C 1 minut
Loplik ekstensioon 72 °C 10 minutit

Amplifikatsiooni tulemusi analiilisiti 1% agaroosgeelil, kuhu lisati 1 pl etiidiumbromiidi
visualiseerimiseks. Elektroforees toimus 100 V pingel 20-25 minutit. DNA bénde visualiseeriti
280 nm UV-valguses ja geelepiildid analiiiisiti. Norkade béandide korral korrati reaktsiooni
suurenedes amplifikatsioonitsiiklite arvu. Seejérel 0,5-20 ul igast PCR produktist segati kokku
vastavalt DNA bindi tugevusele geelipildil.

Produktide segu puhastati FavorPrep™ GEL/PCR Purification Mini Kit produkti abil
(Favorgen Biotech Corp, Ping Tung, Taiwan), jiargides tootja protokolli. SMARTbell DNA
raamatukogu tehti Oslo Ulikoolis asuvas asutuses Norwegian Sequencing Centre. Seal toimus
ka DNA raamatukogu sekveneerimine Pacific Bioscinces (PacBio) Revio platvormil, mis

voimaldab korge ldbilaskevoimega pikkade aplikonide jarjestuste médramist.
2.2.2.3 Andmeanaliiiis ja bioinformaatika

Sekveneerimistulemuste analiitis viidi 14bi optimiseeritud bioinformaatilise t6ovoo abil.
Seenekoosluste analiilisi aluseks oli Next/TS (v. 1.0) tarkvara pakett (Mikryukov et al., 2022),
mis pakub integreeritud lahenduse seente metatriipkoodimise (ingl k metabarcoding) andmete

tootlemiseks.

Esimeses etapis NextITS toovoog (Mikryukov et al., 2022) kédivitati programmi (v.3.11.1) abil,
et tagada arvutuslik korratavus eri siisteemides (Kurtzer et al., 2017). See etapp sisaldas PacBio
toorlugemite esialgset tootlemist, sealhulgas demultipleksimine LIMA (v. 2.12.0) abil
(PacificBiosciences/barcoding, 2025), praimersekventside eemaldamine cutadapt (v. 5.0)
tarkvara abil (Martin, 2011), ITS-piirkonna eraldamine /75x (v. 1.1.3) abil (Bengtsson-Palme
etal., 2013) ja kiméaride tuvastamine VSEARCH (v. 2.29.4) programmiga (Rognes et al., 2016).
koik protsessid olid juhitud l&bi NextFlow (v. 24.10.5) téovoohalduri (Di Tommaso et al.,
2017) .

Analiitisi teine faas keskendus jérjestuste klasterdamisele operatiivseks taksonoomilisteks
iiksusteks (ingl. k. operational taxonomic units, OTU). NextITS toovoos rakendati esmalt

dereplitseerimist, et tuvastada ja kokku panna identsed jdrjestused, vdhendades jdrgnevate
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analiitiside arvutuslikke kulusid. Seejérel rakendati UNOISE algoritmi (Edgar, 2016) alfa
parameetriga 6.0 ja minimaalse suuruse ldvendiga 1, et korrigeerida potentsiaalseid
sekveneerimisvigu, sdilitades samas toelise bioloogilise varieruuvuse. See eelklasterdamise

samm parandas 10plike OTUde usaldusvédrtust, vihendades miira andmestikus.

Jarjestuste klasterdamine viidi ldbi VSEARCH programmi abil 98% sarnasuse lavendiga, mida
kasutatakse tavaliselt seente liigitasandil eristamiseks (Nilsson et al., 2019). Samuti kasutati
taiendavaid kvaliteedikontrolli meetmeid, sealhulgas maksimaalse eeldatava vea tdendosust
(MEEP) ldvendiga 0,6 ja kimairi skoori lavendiga 0,6, et parandada OTU tuvastamise tidpsust.
Seejarel rakendati LULU algoritmi OTU tabeli kureerimiseks, et tuvastada ja tihendada
potentsiaalsed liigsed OTUd jérjestuse ja koosesinemise mustrite pdhjal (Freslev et al., 2017).
ee samm on eriti vadrtuslik mitmekesisuse kunstliku suurenemise vidhendamiseks
metatriipkoodimise uuringutes. Tehisintellekti Claude (Sonnet 3.7, Anthropic, 2025) kasutati

R-koodi struktureerimise ja vigade parandamise abistamiseks andmeanaliiiisi kdigus.

Saadud OTUde taksonoomiliseks médramiseks kasutati BLAST+ paketis (v. 2.16.0) BLASTn
toorista kasutades EUKARYOME andmebaasi (v. 1.9.4), mis sisaldab pdhjaliku kollektsiooni
kureeritud seente ja teiste eukartiootide ITS jérjestusest (Tedersoo et al., 2024). Otsingu jaoks
kasutati optimiseeritud parameetrid: E-vdértuse (E-value) livend le-5 ja kuni 10 vdimalikku

vastet OTU kohta.

Koik statistilised analiiiisid viidi 1dbi R programmeerimiskeeles (V 4.5.0) (R core team, 2025)
programmiga Rstudio (Posit team, 2025). Peamised kasutatud paketid olid phyloseq
seeneandmete statistiliseks tootlemiseks (nt. estimate richness(), distance(), tax_glom(),
psmelt(), plot ordination()) (McMurdie & Holmes, 2013), ggplot? jooniste loomiseks
(Wickham, 2016), dplyr andmete to6tlemiseks ( group by(), summarise(), filter(), arrange(),
mutate(), left join()) (Wickham et al., 2023), vegan 6koloogiliste arvutuste jaoks ( adonis2(),
metaMDS(), envfit(), mantel(), varpart()) ja indicspecies indikaatorliikide leidmiseks (Céaceres
& Legendre, 2009).

Andmed olid laetud phyloseq objektina, mis sisaldas endas proovide ja OTUde maatriksit,
taksonoomilist informatsioonit ja keskkonnaandmeid. Parast filtreerimist jdi algsest 10409
OTUst alles 5997 seente OTUt. Suhtelised arvukused olid arvutatud kasutades

transform_sample counts funktsiooni, et vdimaldada proovide vordlemist.

Samuti eristati ka korguskategooriad: madal (1000-1500 m), keskmiselt madal (1500-1800 m),
keskmiselt korge (1800-2100 m) ja korge (2100-2500 m). Suhtelised arvukused arvustati

transform_sample counts funktsiooni abil proovide vordlemise voimaldamiseks.
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Elurikkust analtiiisiti nelja moddiku abil: tdheldatus OTUde arv, Shannon indeks, Simpsoni
indeks ja pooratud Simpsoni indeks. Indeksid arvutati estimate richness funktsiooni abil

toorloenduse pdhjal.

Andmete normaaljaotust kontrolliti Shapiro-Wilki testiga. Kuna enamik elurikkuse néitajatest
el jarginud normaaljaotust, kasutati mitteparameetrilisi teste. Korgusekategooriate vahelisi
erinevusi testiti Kruskal-Wallise testiga kruskal.test funktsiooniga. Elurikkuse ja korguse
vahelisi seoseid uriti Spearmani korrelatsiooniga cor.fest funktsiooni abil. Seose hindamisel
testiti kolm mudelit (lineaarne, ruut- ja kuupmudel) ja parima mudelit valiti Akaike

informatsiooni kriteeriumi (AIC) alusel.

Koosluste mustrite erinevusi analiiisiti Bray-Curtis kauguse abil, mis arvutati distance
funktsiooni method="bray” parameetriga. NMDS ordinatsiooni viidi 1l&dbi metaMDS

funktsiooni abil 999 permutatsiooniga. Ordinatsiooni kvaliteeti hinnati stressi vdértuste abil.

Korguse mdju koosluste mustrite testiti PERMANOVA abil adonis2 funktsiooni kasutades.
Efekti suurused hinnati R-ruudu véértustena. Paarviised vordlused korguskategooriate vahel
viidi 1dbi pairwise.adonis funktsiooni abil. P-vdirtused korrigeeriti FDR (ingl k False

Discovery Rate; valeavastusmair) meetodiga p.adjust funktsiooni abil.

Taksonoomilise koosseisu analiilisimiseks kasutati tax glom funktsiooni OTU-de
ithendamiseks valitud taksonoomilisel tasemel. Andmed teisendati joonistamiseks sobivasse
formaati psmelt funktsiooniga. Suhtelised arvukused arvutati transform_sample counts
funktsiooniga ja andmed teisendati visualiseerimiseks psmelt funktsiooni abil. Taksonoomilise

koostise erinevusi testiti PERMANOV A abil sama adonis2 funktsiooni kasutades.

SIMPER analiiiis, tehtud simper funktsiooniga, nditas millised taksonid pohjustavad koige
rohkem erinevusi korgusriihmade vahel. See arvutab iga taksoni panust ja jérjestab neid
olulisuse jargi. Indikaatorliike otsiti multipatt funktsiooniga parameetritega func =“r.g“ja 999
permutatsiooni. OTU maatriks podrati timber #(ofu_matrix), et proovid oleksid ridadena ja

OTU-d veergudena, nagu funktsioon vajab

Funktsionaalse analiiiisi jaoks kasutati phyloseq objektis olevaid Guild ja Trophic Mode
parameetrid, mis parinesid kahest peamisest andmebaasist: FUNGuild (Nguyen et al., 2016) ja
FungalTraits (PSlme et al., 2020). Need andmed {iihendati seente taksonoomilise
informatsiooniga perekonna tasemel, kasutades left join funktsiooni. Mdlemad andmebaasid
andsid tdiendavat informatsiooni seente funktsionaalsete rollide kohta Okosiisteemis.
Funktsionaalsete rithmade ja korguse vaheliste korrelatsioonide analiiiis viidi 1dbi kasutades

Spearmani korrelatsiooni. P-véartused parandati FDR meetodiga.
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Taimestiku ja seente funktsionaalsete riilhmade vahelised seoseid analiiiisiti taksonoomilise
koostise muutuse kaudu, keskendudes ektomiikoriissete seente jaotusele erinevates

peremeestaimede kooslustes.

Indikaatorliikide analiiiis tehti nii korguskategooriate kui ka keskkonnafaktorite jaoks.
Keskkonnafaktorid kategoriseeriti kolmeks rithmaks (madal, keskmine ja korge) kvantiilidega.
Statistiliselt olulised indikaatorid méératleti summary funktsiooni abil, kusjuures tulemused

FDR korrektsioonile.

Koik joonised loodi ggplot2 paketi abil. Taksonoomilise koostise jaoks kasutati
virnadiagramme geom_bar, mitmekesisuse jaoks punktgraafikud geom point ja
kastdiagramme geom_boxplot. Ordinatsiooni tulemused esitati hajumisdiagrammidena
plot_ordination. Juhuslike protsesside jaoks kasutati set.seed funktsiooni. Kontrolliti puuduvad

védrtusi complete.cases funktsiooni abil. ja andmete struktuuri.

Mitmese testimise probleem lahendati FDR korrektsiooniga kdikides analiiisides.
PERMANOVA kasutamisel kontrolliti riihmade homogeensust. NMDS ordinatsiooni
stabiilsust testiti mitme kdivitamisega. Statistilise olulisuse ldvi oli méératud p < 0,05, kusjuures

koik p-védrtused olid korrigeeritud mitmese testimise suhtes.

2.3 Tulemused

2.3.1 Seente taksonoomilise koostise iilevaade
Helani migede seenekooslustes tuvastati suur taksonoomiline mitmekesisus: 5997 OTUd
kuulusid 24 hdimkonda, 99 klassi, 167 seltsi, 355 sugukonda ja koguni 773 perekonda seeni.

Ascomycota ja Basidiomycota domineerisid kogu vaadeldud korgusvahemikus, moodustades
kokku iile 85% OTUdest, kuid nende suhteline osakaal muutus mairgatavalt. Madalaimal

korgusel (1124 m) oli Basidimycota osakaal suurim, moodustades ligikaudu 80% OTUdest.
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Seente héimkonna koostis kdrguse kategooriate jargi

1004

héimkonna
. Ascomycota
. Basidiomycota
. Mortierellomycota
. Glomeromycota
. Rozellomycota
Chytridiomycota
. Mucoromycota
. Zoopagomycota
. Calcarisporiellomycota
. Aphelidiomycota

. Muu

754

504

251

Keskmine suhteline arvukus (%)

Kérguse kategooria

Joonis 1. Seente hdimkondade suhtelise arvukuse virndiagramm nelja kdrguskategooriate jargi. ,,Muu‘
kategooria sisaldab koiki vahem kui 0,5% suhtelise arvukusega

Madalamal alal (1000-1500 m) moodustab Basidiomycota ligi 50% kooslusest, keskmistel
korgustel (1500-1800 m ja 1800-2100 m) langeb selle osakaal 30% ldhedale. Samas
Ascomycota osakaal suureneb keskmistes kdrgustes 70% ldhedale ja Korgemais vahemikus

(2100-2500 m) on Ascomycota osakaal ligikaudu 60-65% OTUdest.

Viiksema osakaaluga hdimkonnad nagu Mortierellomycota (3-7%), Glomeromycota (1-5%),
Rozellomycota, Chytridiomycota, Mucoromycota, Zoopagomycota, Calcarisporiellomycota ja
Aphelidiomycota moodustavad kokku 5-10% kooslusest. Eriti mérkimisvédrne on

Glomeromycota suurem esindatus keskmistel korgustel (1800-2100 m).
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Seente klassi koostis kdrguse kategooriate jargi klassi

100 I Agaricomycetes

. Dothideomycetes
. Eurotiomycetes
. Sordariomycetes
. Leotiomycetes
. Pezizomycetes
. Mortierellomycetes
. Glomeromycetes

75+

504

. Malasseziomycetes

. Tremellomycetes
GS01
Orbiliomycetes

251

Keskmine suhteline arvukus (%)

Lecanoromycetes
Rhizophlyctidomycetes
. Geminibasidiomycetes

. Muu

Korguse kategooria

Joonis 2. Seente 99 klassi suhtelise arvukuse virndiagramm kdrguskategooriate jérgi. ,,Muu* kategooria
sisaldab koiki vihem kui 1% suhtelise arvukusega klasse.

Klassi tasemel on tuvastatud 99 erinevat seentaksonit, mis néditab olulist fiilogeneetilist
mitmekesisust. Suurima OTUde osakaaluga klassideks on Agaricomycetes (Basidiomycota),

Dothideomycetes, Eurotiomycetes, Sordariomycetes ja Leotiomycetes (kdik Ascomycota).

Agaricomycetes domineerib madalamatel kdrgustel (moodustades kuni 50% kooslusest), kuid
selle rithma osakaal vdheneb korguse kasvades. Dothideomycetes ja Eurotiomycetes
moodustavad keskmiselt 10-20% kooslusest, kusjuures Dothideomycetes osakaal on suurem
keskmistel kdrgustel. Sordariomycetes (5-15%) on kdige arvukam keskmistel kdrgustel, samas

kui Leotiomycetes (5-10%) osakaal néitab kasvavat trendi korguse suurenemisega.

Viiksemat, kuid siiski mirkimisviédrset osa kooslusest moodustavad Mortierellomycetes,
Glomeromycetes, Tremellomycetes, Pezizomycetes, Malasseziomycetes ja GS0I klassitasemel
takson, mis kuulub hdimkonda Rozellomycota. Ulejiinud 88 klassi olid viihem esindatud, kuid

annavad panuse koosluse iildisesse mitmekesisusse.
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Seente seltsi koostis korguse kategooriate jargi seltsi
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Joonis 3. Seente 167 seltsi suhtelise arvukuse virndiagramm kdorguskategooriate jérgi. ,,Muu‘
kategooria sisaldab vihem kui 1% suhtelise arvukusega 153 seltsi.

Seltside tasemel tuvastati 167 erinevat taksonit, mis viitab jatkuvalt kasvavale mitmekesisusele
keskmisel taksonoomilisel tasemel. Domineerivad seltsid on Pleoporales, Chaetothyriales,

Agaricales, Hypocreales ja Thelephorales.

Pleoporales (10-25%) ja Chaetothyriales (10-25%) on kaks kodige arvukamat seltsi erinevatel
korgustel, kuigi nende osakaal varieerub mirkimisvaérselt prooviti. Agaricales osakaal (5-
20%) on suurem madalamatel kdrgustel ning viheneb korguse kasvades. Hypocreales (5-15%)

sdilitab suhteliselt stabiilse osakaalu erinevatel korgustel.

Thelephorales seltsi osakaal on kdrgem keskmistel korgustel (5-10%). Helotiales, Sebacinales,
Mortierellales, Glomerales, Venturiales, Sordariales, Malasseziales, Gomphales ja Eurotiales
seltsid moodustavad igaiiks 1-5% kooslusest, kuid nende tipne osakaal varieerub olenevalt
korgusest. Ulejéianud 153 seltsi moodustavad igaiiks alla 1% kooslusest, kuid kokku annavad

olulise panuse (25-30%) koosluse iildisesse koosseisu.

Sugukonna tasemel esines 355 erinevat seentaksonit. Peamised sugukonnad on
Trichomeriaceae  (Chaetothyriales),  Thelephoraceae  (Thelephorales), Agaricaceae

(Agaricales), Dothidotthiaceae (Dothideales), Sebacinaceae (Sebacinales), Inocybaceae
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(Agaricales), Nectriaceae (Hypocreales), Cordycipitaceae (Hypocreales), Pyronemataceae

(Pezizales), Mortierellaceae (Mortierellales) ja Glomeraceae (Glomerales).

Seente perekonna koostis
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Joonis 4. Seente 733 perekonna suhtelise arvukuse virndiagramm eri proovide jérgi. ,,Muu‘ kategooria
sisaldab segu viiksema suhteliste arvukusega perekondasid.

Perekonna tasemel tuvastati 773 erinevat seeneriihma. See suur taksonite arv peegeldub ka
graafikutel, kus "Muu" kategooria moodustab 40-80% kooslusest. Domineerivad perekonnad
on Knufia, Tomentella, Phaeomycocentrospora, Sebacina, Lecanicillium, Fusarium ja
Malassezia, kuid tikski neist ei iileta tihelgi korgusel 15% osakaalu. Selline suur mitmekesisus
perekonna tasemel viitab sellele, et seenekooslused Helani méestikus on &irmiselt
heterogeensed, sisaldades palju erinevaid taksoneid, mis kdik moodustavad suhteliselt véikese
osa kogu kooslusest. Kdige arvukam OTU kuulus perekonda Phaeomycocentrospora (2,53%

koguarvukusest), millele jirgnesid Knufia sugukonda kuuluvad taksonid. Tabel koige

arvukamate seente OTUdega on toodud lisas 4.

Uldiselt Helani migede seenekoosluste taksonoomiline koostis on viga mitmekesine kdikidel
taksonoomilistel tasemetel. Mida madalam on taksonoomiline tase, seda vihem ndhtavad

selged mustrid graafikutel, sest erinevate taksonite arv kasvab mérkimisvaarselt.
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2.3.2 Seente funktsionaalse koosseisu iilevaade

Seente Toitumisviiside (ingl k trophic mode) analiilis néitas, et siimbiotroofid, saprotroofid ja
patotroofid, samuti mitmesugused kombinatsioonid nendest viisidest esinesid koigil kdrgustel.
Stimbiotroofe oli eriti palju madalamatel korgustel (1000—1500 m), kus nad moodustasid umbes
60% kooslusest, mis korreleerus Basidiomycota (eriti ektomiikoriised Agaricomycetes) suure
arvukusega. Keskmistel kdrgustel (1500—2100 m) oli erinevate toitumisviiside tasakaalustatum
jaotus, samas kui suurtel korgustel (2100-2500 m) tdheldati siimbiotroofide moddukat

suurenemist vorreldes keskmiste korgustega.

Seente toitumisviiside koostis kérguse kategooriate jargi

Toitumisviis

Symbiotroph

Pathotroph-Saprotroph

Pathotroph-Saprotroph-Symbiotroph
044 Pathotroph

Saprotroph-Symbictroph

Symbiotroph

Saprotroph

Pathotroph

Keskmine suhteline osakaal (%)

Saprotroph-Saprotroph-Symbiotroph
Saprotroph

024 . Vaiksemad toitumisviisid

Madal (1000-1500m) Keskmiselt madal (1500-1800m) Keskmiselt korge (1800-2100m) Korge (2100-2500m)
Kérguse kategooria

Joonis 5. Seente toitumisviiside virndiagramm kdrguskategooriate jérgi.

Saprotroofid néitasid korgusgradiendi ulatuses suhteliselt stabiilset arvukust. Pdrast FDR
korrektsiooni mitmese testimise jaoks likski toitumisviis ei ndidanud statistiliselt olulisi
korrelatsioone, mis nditab, et korgus iiksi ei pruugi toitumisviise jaotuse madramisel olla tugev

tegur selles méestikus.

Toitumisviiside analiilis erinevate taimestikutiilipide aladel néitas seevastu selgemaid mustreid
kui korgusgradiendi analiiiis. Siimbiotroofid, eriti ektomiikoriissed seened, domineerisid
okasmetsa ja laialehise metsa 6kosiisteemides, moodustades vastavalt 55-70% ja 45-60% kogu
seenekooslusest, samas kui rohumaa-tiiiipi taimekooslustes oli nende osakaal markimisvéérselt
madalam, ainult 20-40%. Saprotroofide osakaal oli suurim mégikarjamaa 6kosiisteemides, kus
nad moodustasid ligikaudu 40-50% kogu seenekooslusest. Patogeenide osakaal oli suhteliselt

stabiilne eri taimkooslustes, jdddes 10-15% vahele.
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2.3.3 Seente gildide jaotuse iilevaade

Gildide analiiiis nditas, et EM seened, endofiitidid, méératlemata saprotroofid, loompatogeenid,
taimepatogeenid, véljaheidete saprotroofid, seenparasiidid, taimede saprotroofid ja puidu
saprotroofid olid uuritud korgusvahemikus valdavad funktsionaalsed rithmad. EM seened
nditasid bimodaalset jaotust, kdrgema arvukusega madalatel (1000-1500 m) ja korgetel (2100-
2500 m) aladel ning vdhesema esinemisega keskmistel kdrgustel. See muster oli eriti nihtav
madalaimal proovivotu alal (1124 m), kus ektomiikoriissed seened moodustasid ligikaudu 40%

kooslusest.

Seente gildide koostis korguse kategooriate jargi

Gild
Animal Pathogen-Plant Pathogen-|Undefined Saprotroph|
|Animal Parasite|-Endophyte-Plant Pathogen-Undefined Saprotroph
|Ectomycorrhizal|-Orchid Mycorrhizal-Root Associated Biotroph
Endophyte-Fungal Parasite-Lichen Parasite-|Plant Pathogen|-Plant Saprotroph-Wood Saprotroph
Ectomycorrhizal
Endophyte-Plant Pathogen-|Plant Saprotroph|-Undefined Saprotroph
Ectomycorrhizal-Orchid Mycorrhizal-|Plant Pathogen|-Plant Saprotroph-Wood Saprotroph
Fungal Parasite-Plant Pathogen-Plant Saprotroph

251 Ectomycorrhizal-|Plant Saprotroph|

Keskmine suhteline osakaal (%)
@

Animal Pathogen-|Undefined Saprotroph|
. Viiksemad gildid

Kérguse kategooria

Joonis 6. Seente dkoloogiliste gildide suhtelise arvukuse virndiagramm kdrguskategooriate jérgi.

Endofiilidid nditasid suuremat arvukust keskmistel kdrgustel (1500-2100 m) vorreldes madalate
ja korgete aladega. Médratlemata saprotroofid séilitasid suhteliselt iihtlase esinemise koigil
korgustel, mis voiks viidata stabiilsele rollile orgaanilise aine lagundamisel kogu méiestiku
Okoslisteemis. Loomade parasiidid, taimepatogeenid ja miikoparasiidid moodustasid igaiiks

viiksema osa kooslusest, kuid olid jarjepidevalt esindatud iile kogu korgusvahemiku.

Sarnaselt toitumisviisidele ei ndidanud tikski gild parast FDR korrektsiooni statistiliselt olulist
korrelatsiooni kdrgusega. Tugevaim korrelatsioon, kuigi statistiliselt mitte oluline, tdheldati
EM biotroofi puhul (Andmestikus ing k "|Ectomycorrhizal|-Orchid Mycorrhizal-Root
Associated Biotroph") (Spearmani p = 0,410, kohandatud p = 0,709), viidates potentsiaalsele,

kuigi norgale, positiivsele seosele korgusega.
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Seente gildide jaotus oli tugevalt seotud taimestiku tiilibiga. EM seente osakaal varieerus
mérkimisvéaérselt erinevate peremees-puuliikide vahel, olles kdrgeim okaspuude
domineerimisega aladel keskmiselt 60-70%-iga, jargnesid laialehised metsad 40-50%-ga ning
madalaim osakaal 10-20% oli metsata aladel. Arbuskulaar-miikoriissed seened néitasid
vastupidist mustrit, olles arvukamad mégikarjamaa ja parasvodtme karjamaa okosiisteemides.
Puidu saprotroofid olid ootuspéraselt kdige arvukamad metsadkosiisteemides, moodustades

seal kuni 15% kooslusest, samas kui karjamaadel jdi nende osakaal alla 5%.

2.3.4 Elurikkuse mustrid

Elurikkuse analiilis nditas selgeid mustreid korgusgradiendil. Koik elurikkuse néitajad:
taheldatud liikide arv, Shannoni mitmekesisuse indeks, Simpsoni mitmekesisuse indeks ja

pooratud Simpsoni indeks - tuvastasid seente mitmekesisuse suurenemist korguse kasvades.

Téheldatud liikide arv markimisvadrselt varieerus erinevatel korguste, 20 OTU kuni iile 900
OTU proovi kohta. Kdrgemat alade elurikkuse mediaanvéartused jéid 600-800 OTU vahele,

samas kui madalamatel kdrgustel jdi mediaan 300-500 OTU piiridesse.

Shannon mitmekesisus vs. kdrgus
Parim mudel: Lineaarne / R? = 0.186 / Valem: y = 2.333 + 0.001 x

o~
1

Kérguse kategooria
Madal (1000-1500m)
Keskmiselt madal (1500-1800m)
Keskmiselt korge (1800-2100m)
@® Korge (2100-2500m)
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1500 2000
Korgus merepinnast (m)

Joonis 7. Snannoni mitmekesisuse indeksi hajumisdiagramm kdrguse suhtes, demonstreerides tugevat
positiivset Spearmani korrelatsiooni (p = 0,43, p < 0,05).
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Shannoni mitmekesisuse indeks niitas kdige selgemat positiivset korrelatsiooni kdrgusega (p =
0,43, p = 0,05), seletades 18,6% mitmekesisuse variatiivsusest lineaarse mudeli kaudu (R? =
0,186, p <0,05). Madalaimas korgusgrupis oli Shannoni indeksi mediaan umbes 2,7 samas kui
korgematel aladel ulatus see 4,5ni. Selline kasv niitab et mitte ainult liikide arv, vaid ka nende
ithtlane jaotus paranevad korguse suurenedes, viidates viiksemale domineerivate litkide mojule

kdrgematel aladel.

Simpsoni mitmekesisuse indeks ja pdoratud Simpsoni indeks kinnitasid seda mustrit, nditades
jarkjargulist mitmekesisuse kasvu modda korgusgradienti. Simpsoni indeks seletab 22,6%
variatiivsusest(R? = 0,226, p < 0,01), samas kui pooratud Simpsoni indeks seletab 11,7%

variatiivsusest lineaarse mudeli kaudu. (R?=0,117, p <0,05)

Alfa-mitmekesisus kérguskategooriate kaupa
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Joonis 8. Elurikkuse tulpdiagrammid nelja elurikkuse néitaja kohta korguskategooriate kaupa.

Lisaks korgusgradientide mojule analiitisiti ka taimestikutiiipide seost seente elurikkusega.
Kruskal-Wallis testid niitasid statistiliselt olulisi erinevusi seente mitmekesisuses eri
taimestikutiitipide vahel (Shannon: > = 11,62, df =5, p = 0,040; Simpson: > = 10,89, df =5, p
=0,044; tdheldatud liikide arv: y*=9,75, df =5, p=0,082). Erinevate taimestikutiiiipide vordlus
niitas, et korgeim seente mitmekesisus esines okasmetsades Shannon mediaan = 4,2) ja
laialehistes metsades (Shannon mediaan = 3,9), sellele jiargnesid metsastik (Shannon mediaan

= 3,7) ja migikarjamaa (Shannon mediaan = 3,5). Madalaim mitmekesisus téheldati

30



parasvootme karjamaa (Shannon mediaan = 3,2) ja korbelise karjamaa Okosiisteemides

(Shannon mediaan = 2,9).

Seente alfa-mitmekesisus taimestiku thiipide kaupa
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Joonis 9. Seente elurikkuse tulpdiagramm kolme néitaja kohta taimestiku tiitipide jérgi.

Taimestikutiiiibi moju seente mitmekesisusele oli osaliselt soltumatu kdrgusest, mis viitab
taimkatte iseseisvale rollile seenekooslue mitmekesisuse kujundamisel. Kui vaadeldi kdrguse
ja taimestikutiiibi kombineeritud md&ju, ilmnes, et korgematel aladel asuvad
metsadkostlisteemid (nii okasmetsad kui ka laialehised metsad) olid korgeima seente

mitmekesisusega.

Keskkonnategurite analiilis nditas, et korgus oli koige tihedamalt korreleeritud koigi
mitmekesisuse indeksitega (Shannon: p = 0,43, p <0,05; pooratud Simpson: p=10,34, p <0,10).
Lammastikusisaldus oli samuti oluliselt seotud mitmekesisusega, néidates positiivseid
korrelatsioone eriti Shannoni (p = 0,35, p < 0,05) ja pooratud Simpsoni indeksitega (p = 0,41,
p < 0,05). Mulla pH niitas norkapositiivset seost bioloogilise mitmekesisusega (Shannoni
indeks p = 0,25, p = 0,10), samas kui orgaanilise siisiniku sisaldus oli positiivselt seotud
mitmekesisusega (Shannoni indeks p = 0,32, p < 0,05), mis on kooskdlas ootusega, et suurem

orgaanilise aine kogus toetab mitmekesisemate heterotroofide koosluste arengut.
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Korrelatsioonid alfa-mitmekesisuse ja keskkonna muutujate vahel
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Joonis 10. Soojuskaart elurikkuse ja tiheksa keskkonnamuutuja vaheliste Spearmani korrelatsioonide
kohta; C_N — siisiniku-ldmmastiku suhe.

Kruskal-Wallise testid kinnitasid statistiliselt olulised erinevused korguskategooriate vahel
koikide mitmekesisuse niitajate osas (Shannon: ¥* = 8,97, df =3, p = 0,030; Simpson: > = 9,84,
df =3, p=0,020; pooratud Simpson: > = 8,12, df = 3, p = 0,044 Taheldatud: x 2= 7,23, df =3,
p = 0,065). Madal korguskategooria erines oluliselt kdigist teistest kategooriatest, omades
mirgatavalt madalamat mitmekesisust, samas kui kdorge korguskategooria nditas kdige

suuremat mitmekesisust.

Need tulemused viitavad sellele, et nii kdrgus kui ka taimestiku tiilip on olulised tegurid, mis
kujundavad seente elurikkust Helani méestikus. Seente mitmekesisuse muster jérgib
monotoonselt kasvavat trendi korgusega, mis erineb paljudest teistest mégi-okosiisteemide
uuringutest, kus on enim tdheldatud maksimaalsete véartustega keskmistel kdrgustel voi U-
kujulisi mustreid. Samas niib, et taimestiku koosseis pakub tdiendavat selgitust seente
mitmekesisuse varieeruvusele, eriti puittaimede domineerimisega aladel, kus mitmekesisus on

iildjuhul kdrgem.

2.3.5 Koosluste struktuuri mustrid

Koosluste analiitis niitas selgeid ruumilisi mustreid seenekoosluste koosseisus
korgusgradiendil. PERMANOVA viitas, et kdrgus on statistiliselt oluline tegur seenekoosluste
koosseisu kujundamisel (F =2,98, R2= 0,142, p=0,002). Korgus iikski seletab 14,2% koosluste

variatiivsusest, mis on 6koloogiliselt oluline hulk. Korguskategooriate-pohine analiiiis niitas

32



veelgi tugevamat moju (F = 1,80, R*= 0,252, p = 0,002), seletades 25,2% koguvarieeruvusest,
mis viitab sellele, et kategooriate pohine ldhenemine tabab paremini seenekoosluste tegelikku

varieeruvust.

Mittemeetriline mitmemodtmeline skaleerimisanaliilis Bray-Curtisi distantsi pdhjal paljastas
tugeva segregatsiooni erinevate korguste vahel. Ordinatsiooni stressi véirtus 0,103 viitab

rahuldavale konfiguratsiooni kvaliteedile ja usaldusvairsetele tulemustele.

NMDS ordineerimine (Bray-Curtis distants)

Stress = 0.103
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Joonis 11. Seenekoosluste NMDS (mittemetriline mitmemodtmeline skaleerimine) ordinatsiooni
hajumisdiagramm Bray-Curtis kaugusmaatriksi pdhjal (stress = 0,103).

NMDS ordinatsioon nditas, et madala korguse proovid paiknesid ordiatsiooniruumis laiali,
samas kui korgete aladeproovid moodustasid selgelt eraldiseisva rithma. Keskmiste kdrguste
proovid asetsesid iildiselt nende kahe riihma wvahel, nditades jarkjargulist {leminekut
seenekoosluste koosseisus. Esimene ordinatsiooni telg peegeldas peamiselt kdrgusgradienti,

samas kui teine telg esindas teisi keskkonnamuutujaid.

Keskkonnafaktorite ja taimestiku koosmdju analiilis néitas olulist seenekoosluste varieeruvuse
selgitamisvoime paranemist. Ainult keskkonnafaktorid (korgus, pH, orgaaniline siisinik,

lammastik, C:N suhe, fosfaat, kaalium, kaltsium, magneesium) seletasid 60,1% varieeruvusest,
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samas kui taimestiku lisamine t0stis seletatava varieeruvuse 76,1%-ni ( F = 1,47, R*?= 0,761, p
=0,001). Taimestik iiksi seletas 28,9% seenckoosluste varieeruvusest, mis nditab selle olulist
rolli kui 6koloogilist filtrit. Varieeruvuse jaotamine nditas, et enamik taimestiku mdjust (9,7%
koguvarieeruvusest) on jagatud keskkonnafaktoritega, viidates sellele, et keskkonnatingimused

kujundavad taimkooslusi, mis omakorda mojutavad seenekooslusi.

Paarviised vordlused niitasid, et kdige suuremad erinevused seenekoosluse koosseisus
esinevad Korge ja madala korguse vahel (F = 2,42, R? = 0,180, p = 0,009) ning kdrge ja
keskmiselt madala korguse vahel (F = 2,95, R? = 0,185, p = 0,006). Lahedased kategooriad ei
erinenud statistiliselt oluliselt (kdoik p > 0.10 pérast FDR korrektsiooni) erinevad, mis viitab

jarkjarguliste muutustele seenekoosluste koosseisus.

2.3.6 Taimestiku moju seenekoosluste koosseisule

Taimkattetiiiibi moju seenekooslustele analiitisiti PERMANOVA meetodil, mis niitas, et see
selgitab 36,6% seenekoosluste varieeruvusest (F = 1,62, R? = 0,366, p = 0,001). See tulemus
osutab taimestiku tiilibi oluliste rollide seenekoosluste kujundamisel, mis on markimisvaérselt
suurem korguse 14,2% mojust. Taimestiku ja korguse tihis moju selgitas 43,3% koosluste
varieeruvusest (F = 1,65, R?= 0,433, p = 0,001), samas kui nende interaktsioon selgitas 63,5%
varieeruvusest (F=1,57, R2=0,635, p=0,001). Need tulemused viitavad taimestiku ja kdrguse

keerukale koosmdjule seenekoosluste kujundamisel.
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Seenekooslused: korgus taimestiku tulipides
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Joonis 12. Seenckoosluste NMDS ordineerimine taimestiku tiilipide kaupa. Stress = 0,094. Erinevad
taimekogukonna tiiiibid moodustavad eristatavad klastrid ordinatsioonruumis.

NMDS ordinatsioon néitas, et eri taimkattetiilipidega alad moodustavad ordinatsiooniruumis
eraldiseisvad rithmad, kusjuures okasmetsa ja laialehise metsa proovid moodustasid koige

kompaktsemad rithmad.

Hoimkondade tasemel niitas taimkattetiilibi analiilis, et Basidiomycota osakaal oli kdrgem
laialehise metsa okosiisteemides (60-70%), jargnesid okasmetsa (45-55%) ja puhmastik (40-
45%), samal ajal kui karjamaa-tiilipi 6kosiisteemides domineeris selgelt Ascomycota (60-75%).
Mortierellomycota esines korgemas osakaalus parasvootme karjamaa Okosiisteemides, samas

kui Glomeromycota oli arvukam mégikarjamaa ja korbelise karjamaa aladel.
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Seente h6imkondade koostis taimestiku tiiiipide kaupa
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Joonis 13. Seente hoimkondade koostis erinevates taimkogukondes. Niimede tdpsustus: Metsastik =
puhmastik; korbeline karjamaa = kuiv rohumaa.

Ektomiikoriissete seente jaotuse analiilis peremeespuu tiilipide kaupa niitas selgeid erinevusi.
Okaspuude domineerimisega aladel oli ektomiikoriissete seente suhteline arvukus korgem,
jargnesid laialehised metsad. Selline jaotus peegeldab ektomiikoriissete seente tugeva
peremeestaime spetsiifilisust ning kinnitab, et taimkatte koosseis on nende seente leviku oluline
madraja. Seevastu arbuskulaar-miikorissed seened olid mitmekesisemad ja arvukamad aladel,

kus domineerisid rohttaimed.

2.3.7 Koosluste erinevusi kujundavad taksonid

SIMPER analiiiis tuvastas peamised taksonid, mis vastutavad seenekoosluste erinevuse eest
kdrguskategooriate vahel. Kdige suurem erinevus oli korgete ja madalamate kdrguste vahel,
kus esimesed 6 OTUd vastutasid 33,6% kumulatiivsest erinevusest. Esimesed 20 OTUd
seletasid 49,9% kategooriate vahelistest erinevustest, nditades et suhteliselt véike arv taksoni

domineerib koosluste diferentsiatsioomimustrites.

Korge ja keskmiselt korge kdrguse vaheline erinevus oli vdiksem, kus esimesed 10 OTUd
vastutasid 38,3% kumulatiivsest erinevusest. Korge ja keskmiselt madala korguse vahel
vastutasid esimesed 10 OTUd 37,1% erinevusest. Need tulemused kinnitavad, et naaber

kategooriate vaheline erinevus oli mérgavalt viiksem kui kaugede kategooriate vahel.
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2.3.8 Indikaatorliikide mustrite iilevaade

Indikaatorliikide analiiiis tuvastas 49 statistiliselt olulist indikaator-OTUt (p < 0,05) 637

analiiisitud OTUst, mis iseloomustavad erinevaid korguskategooriaid ja keskkonnatingimusi.

Korge korguse kategooria oli iseloomustatud 14 indikaatorliigiga, sealhulgas kdige tugevam
indikaator (stat = 0,918, p =0,001) ja enamik teisi kuulusid peamiselt Ascomycota hdimkonda.
Keskmiselt korge korguskategooria oli iseloomustatud 28 indikaatorliigiga. Kdige tugevam

indikaator selles kategoorias nditas vdga kdrget spetsiifilisust ( stat = 0,893, p = 0,005).

Keskmiselt madal korguskategooria oli iseloomustatud 6 indikaatorliigiga ja samuti tugevaim
indikaator nditas kdrget spetsiifilisust (stat = 0,742, p = 0,021). Madal kdrguskategoorias leidus
ainult 1 indikaatorliik (stat = 0,617, p = 0,048). Viaiksem indikaatorliikide arv madalamatel
korgustel vaib olla seotud nii véiksema proovide arvuga (n = 3) selles kategoorias kui ka

keskkonnatingimuste suurema heterogeensusega.

Keskkonnafaktorite indikaatorliigid niitasid, et pH oli kdige olulisem keskkonnafaktor 92
indikaatorliigiga 637 analiiiisitud OTUst. Neutraalse pH tingimuste (pH < 7,3) indikaatorid
moodustasid 63 liiki, ndrgalt aluselise pH (7,3-7,5) indikaatoreid oli 20 ja tugevalt aluselise pH
(> 7,5) indikaatoreid 9 liiki. LAmmastiku sisaldus oli teine oluline tegur 85 indikaatorliigiga.
madala  ldammastiku  keskkonna  indikaatoreid oli 6, keskmise ldammastiku

keskkonnaindikaatoreid 44 ja kdrge lammastiku keskkonnaindikaatoreid 35 liiki.

Orgaaniline siisinik nditas 47 indikaatorliiki, kusjuures madala orgaanilise siisiniku tingimuste
indikaatoreid oli 5, keskmise 9 ja korge orgaanilise siisiniku tingimuste indikaatoreid 33 liiki.
C:N suhe néitas 42 indikaatorliiki (madal 16, keskmine 3, korge 23) ja fosfaadi sisaldus 36
indikaatorliiki (madal 13, keskmine 19, kdrge 4). Need tulemused kinnitavad nende tegurite

olulisust seenekoosluste kujundamisel.

Indikaatorliikide analiiiis tuvastas kokku 39 statistiliselt olulisi indikaatorliiki (p < 0,05), mis
olid spetsiifilised erinevatele taimestiku tiilipidele. Kdige rohkem indikaatorliike tuvastati
parasvootme karjamaa Okoslisteemist 18 liikidega, jdrgnesid okasmetsa 14 liikidega ja
metsastik 5 litkidega. Laialehiste metsa 6koslisteemi iseloomustas iiks korge spetsiifilisusega
indikaatorliik (stat = 0.839, p = 0.009), samas kui mégikarjamaa 6kosiisteemil oli samuti iiks

iseloomulik indikaatorliik (stat = 0.711, p = 0.022).

2.3.9 Statistiliste mudelite tulemused

Mitmekesisuse ja korguse vaheliste seose modelleerimiseks testiti erinevaid mudeli

funktsioone, mis kinnitasid lineaarsete seoste domineerimist. Shannon indeks néitas selgeimat
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lineaarset seost korgusega (R? = 0,186, AIC = 21,8, p = 0,044). Simpsoni indeks néitas parimat
lineaarset sobivust (R*= 0,226, AIC =-108,9, p=0,025), samas kui InvSimpsoni indeks seletab
11,7% variatiivsusest (R* = 0,117, AIC = 196,4, p = 0,115). Poliinominaalsed mudelid ei
ndidanud méirkimisviirset paranemist vorreldes lineaarsete mudelitega (kdik dAIC < 2), mis

kinnitab lineaarsete trendide domineerimist.

Normaaljaotuse testid (Shapiro-Wilk) néitasid, et enamik mitmekesisuse nditlejaid ei jérgi
normaaljaotust: tdheldatud mitmekesisus (W = 0,89, p = 0,025), Simpson (W = 0,78, p <0,001),
InvSimpson (W = 0,82, p = 0,002). Shannon indeks oli ainukene parameeter mis néitas
normaaljaotust (W = 0,94, p = 0,23), mis digustas mitteparameetriliste testide kasutamist

enamike parameetrite puhul.

PERMANOVA analiitis viidi 1&bi mitme erineva mudeli abil seenekoosluste varieeruvuse
allikate tuvastamiseks, tuues esile nii taimestiku kui ka keskkonnafaktorite olulise rolli.
Taimestiku moju eraldi testimisel seletas see 28,9% seenekoosluste koguvarieeruvusest (F =
1,52, R? = 0,289, p = 0,003), samas kui keskkonnafaktorite (korgus, pH, orgaaniline siisinik,
lammastik, C:N suhe, fosfaat, kaalium, kaltsium, magneesium) mdju eraldi testimisel seletas
60,1% varieeruvusest (F = 1,67, R = 0,601, p = 0,001). Hierarhiline mudel, mis sisaldas nii
taimestiku kui ka koiki keskkonnafaktoreid, secletas kokku 76,1% seenekoosluste
koguvarieeruvusest (F = 1,47, R? = 0,761, p = 0,001), olles kdige parem mudel ja ndidates
taimestiku ja keskkonnafaktorite koosmdju olulist rolli seenekoosluste kujundamisel.
Varieeruvuse jagamise analiilis paljastas, et puhtalt keskkonnafaktorite mdju moodustab 14,6%,
puhtalt taimestiku moju 9,6% ja taimestiku ning keskkonna jagatud modju 2,4%
koguvarieeruvusest, jittes 75,5% varieeruvusest ilma seletuseta, mis viitab teiste, uurimata

tegurite olulisusele.

Keskkonnafaktorite korrelatsioonanaliiiis nditas tugevaid seoseid, kusjuures korgus oli tugevalt
seotud stisiniku sisaldusega (p = 0,78, p <0,001) ja [immastiku sisaldusega (p = 0,65, p <0,01).
orgaaniline siisinik ja ldmmastik néitasid samuti tugevat korrelatsiooni (p = 0,82, p < 0,001),
kaltsium ja magneesium olid tugevalt seotud (p = 0,71, p < 0,001), samas kui pH ja fosfaadi
vahel leiti mdoddukas korrelatsioon (p = 0,58, p < 0,01). Mitmekesisuse néitajate ja
keskkonnafaktorite vahelised korrelatsioonid niitasid, et korgus oli kdige tugevamalt seotud
Shannon indeksiga (p = 0,43, p < 0,05) ja InvSimpsoni indeksiga (p = 0,34, p < 0,10),
lammastikusisaldus korreleerus positiivselt Shannon (p = 0,35, p < 0,05) ja InvSimpsoni
indeksitega (p = 0,41, p < 0,05), ning orgaanilise siisiniku sisaldus oli samuti positiivselt seotud

mitmekesisusega.

38



Mantel test kinnitas tugevat seost kdrguse ja koosluste sarnasuse vahel (r= 0,37, p=0,001, 999
permutatsiooniga). Kauguste lagunemise analiilis nditas, et Bray-Curtisi erisused suurenevad
lineaarselt korguste vahe kasvades (R? = 0,24, p < 0,001), toetades hiipoteesi jarkjérgulistest
muutustest seenekoosluses korgusgradiendil ja kinnitades ruumilise autokorrelatsiooni

olemasolu seenekoosluste jaotuses.

2.4 Arutelu

Kéesoleva uuringu tulemused annavad iilevaate seenekooslusi mojutvatest tegurites Helani
mdéestiku korgusgradiendil, tuues esile nii ootuspéraseid kui ka iillatavaid mustreid. Peamised
leiud kinnitavad, et nii taksonoomiline koostis kui ka elurikkus muutuvad siistemaatiliselt

korguse kasvades.

Kodige tdhelepanuvidirsem ja monevorra iillatavam leid on seente elurikkuse monotoonne
suurenemine korgusega. See tulemus erineb oluliselt kirjanduses koige sagedamini
tdheldatavast mustrist, kus enamik uuringuid dokumenteerib kas mitmekesisuse vihenemist
korgusega, U-kujulisi mustreid vdi maksimaalset mitmekesisust vahepealsetel korgustel.
Helani méestiku tulemused on pigem kooskolas harvamate leidudega, nagu Shigyo ja Hirao
(2021) uuringuga jaheda parasvodtme migimetsades voi Ni et al. (2018) todga Alpi tundra

Okostisteemides.

Téheldatud monotoonne kasv vdib tuleneda mitmetest Helani méestiku spetsiifilistest
omadustest. Esiteks, uuritud korgusvahemik 1124-2422 meetrit ei ulatu &ddrmuslikesse
alpikdrgustesse, kus keskkonnatingimused muutuvad liiga ekstreemseks enamike organismide
jaoks. Korgematel korgustel aeglasem orgaanilise aine lagunemine ning suurem siisiniku
akumulatsioon mullas pakub rohkem elupaiku erinevatele funktsionaalsetele rithmadele. Lisaks
suurendab korgemate korguste mikroklimaatiline mitmekesisus ning keskkonna heterogeensus

spetsialiseerunud taksonite kooseksisteerimise voimalusi.

Taksonoomilise koostise muutused korgusgradiendil kinnitavad tugevalt varasemaid leidusid
hdimkondade tasandil. Basidiomycota ja Ascomycota vastastikune seos, kus esimene
domineerib madalamatel korgustel ning viimase osakaal suureneb kdrgusega, jargib mustreid,
mida on tdheldatud Siles ja Margesin (2016) Euroopa Alpide uuringus ning Guo et al. (2020)
oma to0s erinevates Hiina méestikes. Basidiomycota, eritt Agaricomycetes, sisaldab palju
ektomiikoriisseid seeni, mis on tugevalt seotud puittaimedega ning ndivad eelistavat
stabiilsemaid tingimusi. Ascomycota hdimkond aga sisaldab rohkem stressitaluvaid taksoneid,
mis on paremini kohandunud kuivemate keskkonnatingimustega ning suudavad efektiivsemalt

kasutada mitmekesisemaid susinikuallikaid.
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Klassi- ja seltsitasemel tdheldatud muutused pakuvad tdiendavat teavet Okoloogiliste
strateegiate muutumise kohta korgusgradiendil. Agaricomycetes vihenemine ning
Leotiomycetes suurenemine kdrgusega peegeldab iileminekut soojust eelistavatelt taksonitelt

kiilmakindlamatele rithmadele.

Funktsionaalne analiilis nditas EM seente bimodaalset jaotust, kus nende arvukus oli suurem nii
madalatel kui ka suurtel kdrgustel. See muster erineb paljudest teistest uuringutest, kus EM
seened tavaliselt vihenevad jarjepidevalt korguse kasvades (Kazenel et al., 2019). Bimodaalne
levik voib olla seletatav erinevate peremeestaimede levikuga. Madalamatel kdorgustel
domineerivad laialehised puud, samas kui korgematel aladel muutuvad domineerivaks
okaspuud. Mdlemad puude riihmad sdltuvad tugevalt ektomiikoriissetest seensiimbiontiidest,
kuid keskmistel korgustel, kus domineerivad pdosastikud ja karjamaad, on nende seente osakaal

vaiksem.

Saprotroofide suhteliselt stabiilne esinemine kogu korgusgradiendil kinnitab nende
fundamentaalset  rolli  orgaanilise  aine  ringluses,  sOltumata  spetsiifilistest

keskkonnatingimustest.

Keskkonnategurite mdju analiiiis paljastab keerukate interaktsioonide vorgustiku, mis kujundab
seenekooslusi. pH osutus iiheks olulisemaks teguriks, mida kinnitas 92 indikaatorliigi
tuvastamine erinevates pH-kategooriates. Kuigi seened on pH muutuste suhtes iildiselt vihem
tundlikud kui bakterid (Rousk et al., 2010b), on see parameeter siiski oluline taksonoomilise

koostise ja funktsionaalse jaotuse hindamiseks.

Lammastikusisalduse tugev positiivne korrelatsioon mitmekesisusega ja 85 indikaatorliigi
olemasolu kinnitavad selle toitaine olulist rolli seenekoosluste kujundamisel. Suur hulk
indikaatorlitke, mis kirjeldavad lammastikurikkaid keskkondi, viitab sellele, et
lammastikurikkad tingimused toetavad jarjepidevalt spetsialiseerunud taksonite kooslusi. See
leid on kooskdlas Treseder (2008) rohutatud ldammastiku olulisusega seente funktsioneerimises

ning Johnson et al. (2010) leidudega toitainete mojust miikoriissete suhete kujundamisele.

Orgaanilise stisiniku rolli olulisust toetavad 47 indikaatorliiki ja tugev korrelatsioon kdrgusega.
Seened kui heterotroofsed organismid sdltuvad otseselt orgaanilise aine hulgast ja kvaliteedist.
Suur hulk indikaatorliike, mis néitavad korge orgaanilise siisiniku sisalduse tingimusi, viitab
sellele, et siisinikurikas keskkond toetab spetsialiseerunud lagundajate kooslusi, mis on

voimelised keerukamaid orgaanilisi iihendeid kasutama.

Taimkatte tiiiibi tugev mdju seenekooslustele, mis selgitab 36,6% varieeruvusest, kinnitab

positiivse korrelatsiooni esinemist taimeliikide rikkuse ja seente liigirikkuse vahel globaalselt
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(Tedersoo et al., 2014) ning Eestis tehtud uuringut peremees-puuliikide olulisusest (Tedersoo
et al. 2024). Okaspuude ja laialehiste metsade suurem seente mitmekesisus peegeldab nende

okosiisteemide struktuurilist keerukust ja mitmekesisemaid 6koloogilisi nisse.

Koosluseanaliiiis néitab selget ruumilist autokorrelatsiooni, kus sarnasemad korgused omavad
sarnasemaid seenekooslusi. PERMANOVA tulemused kinnitavad statistiliselt olulist seost
kdrguse ning seenekoosluste diferentsieerumise vahel. Jarkjarguline iileminek seenekoosluste
koosseisus korgusgradiendil toetab Korneri teooriat keskkonnafaktorite siistemaatilisest

muutumisest korgusega (Korner 2007) .

Indikaatorliikide analiiiis nditab spetsialiseerunud ja tépselt méératletud okoloogilisi nisse
erinevatel korgustel. Korgmdestiku kategooria 14 indikaatorliiki, sealhulgas véiga tugeva
spetsiifilisusega taksonid, néitavad, et darmuslikud korgused toetavad toeliselt ainulaadseid

kooslusi.

Uuringu tulemuste laiemad tagajirjed kliimamuutuste kontekstis tekitavad nii lootust kui ka
muret. Mitmekesisuse monotoonne suurenemine korgusega viitab sellele, et madalamatel
korgustel esinevad seenekooslused voivad teoreetiliselt litkuda kdrgemale, kui kliima soojeneb.
See voib aga kaasa tuua olulisi muutusi kogu 6kosiisteemi diinaamikas, sealhulgas vihenenud
mitmekesisust madalamatel korgustel, kus kliima soojenedes muutub {iha teravamaks

veepuudus.

Taimestiku tugev mdju seenekooslustele rohutab metsanduse ja strateegilise maakasutuse
planeerimise olulisust seente mitmekesisuse sdilitamisel. Okaspuude ja laialehiste metsade
kaitsmine suurtel kdrgustel on EMseente mitmekesisuse sdilitamiseks iilioluline. Taimestiku ja
keskkonnategurite vastastikmdju nditab vajadust integreeritud ldhenemisviisi jérele

Okosiisteemi majandamisel.

Siiski on uuringul mitmeid piiranguid, mida tuleks tulemuste tdlgendamisel arvesse votta. Uhe
hooaja jooksul proovide votmine ei voimalda hinnata seenkoosluse koosseisu potentsiaalseid
hooajalisi muutusi ega aastate vahelist varieeruvust. Kuigi 20 proovivotukohta pakuvad piisavat
statistilist vOimsust pohimustrite tuvastamiseks, ei voOimalda need haruldasemate
taksonoomiliste riihmade detailsemat analiilisi ega tdpsemat taimkattetiiiipide analiiiisi. ITS-
markeritel pdhinev metatriipkoodimine, kuigi standardmeetod, omab teatud seeneriihmade

tuvastamisel moningaid piiranguid.

Edasised uuringud vdiksid arendada mitmes pohisuunas. Sesoonsed ja pikaajalised uuringud
aitavad modista seenckoosluste ajalist diinaamikat ja nende reaktsiooni kliimamuutustele.

Keskkonnategurite detailsem jalgimine, sh mikroklimaatiliste parameetrite pidev jilgimine,
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voiks anda tdpsemat teavet keskkonna tekkemehhanismide kohta. Funktsionaalsed uuringud,
nditeks ensiilimiaktiivsuse modtmine ja transkriptoomika analiilisid, voimaldaksid tdpsemalt
hinnata seente tegelikku Okoloogilist rolli erinevatel kdrgustel. Teiste méestike vordlevad
uuringud aitaksid moista, kas Helani méieahelike mustrid on universaalsed voi

piirkonnaspetsiifilised.

Kokkuvottes nditab see uuring, et Helani midgede seenekooslused jargivad kdrgusgradiendi
ulatuses selgeid ja monevorra ootamatuid mustreid. Korguse ja taimestiku tiilibi otsustav roll
koosluste kujunemisel peegeldab keeruliste 6koloogiliste protsesside tegevust, mis kujundavad
mégidkosiisteemides mikroobikooslusi. Need tulemused annavad olulise panuse nii
fundamentaalsesse 6koloogiasse kui ka praktilisse looduskaitsesse muutuvas kliimas, rohutades

vajadust integreeritud l&henemisviisi jarele 6kosiisteemide uurimisel ja kaitsmisel.
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KOKKUVOTE

Seened tdidavad mégidkosiisteemides olulisi funktsioone, kuid siiani on nende levikut ja
mitmekesisust kdrgusgradientidel vihe kirjeldatud. Kéesoleva bakalaureusetdd eesmaérgid on
kirjeldada ja analiilisida Helani maéestiku 20 proovivotukohast kogutud mullaproovide
seenekoosluste struktuuri ning mitmekesisust korgusgradiendil. Selleks teostati statistilised
analiitisid, mille kidigus hinnati seente elurikkust koikides korguskategooriatee, vorreldi
taksonoomilise koostise muutumist kdrgusega, analiilisiti beeta-mitmekesisuse mustreid ning
hinnati keskkonnafaktorite mdju seenekoosluste kujunemisele. Lisaks tuvastati indikaatorliike

erinevatele kdrgustele ning analiilisiti funktsionaalsete riihmade jaotust.

To6o laboratoorne osa holmas DNA eraldamist mullaproovidest MagAttract PowerSoil Pro
DNA Kit (Qiagen, USA) komplektiga. DNA eraldusele jdrgnes rDNA ITS regiooni
amplifitseerimine  PCR  meetodiga ning sekveneerimine PacBio instrumendil.
Bioinformaatiliste analiiiside tulemusena tuvastati kokku 24 erinevat seenehdimkonda, 99
klassi, 167 seltsi, 355 sugukonda ja 773 perekonda. Suurima osakaaluga olid hdimkonnad
Ascomycota ja Basidiomycota, mis moodustasid kokku iile 85% kooslusest. Liigirikkaimaks
seltsiks osutus Pleosporales, mida jargnesid Chaetothyriales ja Agaricales. Domineerivad
perekonnad olid Knufia, Tomentella ja Phaeomycocentrospora. Funktsionaalsest analiiiisist
selgus, et ektomiikoriisaseened, saprotroofid ja endofiiidid olid peamised gildid kogu

korgusgradiendil.

Korgeim seente mitmekesisus tuvastati korgematel aladel, kusjuures Shannon indeksi vairtused
varieerusid 2,7st madalamal korgusel kuni 4,5ni kdrgematel aladel. Markimisvddrne oli
monotoonne mitmekesisuse kasv  kdrgusega, mis erineb paljudest varasematest
magidkosilisteemide uuringutest. Korguskategooriate vahel olid erinevused liigirikkuses ja
kooslustes statistiliselt olulised, kusjuures madal korguskategooria erines koigist teistest
kategooriatest. Taksonoomilise koosseisu muutused néitasid selget mustrit: Basidiomycota

domineeris madalamatel aladel, samas kui Ascomycota osakaal suurenes kdrguse kasvades.

Keskkonnafaktorite analiilis nditas, et korgus iile merepinna, pH, orgaaniline siisinik ja
lammastikusisaldus olid kdige tugevamalt seotud seente mitmekesisusega. PERMANOVA
analiiiis kinnitas, et korgus seletas 14,2% seenekoosluste varieeruvusest, taimestiku tiitip 36,6%
ning nende {ihine mdju koos teiste keskkonnafaktoritega kokku 76,1%. Indikaatorliikide
analliis tuvastas 49 statistiliselt olulist indikaator-OTUt, kusjuures koige rohkem
indikaatorliitke oli seotud keskmiselt korge korguskategooriaga (28 liiki) ning pH ning

lammastikusisalduse erinevate tasemetega. Tulemused néditavad, et Helani maéestiku
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seenekooslused jirgivad selgeid mustreid korgusgradiendil, kus nii kdrgus kui ka taimestiku

tiilip méngivad kriitilisi rolle koosluste kujundamisel.
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SUMMARY

Fungal diversity along an elevation gradient: Mycobiota of Helan Mountain

Fungi play crucial roles in mountain ecosystems, yet their diversity and ecological functions
along elevation gradients remain poorly understood compared to studies in lowland areas. This
bachelor's thesis aimed to describe and analyze the structure and diversity of soil fungal
communities along an elevation gradient in the Helan Mountain range, China, using 20 soil

samples collected from sites ranging from 1,124 to 2,422 meters above sea level.

The study employed molecular methods including DNA extraction using MagAttract
PowerSoil Pro DNA Kit, PCR amplification of the ITS region, and PacBio sequencing.
Bioinformatics analysis using the NextITS pipeline identified 5,997 fungal OTUs belonging to
24 phyla, 99 classes, 167 orders, 355 families, and 773 genera. The dominant phyla were
Ascomycota and Basidiomycota, comprising over 85% of the community, with their relative

abundance showing clear elevation-dependent patterns.

The most significant finding was a monotonic increase in fungal diversity with elevation, which
differs from many previous mountain ecosystem studies that typically show either decreasing
diversity with elevation, U-shaped patterns, or maximum diversity at intermediate elevations.
Shannon diversity index values ranged from 2.7 at low elevations to 4.5 at higher elevations,

with elevation explaining 18.6% of diversity variation through linear modeling.

Taxonomic composition showed systematic changes along the elevation gradient.
Basidiomycota dominated at lower elevations (approximately 80% of OTUs at 1,124 m), while
Ascomycota increased with elevation, reaching 60-65% at the highest sites. At the class level,
Agaricomycetes decreased with elevation while Leotiomycetes increased, reflecting a shift

from warm-preferring to cold-adapted taxa.

Functional analysis revealed that ectomycorrhizal (EM) fungi, saprotrophs, and endophytes
were the primary guilds across the elevation gradient. EM fungi showed a bimodal distribution
with higher abundance at both low and high elevations, corresponding to the distribution of
their host trees. Environmental factor analysis demonstrated that elevation, pH, organic carbon,

and nitrogen content were most strongly correlated with fungal diversity.

PERMANOVA analysis confirmed that elevation significantly influenced fungal community
composition, explaining 14.2% of community variation, while vegetation type explained
36.6%. The combined effect of elevation, vegetation type, and other environmental factors

explained 76.1% of total community variation. Indicator species analysis identified 49
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statistically significant indicator OTUs, with pH and nitrogen content showing the highest

numbers of associated indicator species.

This study's broader implications for climate change research are both promising and
concerning. The monotonic increase in diversity with elevation suggests that fungal
communities from lower elevations could theoretically migrate upward as climate warms.
However, this may lead to significant changes in ecosystem dynamics, including reduced

diversity at lower elevations where water stress may become more severe with warming.

The strong influence of vegetation type on fungal communities emphasizes the importance of
forest conservation and strategic land use planning for maintaining fungal diversity. Protection

of forests at high elevations is crucial for preserving EM fungal diversity.

This research contributes important knowledge to ecological understanding of fungal patterns
along elevation gradients and provides essential information for assessing potential climate
change impacts on mountain ecosystems. The results establish a foundation for future studies
that may focus on more detailed questions about fungal ecophysiology, ecosystem functions,

and species interactions in mountain environments.
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KASUTATUD TEHISINTELLEKT

Kéesoleva uurimist60 kéigus kasutati kahte AI-tooriista erinevate uurimisetappide toetamiseks.
Kirjandusiilevaade koostamisel kasutati ANARA platvormi (Anara, 2025) uurimisartiklite
kiireks analiilisimiseks, votmetulemuste tuvastamiseks ja allikate vaheliste seoste leidmiseks.
ANARA vdimaldas iiles laadida mitmeid teadusartikleid ithte kogumisse ning esitada neile
suunatud kiisimusi, samal ajal séilitades tdpse viitematerjaliga seotuse ja voimaldades allikate

kinnitamist.

Andmeanaliiiisi jaoks kasutati Claude'i (Sonnet 3.7, Anthropic, 2025) R-koodi struktureerimise
ja vigade parandamise abistamiseks. Al-tdoriista konsulteeriti koodi organiseerimise
optimeerimiseks, slintaksivigade lahendamiseks ja andmetdotlusskriptide arvutusefektiivsuse

parandamiseks.
Viited:

Anara. (2025) ANARA [Al-uurimisassistent] pohineb Gemini 2.0 Flash [Suur keelemudel]

https://anara.com

Anthropic (2025). Claude (Sonnet 3.7); (Opus 3.0) [Suur keelemudel] https://claude.ai
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LISAD

Lisa 1. Proovide nimekiri

Proovide ID Laiuskraad Pikkuskraad Korgus (meetrid Bioom
i t
merepinnast) (andmestiku nimed ingl k)
forest: temperate coniferous
G6022 38,7597 105,9087 2322 forest biome
forest: temperate coniferous
G6023 38,7576 105,9099 2186 forest biome
forest: temperate coniferous
G6024 38,7558 105,9097 2104 forest biome
forest: temperate coniferous
G6025 38,7397 105,9115 2301 forest biome
forest: temperate coniferous
G6026 38,73502 105,91001 2347 forest biome
forest: temperate coniferous
G6027 38,7426 105,9129 2185 forest biome
shrubland: xeric shrubland
G6028 38,7195 105,9986 1410 biome
shrubland: montane
G6029 39,0208 106,0766 2422 shrubland biome
shrubland: montane
G6030 39,0273 106,0734 2286 shrubland biome
forest: temperate coniferous
G6031 39,0137 106,0815 2342 forest biome
forest: temperate coniferous
G6032 39,0102 106,0678 2331 forest biome
woodland: temperate
G6033 39,0444 106,0038 1978 woodland biome
woodland: temperate
G6034 39,0213 106,1499 1712 woodland biome
forest: temperate broadleaf
G6035 38,60175 105,9146 1958 forest biome
woodland: temperate
G6036 38,60589 105,9221 1699 woodland biome
forest: temperate broadleaf
G6037 38,60904 105,9292 1587 forest biome
shrubland: temperate
G6038 38,60419 105,9322 1558 shrubland biome
shrubland: temperate
G6039 38,6067 105,9498 1345 shrubland biome
forest: temperate broadleaf
G6040 38,5234 106,0749 1124 forest biome
shrubland: montane
G6041 37,2259 106,3109 1794 shrubland biome
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Lisa 2. Mulla keemilised parameetrid

G6022 -22,35 81,75 22,54 41,459039 216,8627  31894,758  1270,87901
G6023 1,02 -20,65 68,99 325 21,26 7,42  38,899804 213,7525 36737917  1223,18271
G6024 0,96 -19,51 74,57 3,66 204 7,52 41,51768 263,8061  49845,848  1403,25785
G6025 0,01 -25,07 88,74 4,82 1843 7,19  38,676236 362,0415  9637,7592  946,570973
G6026 0,08 -25,82 97,75 5,76 16,97 17,08 53,093812 385,2295  11776,048  1021,35729
G6027 -0,03 -23,36 68,09 3,66 18,61 7,31 38,37072 358,1267  22032,664  1125,14758
G6028 4,65 -1422 20,64 1,12 18,42 7,72  46,594274 291,0168  40948,47 756,762093
G6029 3,32 -2329 26,91 1,96 13,71 7,46  28,867211 173,4023  7461,8754  580,728648
G6030 3,61 -24,04 77,43 2,67 2896 7,39  25,891257 248,3569  9538,7373  787,492531
G6031 1,37 -24,15 85,21 4,84 17,6 7,2 57,8594 428,1201  12901,461 1054,3049

G6032 0,26 -24,75 110,34 6,16 17,92 7,21 51,772202 454,7989  13150,936  1023,09837
G6033 2,51 -22,48 55,27 2,37 2328 7,54  42,055148 341,4005  14760,167  753,025193
G6034 425 -17.91 71 1,77 40,01 7,64  45,776031 300 14131,631 738,70334

G6035 1,63 -24,12 32,44 2,84 11,44 743 32,270837 373,9853  6702,6331  537,913284
G6036 1,53 -244 61,59 5 1231 7,34  46,764009 392,6598  9556,0379  831,491713
G6037 24 24,73 40,84 3,06 13,35 7,52  44,740505 431,4973  9827,2022  582,024259
G6038 1,4  -24,85 49,94 4,09 12,2 748 34,793041 379,7241  7569,2861  645,670866
G6039 2,84 -20,77 19,44 1,72 11,29 7,55 43,54711 350,3563  8859,0657  736,539984
G6040 -235 -20,79 65,35 2,67 24,5 7,64  49,475559 462,8933  34176,925  3307,34217

G6041 2,57 -16,18 27,34 1,64 16,67 7,76  48,364718 325,8672  33979,782  1000,39643
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Lisa 3. Kasutatud praimerite jérjestused

S >.3 Jérjestus 3 >.5 Jirjestus

praimer praimer

ITS9mun 2 | ACCTACTTGTCTGTACACACCGCC ITS4ngsUni_ | ACCTACTTGTCTcgCCTSCSCTTANTDA
22 CGTCG 222 TATGC

ITS9mun 2 | ACCTATGGTGAAGTACACACCGCC | ITS4ngsUni_ | ACCTATGGTGAAcgCCTSCSCTTANTD
23 CGTCG 223 ATATGC

ITS9mun_2 | ACCTCTATTCGTGTACACACCGCC ITS4ngsUni_ | ACCTCTATTCGTcgCCTSCSCTTANTDA
24 CGTCG 224 TATGC

ITS9mun_2 | ACCTGATCCGCAGTACACACCGCC | ITS4ngsUni_ | ACCTGATCCGCAcgCCTSCSCTTANTD
25 CGTCG 225 ATATGC

ITS9mun 2 | ACCTTACACCTTGTACACACCGCC | ITS4ngsUni_ | ACCTTACACCTTcgCCTSCSCTTANTDA
26 CGTCG 226 TATGC

ITS9mun 2 | ACCTTGACAAGAGTACACACCGCC | ITS4ngsUni | ACCTTGACAAGAcgCCTSCSCTTANTD
27 CGTCG 227 ATATGC

ITS9mun 2 | ACGACCTACGCTGTACACACCGCC | ITS4ngsUni_ | ACGACCTACGCTcgCCTSCSCTTANTD
28 CGTCG 228 ATATGC

ITS9mun 2 | ACGACTGCATAAGTACACACCGCC | ITS4ngsUni | ACGACTGCATAAcgCCTSCSCTTANTD
29 CGTCG 229 ATATGC

ITS9mun 2 | ACGAGACTGATTGTACACACCGCC | ITS4ngsUni_ | ACGAGACTGATTcgCCTSCSCTTANTD
30 CGTCG 230 ATATGC

ITS9mun_2 | ACGAGGAGTCGAGTACACACCGCC | ITS4ngsUni_ | ACGAGGAGTCGAcgCCTSCSCTTANTD
31 CGTCG 231 ATATGC

ITS9mun 2 | ACCTACTTGTCTGTACACACCGCC ITS4ngsUni_ | ACGATATGGTCAcgCCTSCSCTTANTD
32 CGTCG 232 ATATGC

ITS9mun 2 | ACGATGGTTGATGTACACACCGCC | ITS4ngsUni_ | ACGATGGTTGATcgCCTSCSCTTANTDA
33 CGTCG 233 TATGC

ITS9mun 2 | ACGCACATACAAGTACACACCGCC | ITS4ngsUni | ACGCACATACAAcgCCTSCSCTTANTD
34 CGTCG 234 ATATGC

ITS9mun 2 | ACGCATCGCACTGTACACACCGCC | ITS4ngsUni_ | ACGCATCGCACTcgCCTSCSCTTANTD
35 CGTCG 235 ATATGC
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ITS9mun 2 | ACGCGAACTAATGTACACACCGCC | ITS4ngsUni_ | ACGCGAACTAATcgCCTSCSCTTANTD
36 CGTCG 236 ATATGC

ITS9mun_2 | ACGCTAGATTGAGTACACACCGCC | ITS4ngsUni_ | ACGCTAGATTGAcgCCTSCSCTTANTD
37 CGTCG 237 ATATGC

ITS9mun_2 | ACGCTGTCGGTTGTACACACCGCC | ITS4ngsUni_ | ACGCTGTCGGTTcgCCTSCSCTTANTDA
38 CGTCG 238 TATGC

ITS9mun 2 | ACGGCGTTATGTGTACACACCGCC | ITS4ngsUni_ | ACGGCGTTATGTcgCCTSCSCTTANTDA
39 CGTCG 239 TATGC

ITS9mun 2 | ACGTAACCACGTGTACACACCGCC | ITS4ngsUni_ | ACGTAACCACGTcgCCTSCSCTTANTD
40 CGTCG 240 ATATGC

ITS9mun 2 | ACGTATTCGAAGGTACACACCGCC | ITS4ngsUni_ | ACGTATTCGAAGcgCCTSCSCTTANTD

41

CGTCG

241

ATATGC
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Lisa 4. Seente esimesed 15 koige levinumad OTUd

Keskmine suhteline

OTU ID Takson
arvukus
dc4{f29a5202a68af71523ea8599ef2146d05612 3.55793858280777 Phaeomycocentrospora
sp.
271a5¢537424a7tb87b3c9eadfta7a54a23cc044 2.96725822663733 Knufia sp.
b83ec0b3dc31234602e81906acfe66036fd12211 2.6585596359514 Lecanicillium album
fa7aa0385ecc4al3164e9370fc0eb3a5414a8703 2.42837769743206 Knufia sp.
59d52ce050b15e7697935b1b3bff130aflaedd21 1.86471889444695 Knufia peltigerae
b64£d9ffe56e6d9092cS5abcc5df3183eb191eetb 1.77762886224508 Pseudosperma
umbrinella

d96764189851921824eae97b2991dcbc1700a46¢

1.57241411261391

Agaricaceae fam.

9102e85f8d159328fca997d1b6bb0eeeOb02afs5

1.55033719965773

Knufia sp.

5b725d6bd43e5e571a0512751737b8510a1bb127

1.54919583245531

Fusarium tricinctum

05¢5£f733d9¢c7e08617173de4a978f77489a7e74

1.45600073395556

Karstenula sp.

20cc5e0f71eab53b4693df2ece5cd8651a119b16

1.38976672605381

Malassezia globosa

25035b872e026a410593219ea75858f791fcctfla

1.31879635396793

Pyrenochaeta sp.

63b8efd7790975e512¢32e3e7481b074ecacchbff

1.30214851131036

Phaeoclavulina abietina

5a02973ec1102a6e3410bda8e65368e18d543¢31

1.10745020018366

Marasmius sp.

e61ec8218dbf6380a613e2021dd19fe4c62855dd

1.04034796510361

Leucoagaricus sp.
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Lisa 5. Elurikkuse niitajad proovide kaupa.

Proovivétu asukoht

Alfa-mitmekesisuse naitajad kdrgusgradiendil

InvSimpsan

529 (2422m) |
526 (2347m)
531 (2342m)
532 (2331m)
$22 (2322m)
525 (2301m) |
$30 (2286m) |
523 (2186m)
527 (2185m) |
524 (2104m)
$33 (1978m)
$35 (1958m) |
541 (1794m)
534 (1712m) |
536 (1699m) |
$37 (1587m)
$38 (1558m)
$28 (1410m) |
539 (1345m)
540 (1124m) |

25 50 75

Korguse kategooria
Madal (1000-1500m)
madal (1500-1800m)

Taheldatud

$29 (2422m) 4
$26 (2347m)
S§31 (2342m) 4
S$32(2331m) 4
$22 (2322m)
$25(2301m) A
$30 (2286m) 4
$23 (2186m) 4
527 (2185m) 4
$24 (2104m) 4
833 (1978m)
S35 (1958m) {
S41 (1794m) 4
$34 (1712m) 4
$36 (1699m)
8§37 (1587m) o
$38 (1558m)
S§28 (1410m)
S39 (1345m)

540 (1124m) |

0.80 0.85 0.90 095

Mitmekesisuse vaartus

0

900

[ ] iselt kdrge (1800-2100m)
@ Karge (2100-2500m)
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