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Infoleht

Morfoloogilisel vs. molekulaarsel meetodil mullas elavate lestade (Acari) identifitseerimine

DNA meta-triipkoodistamine on kiiresti arenev meetod, kus huvipakkuvate organismide
médramine DNA triipkoodide pohjal pakub alternatiivi médramisele morfoloogiliste tunnuste
pohjal. Antud magistritoo eesmérk on vilja selgitada, kas mullaproovidest eraldatud DNA
(PacBio ja Illumina sekveneerimistehnoloogiad) abil lestade koosluste mééramine kattub
omavahel ja morfoloogilisel teel saadud madrangute tulemustega. Koik kolm kasutatud meetodit
andsid erinevad tulemused. Enim leiti eri lestade taksoneid morfoloogilise mdiramise pohjal
(vahemalt 103 unikaalset taksonit), OTU’sid leiti PacBio’ga 62 ja Illumina’ga 63. Liikide
kattuvuste osakaal varieerub 2,3% kuni 4,6% vahel (keskmiselt 3,8%). DNA kaudu véheste
lestade tuvastamine v3ib olla pdhjustatud DNA eraldamiseks kasutatud palju vdiksematest
mullakogustest (2 g ja 0,2 g). Lisaks, lestade molekulaarne signaal v3ib olla ndrgenenud, kuna
mullaproovidest eraldatud DNA amplifitseeriti universaalsete COI praimeritega. Samuti ei
esinenud eri sekveneerimismeetoditel saadud taksonite madrangute vahel olulist kattuvust
(18,6%). Antud t60st jareldub, et lestakoosluste uurimiseks toimis kdige paremini morfoloogiline
méidramine (tuvastati kdige rohkem taksoneid), kuid DNA meetodi eelisteks on vdimalus
tuvastada litke, mida Tullgreni aparaati kasutades ei dnnestu mullast eraldada, lisaks lestadele
muid loomataksoneid samaaegselt. Kasutades eri meetodeid kombineerituna saaks antud proovi

lestafaunast parima iilevaate.

Mairksdnad: DNA triipkoodistamine, DNA meta-triipkoodistamine, PacBio, Illumina, lestad

(Acari). CERCS kood: B320 Siistemaatiline botaanika, zooloogia, zoogeograafia



Identifying soil-dwelling mites (Acari): morphological vs. molecular methods

DNA metabarcoding is a rapidly developing method in which the identification of organisms of
interest based on DNA barcodes offers an alternative to identification based on morphological
features. The aim of this master’s thesis is to determine whether the identification of mite
communities based on DNA extracted from soil samples (using PacBio and Illumina sequencing
technologies) coincides with each other and with the result obtained using morphological
identification. All three methods gave different results. The highest number of distinct mite taxa
were found by morphological identification (at least 103), while using PacBio and [llumina 62
and 63 OTUs were obtained respectively. The percentage of common species to both methods
varies between 2.3% and 4.6% (with an average of 3.8%). The detection of fewer mites through
DNA may be attributed to a smaller amount of soil in samples used for DNA extraction (2 g and
0.2 g) and potential dilution of molecular signals due to amplification of DNA from soil samples
using universal COI primers. There was no significant overlap (18.6%) between the taxonomic
identifications obtained by the results of different sequencing methods. This study concludes that
morphological identification worked best for studying mite communities (the most taxa were
identified), however the advantages of the DNA methods include the ability to identify species
that can’t be extracted from soil using Tullgren funnel as well as simultaneously detecting other
animal taxa besides mites. The most comprehensive overview of the mite fauna from a sample

can be obtained by combining different methods.

Keywords: DNA barcoding, DNA metabarcoding, PacBio, Illumina, mites (Acari). CERCS
Code: B320 Systematic zoology, zoogeography
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1. Sissejuhatus

1.1 Lestad

Lestad (Acari) on iihed koige mitmekesisemad ja laiemalt levinud liilijalgsed aga vaatamata
sellele, puudulike taksonoomiliste teadmiste tottu kaasatakse neid harva suuremahulistesse
uuringutesse (Young et al, 2012). Lestad kuuluvad Idugtundlaliste (Chelicerata) alamhdimkonda,
dmblikulaadsete klassi (Arachnida). Nad on jagatud kahte suurde monofiileetilisse gruppi:
iilemselts parislestalised (Acariformes) ja iilemselts nugilestalised (Parasitiformes).
Périslestaliste hulka kuuluvad seltsid sarvlestalised (Oribatida), imilestalised (Trombidiformes
ehk Prostigmata) ning parafiileetiline Endeostigmata ja pahklestade (Eriophyoidea)
iilemsugukond (Zhang et al, 2011; Pepato & Klimov, 2015; Bolton et al, 2023). Pahklesti
kasitleti kuni hiljutise ajani imilestadena aga hiljutised molekulaarfiilogeneetilised uuringud
viitavad, et nad moodustavad omaette klaadi (Bolton et al, 2023). Nugilestalised jaotatakse
omakorda neljaks seltsiks, roovlestalised (Mesostigmata), puugilised (Ixodida), Opilioacarida ja
Holothyrida. Viimased kaks on vihem mitmekesised ja troopilised seltsid (Lindquist et al, 2009;
Beaulieu et al, 2011). Ainult viga véikest osa lestade noorjirkudest on seni morfoloogiliselt
kirjeldatud ja nad on méadratavad liigini (Norton & Ermilov, 2014). Maailmas on hinnanguliselt
iile miljoni lestaliigi (Stork, 2018), kuid teada on iile 55 000 liigi (Linn et al, 2024). Eestist on
seni kindlaks tehtud 813 liiki (K. Sammet, avaldama andmed). Seni tuntud liikidest rohkem kui
pooled elavad mullas voi varises (Brussaard, 1997). Parasvodtme metsamullast voib leida iihelt
ruutmeetrilt miljon mullalesta isendit (Walter & Proctor, 2013). Lestadest toituvad paljud
pinnases elavad liilijalgsed, enamasti putukad (Hoy, 2008).

1.1.1.Sarvlestalised (Oribatida)

Sarvlestad elavad enamasti maismaal kuid on teada ka mageveeliike (Schatz & Behan-Pelletier,
2008; Behan-Pelletier & Lindo, 2023). Nende teadaolevalt suurim liigiline mitmekesisus on
soojadel parasvootmealadel (Maraun et al, 2007). Mullaliilijalgsetest on sarvlestad iihed koige
arvukamad loomad (Behan-Pelletier, 1999), nende arvukus iihel ruutmeetril metsamulla varises
voib olla 500 000 isendit 100-st liigist (Schatz & Behan-Pelletier, 2008). Keskmise tidiskasvanu
suurus jaib enamasti vahemikku 300 um kuni 700 pm (iildiselt 150 pm kuni 2000 pm)



(Behan-Pelletier & Lindo, 2023). Sarvlestadel on seitse arengustaadiumit — muna, eelvastne
(munas), vastne, reeglina kolm niimfistaadiumit (protoniimf, deutoniimf, tritoniimf) ja
taiskasvanu (Klompen, 2000; Krantz & Walter, 2009; Behan-Pelletier & Lindo, 2023). Enamus
neist on vabaltelavad ning toituvad surnud orgaanilisest ainest, osad toituvad seentest, vetikatest
ning bakteritest (Behan-Pelletier & Lindo, 2023). Sarvlestade hulgast pdlvnevad varem omaette
seltsina késitletud kddulestalised (Astigmata), kelle teine niimfistaadium (nn hiipopus) ei toitu
ning kolmas niimfistaadium on paljunemisvdimeline (tdiskasvanuid ei esine) (OConnor, 2009).
Sarvlestad on olulised lagundajad ja seeneeoste levitajad mullas (Lilleskov & Bruns 2005).
Sarvlesti on maailmas teada rohkem kui 15 000 liiki (Schatz et al, 2011; Subias, 2022), Eestis on
leitud 303 liiki (K.Sammet, avaldamata andmed).

1.1.2 Imilestalised (Trombidiformes ehk Prostigmata)

Imilestad elavad nii maismaal kui ka veekogudes (sealhulgas meres). Nad on voimelised
asustama ekstreemseid keskkondi (Walter et al, 2009). Mullas on nende liigirikkust alahinnatud
(Young et al, 2019). Enamus imilesta liikide suurus jadb vahemikku 100 um kuni 16 000 pm
(Coons & Rothschild, 2008). Neil on enamasti seitse arengustaadiumit (Walter et al, 2009). Suur
osa imilesti on roovtoidulised, taime- voi loomaparasiitsed (Hernandes et al, 2015), vdhem
leidub saprofaage ja manulasi (Walter et al, 2009). Parasitism on korduvalt tekkinud imilestade
eri klaadides (Bochkov, 2008). Mullas elavate liikide toidust moodustavad olulise osa timarussid
(Nematoda) (Whitford & Santos, 1980), samuti leidub liike, kes toituvad seeneniidistikust
(Walter, 1988), suuremad liigid toituvad liilijalgsetest voi nende munadest (Kethley, 1990).
Maailmast on teada tile 25 000 liigi (Zhang et al, 2011), Eestist on leitud 250 liiki (K.Sammet,

avaldamata andmed).

1.1.3 Roovlestalised (Mesostigmata)

Roovlestad elavad mullas, varises, kdodupuidus, linnupesades, taimedel ja parasiitsena loomadel
(Lindquist et al, 2009). Roovlestade litkke on mullas vihem kui sarvlestade ja imilestade liike
(Coleman et al, 2017). Roovlestade suurus jadb enamasti vahemikku 200 um kuni 4500 um
(Lindquist et al, 2009). Roovlestadel on neli arengustaadiumit — vastne, kaks niimfistaadiumit ja
tdiskasvanu (Lindquist et al, 2009). Suurem enamus rodvlesti on vabalt elavad kiskjad, kuid

leidub ka parasiite, vihesed toituvad seentest, nektarist voi dietolmust (Karg, 1993; Koehler,



1999; Lindquist et al, 2009). Mullas elavad liigid toituvad {imarussidest, liilijalgsetest ning nende
munadest (Walter & Tkonen, 1989). R66vlesti on maailmas teada iile 11 000 liigi (Beaulieu et al,

2011), Eestist on leitud 173 liiki (K. Sammet, avaldamata andmed).

1.2 Lestade uurimine morfoloogilisel meetodil

Olenevalt sellest, mis elupaiga eelistustega taksoniga on tegemist kasutatakse lestade
kogumiseks erinevaid meetodeid (Walter & Krantz, 2009). Uheks tavalisemaks mullaelustiku
ekstraheerimis meetodiks (eraldamiseks mullast) on termoeklektor ehk Tullgreni aparaat (joonis
1). Sageli hoitakse proove aparaadis iiks nddal voi senini kuni proov on tdiesti 1abi kuivanud
(Walter & Krantz, 2009; Coleman et al, 2017). Termoeklektori pohimote on jargmine — proov
astetatakse termoeklektori lehtrisse, mille pohjas on hore metallvore. Lehtri kohal on soojust
kiirgav hodgpirn. Lehtris tekib temperatuuri ja valguse gradient, mistottu tingimused muutuvad
loomade jaoks ebasobivaks, ning nad liiguvad varju otsides allapoole kuni kukuvad lehtrist vilja
95% etanooliga tididetud proovitopsi (joonis 2). Proovide lithiajaliseks sdilitamiseks sobib 70%
etanool. Kui on soov elus lesti ekstraheerida tuleb proovitopsi pdhja etanooli asemel asetada
niiske paberritik (Krantz & Walter, 2009). Kui lehtrisse satub ka suuremaid loomi (nditeks
mardikaid, vihmausse, hulkjalgseid) vdib nende sagimise tdttu proovitopsi langeda peale lestade
ka palju mulda (joonis 2). Tullgreni meetodi puuduseks on see, et ei dnnestu kdiki loomi
ekstraheerida. Selleks, et lesti vilistunnuste pohjal liigini méérata tuleb neist enamasti teha
ajutised vo1 piisipreparaadid. Tegemist on aegandudva protsessiga, mille kdigus lahustatakse
nende pehmed koed, tagamaks parem vaadeldavus mikroskoobi all. Kdigepealt loputatakse
lestad destilleeritud vees, misjérel keedetakse neid piimhappes (v3i hoitakse soojakapis) ning
seejérel loputatakse uuesti destilleeritud vees (tdpsem kirjeldus on antud t66 metoodika osas).
Igal iihest topsist teise tdstmisel on oht kaotada viikseid, silmale pea ndhtamatuid loomi.
Roovlestade puhul on preparaadi valmistamise kéigus soovitatav eemaldada nende oluliseid
madramistunnuseid kandvad subcapitulum ja helitseerid, selle tegevuse kédigus on oht 16hkuda
looma liiga palju (voi kaotada harjaseid) ja kahjustada seeldbi erinevaid olulisi
midramistunnuseid. Piisipreparaadi tegemiseks kasutatakse Hoyeri lahust voi Euparali. Oluline

on ka lesta asend piisipreparaadil. Sarvlestad ja imilestad prepareeritakse jalad alla poole



suunatuna aga roovlestade puhul toimitakse vastupidi (Krantz & Walter, 2009). Sarvlestade ja
imilestade morfoloogiliseks médramiseks kasutatakse ka skaneerivat elektronmikroskoopi.
Lestade uurimisel morfoloogilisel meetodil esineb rida puudusi ja takistusi. Maailmas esineb eri
valdkondade taksonoomide nappus (Engel et al, 2021), nii pole ka akaroloogia erand. Kdige
suuremad probleemid on suur ajakulu, vajalikud eelteadmised lestadest ja kogemus nende
médramiseks (Collins & Cruickshank, 2013) ning lestade hulgas on palju kirjeldamata elujirke ja
kriiptilisi liike. Ainult morfoloogiliselt miérates voib tegelikku liigirikkust alahinnata (Skoracka
et al, 2015). Samal ajal voime ka fenotiiiibilise plastilisuse tottu pidada iihte ja sama liiki eri
liigiks kuna neil on lihtsalt suur varieeruvus. On olemas liike, kelle emased ja isased on ekslikult
kirjeldatud eri litkideks (Karg, 1993). Kui k&ik tunnused pole histi ndhtavad voi on kadunud
voime looma ka valesti madrata. Morfoloogilisel meetodil saab iildjuhul méérata liigini ainult
taiskasvanud isendeid, mistottu 1dheb seda viisi rakendades palju olulist informatsiooni kaduma.
Roovlestade isasloomade kohta puuduvad hetkel méddrajad, millega saaks neid méérata liigi
tasemeni, mistottu voivad jddda ka tdiskasvanud isendid maddramata. Arvatavasti eelmainitud
pohjustel jdetakse laiamahulistest uuringutest lestad sageli vélja voi madratakse ainult klassi voi
seltsi tasemele, samuti t66d, kus lestad on liigini méaratud keskenduvad sageli konkreetsele lesta

taksonile kohalikus mastaabis (Marra & Edmonds, 2005; Donoso et al, 2010; Gan et al, 2019).

LR

Ho6gpirn

Proov

Kogumistops

Joonis 1. To6tav Tullgreni aparaat.



Joonis 2. Tullgreni aparaadi kogumistops.

1.3 DNA triipkoodistamine ja meta-triipkoodistamine

DNA triipkoodistamise all mdistetakse meetodit, kus isendi taksonoomilise kuuluvuse
kindlakstegemiseks kasutatakse organismi DNA liihikest markerit (Hebert et al, 2003a), seega
geneetiline marker on kui triipkood, mis aitab eristada taksoneid. DNA triipkoodi geen peab
vastama kolmele kriteeriumile — peab esinema selge triipkoodistamistithimik (barcoding cap)
ehk voimalikult suur litkidevaheline varieeruvus ja piisavalt vidike liigisisene varieeruvus; kindel
konserveerunud koht kuhu saab seonduda PCR praimer; ning selleks, et DNA eraldamine ja
amplifitseerimine oleks hdlpsam ei tohiks jérjestus olla liiga pikk (Hebert et al, 2003a; Kress &
Erickson, 2008). Hea marker peaks esinema koikides huvipakkuvates taksonites (Hebert et al,
2003a). Ei ole olemas {ihtset markerit, mis to6taks koikide organismide peal (Chac & Thinh,
2023), mistdttu eri organismide triipkoodistamisel kasutatakse erinevaid genoomi regioone.
Prokariiootide tuvastamiseks kasutatakse pohiliselt 16S ja mikroobsete eukariiootide puhul 18S
rRNA geene (Chun et al, 2007; Hadziavdic et al, 2014; Vincent et al, 2017). Seente puhul
sekveneeritakse enamasti ribosoomi subiihikute struktuursete RNA-de vahelist transkribeeritavat

RNA 16iku ehk sisemist transkribeerivat speisserit ehk ITS-i (Internal transcribed spacer)



(Schoch et al, 2012; Irinyi et al, 2016). Taimede puhul on vélja pakutud vdga paljude erinevate
geenide kasutamist (Yu et al, 2021) aga ribuloos-bisfosfaadi karboksiilaas-oksiigenaasi suur
subiihik (rbcL) on levinuim (Hollingsworth et al, 2009). Loomade mairamisel 1dbi DNA
triipkoodi kasutatakse koige sagedamini ligikaudu 650 aluspaarilist mitokondri tsiitokroom C
oksiidaas I (COI) geeni fragmenti. Vorreldes tuuma geenidega on loomade mitokondriaalsed
geenid valdavalt haploidsed, neil puuduvad intronid ning harva esineb rekombinatsiooni,
mistottu toimub seal vihem insertsioone ja deletsioone ning muid ulatuslikke iimberkorraldusi.
Samuti evolutsioneerub mitokondriaalne genoom keskmiselt kiiremini kui tuumagenoom.
Seetottu saab 1dhedasi litke mitokondriaalse genoomi sekventside abil paremini eristada (Hebert
et al, 2003b). Mitokondriaalse DNA COI geeni pohjal on selgrootute liikidevaheliseks
sekventside erinevuskriteeriumiks pakutud 3% (Hebert et al, 2003a), kuid see pole iihtne iile

kogu loomariigi (Anslan & Tedersoo, 2015; Zhang & Bu, 2022).

Triipkoodistamiseks eraldadakse iihelt organismilt voi selle osalt (nt putuka jalg voi koeproov)
DNA. Poliimeraasi ahelreaktsiooni (PCR, polymerase chain reaction) abil amplifitseeritakse
huvipakkuv DNA piirkond. DNA jérjestuste tuvastamiseks kasutatakse erinevaid sekveneerimise
meetodeid (Vincent et al, 2017). Sangeri meetod, mis kuulub esimese pdlvkonna
sekveneerimismeetodite hulka, on tépne, kuid aja- ja to6joukulukas ning véimaldab korraga
sekveneerida ainult 96 sekventsi (van Dijk et al, 2014; Vincent et al, 2017). Ténapéeval on enim
kasutatavad jargmise polvkonna sekveneerimistehnoloogiad (NGS ehk next generation
sequencing, sinontiim HTS ehk high-throughput sequencing), mis voimaldavad genereerida
oluliselt suuremal hulgal DNA jérjestusi (nditeks, Illumina NovaSeq 6000 masin voimaldab
genereerida sadu miljoneid sekventse). Seega, vorreldes Sangeri meetodiga on NGS oluliselt
suurendanud andmehulka, efektiivsust ja rakendatavust. Jairgmise pdlvkonna
sekveneerimistehnoloogiaid saab jagada kaheks: teise pdlvkonna (nditeks Illumina ja Ion
Torrent) ja kolmanda pdlvkonna sekveneerimine (néiteks Pacific Biosciences ja Oxford
Nanopore tehnoloogiad) meetoditeks. Neil mdlemil on oma tugevad kiiljed ja puudused (Hu et
al, 2021). Teise pdlvkonna sekveneerimistehnoloogiatega on voimalik sekveneerida sadu
miljoneid jérjestusi suhteliselt kdrge tdpsusega, kuid sekveneeritavate jérjestuste pikkus jadb

vahemikku kuni 2x300 aluspaari. Liihikeste jirjestuste tdttu voivad esineda raskused DNA



fragmentide kokkupanemisel (genoomi sekveneerimise puhul), haplotiiiipide kindlakstegemisel
ning transkripti isovormide ja struktuurse varieeruvuse tuvastamisel (Hu et al, 2021). Liihike
jérjestus voib olla liiga lithike, et litkidel vahet teha (triipkoodistamistiihimik puudub), aga
pikemas sekventsis on rohkem varieeruvust ja mééramine on tipsem (Tedersoo et al, 2021).
Kolmanda pdlvkonna sekveneerimine voimaldab sekveneerida iile 20 kbp pikkusi jérjestusi.
Samuti pole takistuseks kogu genoomi hdlmavad kordused ja struktuurse varieeruvuse
tuvastamine. Algselt oli kolmanda pdlvkonna sekveneerimise puuduseks madalam tipsus aga see
on aastate jooksul jarjest paranenud (Rhoads & Au, 2015; Besser et al, 2018; Hu et al, 2021;
Eisenstein, 2023; Marx, 2023). Néiteks uuemad Pacific Biosciences (lithidalt PacBio)
sekveneerimismasinad suudavad genereerida kuni 20 kbp jéarjestusi 99,9% tapsusega (Tedersoo
et al, 2021). PacBio vdoimaldab sekveneerida ka veelgi pikemaid jérjestusi. On vdidetud, et kuni
5% loetud jarjestustest voivad olla pikemad kui 135 kbp (PacBio infoleht). Oxford Nanopore
tehnoloogia (lithidalt ONT) kasutab valgu nanopoore iseloomustamaks 14bi poori liikkuva DNA
ahela jarjestust elektroliiiitilise voolu muutuse kaudu (Schneider & Dekker, 2012; Logsdon et al,
2020). ONT vodimaldab sekveneerida pikemaid fragmente, keskmise lugemi pikkusega 100 kbp
99 protsendi tdpsusega (Marx, 2023). ONT sekveneerimisplatformide hulka kuulub ka
USB-toitega kaasaskantav MinlON DNA sekvenaator, mida antud t60s kasutati lestade
triipkoodistamise protsessis. Korgekvaliteetseid sekveneerimisandmete tulemusi vorreldakse
referentsandmebaasis olevate DNA jérjestustega. Referentsandmebaas ithendab DNA triipkoodi
teadusliku taksoninimetusega, paremal juhul on olemas ka vautSerisend koos metaandmetega
(Weigand et al, 2019). Selleks, et organismi méédramine oleks efektiivne on vaja usaldusvairseid
Jjérjestuste andmebaase antud taksoni kohta. Tépsuse tagamiseks on oluline taksonoomiline
laialdane katvus ja kvaliteet. Taksonoomiline katvus on eri rithmade ja geograafiliste piirkondade
16ikes vdga erinev (Weigand et al, 2019). Moned molekulaarsel mééramisel ettetulevad
probleemid seisnevad selles, et valitud markeri varieeruvus ei ole piisav, et eristada liike, kes on
hiljuti lahknenud (Weiss et al, 2018) voi kahe ldhedalt suguluses oleva liigi vahel vdib toimuda
veel geenisiire, mistdttu triipkood on segu mdlemast (Weigand et al, 2017). Samuti esineb vigu
referentsraamatukogu loomisel, nditeks morfoloogilise midramise vead, jarjestuste reostus, vale
andmehaldus (Weigand et al, 2019). Peamised DNA jirjestuste referentsandmebaasid on
Barcode of Life Data System (lihidalt BOLD) ja National Center for Biotechnology Information
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(ltihidalt NCBI) alla kuuluv GenBank (Ratnasingham & Hebert, 2007; Kvist, 2013). Seente ja
muude eukariiootide ITS jérjestuste jaoks on enim kasutatav kureeritud andmebaas UNITE
(Kodljalg et al, 2020). BOLD sisaldab ligi 17 miljonit triipkoodi iile 350 000 liigist (Barcode of
Life Data System, 2024). GenBank on pohjalik ja avalik geeni jérjestuste andmebaas, mis
sisaldab 25 triljonit aluspaari, enam kui 3,7 miljardist nukleotiidijdrjestusest, mis on périt 557
000 kirjeldatud liigist (Sayers et al, 2024). Avalik triipkoodi jérjestus puudus kuni 50% liikidest
osades taksonoomilistes rithmades 2019 aasta andmetel (Weigand et al, 2019). DNA
triipkoodistamine on liks DNA meta-triipkoodistamise alusmeetodidest, luues vajaliku
referentsjdrjestuse, mida saab kasutada meta-triipkoodistamise tods liikide tuvastamiseks.
Erinevus DNA triipkoodistamine ja DNA meta-triipkoodistamise vahel on see, et DNA
meta-triipkoodistamine ei keskendu tihele konkreetsele isendile vaid selle eesmirk on méérata
liigiline koosseis kogutud keskkonnaproovist (Taberlet et al, 2012). Meta-triipkoodistamise
laborit66 toimub sarnaselt DNA triipkoodistamisele, kuid erinevalt isendist voetud proovile,
voetakse keskkonnaproov (nt mullast, veest, dhust) ning sealt eraldatakse geneetiline materjal.
PCR abil amplifitseeritakse spetsiifilised DNA piirkonnad ning jérjestuste lugemiseks
kasutatakse jargmise pdlvkonna sekveneerimistehnoloogiaid. Operatsiooniline taksonoomiline
iiksus (ltihidalt OTU ehk operational taxonomic unit, samuti kirjanduses kasutuses MOTU
molekulaar-taksonoomiline iiksus ehk molecular operational taxonomic unit) on teatud
sarnasuskriteeriumi pohjal moodustatud grupp sarnaseid jérjestusi. OTU’d (koos proovides
esinemise sagedustabeliga) on tavaliselt bioinformaatilise analiiiisi I6pp-produktiks, ning saadud
OTU’de jarjestusi vorreldakse referentsandmebaasis olevate andmetega, mis voimaldab
tuvastada jarjestuste taksonoomilise kuuluvuse (Hakimzadeh et al, 2023). Meta-triipkoodistamise
edukus sdltub referentsjirjestuste olemasolust ja markeri valikust. Markeri pikkuse ja
taksonoomilise eraldusvdime vahel esineb 16ivsuhe - iildiselt pikad DNA fragmendid tagavad
parema eraldusvoime aga lithemad amplifitseeruvad efektiivsemalt ning nende sekveneerimine

on teise pdlvkonna sekveneerimisplatvormidega odavam (Liu et al, 2020).
DNA triipkoodistamine on hetkel iiks kdige tohusamaid viise liikide tuvastamiseks. Seda on

kasutatud kiireks midramiseks kohtuekspertiisis, toidu tarneahelate kontrollil ja haiguste

uurimiseks (Dalton et al, 2020; Liu et al, 2021; Dawan & Ahn, 2022; Antil et al, 2023; Gorini et
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al, 2023; Chac & Thinh, 2023), invasiivsete- ja voorliikide tuvastamiseks (Comtet et al, 2015;
Xu et al, 2018; Hardulak et al, 2020; Westfall et al, 2020; Niemann et al, 2022), kriiptiliste liikide
tuvastamiseks (Hebert et al, 2004; Brower, 2006; Brasier et al, 2016), parasiitide vaheperemeeste
uurimiseks (Ondrejicka et al, 2014), taimekaitses (Floyd et al, 2010), illegaalse
loomadekaubanduse tuvastamiseks (Mwale et al, 2017). Okoloogilistes uuringutes saab DNA
triipkoodistamise meetodit kasutada kui tahetakse mingit liiki tuvastada mitteinvasiivsel
meetodil, nditeks 1dbi leitud karvade, véljaheidete ja uriini. Nii saab jdlgida mingi looma areaali
muutusi (nagu seda on tehtud huntide niitel) (Valiere et al, 2003), voi uurida ohustatud liike, neid
mitte hdirides (nditeks amuuri tiiger ja amuuri leopard) (Sugimoto et al, 2006). Lesti on
DNA-baasil vihe uuritud ja praegu eksisteerivad uuringud on suuresti eiranud mullas elavaid
riihmi. Olemasolevad uuringud on keskendunud peamiselt puukidele, tolmulestadele ja
pollumajanduse kahjuritele (Arribas et al, 2020). Selleks, et lesta DNA-d kitte saada on
kasutatud nii destruktiivseid kui mittedestruktiivsed meetodeid, samuti on t6id kus on kasutatud
ainult iihte jalga (Young & Hebert, 2022). Geneetilised markerid, mida nende uurimiseks
kasutatud, on COI (Young et al, 2021; Pérez-Sayas et al, 2022; Young & Hebert, 2022; Pfingstl
et al, 2023; Santos-Perdomo et al, 2024), 18S rRNA geen (Pfingstl et al, 2023), 28S rRNA geen
(Lehmitz & Decker, 2017; Kaminskiené¢ et al, 2023) ITS1 (Pérez-Sayas et al, 2022) ja ITS2
(Ben-David et al, 2007; Pérez-Sayas et al, 2022). Praegu leidub andmebaasides lestade kohta
vihe informatsiooni ning esineb palju vale midranguid (Recuero et al, 2023). Molekulaarseid
meetodeid on kasutatud kriiptiliste liikide tuvastamiseks (Pfingstl et al, 2019a; Pfingstl et al,
2019b; Pfingstl et al, 2023), piirikontrollis voorliikide tuvastamiseks (Abeynayake et al, 2021),
uurimaks Kanada ldhisarktilises piirkonnas olevaid lesti sugukonna ja perekonna tasemeni
(Young et al, 2012). DNA meta-triipkoodistamist on kasutatud rodvlestade toitumise uurimiseks
(Oliveira et al, 2022) ja uurimaks kuidas sarvlestad reageerivad korgendatud CO2 sisaldusele
(Ross et al, 2020), iihes suuremahulises uuringus leiti, et Kanadas voib olla hinnanguliselt tile 30

000 lestaliigi, enne seda uuringut oli sealt teada alla 3000 liigi esinemisest (Young et al, 2019).

1.4. Magistritoo eesmargid

Ténapédeval on laialdaselt kasutuses molekulaarsed meetodid kuid, enamik teadmisi périneb

morfoloogia pohjal saadud uurimustest. Huvitav oleks neid omavahel vorrelda ning vilja
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selgitada nende eelised ja puudused. DNA meta-triipkoodistamisel on viga suur potentsiaal, see
voimaldab teha suuremahulisi ja globaalseid mullafauna uuringuid, seirata mullafaunat ja hinnata
seal toimuvaid muutusi ajas ning koguda informatsiooni levikumustrite kohta. Kidesoleva
magistritoo eesmirgiks oli vélja selgitada, kas mullaproovidest eraldatud DNA abil lestade
koosluste maaramine kattub morfoloogilisel teel méidratud isendite madramistulemustega.
Molekulaarseid meetodeid on erinevaid, aga kas nad annavad samu tulemusi kui sama proovi eri
meetoditega uurida? Kui suur voiks olla mullakogus, et saada head tulemust (st leiaks {iles ja
mééraks korrektselt voimalikult suure osa liikidest)? Antud t66s kasutati PacBio ja Illumina
sekveneerimistehnoloogiaid (2 g ja 0,2 g alamproovidest). Kahe alamproovi eesmirk tihest
mullaproovist oli vorrelda tuvastatud mullalestade hulka sdltuvalt DNA eralduse jaoks kasutatud
mullakogusest. Katsetati kahte eri eralduskomplekti DNeasy PowerSoil Pro (0,2 g) ja PowerMax
Soil (2 g), samuti kahte eri standarpraimeri komplekti — LCO1490 ja HCO2198 (Folmer et al,
1994), ning mlCOlintF (Leray et al, 2013) ja jgHCO2198 (Geller et al, 2013).

2. Materjal ja metoodika

2.1. Proovide kogumine ja tootlus

Mullaproovid (koos varisega) koguti ajavahemikul 15.07.2022 kuni 19.09.2022 (tabel 1). Igalt
alalt voeti kuus proovi (pdhja-1dunasuunaliselt transektilt, kolmemeetriste vahedega). Uhe
proovikoha suurus oli 10 x 20 cm ja siigavus 5 cm. Kogutud materjal asetati minigrip kottidesse,
mis seejdrel homogeniseeriti ning jagati kaheks vordseks osaks. Esimesest osast eraldati
mullaloomad nende morfoloogiliseks maddramiseks ja triipkoodistamiseks. Teise osa muld

kuivatati meta-triipkoodistamise jaoks.

Tabel 1. Proovialad

Ala | Tiiiip Ala iseloomustus Kogumise | Koordinaadid
kuupiev
1 Kuiv Kase enamusega segamets, esinevad 15.07.2022 | 58,3442°N
heitlehine tiksikud ménnid, toomingad ja pihlakad. 26,684°E
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mets

Puude vanus on ligikaudu 45 aastat.
Rohurindes kasvab metsmaasikas,
viikesedieline lemmalts, korrelised ja
sonajalad. Samblarinne paigutine. Varist

vOrdlemisi vihe.

Niiske
heitlehine

mets

Remmelga enamusega lehtmets,
esinevad iiksikud lepad, pihlakad ja
kased. Puude vanus on ligikaudu 45
aastat. Rohurindes metsmaasikas,
viikeseodieline lemmalts, korrelised,
sonajalad ja osjad. Samblarinne

paigutine. Varist vordlemisi véhe.

15.07.2022

58,3447°N
26,6856°E

Segamets

Haava enamusega segamets. Esinevad
moned tammed, kased ja toomingad.
Leidub palju vaarikaid.

Rohurindes viikesedieline lemmalts ja

naat.

09.08.2022

58,3027°N

26,5486°E

Noor

lehtpuumets

Kase enamusega noor lehtpuumets.
Esineb pihlakat ja haaba, tiks kuusk.
Rohurindes janesekapsas, metsmaasikas,
viikesedieline lemmalts, sonajalad ja

osjad.

09.08.2022

58,3017°N
26,5532°E

Parisaruniit

Madala taimestikuga parasniiske niit.
Homogeenne maastik. Esineb palju
voilille, hanijalga, tulikat, leidub
oblikaid.

01.09.2022

58,3934°N
26,6963°E

Aruniit

Madala taimestikuga liigivaene aruniit.

06.09.2022

58,3531°N
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Homogeenne maastik. Esineb raudrohtu, 26,6086°E

madarat, keraheina, timutit ja voilille

7 Rannaniit Karjatatav parasniiske niit. Esineb 19.09.2022 | 59,3715°N
angervaksa. 25,0006°E

Laboris mdddeti morfoloogiliseks méidramiseks ja triipkoodistamiseks minevate proovide
ruumala. Uhe proovi suurus oli 0,5 liitrit. Lestade mullast ekstraheerimiseks kasutati Eesti
Maaiilikooli Taastuvate Loodusvarade Teaduskeskuse laboris olevaid Tullgreni aparaate. Proove
hoiti eklektoris liks nddal. Isendeid séilitati 95% etanoolis temperatuuril -20 °C. Loomad
sorteeriti ja loendati kasutades binokulaarmikroskoopi Leica SSAPO (suurendusega 60x).
Teostati ka esmane midramine (taksonini milleni vdike suurendus vdimaldab médrata, reeglina
sugukonnani), mille pohjal koostati algandmestik. Esimese kolme ala loomad triipkoodistati.
Uhest morfotiiiibist valiti DNA eraldamiseks kuni kuus isendit, mis pandi eraldi 0,2 ml tuubi,
mis sisaldas 95% etanooli. Jirgnes DNA eraldamine Tartu Ulikooli Oecologicumis miikoloogia

laboris.

2.2. DNA eraldamine ja PCR

2.2.1. Mullalestad

DNA eraldamiseks, tuli vabaneda {ileliigsest etanoolist, selleks pipeteeriti loomad binokulaari
kasutadest eraldi mérgistatud uude tuubi. Viikesed (alla 300 pm) ja ldbipaistvad loomad
pipeteeriti nende ndgemiseks esmalt Petri tassile ja siis tdsteti ndelaga uude tuubi. Puhtuse
tagamiseks steriliseeriti lestadega kokkupuutes olnud esemeid iga kord piirituselambi all. Uues
tuubis olevatele loomadele pipeteeriti peale liitisisesegu (Platinum™ Direct PCR Universal
Master Mix). Antud t66 kéigus testiti ka 30 “C juures etanooli aurustumist aga kuna loomad
kuivasid sageli tuubi seina kiilge kinni ja ldksid kergemini katki, otsustati, et mdistlikum on

loomad etanoolist siiski vilja pipeteerida.
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DNA eraldati lestadest mittedestruktiivselt kasutades Platinum™ Direct PCR Universal Master
Mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) komplekti. Liilisisesegu valmistamiseks isendi
kohta voeti litisipuhvrit 20 pl, millele lisati 0,6 pl proteinaas K ja tsentrifuugiti vedelik tuubi
pohja. DNA eraldus toimus 98 “C juures 1 minuti jooksul. Jirgnevalt pipeteeriti liiiisilahus (mis
sisaldas isendi DNA’d) eraldi mirgistatud uude tuubi. Liiiisilahuses olnud lestad tdsteti 95%
etanooli hilisemaks morfoloogiliseks mééramiseks (peatiikk 2.5). Uhe PCR-i reaktsioonisegu
mabht oli 20 pl (master mix segu 10 pl, nukleaasivaba deioniseeritud vesi 7,2 pl, parisuunaline
praimer 0,4 pl, vastassuunaline praimer 0,4 pl ja lesta DNA lahus 2 pl). Kui PCR esimesel korral
ebadnnestus, suurendati DNA lahuse kogust vee arvelt (DNA lahust 3 ul ja vett 6,2 pl, praimerite
ja master mixi segu kogus jii samaks). Lisaks katsetati veel 4 ul DNA lahuse kogusega.
Mitokondriaalse DNA COI 16igu amplifitseerimiseks kasutati universaalseid indekseeritud (8
aluspaarilised indeksid) praimereid LCO1490 - HCO21098 (Folmer et al, 1994), mis
paljundavad ~ 658 aluspaarilise 16igu. PCR programm LCO1490 - HCO21098 praimeritega oli
jérgnev: esmane DNA denaturatsioon: 94 “C juures 3 minutit, 94 °C juures 30 sekundit, 45 °C
juures 1 minut, 68 “C juures 1 minut (5 tsiiklit); 94 “C juures 30 sekundit, 51 “C juures 1 minut,
68 “C juures 1 minut (35 tsiiklit); ning 68 “C juures 5 minutit. PCR’i produkte kontrolliti
geelelektroforeesi abil. Agaroosgeeli valmistamiseks kasutati 100 ml 1x TBE puhvit, kuhu lisati
1 g agaroosi ning DNA visualiseerimiseks 5 pl Atlas ClearSight DNA Stain lahust (Bioatlas,
Tartu, Eesti). Tardunud geelile kanti 5 pl PCR-produkti proovi kohta. Geelelektroforeesi
jooksutati 15 minutit. Positiivsete DNA signaalide tugevused jaotati kolme kategooriasse —
tugevad, keskmised ja ndrgad (joonis 3). Vastavalt sellele pipeteeriti raamatukogusse PCR
produkti kogus. Tugeva signaali korral lisati 1 pl produkti, keskmise signaali korral 3 pl ja ndrga
signaali puhul 6 pl produkti. PCR-produktide kogude puhastamiseks kasutati FavorPrep ™
GEL/PCR Purification Mini Kit (Favorgen-Biotech, Austria). Puhastatud proovid sekveneeriti
Tartus, kasutades selleks ONT MinlON sekveneerimisplatformi (R10.4).
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3.6.49
3.6.51
3.6.52

Joonis 3. DNA signaalide tugevused — proov 3.6.51 on ndrk, 3.6.49 keskmine ja 3.6.52 tugev
signaal.

2.2.2. Lestade morfoloogiline miiramine
Lestade madramiseks liigini morfoloogilisel meetodil tuli neist teha ajutised voi plisipreparaadid.
Esmalt tdsteti piirituses olevad loomad 5 minutiks destilleeritud vette, misjdrel pandi loomad
piimhappesse (60-95% vesilahus) ja soojendati pliidil ~60 “C temperatuuri juures 6 minutit
(erandiks olid roovlestade tdiskasvanud emased isendid, imilestad, kddulestade hiipopused ja
viiksemad sarvlestad, kes pandi 60pédevaks piimhappesse). Piimhape lahustab lestade pehmed
koed, mistottu loomad muutub histi (1dbi)néhtvataks. Pdrast piimhappest véljavotmist loputati
lesti destilleeritud vees 5 minutit. Jirgnes loomadest preparaatide tegemine, milleks kasutati
Hoyeri lahust. Preparaate vaadeldi mikroskoobiga Leica DM 6000 P (suurendus 800x) ja osadel
juhtudel ka skaneeriva elektronmikroskoobiga Zeiss EVO MA 15. Antud t60s on teaduslike
nimede kirjutamisel 1dhtutud Rahvusvahelise Zooloogilise Nomenklatuuri Koodeksi lisa B

punktist 6 (International Code of Zoological Nomenclature Online).

2.2.3 Meta-triipkoodistamine mullaproovidest

Mullaproovid meta-triipkoodistamise jaoks kuivatati paberkottides kuivatuskapis 38° C juures 24
tundi. Kuiv muld (proovi kohta) tdsteti iimber minigrip kilekotti, homogeniseeriti kite vahel
hdorudes pulbriks, millest kaaluti vélja 0,2 ja 2 grammised alamproovid DNA eralduse jaoks (2 g
mullaproove sekveneeriti ainult aladelt tiks kuni viis). DNA eraldati DNeasy PowerSoil Pro (0,2
g) ja PowerMax Soil (2 g) eralduskomplektidega (Qiagen, Germany). Poliimeraasi
ahelreaktsioon (PCR) viidi ldbi DNA praimeritega LCO1490 ja HCO2198 (Folmer et al, 1994),
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ning mICOlintF (Leray et al, 2013) ja jgHCO2198 (Geller et al, 2013), mis amplifitseerivad
vastavalt 658 ja 313 aluspaari mitokondriaalse DNA COI 15igust. PCR’1 segu proovi kohta oli 25
ul, mis sisaldas 5 ul 5x HOT FIREPol Blend Master Mix’i (Solis Biodyne, Eesti), 0,5 pl
molemat praimerit (20 mM), iiks ul DNA’d ja 18 pl vett. PCR’1 seaded LCO1490 ja HCO2198
praimeritega olid samad nagu mainitud iilalpool, vilja arvatud, et esmane denaturatsioon kestis
15 minutit, kuna meta-triipkoodistamise jaoks kasutati teistsugust DNA poliimeraasi. PCR
programm mlCOlintF ja jgHCO2198 praimeritega oli jargnev: esmane denaturatsioon 15 minutit
95 °C juures; 25 tsiiklit 30 sekundit 95 “C, 30 sekundit 57 “C, 1 minut 72 “C juures; ning 10
minutit 72 °C. Uhe proovi kohta tehti kaks PCR kordust, mis sekveneerimise jaoks kokku
pipeteeriti. DNA Idikude amplifikatsiooni edukust vaadeldi 1% agaroosgeelil. Amplifitseeritud
DNA proovid pipeteeriti kokku (vastavalt signaali tugevusele agaroosgeelil; nork = 7 pl,
keskmine = 3 pl, tugev = 1 pl) ning puhastati Favor-Prep™ Gel/PCR Purification komplektiga
(Favorgen-Biotech, Austria). Pikem COI 161k (658 aluspaari) sekveneeriti PacBio Sequel II
masinaga (The Norwegian Sequencing Centre, Norra), ning lithem 16ik (313 aluspaari) I[llumina

NovaSeq 6000 masinaga (Novogen, Suurbritannia).
2.3. Andmetootlus

Triipkoodistamise eesmirk antud t60s oli referentsjirjestuste saamine tohustamaks lestade
méiidramist meta-triipkoodistamise kaudu. Kahjuks ei joutud magistritdo esitamise téhtajaks
triipkoodistamise (MinlON) andmeid 14bi analiiiisida, et nendest tulenevaid jérjestusi
referentsidena kasutada. Mass-sekveneerimise (PacBio ja [llumina) andmed t66deldi tarkvaraga
PipeCraft2 v1.0.0 (Anslan et al, 2017; https://pipecraft?-manual.readthedocs.io/), kasutades seal
implementeeritud DADA?2 (Callahan et al, 2016) td6voogu PacBio ja [llumina andmestiku jaoks
(vaikimisi sdtetega). DADA?2 tarkvara véljundina loodud amplikoni jérjestuse variandid
(amplicon sequence variants; ASVs) klasterdati 97% sarnasuse alusel kasutades ‘ASV to OTU’
moodulit PipeCraft2’es. Lisaks rakendati jarelklasterdus LULU (Freslev et al, 2017) tarkvaraga
(‘LULU’ moodul PipeCraft2’es). Saadud OTU tabelist filtreeriti vélja potentsiaalsed proovide
indeksi-vahetuse (tag-switching) vead kasutades ‘filter tag-jumps’ moodulit. Viimaks filtreeriti
vilja OTU’d, millede jérjestustes esines stopkoodoneid ning olid liithemad kui 310 ja 649

aluspaari, vastavalt [llumina ja PacBio andmete puhul. Selleks kasutati ‘filter numts’ moodulit
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PipeCraft2’es. OTU’de taksonoomilise kuuluvuse méadramiseks kasutati tarkvara RDP classifier
(Wang et al, 2007) ning andmebaasina CO1-classifier v5.1.0 (Porter & Hajibabaei, 2018).
OTU’d méérati &mblikulaadsete klassi (kuhu kuuluvad ka lestad) kui médarangu kindlus
(bootstrap value) oli vihemalt 0,8. Mass-sekveneerimise teel saadud tulemusi (lestade
kooslused) vorreldi morfoloogilise madramise teel saadud tulemustega. Erinevate meetodite teel
saadud liigirikkuse/OTU-rikkuse erinevusi testiti Kruskal-Wallis testiga kasutades ‘stats’ v4.1.3
paketti R v4.1.3 tarkvaras (R Core Team, 2023). Erinevate meetodite teel tuvastatud
lestakoosluste ordinatsioone vorreldi Procrustes testi abil kasutades ‘vegan’ v2.6.4 (Oksanen et
al, 2022) paketti. Ordinatsioonide tegemiseks kasutati PCoA (Principal Coordinate Analysis)
kéasku paketis ‘ape’ v5.7.1 (Paradis & Schliep, 2019). Ordinatsioonide jaoks transformeeriti
andmed 1/0 maatriksiteks (liigi/OTU esinemine v3i puudumine proovis) ning proovidevaheline
sarnasusindeks arvutati kasutades Bray-Curtis indeksit R paketis ‘vegan’. Jooniste tegemiseks
kasutati ‘ggplot2’ v3.5.0 (Wickham, 2016) paketti. Venni diagrammide tegemiseks kasutati
Venni’t (Oliveros, 2007).

2.4. Toojaotus antud magistritoo valmimisel

Antud t60 autor kogus proovid, sorteeris proove ja loendas isendeid, teostas esmast médramist,
prepareeris lesti, tegeles laboritoodega (DNA eraldus, PCR), kirjutas ja vormistas antud
magistritdo. Sten Anslan ja t66 autor teostasid andmetdotluse. Kaarel Sammet loendas ja médras
lesti liigini. Rasmus Puusepp teostas PCR produktide puhastamist. Manikandan Ariyan teostas

mullaproovide meta-triipkoodistamise laboritdo.

3. Tulemused

3.1. Lestade morfoloogiline miiramine

Kokku loendati 7 alalt 4444 lestaisendit, nendest morfoloogiliselt liigini mé&ramatuid noorloomi
oli 1172 (26%). Esimesel kolmel alal loendatati 1810 lesta (nende hulgast valiti vélja isendid
triipkoodistamiseks), nendest noorloomi 475 (26%). Esimese kolme ala peale tuvastati
morfoloogiliselt méddrates 103 unikaalset taksonit ehk vihemalt 103 eri liiki (nendest 64 (62%)

on sarvlestalised (sh kddulestalised), 26 (25%) roovlestalised ja 13 (13%) imilestalised. Leiti 10
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uut liiki Eestile ning ebatiiiipilise vilimusega Galumna lanceata. Koigi 7 ala peale tuvastati
morfoloogiliselt méérates vahemalt 62 sugukonda vai korgemat taksonit (nendest 36 on
sarvlestalised (sh kddulestad), 13 roovlestalised ja 12 imilestalised ning 1 Endeostigmata). Kdige
enam esines sugukonna Suctobelbidae (387), Oppiidae (337) ja Tectocepheidae (285) isendeid.

Nad on kddutoidulised ning modtmetelt suhtelised véiksed sarvlestad (Weigmann, 2006).
3.2. Lestade triipkoodistamine

DNA triipkoodistamiseks valiti 840 looma, kellest 639 (76%) andsid positiivse DNA signaali,
nendest omakorda 463 (55%) andsid positiivse DNA signaali esimesel korral. PCR-1 uuesti tehes
andsid 176 isendit positiivse signaali kui DNA kogust oli suurendatud 4 pl (34 korral) voi 3 ul
(142 korral) vorra. Positiivset DNA signaali ei dOnnestunud saada 201 lesta puhul (24%). DNA
tugevuse jargi jagunesid signaalid: tugev 351 korral, keskmine 91 korral ja ndrk 197 korral,
nendest pipeteeriti kokku 1540 pl produkti, mille DNA kontsentratsioon oli 94,6 ng/mL.
Morfoloogiliselt liigini mddrata dnnestus 639-st isendist 513. Triipkoodistatud 12 isendit ei
onnestunud liigini médrata, kuna nad osutusid noorloomadeks. T66 eri etappides lidks kaduma 80
looma (nendest 18 enne DNA eraldamist). Kadunud loomad kuulusid seltsi sarvlestad (31 sh 2
Astigmatat), roovlestad (6) ja imilestad (42) ning 1 Acariformes, keda ei Onnestunud seltsini
madrata. Kaduma ldinud sarvlestad kuulusid erinevatesse sugukondadesse, aga enim oli
Suctobelbidae (8) ja Oppiidae (5) sugukonna esindajaid. Nad on sarvlestade kohta heledat virvi
ja suhtelist véikesed (Suctobelbidae sugukonna liikide suurused jadvad 170-300 um ja Oppidae
120-550 pum vahemikku) (Weigmann, 2006). Imilestadest 9 1dks kaduma enne DNA eraldamist,
27 DNA vedeliku ja looma lahku pipeteerimise kdigus ning 6 kudede lahustumise kéigus.

Kaduma ldinud imilesti iseloomustab samuti véike suurus (alla 300 um) ja ldbipaistvus.

3.3. DNA meta-triipkoodistamine

Keskmine PacBio sekveneerimissiigavus proovi kohta oli 1942 (miinimum 2 ja maksimum 13
447). Meta-triipoodistamise andmete analiilisi kdigus saadi 13 836 OTU’t (joonis 4), millest
5483-¢ (39,6%) OTU taksonoomiline midrang riigi tasemele oli vihemalt 0,8 (bootstrap
vadrtus), seega 8353 OTU’t ei Onnestunud isegi riigi tasemele piisava kindlusega miirata. Riigi

tasemele méératud 5483-est OTU’st, olid 3327 Metazoa (loomad), 1695 méddramata eukartioodid,
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375 seened, 35 bakterid ja 6 OTU’t taimed. Allpool olevate analiiiiside jaoks kasutati ainult
OTU’sid, mille esindussekvents ei sisaldanud stopkoodoneid ning olid médratud d&mblikulaadsete
(Arachnida) klassi bootstrap vadirtusega > = 0,8. Viimaseid oli kokku 62, mis moodustasid kogu
andmestikust (jarjestuste arv) 0,73%. Nendest 44 (71%) olid sarvlestalised, 2 (3%)
roovlestalised, 10 (16%) imilestalised ja 6 (9%) tipsemalt middramata dmblikulaadsed. Lestade
liigimddrangu kriteeriumiks valiti antud t66s vihemalt 0,95 bootstrap védrtus. Liigini méérati 29,
perekonnani 5, sugukonnani 11, seltsini 11 ning klassini 6 OTU’t. PacBio’ga tuvastati Eestile 4

uut liiki ning 1 uus perekond.

PacBio Illumina

O A.kdik OTUd (13836) O D. kdik OTUd (13991)
@ B. Metazoa OTU'd (3327) @® E. Metazoa OTUd (1765)
@ C. Mullalestade OTU'd (62) @ F. Mullalestade OTU’d (63)

Joonis 4. Venni diagramm, kus on esitatud kdikide OTU’de osakaalud, loomade (Metazoa)
osakaal kdikidest ja lestade osakaal kdikidest loomadest (PacBio ja [llumina

sekveneerimisandmetel).

Keskmine Illumina sekveneerimissiigavus proovi kohta oli 152 875 (miinimum 1862 ja
maksimum 1 834 070). Meta-triipoodistamise andmete analiiiisi kdigus saadi 13 991 OTU’t

(joonis 4), nendest 1765 loomad (Metazoa). Piisava kindlusega riigi tasemele ei dnnestunud
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méidrata 8671 OTU’t. Riigi tasemele médratud 5306-est OTU’st, 168 on midramata eukariioodid,
3325 seened, 31 bakterid ja 2 OTU’t taimed. Lesta OTU’sid oli kokku 63. Nendest 50 (79%)
sarvlestalised, 7 (11%) roovlestalised, 4 (6%) imilestalised ja 2 (3%) d&mblikulaadset. Liigini
madrati 34, perekonnani 19, seltsini 8 ning klassini 2 OTU’t. Allpool olevate analiiliside jaoks
kasutati ainult OTU’sid, mille esindusjérjestused ei sisaldanud stopkoodoneid ning olid mairatud
dmblikulaadsete (Arachnida) klassi bootstrap vadartusega > = 0,8. Viimaseid oli kokku 63, mis

moodustasid kogu andmestikust (jarjestuste arv) 0,14%.
3.4. Lestade tuvastamine morfoloogilise vs. molekulaarse mairamise teel

Morfoloogilise ja molekulaarse middramisel (PacBio’ga ja Illuminaga’ga) saadud tulemuste vahel
esinevad suured erinevused, lisaks sellele, et molekulaarselt tuvastati vihem eri taksoneid
(joonised 5 ja 6), olid need taksonid ka iiksteisest erinevaid. Esimeselt kolmelt alalt tuvastati
morfoloogiliselt kdikidest proovidest taksoneid, kuid mdlema molekulaarse meetodi puhul leidus
alamproove, kus iihtegi taksonit ei tuvastatud. Enim tuvastati taksoneid morfoloogiliselt (kdige
rohkem 34 ja kdige vihem 5, keskmiselt 18,5), PacBio’ga leiti 2 g mullast kdige rohkem 9 ja
koige vihem 0, keskmiselt 4 ning 0,2 g mullast kdige rohkem 11 ja kdige vihem 0, keskmiselt
2,6. Illumina’ga leiti 2 g mullast kdige rohkem 5 ja kdige vdhem 0, keskmiselt 1,6 ning 0,2 g
mullast kdige rohkem 11 ja kdige vahem 0, keskmiselt 4,2 taksonit. PacBio’ga sekveneerides
saadi 2 g mullast rohkem lestade OTU’sid kui 0,2 g mullast, samas Illumina’ga sekveneerides
saadi 0,2 g mullast rohkem lestade OTU’sid kui 2 g mullast. Vorreldes omavahel taksonite arve 2
gja 0,2 g alamproovidest PacBio’ga sekveneeritud 18 proovist oli 0,2 g proovidest vorredes 2 g
proovidega suurem taksonite arv 5 korral, iihel korral oli leitud taksonite arv vordne, kui liita
koik OTU’d kokku siis 0,2 g alamproovis oli 48 ja 2 g alamproovis 72 OTU’t. Vorreldes
taksonite arve 2 g ja 0,2 g alamproovidest [llumina’ga sekveneeritud 18 proovist oli 0,2 g
proovidest vorredes 2 g proovidega suurem taksonite arv 12 korral, kahel korral oli leitud
taksonite arv vordne. Samuti esineb suur erinevus kui liita kdik OTU’d kokku (0,2 goli 75ja2 g
30 OTUt). Illumina’ga sekveneeritud alamproovide vahel puudub statistiliselt oluline erinevus
(p = 0,073), samuti puudub statistiliselt oluline erinevus PacBio’ga sekveneeritud alamproovide
vahel (p = 0,595), kuid esineb statistiliselt oluline erinevus morfoloogiliste médrangute ja

molekulaarsete méadrangute (sh nende alamproovide) vahel (p 