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1. SISSEJUHATUS

Moeldes sonale siisteem, kerkib minule kui loodusteadustest tugevasti mojutatud inimesele
silme ette iiks suvine niidukooslus. Odviiulite ning kiokiibarate vahel lendlevad p#sisusabad,
puhub soe tuul, péikesekiired sillerdavad eemal asuval joeveel, metsmaasikate morumagus
maitse suus toob silme ette médlestused vanaisaga metsas kdikudest, pea kohal tiirutab édrev
hiireviu, kelle sihtmérk - juttselg-hiir - siblib meeldivalt 16hnavate korreliste vahel. Selles
siisteemis on lugematul hulgal osi, mis kdik on omavahel vihemal v0i rohkemal maééral
seotud ning iksteisest sdltuvad. Selliste siisteemide, kuid nditeks ka lennuplaanide voi
sotsiaalvorgustike uurimiseks rakendatakse vorgustiku analiilisi meetodit. See kompleksne
mitmetasandiline tooriist voimaldab {ihes siisteemis paiknevad osad liita visuaalselt ndhtavaks

vorgustikuks ning kirjeldada vorgustike erinevaid omadusi.

Igale siisteemile on iseloomulik kindel struktuur ning omadused. Just need peavad tagama
stisteemi funktsioneerimise. Vorgustiku struktuuri mdistmine siindkoloogilisest vaatevinklist
on oluline, kuna struktuur mojutab véga tugevasti koosluse funktsioneerimist ja suktsessiooni
(Strogatz 2001). Liikidevahelised interaktsioonid voivad keerukate dkosiisteemide piisimises
ning toimimises mingida olulisemat rolli kui liigirikkus ning liikide ohtrus (Montoya et al.
2006). Koosluses esinevad litkidevahelised suhted voivad olla nii positiivsed, negatiivsed kui
ka neutraalsed. Millist ning kui tugevat moju konkreetne interaktsioonimuster okosiisteemile
avaldab? Millised liigid omavahel interakteeruvad? Mis mojutab interaktsioonimustri teket?
Missugune interaktsioonitiilip on koosluses domineeriv? Need on kiisimused, millele aitab

vastust leida vorgustiku analiiiisi meetod.

Okosiisteemide iiks lahutamatu, kuid iiksjagu raskesti uuritav komponent on muld ning sealne
viga mitmekesine mikroelustik. Seentel on mullas palju erinevaid {ilesandeid. Nad osalevad
siisinikuringes, varustavad siimbiontidena taimi mineraalainetega, kaitsevad taimi
patogeensete organismide eest jne. Nende seenekoosluste uurimine on siiani olnud raskesti
teostatav ning seega teatakse nendest vihe. Interaktsioonide uurimise ning olulisuse

hindamise koige tavalisem meetod okoloogias on eksperimentaalne manipuleerimine, mille



kéigus eemaldatakse kooslusest teatavad organismid; mikroobikoosluste puhul ei ole sellise
meetodi rakendamine aga teostatav (Kennedy et al. 2014). Alternatiivne meetod on kirjeldada
litkkidevaheliste interaktsioonide mustreid. Jared Diamond wuuris Bismarcki saarestiku
erinevatel saartel elavaid linnuliike, et moista, millised protsessid méddravad erinevate
linnukoosluste stabiilse piisimise saartel, mis lksteisest keskkonna ning suuruse poolest
oluliselt ei erine. T66 tulemustes td1 ta vélja, et on liikide lubatud kombinatsioonid (ingl
permissible combinations) - liigid esinevad koos tihemini, kui juhus seda eeldaks - ning
mittelubatud kombinatsioonid (ingl checkerboard distribution) - teatud liigid ei esine kunagi

koos (Diamond 1975).

Toimiva metoodika puudumise tottu pole liikidevahelisi interaktsioone mullas senini olnud
voimalik késitleda. Tdnaseks on need meetodid olemas ning pilguheit mullas asetleidvatele
interaktsioonidele on seeldbi mdeldav. Molekulaarsete meetodite kiire areng, sh DNA
sekveneerimine ja nn meta-triipkoodistamine, voimaldavad méérata mulla mikroobikooslusi
kiiresti ning paljudest proovidest (Fierer et al. 2007). Sellised voimalused on avanud meie
silmad mula mikroobikoosluste liigirikkuse osas. Sekveneerimisel saadav infohulk on tohutu
ning ilma bioinformaatiliste meetoditeta haldamatu. Kasutades erinevaid arvutiprogramme
ning programmeerimiskeeli, on sekveneerimisandmetele voimalik anda taksonoomilised

médrangud ning neid kasutada edaspidistes analiilisides.

Vorgustike analiilis on matemaatiline Idhenemine andmestikele, mille elemendid on omavahel
seotud. See on litkidevaheliste interaktsioonide uurimise liks voimalik meetod. Vorgustik on
iga siisteem (sotsiaalmeedia, transport, toiduahel), mis koosneb kahest komponendist -
solmedest (ingl node) ning liilidest (ingl /ink). SGlmede puhul on tegemist vorgustikusiseste
iiksikelementidega ning liilide puhul kahte vorgustikuelementi iihendavate vorgustiku osistega
(Proulx et al. 2005). Okoloogiline vorgustik (ingl ecological network) on biootiliste
vastastikmdjude esindatus dkosiisteemis, kus erinevate vdi samade liikide isendid (sdlmed) on
omavahel mitmesuguste positiivsete vOi negatiivsete suhete (liilide) kaudu iihenduses
(Montoya et al. 2006; Deng et al. 2012). Uurides okoloogilistes kooslustes esinevaid
litkkidevahelisi interaktsioone, késitletakse peamiselt {ihejaolisi (ingl unipartite network),

kahejaolisi (ingl bipartite network) ning kolmejaolisi (ingl tripartite network) vorgustikke.



Uhejaoliste vorgustike puhul kuuluvad vorgustiku sdlmed koik iihte riilhma ning
interaktsioonid leiavad aset riithmasiseselt; iga solm vdib olla seotud mistahes teise sdolmega
selles vorgustikus (Bascompte ja Jordano 2007). Sellise vorgustiku niiteid on mitmeid:
interakteeruvad mikroorganismid inimese suuddnes (Chen et al. 2015); mulla
mikroobikooslused (Barberan et al. 2012); koos elavad linnuliigid (Diamond 1975). Kahe-,
kolme- vO1 enamajaolised vorgustikud kuuluvad mitmejaoliste vorgustike (ingl multipartite
network) tiilipi. Sellistes vorgustikes jaotub sdlmede arv n hulka ning interaktsioonid leiavad
aset hulkade vahel, aga mitte kunagi sama hulga siseselt. Kahejaolises vorgustikus on sdlmed
jaotatud kahte selgelt erinevasse riihma (Bascompte ja Jordano 2007) ning kolmejaoliste
vorgustike puhul on sdlmetiilipe kolm. Néiteid dkoloogilistest kahejaolisest vorgustikest on
samuti palju: taimede ja nende tolmeldajate vahelised mutualistlikud vorgustikud (Toju et al.
2014), taim-herbivoor antagonistlikud vorgustikud (Thébault ja Fontaine 2010), orhideed ning
nende seenstimbiondid (Jacquemyn et al. 2011; Martos ef al. 2012). Kolmejaolisi vorgustikke
késitledes on uuritud rannikukoosluse troofilisi ning mittetroofilisi interaktsioone (Kéfi et al.
2015), arbuskulaarmiikoriissete (AM) taimede, AM seente ning miikorisosfddris esinevate
bakterite vahelist suhetevorgustikku (Vestergérd et al. 2008), aga ka taimede, taimekahjurite
ning nende parasitoidide vahelist interaktsioonivdrgustikku (Derocles ef al. 2015). Kéesolevas
to0s on vaatluse all {ihejaolised koosesinemisvorgustikud (ingl co-occurrence network), mille
s0lmedeks on seeneriiki kuuluvad taksonoomilised liksused (ingl Operational taxonomic unit;

OTU) ning liilideks nendevahelised interaktsioonid.

Mullaseened on enamasti silmale ndhtamatud ning nende koosseis ja sealne
interaktsioonimuster suuresti tundmata. Mullaseente koosluste uurimine on pdnev ning tdnu
edasiarendustele mitmes valdkonnas tinapdeval voimalik. Selleks, et mdista mullaseente
koosluste olulisust koosluste kui tervikute piisimisel, tulebki neid pisikesi ddrmiselt olulisi
organisme ldhemalt uurida. Lisaks sellele voib mullaseente koosluste tundmine aidata kaasa
koosluste sdilitamisele ning taastamisele. Teades selles esinevate organismide rolle, tdhtsust
ning organismidevahelisi interaktsioone, saame seda praegustes muutuvates
keskkonnatingimustes rakendada ka koosluste kaitses. Liites teadmised erinevate

organismiriihmade vahel vd4i riihmasiseselt moodustunud vorgustikest, muutub tervikpilt



selgemaks. Pealtnéha tdiesti erinevate ja omavahel seost mitteomavate vorgustike uurimine

tdiendab kogu siisteemi tervikuna (Bascompte 2009).

Selle t66 eesmirk on kirjeldada kaheksa erineva okosiisteemi mulla seenekooslust: leida
interakteeruvad seentaksonite paarid, vaadelda positiivsete ning negatiivsete interaktsioonide
osakaalu interaktsioonivorgustikus, leida vorgustike topoloogiat kirjeldavad parameetrid ning
neid mojutavad tegurid. TOO kdigus piistitasin jargmised alternatiivsed hiipoteesid: 1)
vorgustiku topoloogia on keskkonnast tugevasti sdltuv; 2) esinevad seentaksonid, mille
vaheline koosesinemine on tuvastatav mitmes vaatluse all olevas seenekoosluses; 3)

seenekooslustes esineb positiivseid ja negatiivseid interaktsioone erineval miéral.



2. PROOVIDE KOGUMINE

Mullaproovid on kogutud aastatel 2012-2013 kaheksalt alalt: Soomest, Indiast, Iraanist,
Jaapanist, Vietnamist, Zimbabwest ning Eestist (tabel 1). Selleks, et vihendada keskkonna
heterogeensusest tulenevat efekti valiti proovialadeks homogeensed ning monodominantsed
alad. Neil aladel domineeris iiks voi iihel juhul (Zimbabwe) ka kaks ektomiikoriisset
taimeliiki. Mullaproovide kogumiseks eemaldati 1-1,5 m kauguselt puutiivest mulda kattev
varisekiht ning sambla- ja samblikurinne. 14 mm diameetriga plasttoru (siigavus 15 mm) abil
voeti ~2 cm? suurune mullaproov. Proovid téhistati kollektsiooninumbri ning koordinaatidega

ja kuivatati. Igalt alalt koguti 30-meetriste vahedega 53-62 proovi (tabel 2).

Mullaproovide keemiliseks analiilisimiseks kaaluti igast proovist 15-30 mg mulda, mis
homogeniseeriti sagedusel 30 Hz, kasutades 3,2 mm diameetriga metallkuule. Tinakapslitesse
paigutatud homogeensest mullast mddrati mass-spektromeetri (MAT 253, Thermo Electron,
Bremen, Saksamaa) abil ldammastiku- (N) ning siisinikusisaldus (C), C ja N suhe ning
stabiilsete istoopide 8'3C ja 8N sisaldused (Tedersoo et al. 2014b). Kliimaandmed (aasta
keskmine sademete hulk ning aasta keskmine temperatuur) périnevad WorldClim

andmebaasist (www.worldclim.org).


http://www.worldclim.org

3. MOLEKULAARSED ANALUUSID

Seenorganismide DNA eraldamiseks kaaluti kuivatatud proovidest 0,20 g mulda, mis
homogeniseeriti 3,2 mm diameetriga teraskuulidega 1,5 ml tuubides 10 minuti jooksul
sagedusel 30 Hz. DNA eraldamiseks kasutati kitti PowerSoil DNA Isolation Kit (MoBio,
Carlsbad, California, USA) vastavalt tootja protokollile. DNA eraldusele jargnes DNA
poliimeraasi ahelreaktsioon (ingl polymerase chain reaction PCR). Esmalt viidi ldbi kontroll-
PCR, milles kasutati parisuunalise praimerina 58SF (5' ATGCATCGATGAAGAACGC 3")
ning vastassunnalise praimerina ITS4 (5' TCCTCCGCTTATTGATATGC 3'). Tsiiklite arv
kontroll-PCR-s oli 25 ning praimerite seondumistemperatuur 55 °C. Sellele jirgnenud
sekveneerimiseks (nelja paralleelina iga DNA proovi kohta) 1dbi viidud PCR-s kasutati
parisuunalise praimerina ITS3tagmix (1, 2, 3, 4, 5, 10) ja vastasuunalise praimerina ITS4ngs,
et amplifitseerida ITS2 regioon (praimerite jdrjestused on esitatud tabelis 3). PCR segu nii
kontroll- kui ka sekveneerimisamplifitseerimise puhul (20 pl) sisaldas jargmisi komponente:
1 ul DNA, 5 ul 5x Hot FirePol Blend Mastermix (Solis Biodyne, Tartu, Estonia), 10 pmol
molemat praimerit ning steriilset destilleeritud vett. PCR-s kasutati jirgmist programmi: 95 °C
juures 15 minuti jooksul toimus termostabiilse DNA poliimeraasi aktivatsioon, millele jargnes
olenevalt kontroll-PCR-i tulemustest kas 25 (tugev PCR-i produkt), 30 (ndrk PCR-i produkt)
voi 40 (vdga nork PCR-i produkt vdi negatiivne tulemus) tsiiklit: 95 °C juures 15 sekundi
jooksul DNA kaksikahelalise struktuuri denatureerimine; 55 °C juures 30 sekundi jooksul
praimerite seondumine DNA iiksikahelatele ning 72 °C juures 1 minuti viltel DNA ahelate
stintees. Kdige viimase PCR-etapina toimus iihekordne DNA elongatsioon 10 minuti véltel 72
°C juures. PCR-i kdigus siinteesiti ~450 aluspaari (bp) pikkused DNA fragmendid PCR
masinas (Eppendorf Mastercycler Pro; Eppendorf AG, Hamburg, Saksamaa), mille olemasolu
ning hulka kontrolliti DNA elektroforeesil. DNA fragmentide lahutamiseks kasutatati 1%
agaroosgeeli etiidiumbromiidiga ja 1XTBE (Tris-boraat-EDTA) puhvrit. Seejdrel visualiseeriti
DNA geelis 280 nm UV-laual ning pildistati. PCR produktide puudumise korral viidi 1dbi
kordus-PCR, suurendades tsiiklite arvu viie vorra. Kuna péarast PCR-i on DNA fragmentide
kontsentratsioon proovides erinev, jargnes DNA kontsentratsioonide normaliseerimine,

milleks kasutati kitti SequalPrep Normalization Plate (96) Kit (Invitrogen, Life Technologies,



Carlsbad, California, USA) vastavalt tootja protokollile. Normaliseeritud PCR-produktid
kontsentreeriti DNA sadestamisega. Selleks lisati 350 ul-le DNA-le 135 pl 3 M Na-atsetaati,
pH 5,2, 2 ul DNA sademe véarvimisainet Pellet Paint (Novagen, Darmstadt, Saksamaa) ning
962,5 ul 96% kiilma etanooli (-20 °C). Koik segati 5 sekundi jooksul ning DNA sadestati
iile6o -20 °C juures. Pdrast sadestamist tsentrifuugiti DNA 4 °C juures 20 minuti jooksul 1,5
ml tuubi pohja. Sadet pesti 75%-lise kiilma etanooliga ja kuivatati toatemperatuuril 3-5 minuti
jooksul ning seejdrel lahustati 80 pl korgdestilleeritud ning autoklaavitud vees. DNA
kontsentratsiooni modtmisel kasutati kitti Qubit dSDNA HS Assay Kit; (Invitrogen, Life
Technologies, Carlsbad, California, USA) ning Qubit 2.0 fluorimeetrit (Invitrogen, Life
Technologies, Carlsbad, California, USA). Viimase etapina viidi 1dbi DNA sekveneerimine.
See teostati Tartu Ulikooli ja Biokeskuse Genoomika tippkeskuses Tartus, kasutades //lumina
TruSeq PCR-free protokolli ja DNA adaptereid ning MiSeq sekvenaatorit (//lumina, San
Diego, California, USA). (Tedersoo et al. 2015)



4. BIOINFORMAATIKA

DNA jéarjestused filtreeriti kvaliteedi alusel, kasutades programmeerimiskeelt per/ ning varem
vilja tootatud skripti (Balint et al. 2014; tabel 4). Selle abil eemaldati madala keskmise
kvaliteediga (<29) ja ebamddraseid (N) nukleotiide sisaldavad sekventsid. Filtreeritud
jérjestused seoti programmis PANDAseq (Masella et al. 2012), midrates minimaalseks
tilekatvuseks 25 aluspaari (tabel 4). Lisaks eemaldati ka sekventsid, mis sisaldasid praimerite
jarjestusi mujal kui 3’ ja 5° otsas (Balint e al. 2014). Seejdrel jaotati DNA jirjestused
molekulaarsete tunnusjirjestuste alusel proovidesse kasutades programmi mothur vI.33.3
(Schloss et al. 2009). ITS2 regiooniga kiilgnevad 5.8S ja 28S geenide fragmendid eemaldati
programmis [7S8x 1.0.9 (Bengtsson-Palme et al. 2013), millele jirgnes kiméiride
eemaldamine uchime algoritmide abil (Edgar et al 2011). Tiispikad ITS2 jarjestused
klasterdati 97% sarnasuse alusel, kasutades programme usearch (Edgar 2010) ja BlastClust
(Altschul et al. 1990). Iga klastri jaoks valiti kdige pikem esindusjirjestus, mida vorreldi
UNITE (referents; Koljalg et al. 2013) ja INSDC (International Nucleotide Sequence
Database Collaboration; Nakamura et al. 2013) andmebaaside vastu kasutades BLASTn
(Basic Local Alignment Search Tool for nucleotides) algoritmi (Altschul ef al. 1990). Kokku

saadi 16 173 taksonoomilist tiksust.

Tabel 4 DNA jérjestuste arv

Prooviala Algne arv perl-q 29 -1150 Panda
India 914 296 730 448 466 730
Iraan 2079 834 303 635 186 632
Jaapan 496 739 366 080 238617
Liiva-Putla 1477 582 1350 382 1010289
Loode-Tammik 735 324 569 044 390 051
Soome 2 680 846 2249514 1 628 437
Vietnam 1 443 750 1320309 957 196
Zimbabwe 718 746 602 169 386 843

Positiivne kontroll 2 279 964

Kokku 12 827 081

10



Jargnes filtreeritud andmete taksonoomilise info vdimalikult tdpne méératlemine artikli
Tedersoo et al. (2014a) pohjal. Selleks vorreldi taksonoomiliste iiksuste taksonoomiat
paringutega saadud kiimne sarnaseima vordlusjirjestuse taksonoomiaga. Uus manuaalne
BLASTn otsing INSD andmebaasi vastu tehti, kui olemasolev taksonoomiline info oli
kaheldav. Sekventside seeneriiki midramiseks loeti BLASTn otsingu tulemus
usaldusvaarseks, kui e-véidrtus oli < e>° Suuremate e-viirtuste korral mdiiratleti OTU
rihma ,,mittemddratud”. OTUde midramisel perekonna, sugukonna, seltsi voi klassi tasemeni
kasutati paringute tulemusel saadud sarnasusprotsenti ning e-vairtust. Sarnasuse aluseks voeti
vastavalt 90,0%; 85,0%; 80,0%; 75,0%. Jargnevalt médrati nende taksonoomiliste iiksuste,
mille taksonoomiline info oli perekonnatasemeni teada, dkoloogilised rithmad. Ulejdinud
OTUd maédrati rilhma ,,feadmata”, mis téhistab kategooriat 6koloogiline rithma teadmata.
Eraldi méérati siimbiotroofide miikoriisatiiiip. Kasutades Tedersoo ja Smith (2013) t66d,
madrati OTU ektomiikoriisseks, kui andmete voOrlduses ilmnes sarnasus ektomiikoriisse
liiniga. Ko&ik krohmseened (Glomeromycota) médrati arbuskulaarmiikoriisseteks. Seejdrel
eemaldati statistiliste meetoditega artefaktist 7AG switching (cf. Carlsen et al. 2012)
tulenevad ning positiivsete ja negatiivsete kontrollide abil proovide saastusest tulenevad
vigased andmed. Bioinformaatilise etapi kdigus eemaldati kokku 9904 sekventsi, mis esines
iile koigi proovide ainult iihes korduses (ingl singleton). Loplik OTUde arv pérast andmete
korrigeerimist oli 14 784 taksonoomilist tiksust 467 proovi kohta ning andmemaatriks sisaldas
243 827 sekventsi. Selleks, et erinevate proovialade analiilisid eraldi 14bi viia, jagati esialgne

andmetabel kaheksaks alamtabeliks (tabel 2).

11



5. STATISTILISED ANALUUSID

Kasutades statistikatarkvara R pakette vegan, fields ja packfor (R Core Development Team
2013), arvutati ruumi omavektorid (ingl spatial eigenvectors; PCNM). PCNM omavektoreid
kasutatakse ruumiandmete transformeerimiseks kujule, mis vdimaldavad ldbi viia
ordineerimist ja regressioonanaliilise. Statistiliselt olulised PCNM vektorid sdeluti vélja
kdsuga forward.sel (olulisusnivoo = 0,05). Kui toorandmed on esitatud kahe punkti vaheliste
kaugustena, on voimalik Mantel r korrelatsioonikordaja abil koostada korrelogramm. Antud
toos arvutati Mantel korrelogrammid, et testida ruumilist autokorrelatsiooni erinevate
proovide vahel erinevates kaugusrithmades (ingl distance class). Lisaks viidi 1abi Mantel test,
et leida, kas mullaparameetrid on ruumiliselt autokorreleeritud. Kasutades R paketti vegan
viidi 14bi adonis funktsiooni kasutades multivariaatne dispersioonanaliiis PERMANOVA
(ingl multivariate ANOVA). Selleks, et hinnata proovidevahelist ruumilise autokorrelatiooni
moju, kasutati PERMANOVA dispersioonanaliiiisis koosluse variatsiooni kirjeldavaid olulisi
PCNM vektoreid. Lisaks viidi 14bi osaline Mantel test, et hinnata mullaparameetrite mdju

OTUde koosseisule.

Jargmisena viidi arvutuskeskkonnas R 14bi lineaarsete mudelite analiiiis, et hinnata millised
faktorid (aasta keskmine Shutemperatuur, aasta keskmine sademetehulk, N ja C sisaldus,
laiuskraad, OTU-rikkus ning sekventsi ohtrus proovi kohta) mdjutavad vorgustiku
parameetreid (modulaarsus, klasterdumiskoefitsient ning keskmine ahela pikkus)

taksonoomilise tiksuse tasemel.

Uldiste vorgustikuparameetrite leidmiseks kasutati andmestike analiiiisimisel Deng et al.
(2012) poolt vilja tootatud veebipdhist platvormi MENA (http://ieg2.ou.edu/MENA/
login.cgi). Igale alale seltsi, sugukonna, perekonna ning OTU tasemel leitud vorgustiku
parameetrid on esitatud tabelites 5-8. Kasutades Williams et al. (2014) viljatootatud
analliisimeetodit, viidi 1ldbi koosesinemise analiiis. Esmalt leiti igast andmestikust
koosesinevad sdlmepaarid, millest omakorda sdeluti vélja vaid tugevat interaktsiooni omavad

paarid (Spearmani @ > 0,5; p < 0,05). Spearmani @ on mitteparameetriline

12
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korrelatsioonikoefitsient kahe muutuja vastastikusest soltuvusest. See kirjeldab, kui hésti on
kahe muutuja vaheline suhe kirjeldatav monotoonse funktsiooniga. Kasutades tugevaid
interaktsioone omavaid sOlmepaare, visualiseeriti koosesinemisvorgustikud programmis
Gephi (Bastian et al. 2009). Vorgustiku loomisel kasutati suunamata vorgustiku (ingl
undirected graph) funktsiooni ning Fruchterman-Reingold asetust. Lisaks arvutati igale alale
C-skoor (ingl C-score) vdirtused, mis on liigipaaridevahelist koosesinemist iseloomustav

statistik (Stone ja Roberts 1990). Selleks kasutati R pakette vegan ning bipartite.

Panus toosse:

Idee ja disain: Harend H., Tedersoo L., Bahram M.; vélito6d: Harend H., Tedersoo L., Bahram
M., Kohout P.; molekulaarsed analiilisid: Harend H., Liiv 1., Puusepp R.; bioinformaatiline
analiiis: Harend H., Anslan S.; jarjestuste analiiiis: Harend H.; statistiline analiiiis: Harend H.,

Bahram M.; kirjutamine: Harend H.
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6. TULEMUSED

6.1 Uldine elurikkus

467 proovist saadi kokku 243 827 sekventsi, mis jaotati 14 784 taksonoomiliseks liksuseks.
Keskmine OTUde arv proovis oli 122 (standardhdlve SD = 53,9; miinimumvéaértus 47; suurim
vaartus 327; mediaan 114) ning keskmine sekventside arv proovis 424 (standardhdlve SD =
249; miinimumvadrtus 53; suurim vairtus 1583; mediaan 384). Arvestades lihe mullaproovi
suurust (~2 cm?), on OTUde arv oodatav. Koikide proovialade peale kokku oli vdimalik
médrata perekonna tasemeni 3969 taksonoomilist liksust 14 784-st ning neile omistati ka
kuuluvused okoloogilistesse riihmadesse. 271 taksonoomilist iiksust méérati biotroofideks,
(mille hulka kuulusid taimepatogeenid (214) ning loomade (25) ja seente (32) parsiidid), 43
flagellaatideks, 2096 saprotroofideks ning 1559 siimbiotroofideks (EcM (1440), AM (54),
samblikke moodustavad seened (64), looma seedekulgla siimbiont (1). Saprotroofide,
biotroofide ning slimbiotroofide jaotumist erinevatel proovialadel iseloomustavad joonised
1-8 protsentides. Biotroofide osakaal koikidel proovialadel oli kdige viiksem (1-16%).
Saprotroofide enamus esines Vietnami (67%) prooviala puhul kdige tugevamini, sellele
jargnesid Zimbabwe (64%), Soome ja Jaapan (modlemal alal 58%), Loode-Tammik (53%)
ning Iraan (49%). India ning Liiva-Putla proovialadel olid domineerivaks aga siimbiotroofid
(vastavalt 54% ja 56%). Taksonoomiliste iiksuste iildine jaotus hdimkondadesse on vélja
toodud joonistel 9-16. Hoimkondade jaotumist kujutavatel joonistel on OTUde koguarv
vastavalt proovialadele on dra toodud tabelis 2. Hoimkondade jaotumist iseloomustavatel
diagrammidelt on ndha, et India, Iraani, Liiva-Putla, Loode-Tammiku ja Zimbabwe
proovialadel oli esindatud viis hdimkonda (Ascomycota; Basidiomycota; Chytridiomycota,
Glomeromycota;, Zygomycota), Soome proovialal kuus (lisaks eelnevatele veel
Blastocladiomycota) ning Jaapani ja Vietnami proovialade seitse (lisaks eelnevatele veel
Rozellomycota). India, Iraani, Jaapani, Liiva-Putla ja Loode-Tammiku proovialade puhul on
domineerivaks hoimkonnaks Basidiomycota (39-54%), kuid Soome, Vietnami ja Zimbabwe

proovialadel Ascomycota (35-45%). Koige rohkem taksonoomilisi iiksusi jdi hdimkonna

14



tasemeni mddramata (unclassified fungi) Soome prooviala puhul (31%), teiste alade puhul

16-24% prooviala taksonoomilistest tiksustest.

6.2 Statistiliste analiiiiside tulemused proovialade kaupa

Autokorrelatsiooni analiiiisides ei tuvastatud India andmestikus proovide ruumilise kauguse
efekti. Analiiiisides mullaparameetrite moju OTUde kompositsioonile maatriksi kujul, leiti
statistiliselt toetatud nork efekt (Rmantel = 0,144; P = 0.049). Vottes osalise Mantel testiga
arvesse nii OTUde kompositsiooni, ruumimdju kui ka mullaparameetrite moju, siis mingit
mullaparameetrite efekti ei leitud (Rmanter = 0,005; P = 0,445). Sellest tulenevalt voib viita, et
ruumiline autokorrelatsioon India andmestikus tuleneb ruumist, mitte ruumiliselt mojutatud
mullaparameetritest (Rmantet = 0,144; P = 0,049). PERMANOVA tulemusel leiti, et kooslust
mojutavad minimaalselt mulla ldmmastiku (R? = 0,023; N = 57; Fi51 = 1,33; P = 0,002),
stisiniku (R? = 0,22; N =57; Fi51 = 1,23; P=0,018) ja 8'°N sisaldus (R?=0,023; F1 51 = 1,29;
N = 57; P = 0,007). Samuti leiti, et proovide ruumiline paigutus seletab prooviala OTUde
mitmekesisust (F155 = 14; R2=0,203; P < 0.001).

Iraani andmestiku puhul viidi esmalt 1dbi ruumilise autokorrelatsiooni hindamiseks Mantel
test. Selle tulemusel leiti, et proovide ruumilise kauguse efekt OTUde kompositsiooni
mojutajana oli oluline, kuid véiga ndrk (Rmantet = 0,085; P = 0,024). Lisaks leiti teise Mantel
testi (Rmantet = 0,006; P = 0,433) ning osalise Mantel testi tulemusel (Rmantel = 0,085; P =
0,039), et mullaparameetrid ei médra autokorrelatsiooni ning Iraani andmestiku puhul tuleneb
see ruumist. PERMANOVA tulemusel leiti, et statistiliselt oluliselt mdjutavad kooslust
stisiniku (RZ= 0,024; N = 63; Fis57= 1,51; P = 0,001) ja lammastiku sisaldus mullas (R? =
0,024; N =63; F157=1,51; P=0,001).

Analiitisides ruumilist autokorrelatsiooni Jaapani andmestikus leiti, et prooviala OTUde
kompositsiooni mdjutavad norgalt nii proovide ruumilise kauguse efekt (Rmantet = 0,132; P =
0,001) kui ka mullaparameetrid (Rmantet = 0,167; P = 0,015). Viies 1dbi PERMANOVA leiti, et
kooslust mojutavad ldmmastiku (R?= 0,027; N = 54; Fi14s = 1,45; P < 0,001), siisiniku (R? =
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0,023; N = 54; Fi48 = 1,27; P = 0,002) ja 8'3C sisaldus mullas (R? = 0,024; N = 54; Fi43 =
1,32; P=0,002).

Mantel testide tulemusel leiti, et Liiva-Putla andmestikus olid koosluse OTUde
kompositsiooni mojutajateks mullaparameetrid (Rmantet = 0,206; P >0,001). Jargmiseks 14bi
viidud PERMANOVA tulemusena leiti, et kooslust m&jutavad lammastiku (R?= 0,034; N =
61 ; Fis5 = 2,133; P < 0,001), siisiniku (R>= 0,02; N =61 ; Fi55 = 1,26; P =0,031) ja 6!°N
sisaldus (R?2= 0,025; N =61 ; Fi 55 =2,133; P=0,006) ning C ja N suhe (R?=0,024; N =61 ;
Fis55=; P=0,009). Samuti leiti, et 3'°N sisaldus mullas (F1s50 = 14,7; R2=0,2; P < 0.001) ning
proovide ruumiline paigutus (Fiso = 4,47, R>= 0,0704; P < 0.001) seletavad Liiva-Putla

prooviala OTUde mitmekesisust.

Autokorrelatsioonitesti tulemusel leiti, et Loode-Tammiku andmestiku proovide ruumilise
kauguse efekt OTUde kompositsioonile on oluline (Rmantet = 0,239; P > 0,001) ning
mullaparameetrite mdju puudub (Rmantet = 0,133; P = 0,055). PERMANOVA tulemusel leiti,
et lammastiku (R?= 0,024; N = 60; F1 50 = 1,342; P = 0,005), 36!°N- (R?= 0,025; N = 60; F1,50
=1,311; P < 0,001), 8'3C-sisaldus (R?2= 0,026; N = 60; Fi 50 = 1,452; P < 0,001) ning C ja N
suhe mullas (R? = 0,023; N = 60; Fis0 = 1,311; P = 0,009) mdjutavad prooviala OTUde

kompositsiooni.

Mantel testi abil leiti, et mullaparameetrid médngivad Skandinaavia andmestiku ruumilises
autokorrelatsioonis olulist, kuid ndrka rolli (Rmanter = 0,252; P = 0,007). OTUde
kompositsiooni mdjutavad lammastiku (R? = 0,022; N = 61; Fis5 = 1,36; P = 0,012) ning
stisiniku sisaldus (R?=0,037; N =61; F1 55 =2,33; P <0,001) mullas.

Vietnami andmestikuga 1&bi viidud Mantel testi abil leiti, et mullaparameetrite ruumilise
autokorrelatsiooni efekt on oluline, kuid nork (Rmaner = 0,186; P = 0,015). OTUde
kompositsiooni mdjutavad limmastiku (R? = 0,022; N = 55; Fi4 = 1,237; P = 0,005),
stisiniku (R2=0,027; N = 55; Fi149 = 1,47; P < 0,001) ning 8'3C sisaldus (R?= 0,023; N = 55;
Fi149=1,261; P=0,002) mullas.
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Zimbabwe andmestikus ruumilise autokorrelatsiooni mdjutajaid Mantel testi abil ei tuvastatud
(proovide ja ruumikoordinaatide vaheline seos Rmantet = 0,013; P = 0,394; osalise Mantel testi
tulemus Rmantel = 0,011; P = 0,393; mullaparameetrite ja ruumikoordinaatide vaheline seos
Rmantet = 0,0924; P = 0,133). PERMANOVA tulemusel leiti, et koosluse OTUde
kompositsiooni mdjutavad ldmmastiku sisaldus (R*= 0,022; N = 60; Fi 54 = 1,337; P = 0,008)
ning C ja N suhe (R?=0,022; N = 60; Fi 54 = 1,293; P=0,019) mullas.

Koikide alade puhul viidi 1dbi ka Mantel test, et teha kindlaks, kas mullad on ruumis

autokorreleeritud. Uhegi prooviala puhul olulist seost ei tuvastatud.

Lineaarsete mudelite analiilis taksonoomilise iiksuse tasemel iihtegi tugevat vorgustiku
parameetrite mojutajat ei tuvastanud. Ainus leitud statistiliselt oluline tulemus (Fi6= 6,619;
R2adjusted = 0,4453; P = 0,042) saadi sademetehulga ning klasterdumiskoefitsiendi vahel. Seda
tulemust antud t66s siiski usaldusvéérseks ei loeta, kuna iihe prooviala (India) sademetehulk
erines teistest tunduvalt ning samuti on saadud p-védrtus vaid vaevu oluline. Vahepealsete
sademehulkadega proovialade puudumise tottu ei ole voimalik selle tulemuse pdhjal midagi

kindlat viita.

6.3 Vorgustiku analiilisi tulemused

Andmestikes oli sekventside arv proovides védga varieeruv ning seetottu teisendati sekventside
rohkus normaliseeritud vairtuseks. Iga ala puhul kaasati analiilisi vaid need taksonoomilised
tiksused, mis esinesid vdhemalt viies vdi enamas korduses iile proovide. See eemaldab
andmestikust haruldased OTUd ning vdhendab vorgustiku kompleksust, mis aitab kaasa
koosluse interaktsioonituumiku tuvastamisele (Barberdn et al. 2012). Igale alale seltsi,
sugukonna, perekonna ning OTU tasemele leitud iildised vorgustiku parameetrid on esitatud
tabelites 5-8. Antud parameetrid on leitud selleks, et anda iilevaade vaatluse all olevate

seenekoosluste vorgustikest tervikuna.
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Modulaarsus (ingl modularity) on siisteemi mddde, mis nditab {ihes siisteemis paiknevate
elementide jaotumist mooduliteks ehk klastriteks ehk kompartmentideks, ning nende
moodulite erinevust iiksteisest ning vorgustiku killustatuse astet (Jordano 1987; Dupont ja
Olesen 2009). Modulaarsus varieerub vahemikus -1-1. Kdrge modulaarsusega vorgustikes on
ithe mooduli sd0lmed omavahel vidga tugevasti seotud, kuid erinevate moodulite
s0lmedevaheline seotus on vordlemisi madal. Modulaarsuse leidmiseks kasutati Deng et al.
(2012) soovitatud greedy modularity optimisation (Newman 2006) valikut. Antud t60s
késitletud vorgustikke analiiiisides tugevat modulaarsust ei tuvastatud. Koigi kaheksa
prooviala erinevatel taksonoomilistel tasemetel koostatud vorgustike modulaarsus varieerus
vahemikus 0-0,116. Samad tulemused saadi ka paralleelselt ldbiviidud juhuslikke vorgustikke
(null maatriksid; Maslov ja Sneppen 2002) analiiiisides. Seega voib jédreldada, et vaatluse all
olevate vorgustike modulaarsuse véartused viitavad vorgustike juhuslikule struktuurile.
Tuvastatud madal modulaarsus vdib olla seotud tugevate (Spearmani @ > 0,5) interaktsioonide
vihesusega vorgustikes. Vorgustikes esineva madala modulaarsuse fundamentaalseks
pOhjuseks on modulaarse struktuuri véiksem optimaalsus vorreldes mittemodulaarsega
(Kashtan ja Alon 2005). Tavaliselt esineb palju selliseid vdimalikke liilisid, mis alandavad

modulaarsust, kuid suurendavad kohasust (ingl fitness).

Klasterdumiskoefitsient (ingl clustering coefficient) on mddde, mis nditab, kui tugevalt on
vorgustik vidikese osa piires seotud (Proulx et al. 2005), kirjeldades seda, kui hea on
naabersolmede vaheline seotus (Deng et al. 2012). Statistik varieerub vahemikus 0-1. Antud
to0s vaadeldud vorgustike puhul varieerus parameetri vaartus vahemikus 0,291-0,876. Nagu
modulaarsuse puhulgi, ilmnes tugev kattumine genereeritud juhuslike vorgustike
klasterdumiskoefitsiendi véartustega. See kinnitab taaskord vorgustikustruktuuri juhuslikkust

vaadeldud kooslustes.

Geodeetiline kaugus on kahte sdlme tlihendav kdige lithem ahel (Bouttier ef al. 2003).
Keskmistades selle tulemuse iile koikide sdlmede vorgustikus, saame keskmise geodeetilise
kauguse ehk keskmise ahela pikkuse (ingl average path distance), mis iseloomustab kogu
vorgustikku tervikuna. Mida véiksem on arvuline védrtus, seda 1dhemal sdlmed vorgustikus

iiksteisele paiknevad. Selle abil on vOimalik tuvastada vorgustiku kui véikese maailma
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omadusi. Kuna vaadeldud vorgustike keskmised ahela pikkused langevad kokku juhuslike

vorgustike tulemustega, siis tugevaid jareldusi saadud tulemustest teha ei saa.

Kahe liigi i ja j C-skoor on CSjj, mis on defineeritud kui CSj;= (Ri - Sij)(Rj - Sjj), kus R; on liigi
1 rea summa ning R; liigi j rea summa maatriksis ja S; téhistab alasid, kus esinevad molemad
liigid korraga (Stone ja Roberts 1990). C-skoor véartused arvutatakse kdikidele unikaalsetele
liigipaaridele koosluses, millest seejdral leitakse keskmine viddrtus, mis iseloomustab
koosesinemist koosluses. Mida suurem on C-skoor véidrtus, seda viiksem osa on juhuslikkusel
ning esineb suurem tdendosus, et iihe liigi jaotumine koosluses on otseselt mdjutatud teise
liigi esinemisest vdi puudumisest koosluses (Gotelli ja Entsminger 2000). Naiiteks on
konkurentsete suhete korral C-skoor védrtus suurem, kui juhuslike interaktsioonide puhul.
Leitud C-skoor vadrtused on esitatud tabelis 9. Saadud tulemused on vaid kolmel juhul
kaheksast statistiliselt olulised (Liiva-Putla, Loode-Tammik, Soome), kuid C-skoor statistiku

madalad véartused kinnitavad koosluste juhuslikku struktuuri.

Vorgustikus korreleeruvate seenorganismide arvu varieeruvus ning tugevate interakstioonide
arvu varieeruvus on ndhtavad tabelis 10. Visualiseeritud vorgustikud OTU tasemel on vélja
toodud joonistel 17-32. Teistel tasemetel (sugukond ning perekond) graafe ei visualiseeritud,
kuna vorgustikus olevate liilide arv oli selleks liiga vidike. Selleks, et graafide abil selgemini
informatsiooni edastada, lisati sOlmi tdhistavatele taksonoomilistele iiksustele vastavalt
sugukondade (familia) ning perekondade (genus) nimed (joonised 17-32). Paarituarvulistel
joonistel on sdlmedeks familia OTU ja ning paarisarvulistel genus OTU esindajad. S6lme
suurus graafidel niditab sdlme liilide arvu ehk sdlme astet (ingl normalised node degree).
Solme aste viljendab liksiku sdlme liilide arvu teiste sdlmedega (Bascompte 2007). Liilideks
on tugevad (Spearmani @ > 0,5) ning olulised (P < 0,05) interaktsioonid. S6lmed on vérvitud
taksonoomilise kuuluvuse jirgi. Uks t&6s piistitatud eesmirk oli vaadelda vorgustikus olevate
positiivsete ja negatiivsete interaktsioonide osakaalu vorgustikus. Vottes arvesse vaid tugevad
(Spearmani @ > 0,5) ning olulised (P < 0,05) interaktsioonid, jdid familia OTU ning

genus_OTU vorgustikesse alles vaid positiivsed suhted.
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Libi viidi ka erinevate proovialade interaktsioonide vordlus, et tuvastada kas erinevatel
proovialadel esineb interaktsioone, mis leiavad aset samade sOlmepaaride vahel. Selleks
vorreldi tugevaid (Spearmani @ > 0,5) ning olulisi (P < 0,05) interaktsioone, mille sdlmede
taksonoomia oli teada kas sugukonna voi perekonnani. Leiti jirgmised korduvad
interaktsioonid: 1) sugukondadesse Russulaceae ja Thelephoraceae kuuluvate OTUde
vaheline interaktsioon esines nii Liiva-Putlas, Loode-Tammikus, Vietnamis kui ka Iraanis; 2)
sugukondadesse Marasmiaceae ja Russulaceae kuuluvate OTUde vaheline interaktsioon
Loode-Tammikus ja Jaapanis; 3) sugukondadesse Sebacinaceae ja Thelephoraceae kuuluvate
OTUde vaheline interaktsioon Loode-Tammikus ja Iraans; ning 4) iihte sugukonda kuuluvate
taksonoomiliste iiksuste vaheline interaktsioon sugukonnas Herpotrichiellaceae esines

Vietnamis ja Zimbabwes.
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7. ARUTELU

Selles t60s olid vaatluse all kaheksa erineva prooviala mullaseente kooslused. Proovialad
holmavad globaalset keskkonnagradienti, ulatudes arktilisest tundrast troopiliste aladeni.
Selleks, et vdhendada keskkonnast tulenevaid muid mojutusi, valiti proovialadeks
homogeensed taimekooslused. Eesmérk oli kirjeldada seente okoloogiliste vdorgustike
struktuuri ning anda iilevaade erinevatest vorgustikku iseloomustavatest parameetritest.
Vorgustiku parameetrid aitavad moista mullaseenete vahelisi interaktsioone (Kennedy et al.
2014; Barberan et al. 2012) ning maidrata litkide Okoloogilist tdhtsust vorgustikus,

vOimaldades tuvastada tdendolisi péiskiviliike (Lupatini ef al. 2014).

Selline ldhenemine piitiab tuua selgust kiisimusele, kas kooslused koosnevad mittejuhuslikest
litkidevahelistest interaktsioonidest (Clements 1916) voi on liigid, mis lihtsalt suudavad
taluda samu keskkonnatingimusi, koosluses paigutunud juhuslikult (Gleason 1926).
Klassikalise koosluseteooria kohaselt on liikide koosesesinemine mittejuhuslik (Gotelli ja
Graves, 1996). Antud t60 tulemused niitavad, et homogeenses keskkonnas esinevad
mullaseente vorgustikud omavad juhuslikku struktuuri ning tugev koosesinemine on voimalik
tuvastada vaid vdga viheste seentaksonite puhul. Mustrite puudumine homogeenses
keskkonnas voib tuleneda seente jaotumisest mullas - tingimused on kogu koosluse ulatuses
ithtmoodi sobivad ning tugevat positiivset voi negatiivset mdju ei oma ka iikski kaaslev OTU.
Koide et al. (2005) uurisid homogeenses Pinus resinosa istanduses ektomiikoriisat (EcM)
moodustavate seente kooslusi ning seda, kuidas vaadeldud koosluste struktuuri kujundavad
litkidevahelised interaktsioonid. Nende t60 tulemused néitavad, et EcM seente vahel esineb
oluliselt vdiksem kooseksisteerimine, kui juhus eeldab (suured C-skoor vdartused). Nad toid
vilja, et selle pdhjuseks voib olla tugev dominatide negatiivne moju (negatiivsed Spermani @
védrtused), mis voimendab kooseksisteerivate seente viltimisstrateegiat. Homogeenses Pinus
sylvestris istanduses 1dbi viidud uurimuse kidigus tuvastasid Pickles et al. (2012) samuti, et
EcM seenekooslusi struktureerivad seeneliikide vahelised konkurentsisuhted. Kéesolevas to0s
selliseid tulemusi aga ei leitud. Kiill aga tuvastasid Kennedy et al. (2014) homogeensel Alnus

rubra alal, et lepaga seotud EcM seente vahel puuduvad konkurentsed suhted; tuvastatud
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seenekoosluse struktuur ei erine juhuslikest assotsiatsioonidest ning koosluses esinevad vaid
positiivsed interaktsioonid. Ovaskainen et al. (2010) vdidavad aga hoopis, et statistiliselt
oluline koosesinemine voib tuleneda paljudest asjaoludest ning tuvastatud taksonitevahelisi
positiivseid vOi negatiivseid interaktsioone ei tohiks vdtta kui kindlaid tdendeid otsestest

interaktsioonidest, vaid kui andmestikust tulenevaid uusi hiipoteese.

Teisalt voib oluliselt saadud tulemusi mojutada geograafiline skaala ja proovide arv. Antud
to0s analiiiisideks kasutatud andmemaatriksid olid proovide arvu poolest keskmised ning
taksonoomiliste iiksuste arvu poolest suured. Tuvastatud juhuslikkus voib olla seletatav
statistika vOimsusega - liiga suure maatriksi puhul on tdendosus oluline seos leida viike.
Seega on vdimalus, et vihendades olemasoleva andmestiku mahtu, ilmnevad praegu leidmata
jadnud seosed. Teisest kiiljest vaadatuna voimaldab suurem maatriks aga tuvastada
haruldasemate liikide vahel esinevaid interaktsioone ning seoseid. Viikeste maatriksite korral
voivad leitavad seosed olla pigem juhuslikud: nii tiiip I kui ka tiitip II vea esinemise
tdendosus on suurem. Koide et al. (2005) 1dbi viidud uurimuses tuvastati EcM seente vahel
konkurentsed suhted. Selles uurimuses olid vaatluse all véikesed maatriksid. Samad
tulemused saadi ka suuremate maatriksite puhul (Pickles ef al. 2012). Kennedy et al. (2014)
poolt leitud juhuslik EcM seenekoosluse struktuur tuvastati vdikeseid maatrikseid uurides.
Sarnased tulemused leiti ka kéesolevas t60s, kus vaatluse olid aga suured maatriksid. Seega
milline skaala seentevaheliste interaktsioonide uurimiseks mullas on dige ning kust ldheb piir,

tuleb vélja selgitada edasiste uuringute kaigus.

Lisaks voib leitud juhuslikkust tdlgendada kui kasutatud metoodika ndrku kiilgi. Antud
proovivotuskeem vois kirjeldada kooslusest liiga vdikese osa, hdlmates vaid vidhesel médral
funktsiooni omavaid organisme. Kuna mullas esineb palju spoore ning parasjagu funktsiooni
mitteomavaid seeni, siis saadud juhuslik struktuur voib kirjeldada just seda osa
seenekooslusest. Voimalik lahendus oleks RNA analiiiis, mille puhul kaasatakse analiiiisi vaid

fiisioloogiliselt aktiivne osa kooslusest (Rajala et al. 2011; Baldrian et al. 2012).

Lineaarse mudeli analiilisi kdigus ei tuvastatud iihtegi vorgustiku parameetreid mojutavat

faktorit. Arvesse voOetud faktorid olid aasta keskmine sademete hulk, aasta keskmine
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ohutemperatuur, mulla N- ja C-sisaldus, laiuskraad, OTU-rikkus ning sekventsi ohtrus proovi
kohta. Moju vdivad omada aga teised faktorid, mille véértusi antud t66s ei moddetud (mulla

pH, mullaniiskus, juurte tihedus koosluses jne).

Antud t00s leiti, et erinevatel aladel mdjutavad OTUde koosseisu mullas erinevad
parameetrid. Vaatluse all olnud parameetrites (N, C, C/N, 6'3C, 8'°N) osutusid iile proovialade
kokkuvdttes oluliseks koik (iga parameeter vdhemalt iihel prooviala). Need tulemused
kinnitavad ka varem tuvastatud seoseid. On leitud, et seenekooslusi mdjutab C/N suhe mullas
(Burke et al. 2009; Coince ef al. 2013; Wubet ef al. 2012), N-sisaldus (Paungfoo-Lonhienne
et al. 2015) ja C-sisaldus (Wubet et al. 2012).
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Tabel 2 OTUde ja proovide arv

Keskmine Miinimum  Maksimaalne
Prooviala OTUd-earv OTUd-earv OTUd-earv  OTUd-e arv
proovi kohta proovi kohta proovi kohta
India 2391 143 46 250
Iraan 2292 116 44 235
Jaapan 2021 98 43 247
Liiva-Putla 1407 85 21 154
Loode-Tammik 1955 100 34 181
Soome 2740 150 21 233
Vietnam 3573 194 114 327
Zimbabwe 1622 95 23 226

Tabel 3 Toos kasutatud praimerid

Praimeri nimi
5.8SF
ITS3 mix tag 1
ITS3 mix tag 2
ITS3 mix tag 3
ITS3 mix tag 4
ITS3 mix tag 5
ITS3 mix tag 10
ITS4
ITS4ngs 001
ITS4ngs 002
ITS4ngs 003
ITS4ngs 008
ITS4ngs 011
ITS4ngs 014
ITS4ngs 015
ITS4ngs 016
ITS4ngs 017
ITS4ngs 019

Jérjestus 5'-3'
ATGCATCGATGAAGAACGC
CTAGACTCGTCATCGATGAAGAACGCA
CTAGACTCGTCAACGATGAAGAACGCA
CTAGACTCGTCACCGATGAAGAACGCA
CTAGACTCGTCATCGATGAAGAACGTA
CTAGACTCGTCATCGATGAAGAACGTGG
CTAGACTCGTCATCGATGAAGAACGCT
TCCTCCGCTTATTGATATGC
ACGAGTGCGTTCCTSCGCTTATTGATATGC
ACGCTCGACATCCTSCGCTTATTGATATGC
AGACGCACTCTCCTSCGCTTATTGATATGC
ACTCGCGTGTCTCCTSCGCTTATTGATATGC
ATGATACGTCTTCCTSCGCTTATTGATATGC
ACGAGAGATACTCCTSCGCTTATTGATATGC
ATACGACGTATCCTSCGCTTATTGATATGC
ATCACGTACTATCCTSCGCTTATTGATATGC
ACGTCTAGTACTCCTSCGCTTATTGATATGC
ATGTACTACTCTCCTSCGCTTATTGATATGC

25

SD Proovide arv
50,8 57
35,3 63
40,4 54
30,6 61
33.4 >6
438 61
52,1 55
44,7 60

Viide
Martin ja Rygiewicz 2005

Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
White et al. 1990

Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a



ITS4ngs 026
ITS4ngs 028
ITS4ngs 029
ITS4ngs 030
ITS4ngs 032
ITS4ngs 033
ITS4ngs 034
ITS4ngs 035
ITS4ngs 036
ITS4ngs 037
[TS4ngs 038
ITS4ngs 039
ITS4ngs 040
ITS4ngs 041
ITS4ngs 042
ITS4ngs 043
ITS4ngs 044
ITS4ngs 045
ITS4ngs 046
ITS4ngs 047
ITS4ngs 048
ITS4ngs 050
ITS4ngs 052
ITS4ngs 053
ITS4ngs 054
ITS4ngs 055
ITS4ngs 056
ITS4ngs 057
ITS4ngs 058
ITS4ngs 059
ITS4ngs 061
ITS4ngs 062
ITS4ngs 063
ITS4ngs 065
ITS4ngs 066
ITS4ngs 067
ITS4ngs 068

ACATACGCGTTCCTSCGCTTATTGATATGC
ACTACTATGTTCCTSCGCTTATTGATATGC
ACTGTACAGTTCCTSCGCTTATTGATATGC
AGACTATACTTCCTSCGCTTATTGATATGC
AGTACGCTATTCCTSCGCTTATTGATATGC
ATAGAGTACTTCCTSCGCTTATTGATATGC
ACACGCTACGTTCCTSCGCTTATTGATATGC
ACAGTAGACGTTCCTSCGCTTATTGATATGC
ACGACGTGACTTCCTSCGCTTATTGATATGC
ATACACACACTTCCTSCGCTTATTGATATGC
ATACACGTGATTCCTSCGCTTATTGATATGC
ATACAGATCGTTCCTSCGCTTATTGATATGC
ATACGCTGTCTTCCTSCGCTTATTGATATGC
ATAGTGTAGATTCCTSCGCTTATTGATATGC
ATCGATCACGTTCCTSCGCTTATTGATATGC
ATCGCACTAGTTCCTSCGCTTATTGATATGC
ATCTAGCGACTTCCTSCGCTTATTGATATGC
ATCTATACTATTCCTSCGCTTATTGATATGC
ATGACGTATGTTCCTSCGCTTATTGATATGC
ATGTGAGTAGTTCCTSCGCTTATTGATATGC
AACAGTATATATCCTSCGCTTATTGATATGC
ACTAGCAGTATCCTSCGCTTATTGATATGC
AGTATACATATCCTSCGCTTATTGATATGC
AGTCGAGAGATCCTSCGCTTATTGATATGC
AGTGCTACGATCCTSCGCTTATTGATATGC
ACGATCGTATATCCTSCGCTTATTGATATGC
ACGCAGTACGATCCTSCGCTTATTGATATGC
ACGCGTATACATCCTSCGCTTATTGATATGC
ACGTACAGTCATCCTSCGCTTATTGATATGC
ACGTACTCAGATCCTSCGCTTATTGATATGC
ACTATAGCGTATCCTSCGCTTATTGATATGC
ATACGTCATCATCCTSCGCTTATTGATATGC
ATAGTCGCATATCCTSCGCTTATTGATATGC
ATATGCTAGTATCCTSCGCTTATTGATATGC
ATCACGCGAGATCCTSCGCTTATTGATATGC
ATCGATAGTGATCCTSCGCTTATTGATATGC
ATCGCTGCGTATCCTSCGCTTATTGATATGC
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Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a


Helery


Helery
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ITS4ngs 069
ITS4ngs 070
ITS4ngs 071
ITS4ngs 072
ITS4ngs 073
ITS4ngs 074
ITS4ngs 075
ITS4ngs 077
ITS4ngs 078
ITS4ngs_079
ITS4ngs 080
ITS4ngs 081
ITS4ngs 082
ITS4ngs 083
ITS4ngs 084
ITS4ngs 085
ITS4ngs 086
ITS4ngs 087
ITS4ngs 088
ITS4ngs 089

ATCTGACGTCATCCTSCGCTTATTGATATGC
ATGAGTCAGTATCCTSCGCTTATTGATATGC
ATGTAGTGTGATCCTSCGCTTATTGATATGC
ATGTCACACGATCCTSCGCTTATTGATATGC
ATGTCGTCGCATCCTSCGCTTATTGATATGC
ACACATACGCTCCTSCGCTTATTGATATGC
ACAGTCGTGCTCCTSCGCTTATTGATATGC
ACGACAGCTCTCCTSCGCTTATTGATATGC
ACGTCTCATCTCCTSCGCTTATTGATATGC
ACTCATCTACTCCTSCGCTTATTGATATGC
ACTCGCGCACTCCTSCGCTTATTGATATGC
AGAGCGTCACTCCTSCGCTTATTGATATGC
AGCGACTAGCTCCTSCGCTTATTGATATGC
AGTAGTGATCTCCTSCGCTTATTGATATGC
AGTGACACACTCCTSCGCTTATTGATATGC
AGTGTATGTCTCCTSCGCTTATTGATATGC
ATAGATAGACTCCTSCGCTTATTGATATGC
ATATAGTCGCTCCTSCGCTTATTGATATGC
ATCTACTGACTCCTSCGCTTATTGATATGC
ACACGTAGATCTCCTSCGCTTATTGATATGC
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Tedersoo et al. 2014a
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Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
Tedersoo et al. 2014a
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Tabel 9 C-score analiiiisi tulemused

Prooviala
India

Iraan

Jaapan
Liiva-Putla
Loode-Tammik
Soome
Vietnam

Zimbabwe

C-score Z P
0,887 1,342 0,265
0,908 -1,287 0,325
0,909 -1,782 0,107
0,884 1,892 0,003
0,908 2,529 <0,001
0,902 3,39 <0,001
0,904 1,182 0,275
0,878 -0,0457 0,792

Tabel 10 Korrelatsioonide ning tugevate interaktsioonide arv

Sellest tabelis on néha iga ala erinevate taksonoomiliste tasemete kohta korrelatsioonide ning
oluliste interaktsioonide arv ( _C tdhistab korrelatsioonide arvu kokku; E oluliste
interaktsioonide arvu; sulgudes olev protsent mérgib oluliste interaktsioonide osakaalu
koikidest korrelatsioonidest sellel taksonoomilisel tasemel sellel alal). Olulisi interaktsioone

(Spearmani @ > 0,5; P < 0,05) sugukonna tasemele kodikide alade peale kokku oli 0,15%;

perekonna tasemel 0,1% ning OTU tasemel 0,14%.

Prooviala
India

[raan

Jaapan
Liiva-Putla
Loode-Tammik
Soome
Vietnam

Zimbabwe

Familia_C
2415
2850
2850
1035
2415
5671
8256

3916

Familia_E
3(0,12%)
2 (0,07%)
7 (0,25%)
4 (0,39%)
2 (0,08%)
4 (0,07%)
5 (0,06%)

17 (0,43%)

Genus_C
2415
4278
3916
1326
2850
8385
12561

5253

32

Genus_E
6 (0,25%)
0 (0%)
4 (0,1%)
3 (0,23%)
3 (0,11%)
5(0,06%)

8 (0,06%)

14 (0,27%)

OTU C OTUE

69378

43365

16290

24090

20706

68635

76636

27495

80 (0,12%)
45 (0,1%)
61 (0,37%)
42 (0,17%)
48 (0,23%)
76 (0,11%)
61 (0,08%)

79 (0,29%)
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stumbiotroofid
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58%

43% 539,

@ saprotroofid @ siimbiotroofid  biotroofid @ saprotroofid @ siimbiotroofid  biotroofid

Joonis 5 Elustiilide jaotumine Loode-Tammiku Joonis 6 FElustiilide jaotumine Soome
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India

Zygomycota
3%

uriclassified Fungi Ascomycota
17%
@lPhlcromycota
Z0@hytsidiomycota
A

Basidiomycota
51%
@ Ascomycota @ Basidiomycota
© Chytridiomycota @ Glomeromycota
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Joonis 17 India familia OTU
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Joonis 18 India genus OTU
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Joonis 19 Iraan familia OTU
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Joonis 20 [raan genus OTU
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Joonis 21 Jaapan familia OTU
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Joonis 22 Jaapan genus OTU
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Joonis 23 Liiva-Putla familia OTU

Q seao@ssny Q

2800 lle)

O oeaoe.@dsiay L oL
O mmwoygcoo omoaam

N ‘omQ 5 O oeaoe| seaoe@ornion

Mo’_oﬁQ o

O Ommmoﬁ@&oa_._ O
O O

O O O omoom'am_ Yl Q Q o @Loq_._

seeoe@dojoy L

O O oreo8 Qmwom.c_too

omoom.o_to_\,_

oeaoe@dejoy L

(O, eesoribofwodr

O oesoe@dojoy L

o ©

ommom‘.__too

43



Joonis 24 Liiva-Putla genus OTU
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Joonis 25 Loode-Tammik familia OTU
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Joonis 26 Loode-Tammik genus OTU
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Joonis 27 Soome familia OTU
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Joonis 28 Soome genus OTU
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Joonis 29 Vietnam familia OTU
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Joonis 30 Vietnam genus OTU
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Joonis 31 Zimbabwe familia OTU
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Joonis 32 Zimbabwe genus OTU
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9. KOKKUVOTE

Seentel on Okosiisteemides palju olulisi rolle, mis esmapilgul vdivad mérkamata jadda, kuid
ilma milleta kooslus kui siisteem ei suuda toimida. Nad on lagundaja rollis, varustavad
siimbiontidena taimi mineraalainetega, kaitsevad taimi patogeenide eest jne. Traditsioonilistel
meetoditel mullaseente vorgustikke uurida ei ole paraku vdimalik, kuid siin ulatavad abikée
kiiresti arenevad molekulaarsed ning bioinformaatilised voimalused. Kasutades neid
meetodeid, viidi antud t60 kidigus 1dbi kaheksa erineva mullaseenekoosluse analiiis.
Kasutades vorgustikuanaliiiisi poolt pakutavaid lahendusi, oli selle t66 eesmérk kirjeldada
mullas aset leidvaid seentevahelisi interaktsioone. Tulemused niitavad, et homogeensete
alade seenekooslused on juhusliku struktuuriga ning seenetevahelisi konkurentseid voi
soodustavaid ineraktsioone ei tuvastatud. Samuti ei tuvastatud vaadeldud koosluste puhul

modulaarsust ega vorgustiku parameetreid mojutavaid keskkonnafaktoreid.
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Co-occurrence networks in soil fungal communities

Helery Harend

Summary

Fungi have diverse ecological roles in ecosystems. They participate in mineral cycling, in
carbon cycle and have a pivotal role in decomposition and as mycorrhizal symbionts.
Traditional identification methods are not suitable for shedding light into the complex soil
fungal communities. There are fast developing molecular techniques and bioinformatic tools,
which provide us opportunities to understand belowground fungal communities. Using these
methods, network analysis for eight different fungal communities was carried out. Using the
prospects of network analysis tool, the aim of my thesis was to describe the functioning of
soil fungal community as a network of pairwise interactions. The results indicate that the
fungal communities are assembled randomly in homogeneous areas, with no competitive or
facilitative interactions among fungal species. Also the modularity values of the fungal
communities were low and the factors affecting the network properties at the global scale

remained undetected.
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Ténuavaldused
Avaldan tinu oma juhendajatele Leho Tedersoole ja Mohammad Bahramile igakiilgse abi

ning nduannete eest. Samuti tdnan koiki miikoloogia dppetooli liikmeid soovituste ning

panuse eest toosse. Suured tdnuavaldused kannatlikkuse ning toetuse eest ka perele.
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