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1. Sissejuhatus

Erinevatel andmetel 1800-2100 liigi ning globaalse levikuga perekond tarn (Carex) pakub
tanapdeval mitmetel pohjustel paljude bioloogiaharude teadlastele aktuaalset huvi.
Looduskaitsjatele ja Okoloogidele on uurimisobjektiks perekonna mitmete esindajate
dominantsusest tulenevad rollid niisketes kasvukohatiiiipides (Leck ja Schiitz, 2005; Kettenring ja
Galatowitsch, 2007b, a; Waterway et al., 2009; Noyce et al., 2014); biokeemikud uurivad tarnade
koostist farmaatsiatdostuse tarbeks véhi- ja muude ravimite toimeainete tuvastamise eesmargil (LI
et al., 2009; Gonzalez-Sarrias et al., 2011); biogeograafidele pakuvad huvi ebatavalised
levikumustrid, kus taimeriihma liigirikkuse tulipunkt asub troopika asemel parasvédtmes ning
hoolimata pikamaaleviste puudumisest esineb bipolaarne areaal (Escudero et al., 2010b; Escudero
et al., 2012b); geneetikud saavad tarnu kasutada mudeltaimena holotsentriliste kromosoomide ja
nendega seotud mehhanismide uurimisel (Escudero et al., 2010a; Escudero et al., 2012b; Bures ja
Zedek, 2014; Escudero et al., 2015); taimefiisioloogidele pakub huvi tarnade vd&ime

keskkonnatingimustest olenevalt disiku sugu valida (Heide, 2004).

Stistemaatikud aga rakendavad erinevaid meetodeid, et tarnaliike piiritleda ja nimetada,
nende tlikeerulist taksonoomiat, mitmekesisust ning evolutsiooni mdista (Judd et al., 2002;
Leveille-Bourret et al., 2014; Yano et al., 2014) ja sellega nii eelpool nimetatud kui ka koigile

teistele tarnu puudutavatele uuringutele raamistikku ja/voi lahtepunkti pakkuda.

Kui veel monikiimmend aastat tagasi pOhines siistemaatika peamiselt fenotiilibis
véljenduvatel morfoloogilistel tunnustel, siis praeguseks on uute molekulaarsete meetodite ja
andmetootlusprogrammide plahvatuslik areng vOimaldanud uuringutes kasutusele votta véga
informatiivsed DNA-markerid (Judd et al., 2002; Waterway et al., 2009). Nende kahe tunnusetiiiibi
vaheastmeks voib pidada geneetilist varieeruvust otseselt arvutada vdimaldavaid ent samal ajal ka
fenotiiiibis véljenduvaid kodominantseid sdltumatuid isoenstitimmarkereid (Wendel ja Weeden,
1989D).



Tarnaperekonna suur levila, maht ja taksonoomiline keerukus! (Waterway et al., 2009) ning
modernsete praimerite viljatodtamist ndudvate meetodite ressursikulukus on pohjustanud olukorra,
kus pdhjalikult uuritakse korraga vaid viikest, tavaliselt selgelt eristuvat (nt alamperekond Vignea,
core-Acrocystis klaad (Roalson ja Friar, 2004b), Siderostictae (Yano et al., 2014) ja teised) voi
véaga keerukat (nt C. flava kompleks (Blackstock ja Ashton, 2010; Jimenez-Mejias et al., 2012))
gruppi kogu perekonnast, mis on tihti veel geograafiliselt limiteeritud (Starr et al., 2004; Waterway
ja Starr, 2007; Starr ja Ford, 2009). Teine trend DNA-meetodite kasutajate puhul on hdlmata
uuringus vaid iiksikuid ja mitte tingimata rithma kdige paremini iseloomustavaid liike voi isendeid
vastavatest taksonitest ning saadud punkthinnanguid iildistades fiilogeneesi kohta hiipoteese
pustitada, nagu on 23 isendi pdhjal teinud néiteks Escudero et al. (2010b) v6i 21 isendi pdhjal Yano
et al. (2014). Kuna on teada, et ajaloolistel pdhjustel on paljud ka praegu kasutusel olevad rithmad
(nii liigi kui sektsiooni tasemel) tarnaperekonnas para- voi poliifiileetilised (Roalson ja Friar,
2004a; Waterway ja Starr, 2007; Escudero et al., 2010b), ning nende sisene varieeruvus on suur ja

pohjalikult kirjeldamata, ei tundu viimati kirjeldatud metoodika 16puni usaldusvaérne.

Seega oleks moistlik kasutada varianti, kus kulukad DNA-meetodid saaks ka suuremahuliste
slistemaatiliste analiiliside esimestel etappidel asendada odavama, kiirema ja lihtsama
isoensiitimanaliiiisiga (Micales ja Bonde, 1995). Kédesoleva t66 koostamiseni ei ole nii paljusid
sektsioone ensiilimtunnuste alusel vordleva analiiiisi kohta kirjanduses andmeid avaldatud, seega

on uuring hetkel unikaalne.

! Waterway on perekonna keerukusele viidates 2009. aastal kirjutanud jdrgnevalt: ,,Caricea fiilogeneesi
taisrekonstruktsiooni loomine ei tundunud veel 10 aastat tagasi otstarbekas.”, mis tihtlasi selgitab, miks karikoloogid
ehk tarnauurijad (tarnade uurimine ehk caricology) siiani téiesti teadlikult para- ja poliifiileetilisi rithmi ning vastavat
nomenklatuuri kasutatavad.



2. Uurimisobjekt ja eesmérgid
2.1 Perekonna Carex L. liihiiseloomustus

2.1.1 Taksonoomia

42,2 miljonit aastat tagasi lahknenud (Escudero et al., 2012b) perekond Carex oma ligikaudu
2000 liigiga kuulub iiheiduleheliste hulka, 16ikheinaliste (Cyperaceae) sugukonda, alamsugukonda
Caricoideae ning koos perekondadega Schoenoxiphium Nees, Kobresia Willd., Cymophyllus Mack.
ex Britton & A.Br. ja Uncinia Pers. monofiileetilisse triibusesse Cariceae (Waterway et al., 2009;
Escudero et al., 2012b). Carex ise, maailma katteseemnetaimede perekondadest iiks suurimaid, on
selgelt parafiilectiline, kuna koigil tdnapédevastel analiiiisidel pesastuvad teised loetletud
perekonnad erinevates asetustes tema sisse (Yen ja Olmstead, 2000; Waterway et al., 2009; Gehrke
et al., 2010; Escudero et al., 2012a; Yano et al., 2014). Hetkel on kdik nende perekondade nimed
selguse sdilitamise mottes kasutusel, ent teadlased on monofiileetilise siisteemi loomise eesmirgil

soovitanud ka nimede muutmist (Jegorova, 1999; Starr et al., 2004; Starr ja Ford, 2009).

Ebaselge on siisteem ka alamperekondade tasemel. Hea iilevaate ajalooliselt toimunud
muutustest annab Jegorova (1999), kelle kokkuvottest (monograafia Ik 22-28) ilmneb, et
alamperekondade arvuks on erineval algmaterjalil ja klassifitseerimise alustel baseerudes pakutud
arve kahest kahekiimneni, mis selgelt iseloomustab perekonna taksonoomilist keerukust. Kdige
olulisem ning tdnaseni kasutatav neist on jaotus neljaks: Primocarex ehk Psyllophora, Vignea,

Carex ehk Eucarex, Indocarex ehk Vigneastra Kiikenthal (1909) 2.

Téanapdeval koige olulisema karikolooge koondava toorithma, eMonocot Team Cyperaceae
(2015) andmetel tunnustatakse perekonnas Carex hetkel nelja suuremat monofiileetilist Klaadi: 1)
umbes 300 liigiga Vignea (P. Beauv. ex T. Lestib.) Peterm., mis on ainsana nii morfoloogiliste
tunnuste hiilgeajal kui molekulaarsete markerite kasutuselevotu jargselt pohijoontes sdilinud
(Waterway et al., 2009); 2) ca 1400 liiki koondav coreCarex klaad, kuhu kuuluvad Kiikenthal
(1909) siisteemi alamperekonnad Carex ja Vigneastra (Starr ja Ford, 2009); 3) veidi iile paarisaja

lilgiga Caricoid klaad, mis koondab nii redutseerunud Sisikutega liigid perekonnast Carex kui

2 Kiikenthali monograafia, kus ta 793 liiki fillogeneetilisse raamistikku paigutas, on tinaseni iiks pohjalikem maailma
tarnu siistemaatiliselt késitlev t66. Paljud tdnaseni kasutusel olevad jaotused perekonnas périnevad temalt, seega on
tema viitamine méddapidsmatu. Paraku ei ole algne t66 Tartu Ulikooli raamatukogu arhiivides kittesaadav, seega on
Kiikenthal 1909 viited siin ja edaspidi kaudsed ehk pohinevad teiste uurijate artiklitel.



perekondade Kobresia, Cymophyllus, Schoenoxiphium ja Uncinia liigid (Escudero et al., 2010Db);
4) klaad Siderostictae Franchet ex Ohwi, mille eraldas morfoloogiliselt primitiivsete tunnuste
alusel esimesena Jegorova (1999). Kuigi on tegu on erinevamahuliste rithmadega, ning ametlikku
hierarhilist taset ei ole neile maératud, kasitletakse kolme neist neljast kdesolevas t60s lihtsustamise
eesmargil thiselt alamperekonna tasemel. Siderostictae klaadi kuuluvaid liike analiitis materjali

puudumise tottu ei hdlmanud.

Erinevad autorid ei ole nende nelja alamperekonna omavahelises suguluses seni
konsensusele joudnud. Mitmed uuemad analiitisid (Gehrke et al., 2010; Hinchliff ja Roalson, 2013;
Leveille-Bourret et al., 2014) paigutavad Vignea ja coreCarex’i iihte klaadi ning Caricoid klaadi
neile sosarrithmaks, samas kui Waterway et al. (2009) tuvastasid, et coreCarex’i sdsarrithmaks on
Caricoid klaad ning neile mdlemale omakorda Vignea’t ning Siderostictae’d iihendav klaad. Leitud
on ka variandid, kus flilogeneetiliselt 1dhedasemaks on peetud klaade coreCarex ja Caricoid
(Roalson et al., 2001; Escudero et al., 2012b) voi Vignea ja Caricoid (Starr et al., 2004). Escudero
et al. (2010b), Gehrke et al. (2010) ja Yano et al. (2014) analiiiisides jdid alamperekonnad
lahendamata ja esitati poliitoomiana. On ka juhtumeid, kus samas analiiiisis saadi kolm vastuk&ivat
tulemust, kuna puu topoloogia soltus kasutatud markeritest (Starr et al., 2008). Siderostictae klaad
paikneb enamikes analiiiisides, kuhu selle litkmeid kaasatud on, iisna ithemotteliselt kdigi
eelkirjeldatute sdsarriihmana (Lipnerova et al., 2013). Ulevaade eri autorite siisteemidest

alamperekondade tasemel on toodud joonisel 1.

Stistemaatilise  keerukuse tottu kasutatakse tarnade puhul lisaks tavapirastele
taksonoomilistele iiksustele ka ICBN’i (International Code of Botanical Nomenclature) poolt
tunnustatud sektsioone ehk alamperekonna ja liigi vahelisi gruppe. Sektsioonide arvuks on eri
autorid pakkunud 2 kuni 130+ (Jegorova, 1999), eraldi dra méarkimist neist véddrivad siinkohal 69
(Kiikenthal, 1909), 130 (+81 alamsektsiooni) (Jegorova, 1999) ja 70 (Roalson ja Friar, 2004a).
Teoreetiliselt peaksid need kdik olema loomulikud monofiileetilised rithmad; praktika néitab aga,
et sektsioonidesse on kokku paigutatud viga erineva fiilogeneesiga taksoneid, kas siis sarnase
vialimuse, védrate jaotamiskriteeriumite, kirjeldajate  erinevate liigikontseptsioonide,
hiibridiseerumise, homoplaasia (ehk tunnuste paralleelse arengu voi reversiooni) (Roalson ja Friar,
2004b; Blackstock ja Ashton, 2010) vdi muu taolise tdttu. Uheks peamiseks pdhjuseks on seejuures,

et tarnad on morfoloogiliselt vdga plastilised (Stenstrom et al., 2002): on juhtumeid, kus iihes



levilas selgelt eristuvad ja eri liikidena Kkirjeldatud taimed omandavad teistsugustes
keskkonnatingimustes omavahel vdga sarnased morfoloogilised tunnused ning on seetdttu mone
teise teadlase poolt kirjeldatud iihe ja sama liigina (Hedren, 2002). Tarnade hulgas on teada nii
geneetiliselt kiirelt mitmekesistunud ent morfoloogiliselt eristamatuid (nn varjatud ehk kriiptilisi)

liike kui ka vastupidiseid juhtumeid (Starr ja Ford, 2009).

— Caricoid Caricoid
L coreCarex coreCarex
Vignea Vignea

Siderostictae
Waterway et al. (2009)

Siderostictae

Roalson et al. (2001) (v.a Sid.)
Starr et al. (2008) (v.a Sid.)

coreCarex
Escudero et al. (2012b)
——coreCarex Vignea
| vignea o Caricoid
Caricoid Siderostictae
Gehrke et al. (2010) (v.a Sid.)
Siderostictae Escudero et al. (2010b) (v.a Sid.)
Yen ja Olmstead (2000) (v.a Sid.) Yano et al. (2014)
Simpson et al. (2007) (v.a Sid.)
Waterway ja Starr (2007) (v.a Sid.) Caricoid
Starr et al. (2008) (v.a Sid.) Vignea
Starr ja Ford (2009) (v.a Sid.)
Gehrke et al. (2010) (v.a Sid.) — coreCarex
Hinchliff ja Roalson (2013) (v.a Sid.) Starr et al. (2004)
Leveille-Bourret et al. (2014) Starr et al. (2008) (v.a Sid.)

Lipnerova et al. (2013) (v.a Sid.)

Joonis 1. Kolme suure alaperekonna/klaadi asetus perekonnas Carex erinevate autorite
hinnangul. Niidatud on ka Siderostictae paiknemine siisteemis; juhtudel, kui artikli autorid seda
riihma késitlenud ei ole, on viite taga markus (v.a Sid.).



On mitmeid tegureid, mis raskendavad tarnade taksonoomia selgitamist kdigil tasanditel,
liigisiseste iiksusteni (alamliik, varieteet) vélja. Plastilisuse korval on olulisemad neist tarnade
tendents anda fertiilseid vOi hea vegetatiivse paljunemise voimega hiibriide, liigisiseste taksonite
sage esinemine perekonnas, jatkuvalt aktiivne liigiteke (Jegorova, 1999) ning senise morfoloogial
pohineva siistemaatika {ile- voi alahinnatud liikide arvu voi mdne rithma monofiileetilisuse eelduse
stisteemne iilekandumine iihest uuringust teise (Roalson ja Friar, 2004b; Escudero et al., 2010a).
Seetottu on mitmeid tarnalitke, mille asetumine siisteemi on erinevate analiiiiside kdigus nii
vastuoluline, et need on eraldatud n-6 paigutamist ootavate taksonite rithma (unplaced taxa,

nimetatud ka orphan species) (Roalson ja Friar, 2004b, a; eMonocot Team Cyperaceae, 2015).

Carex’i sektsioonide ajaloolisi siisteeme Eesti liikide néditel Kkaésitles autor ka
bakalaureuset6os (Pedajas, 2011) ja jareldas, et need on liksteisele vdga vasturddkivad ning et on
suur vajadus edasiste uuringute jargi, kusjuures neid on otstarbekas 14bi viia isoensiilim- voi teiste

molekulaarsete meetoditega, kuna morfoloogilised tunnused on liiga homoplastilised.

2.1.2 Okoloogia ja elukiiigutunnused

Perekonnas Carex leidub nii endeeme kui kosmopoliite ja ka niiteks bipolaarse arcaaliga
liike (teadaolevast 30st bipolaarse levikumustriga liigist kuus on tarnad) (Jegorova, 1999;
Waterway ja Starr, 2007; Escudero et al., 2010b). Koigil mandritel peale Antarktika levinud
perekonna Carex esindajad on tihti parasvootme niiskete kasvukohtade dominandid, ent leidub ka
kuivades kasvukohtades ning soojemas kliimas levivaid liike (Leck ja Schiitz, 2005; Naczi ja Ford,
2008; Waterway et al., 2009). Sellist laialdast diapasooni vdimaldavad jargnevalt lithidalt
kirjeldatud omadused.

Tarnade hulgas esineb peaaegu koigi elukdigutunnuste osas ddrmiselt suur varieeruvus
(Jermy et al., 2007; Naczi ja Ford, 2008). Tegu on kas métasja ehk faalanks- voi pikarisoomiliste
ehk gerilja tiitipi kasvuvormiga liikidega; piisikute vOi aastase kasvuperioodi jarel hukkuvate
genetitega taimedega; k- voi r-strateegidega; erinevate tingimuste suhtes generalistide voi
spetsialistidega (Dabros et al., 2008); ise- voi voortolmlevate liikidega; mono- (ehk elu jooksul
vaid korra viljuvate) voi poliikkarpsete (elu jooksul mitu korda viljuvate) taimedega, mille
levivahendiks vdib olla nii eluta (hiidrohooria, anemohooria) kui elusloodus (endo- ja epizoohooria,
miirmekohooria) (Jegorova, 1999; Leck ja Schiitz, 2005; Jermy et al., 2007). Varieeruvust

suurendab veel asjaolu, et ka sama liigi esindajad on suutelised {isna suurel mééral oma strateegiaid

9



muutma. Nditeks voib muidu pigem métasja vormiga liigi esindaja liigniisketes voi toitainete
puuduse tingimustes eelistatult panustada risoomide pikkuskasvu, kuna nende abil vdib ta jouda
vajalikku gaasivahetust voi toitainete hankimist voimaldavasse keskkonda (Stenstrom et al., 2002;
Jermy et al., 2007). Seega voib viita, et plastilisuse olemasolu on tarnade mitmekiilgseid ning
stressirohkeid elupaiku arvestades nende kohasust oluliselt tostvaks omaduseks ja seega sdilib

looduslikus valikus.

Nagu kirjeldatud, on tarnaisendid morfoloogiliselt iilimalt muutlikud: taimede suurus, kuju,
ohuldhede tihedus ja muud vegetatiivsed (ning fiisioloogilised) tunnused varieeruvad niiskus-,
valgus- ja teistest keskkonnatingimustest olenevalt suurel médral. Veidi stabiilsemaid, ent Heide
(2004) ja Janyszek et al. (2008) uuringute jéargi siiski plastilisi paljunemisorganitega seotud
tunnuseid nagu pdisiku suurus, kuju ja lisamoodustised ning pahikute ja kandelehtede omadused,
on klassikaliselt kasutatud nii liikide kui ka sektsioonide eristamiseks (Naczi ja Ford, 2008), mis
on tipnenud hulga véga pdhjalike kuid erinevate taksonoomiliste késitlustega erinevate autorite

poolt (Kiikenthal, 1909; Jegorova, 1999; Gehrke, 2011; Molina et al., 2012).

Uldise varieeruvuse taustal on erandlikult stabiilne omadus peaaegu kdigi tarnaliikide poolt
kasutatav paljunemisviis — klonaalne ehk vegetatiivsete organite abil paljunemine. Suguline
paljunemine ning seemnelevi on héiringuteta 6kosiisteemides pigem teisese tiahtsusega (Kull ja Oja,
2007), mille tottu on tarnade viljad (puhetunud pdisikus peituvad ning keskkonnatingimustele
adarmiselt vastupidavad pahklikesed) peale kiipsemist fiisioloogilises suikeseisundis (conditional
physiological dormancy) ning vajavad arenema hakkamiseks kindlat temperatuuride ja valguse
vaheldumise reziimi — looduses aastaaegu, laboris loomulikke kasvutingimusi imiteerivat
stratifikatsiooni (Leck ja Schiitz, 2005; Kettenring ja Galatowitsch, 2007a, b).

2.1.3 Geneetika

Tarnad on ildjuhul diploidsed, harvem diploidiseerunud organismid (Roalson ja Friar,
2004a; Kull ja Oja, 2010). See tdhendab, et erinevalt iilejadnud 16ikheinalistest kas a) ei méngi
poliiploidiseerumine perekonnas Carex olulist rolli; voi b) poliiploidiseerumise jérgselt on
toimunud kromosoomistiku reduktsioon ja/voi inaktiveerumine. Kuna seetdttu on tarnade
ekspressioonimustrid diploidseid (tdendeid poliiploidiseerumisest on eranditena leitud liikidest C.
siderosticta, C. dolichostachya, C. roraimensis sektsioonist Ovales ja C. jackiana sektsioonist

10



Paniceae (Hipp et al., 2009; Yano et al., 2014)), sobib isoensiiiimanaliiiis nende uurimiseks viga

hésti.

Lisaks on tarnade ndol iihena véhestest taimeriigi esindajatest tegu holotsentriliste ehk
hajusate tsentromeeri funktsiooni tditvate kromosoomiregioonidega organismidega (Escudero et
al., 2012b). Lihtsustatult vdoimaldab see kromosoomide juhuslikku ja neutraalset fragmenteerumist
(fission) ja taasiihinemist (fusion) ehk kromosoomide arvu muutust DNA hulga ning liigi
muutumiseta, mida kokkuvdtlikult nimetatakse ka agmatoploidsuseks (Roalson, 2008; Hipp et al.,
2009; Escudero et al., 2010a; Escudero et al., 2012a). Seetottu on tarnadel nii ldhedaste liikide kui
liigisiseste iiksuste puhul teada tlivarieeruvaid kromosoomiarve, millest annab kdige pohjalikuma
ilevaate Roalson (2008), tuues perekonna Carex sagedasemaks haploidseks kromosoomiarvuks
n=28-35 ja koguulatuseks n=5-56°. Kromosoomide arv on nende suurusega poordvordelises seoses
ning evolutsioonilises skaalas universaalselt eelistatud suunda kromosoomide arvu vihenemiseks
vOi tdusuks ei ole tarnaperekonnas siiani tuvastatud, kuigi mitmed teadlased on piitidnud tarnade
seda omadust uurida just liigitekke ja mitmekesistumise seisukohalt (Escudero et al., 2015).
Stabiilsetes tingimustes paistavad siiski olevat eelistatud viiksemad, rohkem kombineeruvad
kromosoomid (Escudero et al., 2012a; Bures ja Zedek, 2014).

Escudero et al. (2010a) tulemustest lahtudes on kromosoomiarvu varieerumise ulatus tildise
geneetilise mitmekesisusega mérksa tugevamalt seotud kui néiteks liigi areaali suurusega, mistottu
on tegu fililogeneetiliselt informatiivse tunnusega. Seetdttu on kromosoomide lugemist kasutatud
lisameetodina tarnade sektsioonidesse jaotamiseks. Eelnevaga on seotud idee, et kromosoomide
arvu erinevused vdivad limiteerida erinevate populatsioonide vahelist geenisiiret ja
hiibridiseerumist ning tekitada iiksteisest eraldunud intersteriilseid geneetilisi liine, mis omakorda
voimaldab jatkuvat uute liikide teket (Hipp et al., 2009; Escudero et al., 2010a; Lipnerova et al.,
2013).

3 Peale Roalsoni iilevaateartikli ilmumist on artiklites sageli tarnade minimaalseks haploidseks kromosoomiarvuks
toodud n=6 (2n=12), mis on védr. Siisteemne viga vdib olla tekkinud artiklis esitatud graafiku valesti tdlgendamisest,
kuna selle x-teljel margitud esimene véirtus on 6, samas kui graafik ise algab véirtusest 5. Roalsoni artiklis toodud
infotabelite pohjalikul kontrollil selgus, et minimaalseks tuvastatud haploidseks kromosoomiarvuks perekonnas Carex
on siiski 5 ning see on leitud liigil Carex donnell-smithii L.H.Bailey teadlaste Ramachandran ja Jeeja poolt 1986. aastal.
Kahjuks ei ole Roalsoni poolt viidatud artikkel hetkel Tartu Ulikool vdrgust kiittesaadav ja selle digsus seega hinnatav.
Ebaselge on ka maksimaalne kromosoomiarv, mille kohta Roalsoni esitatud graafikult vdiks vélja lugeda 83, samas
artiklis sisalduvate algviidetega andmetabelist aga 56 (vdi 66, kui holmata ka Uncinia ehk késitleda perekonda Carex
s.l.). Artiklitesse, sealhulgas Roalsoni enda hilisematesse tdddesse on levinud aga hoopis arv 62 (2n=124). Kiesolevas
t60s on kasutatud Roalsoni korrektselt viidatud andmetabelitest leitavaid arve n=5-56.
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Erineva kromosoomiarvuga isendite hiibriidse jirelkasvu madalamast elujoulisusest
hoolimata (Escudero et al., 2010a) on hiibridiseerumine tarnaperekonnas nii lahi- kui ka kaugemate
liikide vahel sedavord levinud, et mitmed méérajad ja floorad sisaldavad méédramistabelites ka nn
stabiilseid hiibriide (Jermy et al., 2007). Hiibriidid ei pruugi tingimata olla vanemisendite
vahepealsete tunnustega, vaid on teada, et sel teel voivad kergelt tekkida uuenduslikud ekstreemsed
tunnused, mis voivad looduslikus valikus saada eelise ning seetdttu viia hiibriidse liigitekkeni,
nditeks introgressiooni teel (Tyler, 2003; Blackstock ja Ashton, 2010). Seda on Carex’i liikide

puhul palju uuritud, tilevaate saamiseks sobib néiteks Gehrke et al. (2010) t50.

Kromosoomistiku isedrasused pohjustavad lisaprobleeme siistemaatikutele. Esiteks, seni
teadaolevalt ei ole kromosoomide suuruse ja arvu muutustel evolutsioonis eelistatud suunda
(Escudero et al., 2012a) ning teiseks pdhjustab hiibriidsete isendite analiiiisidesse kaasamine
raskuseid tunnuste ordineerimisel Seetottu pohjustavad molemad omadused homoplaasiat, mis
fiillogeneesi tuvastamist raskendab. Oigem oleks sellistel juhtudel analiiiisi tulemusi kajastada nn
fillogeneetiliste vorkude (Gehrke et al., 2010), mitte dihhotoomsete puude kujul, mida enamik

ildkasutatavaid analiilisiprogramme aga ei voimalda, jittes seega fiilogeneesi kulust vdira mulje.

2.1.4 Tarnade kasulikkus

Oluline uurimisobjekt farmakoloogia seisukohalt on tarnade keemiline koostis. Lisaks
ajaloolisele ravimtaimena kasutamisele (Simpson et al., 2008) on tuvastatud, et Carex’i liigid (nt
C. folliculata, C. distachya, C. kobomugi, C. gynandra) sisaldavad kogu taimes, kuid eriti kdrges
kontsentratsioonis seemnetes, bioaktiivseid aineid, mille antioksiidatiivsed omadused on
vorreldavad askorbiinhappe omaga. Leitud poliifenoolid, resveratroli oligomeerid ja flavanoidid
voivad oma vihi-, seente- ning bakterivastaste ja siidamehaiguse riski alandava toimega tarnadest
teha toidulisandite olulise koostisosa (Li et al., 2009; Gonzalez-Sarrias et al., 2011). Kuna aga huvi
pakkuvaid antioksiidante ei ole tuvastatud koigist liikidest ning rohkem kui 2000 liigi pohjalik
keemiline analiilis oleks vdga ressursindudlik — nditeks Li et al. (2009) andmetel oli analiiiis 14bi
viidud vaid 6(!) liigi puhul — on oluline teada, millised liigid on fiilogeneetiliselt 1dhedased, kuna
on ndidatud, et teatud unikaalsed biokeemilised erisused on sageli omased just monofiileetiliste

riihmade liikmetele. Ulevaate sellest ja vastavast kirjandusest annavad Judd et al. (2002).

Ajalooliselt on tarnu kasutatud nii loomaséddana (lambad, pdohjapddrad, veised, hobused),

allapanuks kui tarbeesemete punumiseks ja pakendamiseks, paberi tootmiseks ning

12



ehitusmaterjalina (Judd et al., 2002; Stenstrom et al., 2002; Simpson et al., 2008). On teada nii
selgroogsetele miirgiseid kui meetaimedena toimivaid liike, lisaks esineb umbrohu omadustega
tarnu (82 liiki), mis vodivad tugevalt mdjutada pdllumajandust (Bryson et al., 2008), ning iiha
suurenev arv aianduses, maastikukujunduses ning 0kosiisteemide taastamises kasutatavaid liike.
Simpson et al. (2008) andmetel on 154 liiki perekonnast Carex majanduslikult olulised. Tarnad on
keskkonda kujundavaks, veereziimi kontrollivaks ja elupaiku pakkuvaks taimerithmaks paljudes
niiskemates 0kosiisteemides ning nendest sdltub suurel médral niiskete kasvukohtade gaasivahetus
(CH4 emissiooni puhul niitasid seda efektselt Noyce et al. (2014)) ning primaarproduktsioon.
Perekonnas leidub ka endeemseid ning ohustatud taksoneid (Jermy et al., 2007; Sorrie et al., 2008).

Seega on tarnade uurimisel on ka siistemaatikaviline praktiline viljund.

2.2 Eesmargid

Perekonna Carex siistemaatikat on palju uuritud traditsiooniliselt enk morfoloogiliste ja
viimasel dekaadil ka DNA-I pdhinevate meetoditega nii liigisisesel, sektsioonisisesel kui kogu
perekonda holmaval tasemel (Roalson ja Friar, 2004b; Waterway et al., 2009). Morfoloogial
pohinevad siisteemid on kaasaegsete siistemaatikute tihisel hinnangul aegunud, ent probleeme
esineb ka DNA-meetodite kasutamisel (lilevaade peamistest markeritest on leitav to6dest Mondini
et al. (2009) ja Hinchliff ja Roalson (2013)%), mistdttu perekonda kisitlevate uuringute hulgast
hoolimata ei ole selle fiilogeneesis konsensusele joutud (Roalson ja Friar, 2004a). Esiteks on
keeruline leida geeniregiooni, mille varieeruvus ja fiillogeneetiline signaal oleks sellise arvu liikide
eristamiseks piisav; teiseks voib suur andmekogus konsensuspuude koostamisel pdhjustada muidu
informatiivsete harude kollapseerumist; ning kolmandaks on seni suudetud koige levinum marker,
ITS jérjestus, sekveneerida vaid 25% liikidest (Roalson ja Friar, 2004a; Waterway et al., 2009).
Uurimist raskendab ka see, et erinevad DNA markerid annavad iiksteisele vastukdivaid tulemusi
ning enamus neist on sobilikud vaid analiitisiks monel kindlal tasemel (Waterway ja Starr, 2007,
Starr et al., 2008; Starr ja Ford, 2009; Hinchliff ja Roalson, 2013).

4 Kasutusel on viiga erinevaid nii plastiidide (nt ndhF, trnE-trnD) kui tuuma DNAI (ETS-1f), nii geenide (rbcL, atpl)
kui intronite ja speisserite (ITS, trnL) jarjestustel ning viga erineval lahenemisel (mikrosatelliidid, AFLP)
pohinevaid meetodeid, mille pdhjalik {ilevaade ja vordlus ei ole t60 eesmirgiks.
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Peale isoensiitimanaliiiisi esmakordset tarnadel rakendamist 1986. aastal on uuritud vaid
kitsaste rithmade, sektsioonide voi neist madalama taseme (liikkide voi populatsioonide)
taksonoomiat ja varieeruvust, millest andsid iilevaate Bruederle et al. (2008), mitte aga
sektsioonide omavahelist eristumist ega alamperekondadeks jaotumist. Kuigi neis uuringutes on
saadud palju uudset informatsiooni, on mitmed autorid vihjanud, et liigi- voi sektsioonisiseste
seoste uurimiseks jadb analiiiisil eristusvoimet puudu (Micales ja Bonde, 1995; Hedren, 2002;
Blackstock ja Ashton, 2010). Seega voib oletada, et isoensiiimtunnuste varieeruvuse tase sobib

haésti just sektsioonide omavaheliseks eristamiseks ja nende fiillogeneesi rekonstrueerimiseks.

Kuna iga eluslooduse rithma on otstarbekas uurida erinevate vdimalike meetoditega
(Simpson et al., 2007), et hilisemal metaanaliiiisil reaalse fiilogeneesi viljaselgitamisele
voimalikult ldhedale jouda, on praktiline uurida perekonda Carex ka isoensiitimanaliiiisi abil.
Lisapdhjusteks isoensiilimanaliiiisi 1abiviimiseks on selle meetodi lihtsus, kiirus, odavus, vajaduse
puudumine keerulise laboriaparatuuri jarele ning suur hulk juba olemasolevaid andmeid erinevate

taimeriihmade kohta, mis voimaldavad teha vordlusi ja saadud tulemusi paremini mdista.

Kéesoleva t66 peamised eesmargid on:

e Iseloomustada perekonna Carex liikide, sektsioonide ning suuremate klaadide
geneetilist varieerumist isoensiiimmarkerite alusel.

e Selgitada, kas leitud erinevused on piisavad riithmade eristamiseks loetletud tasemetel.

e Tuvastada taksonite monofiileetilisusele viitavaid unikaalseid alleele.

o Piistitada leitud varieeruvuse pohjal fiilogeneesihiipotees.

e Vorrelda seda hiipoteesi morfoloogiliste ning DNA-markeritel baseeruvate uuringute
tulemustega.

e Techa jareldused, kas isoensiiiimanaliiiis on sektsioonide tasemel tarnade uurimiseks

sama otstarbekas ja tdpne, kui kallimad ja keerukamad DNA-meetodid.
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3. Materjal ja metoodika

3.1 Taimne materjal

To606s kasutatud taimne materjal parineb peamiselt Euroopa 12 erineva riigi 22 botaanikaaiast
kataloogide alusel vahetusmaterjalina hangitud seemnetest. Lisaks on liigi- ja populatsioonisisese
varieeruvuse hinnangu voimaldamiseks analiiiisi kaasatud 21 tmberistutatud isendit liigi C.
viridula Eesti populatsioonist. Tellitud seemned sailitati kuivades tingimustes toatemperatuuril 12-
24 kuud, seejdrel stratifitseeriti poole aasta jooksul iildise idanevuse suurendamise eesmirgil
erinevates tootlustes® (Leck ja Schiitz, 2005; Kettenring ja Galatowitsch, 2007b, a), idandati
(idanevus varieerus seejuures eri liikide ja to6tluste puhul 5%-100%, keskmine 56%) ning istutati
2010. aasta kevadel esialgu pottidesse, hiljem véimalikult homogeensete tingimustega vélipeenrale.
Peale generatiivse ja morfoloogilise kiipsuse saavutamist koguti isenditest herbaarmaterjal, mis on
tdendmaterjalina siilitatud Tartu Ulikooli Loodusmuuseumi botaanika- ja miikoloogiamuuseumi
herbaariumis (TU). Herbaarmaterjali pdhjaliku stereobinokulaari (Olympus SZX7) abil uurimise

teel on maératud ka 16plikus analiiiisis kasutatud liigid.

Liikide médramisel ldhtuti eelkdoige eMonocot Team Cyperaceae (2015) kui uusima ning
koige laialdasemalt kittesaadava andmebaasi liigikirjeldustest. Liigid, mille kirjeldusi toodud
andmebaasis ei leidunud, méérati teiste allikate pdhjal (Jegorova, 1999; Jermy et al., 2007; eFloras,
2008), vastuolude korral eelistati uuemat kirjeldust. Kuna hangitud seemnetest kasvatatud taimede
pohjaliku mikromorfoloogial pdhineva kontrolli kéigus selgus, et algsetest, saatja poolt antud
liigimadrangutest iile 20% ei vastanud isendite tegelikule liigile, korrigeeriti seda analiitiside kédigus.
Tabelis 1 on toodud t66s kasutatud 16plikult determineeritud liikide korrektne ladinakeelne nimi,
sektsiooniline ja alamperekonna tasemega vordustatud kuuluvus eMonocot Team Cyperaceae

(2015) andmete pohjal ning liigi levila.

® On niidatud, et eri tarnaliikide seemned eelistavad neile iseloomulikust fiisioloogilisest dormantsusest viljumiseks
erinevaid keskkonnatingimuste komplekte. Kindlustamaks kdesolevas uuringus voimalikult paljude liikide esindajate
idanemist, jagati kdik seemned kolme maérgstratifikatsiooni t66tluse vahel: 66 5°C pime ja pédev 5°C pime; 66 5°C
pime ja pdev 22°C valge; 66 22°C valge ja pdaev 22°C valge.

15



Tabel 1. T66s kasutatud liikide tdisnimed, isendite arv, sektsiooniline ning nn alamperekonna
taseme (Caricoid, coreCarex, Vignea) jaotuvus ning liigi esinemine neljas peamises tarnade
levikualas: Euroopa sh Venemaa ldéneosa ning Island (EUR), PGhja-Ameerika (PAM), Aasia, sh
Jaapan (AAS) ja Pohja-Aafrika (PAF). Tabel jargib pdhijoontes eMonocot Team Cyperaceae
(2015) toorithma siisteemi, tdrniga (*) tdhistatud informatsioon périneb teistest t60s viidatud
allikatest; ,,int“ tdhistab piirkonda introdutseeritud voi vodrliiki; esinemine Eestis (EST) on toodud
Eesti taimede mééraja (Leht et al., 2010) andmetel.

. > . @ S %)) T
liik (32) = sektsioon (22) a E :EE E &
Caricoid 2
Carex pulicaris L. 2 Distachya-clade jah  ei ei ei jah
CoreCarex 141
Carex fuliginosa Schkuhr 1 Aulocystis Dumort. jah* jah* jah* ei* ei
Carex sempervirens Vill. 4 Aulocystis Dumort. jah  ei ei ei el
Carex flava L. 15 Ceratocystis Dumort. jah jah jah jah* jah
Carex hostiana DC. 2 Ceratocystis Dumort.  jah  ei* jah* jah
Carex viridula Michx. 26  Ceratocystis Dumort. jah jah jah jah* jah
I Chlorostachyae . . . : .
Carex capillaris L. 2 Tuck. ex Meinsh. jah jah jah jah jah
Carex panicea L. 6 Paniceae G.Don jah int jah jah jah
Carex acuta L. 3 Phacocystis Dumort.  jah ei  jah ei* jah
Carex nigra (L.) Reichard 7 Phacocystis Dumort.  jah  jah jah jah jah
Carex pallescens L. 10  Porocystis Dumort. jah  jah jah* jah
Carex atrata L. 4 Racemosae G.Don jan ei  jah ei
Carex pendula Huds. 9 Rhynchocystis jah int  jah jah ei
Dumort.
. Spirostachyae : o :
Carex distans L. 8 (Drejer) L.H.Bailey jah ei jah* jah jah
. Spirostachyae : : e :
Carex punctata Gaudin 5 (Drejer) L.H.Bailey jah e el jah  ei
Carex sylvatica Huds. 14 Sylvaticae Rouy jah int  jah int jah
Carex flacca Schreb. 11  Thuringiaca G.Don jah jah jah jah jah
Vesicariae (Heuff.) . . . .
Carex pseudocyperus L. 14 J.Carey jah  jah jah jah
Vignea 113
Carex arenaria L. 6 Ammoglochin jah int jah* jah
Dumort.
Ammoglochin . . .
Carex praecox Schreb. 5 DuUMmort. jah el jah jah
Carex pseudobrizoides Clavaud 1 Ammoglochin jah el jah* ei
Dumort.
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Carex chordorrhiza L.f. 3 E::']:ch?)rlr\:'ezi?‘ih. jah jah* ei ei jah

Foetidae (Tuck. ex

Carex vernacula L.H. Bailey 4 ei* jah* ei* ei* el

L.H.Bailey) Kiik.
Carex diandra Schrank 5 Heleoglochin jah  jah jah jah
Dumort.
- Heleoglochin : e ,
Carex paniculata L. 7 Dumort. jah ei jah* jah jah
Carex leporina L. 11 Ovales Kunth jah int jah jah jah
Phaestoglochin e b :
Carex aggregata Mack. 12 Dumort. ei* jah ei
Carex divulsa Stokes 5 Phaestoglochin jah int  jah jah ei
Dumort.
. Phaestoglochin . . . i .
Carex spicata Huds. 10 Dumort. jah int jah jah jah
Carex davalliana Sm. 5 Ehysoglochm jan ei  jah jah
umort.
Remotae (Ashers.) . . : .
Carex remota L. 11 C B.Clarke jah ei jah jah jah
Carex cuprina (Sandor ex Vulpinae (Heuff.) . . .
Heuff.) Nendtv. ex A.Kern. 28 H.Christ jah e jah jah

3.2 Isoensiiiimanaliiiis

3.2.1 Teoreetiline taust

Isoensiitimid (ka isosiilimid) on identset keemilist protsessi kataliilisiva valgu erinevad
molekulaarsed vormid, mis vdivad tekkida kolmel teel: a) tegu vdib olla sama geneetilise lookuse
erinevate alleelide produktidega (allosiitimid ehk allelosiiiimid ehk alloensiiiimid); b) isoenstitimid
voivad olla erinevate, ihesuguse kataliiiitilise toimega ensiilime kodeerivate, lookuste produktid
(heterosiitimid); c¢) toimunud voib olla erinev post-translatsiooniline modifikatsioon. Kui selle
tulemusel omandab valk erineva laengu (v&i ka kuju voi molekulaarkaalu), on ta teistest
variantidest eristatav geelelektroforeesi elektrivéljas (Wendel ja Weeden, 1989a, b; Micales ja
Bonde, 1995). Seda kasutatakse dra isoensiiiimanaliiiisil, kus foreesis erinevale kaugusele liikunud
isoensiiiim kodeeritakse kdigi teiste variantide suhtes, tdlgendatakse genotiiiibina ning saadakse sel
teel andmed, mis on edasi kasutatavad nii siistemaatilistes, geneetilistes, biogeograafilistes kui ka

okoloogilistes uuringutes (Oja, 1999).
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Isoensiitimanaliitisi tulemuste kasutamisel fiilogeneesi rekonstrueerimiseks on oluliseks
eelduseks see, et mitmete lookuste tunnuste kombineerimisel saadud alleelse varieeruvuse mustrid
jargivad tildiselt taimeriihma, mitte konkreetse geeni evolutsiooni (ehk tulemuseks saadakse liigi-,
mitte geenipuu). Kuna see meetod eristab vaid erineva laengu, suuruse voi kuju omandanud
ensiilimivariante (Judd et al., 2002), mitte iga aluspaari muutust valku kodeerivas geenis
(pohjuseks geneetilise koodi redundantsus), hinnatakse rithma tegelikku geneetilist varieeruvust
veidi alla® (Micales ja Bonde, 1995; Conte et al., 2008). Hierarhiliselt kdrgema taseme
siistemaatilistes uuringutes ei ole see aga maérkimisvadrseks probleemiks, kuna tuvastatav
varieeruvus on igal juhul piisav. Isoensiitimanaliiiis on seega konservatiivne meetod ning vdib
Oelda, et rithmad, mis sel meetodil eristuvad, on tdoepoolest erinevad ja tegu ei ole niilise

eristumisega.

Isoensiiimid on kodominantsed markerid, seega informatsioon, mis iihe lookuse
analiilisimisel saadakse, voimaldab hinnata uuritava rithma heterosiigootsuse ja selle labi
inbriidingu vOi geneetilise vaesumise astet. Viimast on dra kasutatud niiteks endeemsete liikide
populatsioonide geneetiliseks hindamiseks ja looduskaitseliste suuniste andmiseks (Tyler, 2003;
Kull ja Oja, 2007, 2010; Talve et al., 2012).

3.2.2 Laborit6o

Enstitimide eraldamine, ilmutamine ja esialgne kodeerimine viidi 1dbi kolmel jérjestikusel
suvel (aastatel 2010-2012) vilipeenralt korjatud virskel taimmaterjalil (308 isendit 42 liigist)’.
Analiitisiks vajalikud enstitimekstraktid valmistati iga paev vahetult enne laborito6 algust korjatud
isendi kdige noorema lehe ligikaudu 2 cm? suuruse tiiki purustamisel homogeniseerimispuhvris D
voi puhvris M. Viskoossuse tostmiseks lisati homogenaatidele 20-50 mg sahharoos — Sephadex
G200 segu (4:1). Homogenaate hoiti ensiitimide aktiivsuse languse aeglustamiseks jahutatud alusel.
Analiiiisiks kasutati 11 erinevat ensiiimsiisteemi: AAT, ADH, EST, IDH, MDH, PGD, PGI, PGM,

® Sellegipoolest on isoensiiiimanaliiiisi geneetilise varieeruvuse hindamiseks viimase ~25 aasta jooksul viga palju
kasutatud.

7 Paralleelselt isoensiilimanaliiiisiga eraldati kdigist isenditest ka DNA. Selle eesmirgiks oli samade isendite vordlev
analiiisimine mikrosatelliitmarkerite abil, ent kuna kdesoleva magistritdd maht seda ei vdimaldanud, ootavad need
proovid analiiiisimist edaspidi.
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PRX8, SKD, SOD, mille tiisnimed ja EC koodid (enzyme commission number) valguandmeid
koondava andmebaasi EXPASYy (Gasteiger et al., 2003) jargi on toodud tabelis 3.

Poliiakriiiilamiid elektroforeesi (PAGE) geel valmistati kolmest lahusest proportsiooniga 2
osa akriiiilamiidilahust (A), 1 osa geelipuhvrit (B) ja 1 osa riboflaviinilahust (R). R lahus oli kdigi
siisteemide puhul identne, A ja B lahuste tipne koostis sdltus uuritavast ensiiiimist, kus
alleeliproduktide lahutumise muutmiseks geelis varieeriti A puhul akriiilamiidi (AA) ja/voi
bisakriitilamiidi (Bis) ning B puhul tris(hiidroksiimetiiiil)aminometaani (Tris) kontsentratsiooni
vastavalt tooriihma varasemale kogemusele (Oja, 1999; Kull ja Oja, 2007, 2010; Talve et al., 2012)
ning ensiilimivariantide eraldumise ja ilmnemise efektiivsusele katseforeesidel. Anoodpuhver

(AN) oli kdigi ensiiimide puhul identne ning katoodpuhvrina kasutati kas AK1 vdi AK3 lahuseid.
Kasutatud lahuste koostised olid jargnevad:

e D puhver: 1,5 g Tris (0,05M) + 0,75 g EDTA-H; (0,01 M) + 250 ml H,0° + 3 mg tsiisteiini
voi DDT’d 2,5 ml puhvri kohta.

e M puhver: 1,25 g Tris (0,1 M) + 0,5 ml kontsentreeritud HCI + 0,5 ml B-merkaptoetanool (70
mM) + 100 ml H20 + 0,5 g Na metabisulfit (26 mM) + 0,2 g askorbiinhape (110 mM) + 4 g
poliiviniiiilptirrolidoon ehk PVP (4%) + 3 mg tsiisteiini voi DDT’d 2,5 ml puhvri kohta.

o AT: 15%AA (6 g) 0,4%Bis (160 mg) 34 ml H.0

o« A2 20%AA (10 g) 0,4%Bis (200 mg) 40 ml H.0

o A3 20%AA (10 g) 0,6%Bis (300 mg) 40 ml H.0

e A9 25%AA (10 g) 0,5%Bis (200 g) 30 ml H20

e B4 0,4 M Tris HCI (6,3 g) 06 MTris(7,3g) 100 mlH.0 0,2ml TEMED
e BS6: 0,4 M Tris HCI (6,3 g) 02MTris(24g) 100 mlH.0 0,2ml TEMED
e R: tihe geeli kohta 5 ml H.O + 0,15 ml kontsentreeritud riboflaviini lahust (20 mg

riboflaviini + 10 ml H20) + 0,05 ml persulfaadi lahust (80 mg (NH4)2S20s + 2 ml H20).

e AN: 6 g Tris + 0,6 ml CHsCOOH + 1000 ml H20 (pH 9-7)

e AKIL: 20 ml kontsentraat (1 g KOH + 6 g gliitsiin (0,08 M) + 100 ml H20) + 100 ml H.0

+ broomfenoolsinine 4 tilka

8 Peroksiidaasi ensiimogrammid ei olnud iiheselt interpreteeritavad, seega seda t66d edaspidi ei kajastata.
® Siin ja edaspidi on tegu destilleeritud veega.
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e AKS3: 150 ml H,O + 0,3 g Tris vdi 0,1 g KOH + 0,75 g H3BOs (0,08 M) +
broomfenoolsinine 4 tilka
Geeli koostise ja puhvrite siisteemi valik soltus esialgsete katsetuste tulemuste pohjal

ensiilimist nagu niidatud tabelis 2.

Tabel 2. Foreesil kasutatud geeli- ja puhversiisteemide komponendid.

Ensiiiim AK A B

AAT, ADH, IDH, MDH, PGD, SKD AK1 A2 B6
EST, SOD AK1 A3voiA4 B4
PGI, PGM AK3voiAK1 A7 B6

Forees viidi ldbi jadkotil jahutatud elektroforeesiaparaadiga EC120 Mini Vertical Gel System
(25-40 mA, 20-30 VV/cm?, 1,5-2,5 h), tipne homogenaadi kogus ning foreesi aeg soltus konkreetsest

ensiilimist ning otsustati empiiriliste katsetuste kaigus.

Geelid ilmutati klassikaliste histokeemiliste meetoditega (Wendel ja Weeden, 1989a), mida
modifitseeriti vastavalt Jaaska ja Jaaska (1990) ning to6rithma poolt vilja to6tatud votetega (Oja,
1999; Talve et al, 2012). Koheselt peale viarvimisreaktSiooni 1dpetamist fotografeeriti
ensiimogrammid (negatiivse véarvinguga SOD’1 puhul kasutati tulemuste nihtavaks muutmiseks
UV valgust, teised ensiiiimid pildistati tavameetodil), pildifailid salvestati, prinditi ja varustati
ensiiimsiisteemi, isendikoodide ja muu vajaliku taustinfoga. Hiljem pildid interpreteeriti ning

kodeeriti mitmes soltumatus korduses.

Kéesolevas analiiiisis kasutati ensiiimide kodeerimisel tdhistusviisi, kus elektriviljas
kiiremini liikuvate lookuste produktid mérgiti suurtdhtedega tdhestikulises jarjestuses (A lookus
on kiirem kui sama ensiiimi B lookus jne). Konkreetse lookuse alleelid tdhistati numbrilises
jarjekorras, kus kiiremini liikkuvale alleelile vastas viiksem number (alleelivariant 1 on kiirem kui
sama ensiiimi sama lookuse alleel 2 jne). Heterosiigootsete dimeersete ensiitimide puhul mérgiti
iiles molemad alleelid. Nullalleeli ehk kataliiiitilise aktiivsuseta elektroforeetilise variandi
esinemine margiti, kui see ensiitimipiltidelt ilma igasuguse kahtluseta selge oli (Wendel ja Weeden,

198943, b), vastasel juhul sisestati see andmemaatriksisse puuduva infona.
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3.3 Andmeanaliiiis

3.3.1 GenAlEX, R (Tukey)

Peale kaheldava liigimddrangu voi liialt suure koguse puuduva infoga indiviidide
eemaldamist jdi 1oplikku analiiiisi 256 indiviidi 32 liigist. Andmete analiilisiks kasutati Microsoft
Exceli-pdhist geneetilise analiitisi moodulit GenAlEx 6.501 (Peakall ja Smouse, 2006; Peakall ja
Smouse, 2012) (edaspidi GenAlEX), kus programmi vaikimisi kategoriseerivaks iihikuks olevate
populatsioonide asemel grupeeriti isendeid kolmel tasandil: liikide, sektsioonide voi
alamperekondade kaupa. Selleks viidi esialgne andmekodeering kodominantsele kujule, puuduv
info tdhistati programmi nduetele vastavalt ,,0“-ga ning arvutati isendite vahelised geneetilised
distantsid GD (Distance — Genetic — Codom-Genotypic), mille pdhjal tehti andmestiku
tilevaatlikustamise eesmérgil peakoordinaatanaliilisi graafikud kdigil kolmel eelpool mainitud
tasemel (PcoA — Analysis — Distance-Standardized). Lisaks leiti GenAlEx’i funktsiooni Frequency
abil koigi lookuste koigi alleelide sagedused (Frequency by Pop, todlehe tdhis AFP), privaatsete
alleelide nimekiri (Private allele list) ning AMOVA funktsiooniga (Analysis of molecular
variance; AMOVA — codom-allelic — analysis for total only — Permutations 999 — suppress within
individual analysis) varieeruvuse jagunemine liikide-, sektsioonide- ning alamperekondade
sisesteks ja -vahelisteks komponentideks. Liigi tasemel viidi AMOVA 14bi 256 isendi asemel 254
isendi pohjal, kuna analiiiisist tuli eemaldada ainult iihe isendiga esindatud liigid C. fuliginosa ja C

pseudobrizoides.

Sektsioonide ja liikide eristumise statistiliseks hindamiseks kasutati programmi R v3.1.2 (R
Core Development Team, 2004), mille abil viidi 1abi ANOVA ja seejérel Tukey test (Tukey’s
honest significant difference test, STATS::aov, TukeyHSD). Kategoriseerivaks tunnuseks olid kas
liigid vo1 sektsioonid ning sisendiks olid tunnuste vdhendamise eesmaérgil PcoA analiiiisis

arvutatud peakoordinaadid ehk omavektorid (eigenvector).

3.3.2 PAUP*, Figtree

Fiilogeneesihiipoteesi piistitamiseks ning uuritavate indiviidide ja rithmade geneetilise
sarnasuse ja eristumise visualiseerimiseks kasutati erinevaid analiitise programmis PAUP* 4.0b10
(Swofford, 2003) (Phylogenetic Analysis Using Parsimony, edaspidi PAUP). Selleks

transformeeriti indiviidide ensiiimandmestik binaarsele kujule, puuduv info tdhistati nouetele
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vastavalt ,,?*“-ga. Liigi ja sektsiooni tasemel binaarse andmemaatriksi loomisel mérgiti tunnuse
vaartuseks 1, kui see esines viahemalt {ihel sellesse gruppi kuuluval isendil; puuduvat infot sel
meetodil arvestada voimalik ei olnud. Vilisrithmaks (ehk iilejadnud uuritavatest evolutsiooniliselt
koige kaugemaks taksoniks, mille jargi analiilisiprogramm maéédrab tunnuste polarisatsiooni (Judd
et al., 2002)) maérati kirjandusele tuginedes (vt joonis 1) isendi tasemel liigi C. pulicaris kaks
isendit, liigi tasemel C. pulicaris ning sektsiooni tasemel Distachya klaad, millesse eelmainitud liik
kuulub. K&ik tunnused olid isoensiiimandmetele kohaselt analiiiisides ordineerimata ning vordse

kaaluga.

Kuna on teada, et erinevad klasterdusmeetodid annavad samade algandmete pdhjal mdningal
madral erinevaid tulemusi (Leitner et al., 1996; Judd et al., 2002), kasutati feneetilisteks
analiiiisideks nii kesksideme meetodit (UPGMA Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean) kui ldhimsideme meetodit (NJ, Neighbour Joining). Fiilogeneetilise hinnangu saamiseks
viidi 1dbi heuristiline otsing parameetritega (nrep=1000, addseq=random, swap=TBR, steepest=yes,
multrees=no), mille kasuks otsustati suuremahuliste tarnade siistemaatikat kisitlevate artiklite
(viidatud joonisel 1) metoodikate analiiiisil. Arvutati nditajad ptisivusindeks CI (consistency index),
mis nditab reversioonide ja paralleelsuse olemasolu puus ja varieerub 0-1, kus 1 tdhendab, et iga
tunnus on muutunud vaid korra, ja retentsiooniindeks RI (retention index), mis vordleb, tegelike
muutuste arvu maksimaalse potentsiaalsete muutuste arvuga vastavas andmestikus ja varieerub
samuti nullist itheni. Leitud vordselt minimaalsete puude jargi arvutati 50% konsensuspuu, harude
toetuse hindamiseks rakendati nn kingapaelaanaliiiisi (Bootstrap) samadel allikatel pohinedes
valitud parameetritega (nrep=100*100, addseq=random, swap=TBR, steepest=yes, multrees=no).
Kasutatud PAUP’i késufaili néidis koos analiilisi parameetritega on toodud lisas 1. Kdik analiiiisid

pShinesid Fitchi parsimoonial ehk sadstuprintsiibil.

Eelnevatest analiilisidest saadud puufailid muudeti loetavaks fiilogeneesipuude redigeerimise

programmide Treeview (Page, 1996) ja Fig Tree v1.4.2 (Rambaut et al., 2015) abil.
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4. Tulemused

4.1 Allo- ja heterosiiiimne varieeruvus

Isoensiitimanaliitisil tuvastati testitud 11 enstitimi peale kokku 31 lookust, millest edasiseks
analiitisiks olid piisavalt selgelt interpreteeritavad 16 mono- voi dimeerset lookust, mis on esitatud
tabelis 3. Koik lookused olid poliimorfsed, lookuse kohta tuvastatud alleelide arv varieerus viiest
(SOD B) iiheteistkiimne (AAT A) alleelini. Keskmiselt leiti ihest lookusest 8-9 alleelivarianti ning
kokku tuvastati 139 erinevat alleeli. Koik alleelid, nende esinemissagedused ning unikaalsed

alleelid nii liigi kui sektsiooni tasemel on toodud &ra lisas 2.

Sektsiooni tasemel tuvastati privaatseid alleele kokku 36 ja neid esines koigis uuritud
lookustes ning 17 sektsioonis 22st. Privaatseid alleele ei leitud sektsioonides Paniceae, Sylvaticae,
Foetida, Ovales, Phaestoglochin. Liigi tasemel oli unikaalseid alleele 33, mis jagunesid koigi
lookuste ning 19 liigi vahel 32st. Privaatseid alleele ei leitud liikides C. fuliginosa, C. flava, C.
panicea, C. punctata, C. sylvatica, C. arenaria, C. pseudobrizoides, C. vernacula, C. paniculata,
C. leporina, C. aggregata, C. divulsa, C. spicata. Liikide ja sektsioonide keskmised alleelide ning

privaatsete alleelide arvud kd&igi lookuste peale kokku on ndidatud joonisel 2.

Keskmine alleelide ja privaatsete alleelide arv sektsioonide 16ikes

m Alleelide arv
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Joonis 2A. Keskmine alleelide ja privaatsete alleelide arv (A) sektsioonides ja (B) liikides.
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Keskmine alleelide ja privaatsete alleelide arv liikide 16ikes
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Joonis 2B. Keskmine alleelide ja privaatsete alleelide arv (A) sektsioonides ja (B) liikides.

Enstimogrammide pohjal tuvastati lisaks homosiigootsetele isenditele ka mone lookuse

suhtes heterosiigootseid isendeid. Homosiigootse isendi ja monomeerse ensiilimilookuse puhul

ilmneb pildil ks, dimeerse lookuse puhul kaks vooti; heterosiigootse isendi ja monomeerse

ensiilimilookuse puhul iiks, dimeerse lookuse puhul kolm v66ti ehk triplett (Wendel ja Weeden,

1989a; Micales ja Bonde, 1995). Heterosiigootsete isendite osakaalud igas lookuses on toodud

tabelis 3.

Tabel 3. Isoensiiimanaliiiisi ensiiimide lithendid, nimed ja EC koodid; tuvastatud ja

kirjanduse andmetel

olemas olev

lookuste arv;
kvaternaarstruktuur (meersus) ja alleelide arv; heterosiigootsete isendite osakaal lookuses.

kodeeritud

lookuse

tahis,

enstiimi

e e . lookuseid . .. . tuvastatud heterosii-
.. ensiiiimi tdisnimi lookuseid g, kodeeritud  ensiitimi -
liihend . kirjanduse alleelide gootsuse
ja EC kood tuvastatud lookused meersus
andmetel arv (139) osakaal Ho
aspartaadi AATB dimeer 10 0,018
AAT aminotransferaas 4 4 .
(EC 2.6.1.1) AAT A dimeer 11 0,012
alkoholi
ADH  dehiidrogenaas (EC 2 1-3 ADH B dimeer 7 0,067
1.1.1.1)
EST  esteraas (EC 3.1.1.7) 6 2-10 ESTE monomeer 10 0,152
isotsitraadi
IDH dehiidrogenaas (EC 2 2 IDH B dimeer 7 0,012
1.1.1.42)
malaadi MDH B dimeer 8 0,004
MDH  dehiidrogenaas (EC 3 3 .
1.1.1.37) MDH A dimeer 8 0,012
6-fosfogliikonaadi
PGD  dehiidrogenaas (EC 1 2 PGD A dimeer 8 0,016
1.1.1.44)

24



PGI fosfogliikoisomeraas ) PGI B dimeer 8 0,059
(EC5.3.1.9) PGI A monomeer 9 0,109
PGM fosfoglilkomutaas 5 PGM B monomeer 9 0,262
(EC5.4.2.2) PGM A monomeer 9 0,408
shikimaadi
SKD  dehiidrogenaas (EC 1-2 SKD B monomeer 10 0,062
1.1.1.25)
superoksiidi SODC dimeer 10 0,045
SOD dismutaas (EC 3 SOD B dimeer 5 0,047
1.15.1.1) SOD A dimeer 10 0,072

4.2 Liikide ja sektsioonide statistiline eristumine isoensiiiimtunnuste alusel

4.2.1 Tukey HSD testi tulemused

Sektsioonide ja liikide vahelise erinevuse olemasolu tuvastamiseks lébi viidud Tukey test,
mis vOimaldab erinevalt ANOVAst korraga vorrelda paljusid riihmi, néitas, et peaaegu kdik
vorreldud taksonite paarid eristuvad {iksteisest esimeste nelja peakoordinaatvektori pohjal
statistiliselt oluliselt (p<0,05). Sektsioonide puhul on tulemused koondatud tabelitesse 4 ja 5,
statistiliselt olulise erinevuse olemasolu vdrreldavate riihmade vahel on téhistatud paksu kirjaga.
Esimese nelja peakoordinaatvektori pohjal paarikaupa analiilisides ei olnud kdigist voimalikest 131
sektsioonide kombinatsioonist omavahel statistiliselt oluliselt eristatavad vaid 20 paari:
Ammoglochin ja Distachya-clade; Distachya-clade ja Foetidae; Distachya-clade ja Ovales;
Distachya-clade ja Remotae; Ammoglochin ja Foetidae; Chordorrhizae ja Foetidae;
Chordorrhizae ja Physoglochin; Foetidae ja Physoglochin; Ovales ja Physoglochin; Aulocystis ja
Phacocystis; Aulocystis ja Porocystis; Chlorostachyae ja Phacocystis; Chlorostachyae ja
Porocystis; Chlorostachyae ja Spirostachyae; Chlorostachyae ja Thuringiaca; Paniceae ja
Racemosae; Paniceae ja Spirostachyae; Phacocystis ja Spirostachyae; Porocystis ja Thuringiaca;

Racemosae ja Spirostachyae.
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Tabel 4. Sektsioonide eristumine Tukey HSD testil esimese kahe peakoordinaatvektori pohjal. Paksus kirjas on toodud statistiliselt
olulised erinevused vordluspaari vahel.

= 5§ 2 s % £ & &8 2 ®» £ ¥ § g ® 8§ S 5 8 8 & B
pcc2c 2 £ £ £ g2 g & E 8 g g 8 2 § 8 ¥ £ T s & & ¢
S S E 3 8 £ g § & & &£ £ & 6 2 & a § & 8 2 E

o [0 ad o <

Vulpina 097 007 000 065 005 082 002 043 100 1,00 000 000 100 015 050 092 1,00 1,00 000 024 0,00
Vesicar 0,00 099 001 1,00 096 1,00 054 100 1,00 073 018 011 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,00 099 0,16
Thuring 0,00 0,00 0,77 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 064 00l 100 094 096 1,00 1,00 1,00 1,00 08 000 1,00 1,00
Sylvati 0,00 0,00 0,38 007 096 009 1,00 039 000 000 1,00 1,00 000 049 1,00 1,00 085 009 000 1,00 1,00
Spirost 0,00 0,00 026 1,00 100 100 084 100 098 028 056 036 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 099 000 100 055
Rhyncho 0,00 1,00 0,00 0,00 0,01 1,00 1,00 1,00 052 001 100 099 089 1,00 1,00 1,00 1,00 0,78 000 1,00 1,00
Remotae 0,00 0,00 0,00 000 000 0,00 083 100 099 047 057 036 100 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 000 1,00 0,57
Racemos 0,00 080 016 1,00 1,00 096 0,00 097 015 001 1,00 1,00 041 099 1,00 1,00 099 035 000 1,00 1,00
Porocys 0,00 0,00 0,99 100 1,00 000 0,00 0,94 092 016 092 072 1,00 1,00 100 1,00 1,00 097 000 1,00 093
Physogl 0,13 0,00 000 000 000 000 001 000 0,00 1,00 005 002 1,00 079 080 096 1,00 1,00 003 064 0,04
Phaesto 0,36 0,00 000 000 000 000 000 000 000 0,00 000 000 098 003 027 081 099 1,00 000 009 0,00
Phacocy 0,00 039 000 090 097 083 000 100 037 000 0,00 1,00 011 096 1,00 1,00 099 027 000 1,00 1,00
Panicca 0,00 097 000 077 089 100 000 1,00 028 000 000 1,00 007 081 1,00 1,00 091 015 000 1,00 1,00
Ovales 041 000 000 000 000 000 000 000 000 1,00 000 000 0,00 099 099 1,00 1,00 1,00 000 095 0,10
Heleogl 000 000 000 000 000 000 1,00 000 000 000 000 000 000 0,00 100 1,00 1,00 092 000 1,00 0,97
Foetida 0,00 0,00 0,00 000 000 000 1,00 000 000 043 000 000 000 001 1,00 1,00 1,00 088 000 1,00 1,00
Distach 0,00 000 000 000 000 000 1,00 000 000 078 000 000 000 013 1,00 1,00 1,00 096 000 1,00 1,00
Chordor 0,00 0,00 000 000 000 000 1,00 000 000 054 000 000 000 002 100 1,00 1,00 1,00 000 1,00 0,99
Chloros 0,00 001 1,00 099 098 002 000 08. 100 000 000 051 036 000 000 000 001 0,00 092 080 0,28
Ceratoc 0,00 1,00 000 000 000 1,00 000 033 000 000 000 00l 056 000 000 000 000 000 0,00 0,00 0,00
Aulocys 0,00 1,00 000 051 067 1,00 000 1,00 014 000 000 1,00 1,00 000 000 000 000 000 022 097 1,00

Ammoglo 0,00 0,00 0,00 000 000 000 0,76 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 100 0,77 099 093 0,04 0,00 0,00




Tabel 5. Sektsioonide eristumine Tukey HSD testil teise ja kolmanda peakoordinaatvektori pdhjal. Paksus kirjas on toodud statistiliselt
olulised erinevused vordluspaari vahel.
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Vulpina 000 1,00 000 1,00 000 000 100 100 100 013 1,00 100 100 000 1,00 031 100 045 096 0,60 1,00
Vesicar 0,00 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 008 000 000 000 000 0,00
Thuring 0,00 0,00 000 100 000 000 1,00 1,00 097 003 077 1,00 100 013 1,00 010 1,00 093 046 019 1,00
Sylvati 1,00 0,00 0,00 000 1,00 000 000 000 000 000 000 000 000 025 000 000 011 1,00 000 000 0,00
Spirost 0,00 1,00 000 0,01 000 000 1,00 1,00 1,00 010 09 1,00 1,00 002 100 018 1,00 077 081 038 1,00
Rhyncho 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 000 000 000 008 000 000 004 098 000 000 0,00
Remotae 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 001 000 034 014 008 000 000 000 036 1,00 000 000 000 1,00 0,00
Racemos 1,00 0,80 000 100 090 000 0,00 1,00 1,00 080 1,00 1,00 1,00 051 100 036 1,00 094 100 077 1,00
Porocys 0,00 0,00 1,00 000 000 097 000 0,00 100 049 100 1,00 100 001 1,00 032 1,00 067 099 068 1,00
Physogl 0,00 0,00 1,00 000 000 077 000 000 1,00 1,00 1,00 094 1,00 000 1,00 093 094 027 1,00 1,00 1,00
Phaesto 0,00 083 000 000 065 015 000 003 000 0,00 1,00 008 047 000 1,00 098 030 002 098 1,00 053
Phacocy 000 042 031 000 028 097 000 001 004 002 1,00 074 100 000 1,00 089 083 014 1,00 1,00 1,00
Panicca 0,80 0,83 000 1,00 0,93 000 000 1,00 000 000 001 0,00 1,00 074 099 008 1,00 099 057 019 1,00
Ovales 000 000 008 000 000 000 000 000 063 1,00 000 000 0,00 001 100 033 1,00 063 099 068 1,00
Heleogl 000 000 000 000 000 000 050 000 000 000 000 000 000 0,00 002 000 1,00 1,00 0,00 000 0,00
Foetida 000 000 046 000 000 010 001 000 092 1,00 000 000 000 1,00 0,00 091 098 042 1,00 1,00 1,00
Distach 0,00 000 000 000 000 000 1,00 000 000 001 000 000 000 007 1,00 026 011 001 074 1,00 0,37
Chordor 0,00 0,09 1,00 000 006 100 000 000 1,00 1,00 071 099 000 052 000 071 0,00 100 079 031 1,00
Chloros 0,00 012 1,00 000 009 1,00 000 000 100 1,00 068 098 000 097 000 098 001 1,00 010 002 056
Ceratoc 0,00 000 098 000 000 1,00 000 000 040 026 000 094 000 000 000 001 000 1,00 1,00 0,99 1,00
Aulocys 000 003 1,00 000 002 1,00 000 000 1,00 092 057 1,00 000 006 000 025 000 1,00 1,00 1,00 0,73

Ammoglo 0,00 0,00 0,00 000 000 000 007 0,00 000 0315 0,00 0,00 000 05 0,00 099 086 0,00 015 0,00 0,00




Liikide puhul esines sarnane tendents: enamus neist eristusid paariviisilistel vordlustel
statistiliselt oluliselt vahemalt {ihe peakoordinaatvektori suhtes neljast esimesest. Tabeli kujul

tulemusi siinkohal kdesoleva t66 mahupiirangut arvestades toodud ei ole.

4.2.2 Peakoordinaatanaliiiisi (PcoA) tulemused

Alamperekondade, sektsioonide ja liikide eristumise ning grupeerumise illustreerimiseks
geneetilise distantsi pohjal arvutatud esimese kahe PcoA telje graafikud on toodud joonistel 3-5%°.
Esimese-kolmanda ning teise-kolmanda telje graafikud mérkimisvéaarselt ei erinenud ning siin neid
seetdttu esitatud ei ole. Kuigi esimesed kolm telge seletavad varieeruvusest dra vaid 36,85%,
eristuvad Vignea ja coreCarex klaadid selgelt. Caricoid klaadi isendid paiknevad Vignea’st
eristamatult. Sektsioonide (ja liikide) isendid moodustavad kas selgelt piiritletud kompaktseid voi
hajusamaid gruppe, téielikku hiaatust {ildiselt ei esine, vaid grupid on servaaladel kattuvad, seda
eriti coreCarex’i liikide puhul. Silmatorkavaks erandiks on siin sektsioon Ceratocystis (C. viridula
ja C. flava), eriti Eestist korjatud C. viridula (tdhistatud helesinise ringiga joonisel 5). Esines ka
selgelt mitmeks grupiks klasterduvaid liike nagu C. cuprina (joonisel 5 tahistatud kahe rohelise

ovaaljoonega).

10'Siin ja edaspidi tdhistab kdigi PcoA graafikute puhul iiks punkt {ihte analiiiisitud isendit.
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Joonis 3. Peakoordinaatanaliiiisi graafik esimese kahe koordinaatvektori pdhjal. Erinevate vérvidega on tdhistatud analiitisitud isendite
n-0 alamperekonna taseme grupeerumine.
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Joonis 4. Peakoordinaatanaliiiisi graafik esimese kahe koordinaatvektori pohjal. Erinevate varvidega on tdhistatud analiiiisitud isendite

sektsiooniline kuuluvus.
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Peakoordinaatanaliiiis (PCoA) liikide tase
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Joonis 5. Peakoordinaatanaliiiisi graafik esimese kahe koordinaatvektori pohjal. Erinevate varvidega on tdhistatud analiiiisitud isendite
liigiline kuuluvus. Koik joonisel toodud liigid on perekonnast Carex. Ovaalidega on timbritsetud tekstis eraldi kasitletud grupid.
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Sektsiooni- ja liigisisese varieeruvuse erinevate mustrite illustreerimiseks on kasutatud
samuti PcoA graafikuid ning niideteks on alljargnevalt tutvustatud pohjustel valitud neist neli.

Graafikud on esitatud joonisel 6.

Esiteks pakkus huvi tooriihmas juba varasemalt uuritud sektsioon Ceratocystis, millest
kuulusid kéesolevasse analiiiisi liigid C. flava, C. hostiana ja C. viridula. Kolm liiki klasterduvad
tiksteisest selgelt eraldi, rohkemate isenditega liikide puhul on selgelt ndha ka liigisisene

varieeruvus. Kolm esimest peakoordinaattelge seletasid kumulatiivselt variceruvusest dra 84,29%.

Sektsioon Phaestoglochin valiti, kuna selle liikmete eristumine oli kdesoleva uuringu teistes
analiilisides ebaselge ning vajas tapsustamist. Nagu jooniselt 6 ndha, moodustab C. aggregata iihtse,
kuigi hajusa Klastri, ent liikide C. spicata ja C. divulsa isendid mitte, paiknedes graafikul ldbisegi.

Kolm esimest peakoordinaattelge seletasid kumulatiivselt varieeruvusest dra 78,92%.

Adrmiselt selge tulemuse andis nii kirjanduse kui kiiesoleva analiiiisi andmetel parafiileetiline
sektsioon Heleoglochin liikidega C. diandra ja C. paniculata, mis grupeerusid tiksteisest selgelt

eraldi. Kolm esimest peakoordinaattelge seletasid kumulatiivselt varieeruvusest dra 95,48%.

Neljandaks nditeks on sektsioon Spirostachyae, mille liikidest C. distans jaguneb oma
isoensiiiimtunnustelt kahte selge hiaatusega gruppi (joonisel 6 timbritsetud punaste ovaalidega). C.
punctata isendite vahel hiaatust ei ole. Kolm esimest peakoordinaattelge seletasid kumulatiivselt

varieeruvusest dra 86,39%.
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Joonis 6. Sektsioonide Ceratocystis (A), Phaestoglochin (B), Heleoglochin (C) ja
Spirostachyae (D) liikide eristumine PcoA graafikutel.
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4.2.3 Molekulaarse varieeruvuse jaotumine (AMOVA)

AMOVA analiiiisi tulemused on esitatud joonisel 7. Alamperekondade tasemel tulenes 77%
varieeruvusest alamperekondade sisesest ja vaid 23% nende vahelistest geneetilistest mustritest.
Sektsiooni tasemel moodustas sektsioonidesisene komponent 42% varieeruvusest, {ilejadnu tulenes

sektsioonide vahelisest mitmekesisusest. Liigi tasemel olid vastavad niitajad 33% ja 67%.

Molekulaarse varieeruvuse jaotuvus alamperekonna
tasemel
Alamperekondade
vaheline varieeruvus
Alamperekondade 23%
sisene varieeruvus
7%
A
Molekulaarse varieeruvuse jaotuvus sektsiooni tasemel
sisene vaheline
42% 58%
B
Molekulaarse varieeruvuse jaotuvus liigi tasemel
Liikide sisene
varieeruvus 33%
Liikide vaheline
varieeruvus 67%
C

Joonis 7. Molekulaarse varieeruvuse jaotus (A) alamperekondade siseseks ja viliseks, (B)
sektsioonide siseseks ja viliseks ning (C) liikide siseseks ja viliseks komponendiks.
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4.3 Liikide ja sektsioonide feneetiline ja kladistiline eristumine

Feneetilist ja kladistilist eristumist uuriti vastavalt UPGMA, NJ ja heuristilise otsingu
meetoditega. Analiiisid viidi 1dbi nii eelkirjeldatud isendi, liigi kui sektsiooni taseme
andmemaatriksiga, kuid kuna viimaste kahe tulemusel saadud puude topoloogia erines tunduvalt
isendite pohjal arvutatud puudest, milles oli puuduv info korrektselt arvesse voetud, siis neid
edasises analiiiisis ei kasutatud ja siin ei kédsitleta. Paljude liikide puhul jéi isendite omavaheline

paiknemine lahendamata ning esitati puudes poliitoomiana.

Samaks liigiks maératud isendid eristusid koigil analiiiisidel ja peaaegu koigil juhtudel
omaette klastrisse (erandiks sektsiooni Phaestoglochin liigid, mille hulgas leidus kdigi analiitiside
puhul poliitoomiat, ning iiks C. nigra isend, mis oli NJ puhul liigi iilejdanud isendeid ja C. acuta’t
tthendava haru sdsarriihmaks ning UPGMA puhul sdsaraks C. acuta’le). Kehtiva siisteemi jéargi
samasse sektsiooni kuuluvad liigid klasterdusid peale iiksikute erandite, mida on kirjeldatud
edaspidi, samuti kokku. SeetSttu on joonistel 8, 9 ja 10 esitatud ja analiiiisis viidatud puid, kus
algsed isendid on vastavateks sektsioonideks koondatud. Kui isendeid ja liike sel teel

tthemotteliselt tédhistada ei saanud, on sektsiooni erinevad osad tdhistatud rooma numbritega I, II
(ja ).

UPGMA analiiiis andis tulemuseks 793 muutussammu pikkuse puu niitajatega CI=0,1753;
RI=0,8281, mis on tervikuna dra toodud lisas 3, koondatud variant joonisel 8. CoreCarex
maédratlusega taksonid grupeeruvad selgelt eraldi, moodustades iihe, enamikke sektsioone hdlmava,
kuid mitmel tasemel poliitoomse jagunemisega klastri ja Chlorostachyae-Thuringiaca sosarklastri.
Vignea’s on eristatavad kolm trepja asetusega klastrit. Uks sektsioon, Heleoglochin, jaguneb
vastavalt liigile (I — C. diandra; Il — C. paniculata) kaheks grupiks. Caricoid klaadi kuuluv

Distachya paigutub muidu Vignea sektsioone ithendavale harule.

NJ analiitis andis tulemuseks 784 muutussammu pikkuse puu néitajatega CI=0,1773;
RI=0,8305, mis on tervikuna &ra toodud lisas 4, koondatud variant joonisel 9. Vignea sektsioonid
paigutuvad trepikujuliselt, tuvastatav on iliks suurem, nelja sektsiooni ithendav haru; sektsioon
Heleoglochin jaguneb taas kaheks. Vignea hulka kuuluv Chordorrhiza on sosarrithmaks tervele
coreCarex’ile, mille sektsioonid klasterduvad kokku. Kaks sektsiooni jagunevad mitmeks, vaid
tihte liiki sisaldavaks grupiks (Aulocystis | — C. fuliginosa, Il — C. sempervirens; Ceratocystis | —

C. hostiana, 1l — C. flava, Ill — C. viridula) ning klaadi sees esineb ka poliitoomiat.
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Heuristilises otsingus (kestus 02:13:35.8) tuvastati 132 parsimoonselt informatiivset ja 7
mitteinformatiivset tunnust. Isendi tasemel salvestati 5 vordselt lithikest puud muutussammude
arvuga 718 ning niitajatega CI=0,1936; RI=0,8478. Uks neist on tiielikult toodud lisas 5,
luhivariant joonisel 10. Vignea sektsioonid paigutuvad taas trepikujuliselt, ent moodustavad
heuristilisel otsingul kolm klaadi: Heleoglochinl+I11/Foetidae, viit sektsiooni ithendav tuumikklaad
ning Ammoglochin/Chordorrhizae. Viimane on ka kogu coreCarex’i sdsarrithmaks. CoreCarex’is

ei esine ei poliitoomiaid ega sektsioonide jagunemist.

Bootstrap analiiis (kestusega 25:35:13.0) andis tulemuseks dendrogrammi, kus kdigi
heuristilisel otsingul tuvastatud sektsioonide toetus oli vordlemisi kdrge (madalaim Heleoglochin
Il — 54%, korgeim Racemosae — 100%). Sektsioonide toetused on joonisel 10 toodud numbriliselt.

50% konsensuspuus jdid paljud harud lahendamata, seega seda t66s esitatud ei ole.
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Joonis 8. Automaatselt keskkoha jargi juuritud UPGMA puu (PAUP, pikkus 793; CI1=0,1753;
RI1=0,8281). Punane vérv tdhistab Caricoid klaadi, roheline coreCarex’it ja sinine alamperekonna
Vignea sektsioone. Rooma numbritega on tdhistatud sektsioonid, millesse kuuluvad isendid
koondatavad ei olnud.
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Heleoglochin I

—‘ Heleoglochin II

Joonis 9. Eelnevalt méddratud valisriihma jérgi juuritud NJ puu (PAUP, pikkus 784;
CI=0,1773; R1=0,8305). Punane virv tdhistab Caricoid klaadi, roheline coreCarex’it ja sinine
alamperekonna Vignea sektsioone. Rooma numbritega on tdhistatud sektsioonid, millesse
kuuluvad isendid moodustasid puus para- voi poliifiileetilisi rithmi ja seega liheks koondatavad ei
olnud.
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Joonis 10. Uks viiest vilisriihma jirgi juuritud heuristilise otsingu minimaalse pikkusega
kladogrammidest (PAUP, pikkus 718; CI=0,1936; R1=0,8478). Punane vérv tihistab Caricoid
klaadi, roheline coreCarex’it ja sinine alamperekonna Vignea sektsioone. Rooma numbritega on
tahistatud sektsioonid, millesse kuuluvad isendid tiheks koondatavad ei olnud. Numbrid néitavad
sektsioonide bootstrap-toetusi.
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5. Arutelu

5.1 Tunnustatud rithmade feneetiline eristumine

5.1.1 Liigisisene tase

C. flava kompleksi kuuluvat C viridula’t on erinevatel eesmirkidel palju uuritud. Uks
olulisematest metoodikatest on sealjuures olnud just isoensiiiimanaliiiis, mida on kasutatud nii liigi
geneetilise varieeruvuse hindamiseks, hiibriidide tuvastamiseks kui liigisiseste taksonite
(alamliigid, varieteedid) piiritlemiseks (Hedren, 2002). Kéesolevasse analiiiisi kaasati liigisisese
taseme varieeruvuse illustreerimiseks 26 C. viridula isendit, millest 21 périnesid samast
populatsioonist (vt joonis 5). Nii peakoordinaatanaliiiis kui puude topoloogia niitab liigi sees
varieeruvust, kusjuures Eesti populatsiooni isendid klasterduvad selgelt kokku, liigi mujalt périt
isendid eraldi. See viitab isoensiiiimanaliiiisi kitsaskohale: populatsioonigeneetiliste uuringute
jaoks ei pruugi see meetod sobida. Kuna enamus varieeruvusest tulenes populatsioonidevahelisest
komponendist, tuleks jérelikult liigi mitmekesisuse adekvaatseks hindamiseks kaasata analiiiisi
palju ning voimalikult suure geograafilise regiooni populatsioone, nagu on tehtud kéesolevas

analiiiisis, kus taimed parinevad véga erinevatest Euroopa osadest.

Paljude juhtudel jai isendite omavaheline paiknemine lahendamata ning esitati puudes
poliitoomiatena. Selle pohjus voib olla sama péritoluga ehk siis potentsiaalselt 1ahisugulasisendite
kaasatus analiiiisi (mone teise isendiga identsete tunnustega isendeid oli kokku 31) voi iildine
madal liigisisene varieeruvus isoensiliiimtunnustes, mis toetab hiipoteesi, et see analiiiis sobib

eelkoige liigist kdrgemate taksonite uurimiseks.

Osade liikide puhul (C. cuprina, C. distans) oli selgelt tuvastatav isendite kahte suuremasse
gruppi jagunemine. Isoensiiimtunnused toetavad seega C. distans’i puhul DNA-markerite pdhjal
eristatud kahe alamliigi C. distans subsp. oranensis ja subsp. distans eksisteerimist. C. cuprina
liigisiseste taksonite olemasolu hetkel ei tunnistata, kuigi teadlased on seda eri aegadel ka vilja
pakkunud (eMonocot Team Cyperaceae, 2015). Kuna sarnase varieeruvuse mustriga olid ka C.
cuprina’le ldhedase sektsiooni Phaestoglochin liigid, on pohjust arvata, et tegemist on mitte
liigisiseste taksonite eksistentsi, vaid mingi muu parameetri (epigeneetika, geograafilise paritolu

vm) I6hestava mdju voi valimi ebapiisava esindatusega.
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5.1.2 Liikide tase

Liigi tasemel moodustavad koik isendid koigis analiitisides (Tukey, PcoA, dendrogrammid)
eristuvaid ja korge toetuse voi statistilise olulisusega Kklastreid. Isendite sddrane tugev
klasterdumine on kooskolas varasemate uuringutega, mis on piiratud populatsioonide vai liikide
puhul isoensiiiime uurides tuvastanud vdga madala poliimorfsuse taseme (Micales ja Bonde, 1995;

Kull ja Oja, 2007).

C. aggregata oli ainus liik, mille isendid UPGMA ja NJ analiiiiside puhul teistest liikidest
taiesti eralduvat rithma ei moodustanud, vaid paigutusid sama sektsiooni teiste liikide isenditega
labisegi. Selle pohjuseks voib olla antud sektsiooni (Phaestoglochin) liikide evolutsiooniliselt
hiline lahknemine, mille tottu need ei ole hetkel iiksteisest selgelt eristatavad. Teiseks pohjenduseks
voiks olla eraldi paigutunud isendite hiibriidne staatus, mis Jermy et al. (2007) andmetel selles

sektsioonis esineb, kuid eriti sage ei ole.

Huvitava pildi andis ka iiks C. nigra isend, mis paigutus klasteranaliiiisides teistele sama liigi
isenditele ning C. acuta’le sosarrithmaks. PGhjenduseks voib siin olla sektsioonis Phacocystis sage
hiibridiseerumisnéhtus ning sarnasusest lahtudes voiks selle isendi néol tegu olla C. nigra ning C.

acuta hiibriidi ehk C. x elytroides’ga (Jermy et al., 2007).

Liigi tasemel tuvastatud privaatsed alleelid (33 tk) vodimaldavad antud uuringutes
sisalduvatest 32 liigist eksimatult eristada 19 ehk iile 50%. Tuleb aga arvestada, et liksteisega viga
lahedasi sugulasliike oli analiiiisis kiillaltki vdhe, mistdttu mahukama valimiga uuringus samale
tulemusele jouda ei pruugita. Samas, sugulasliikide C. flava, C. hostiana ning C. viridula puhul
kahes viimases ning ka samasse sektsiooni kuuluvate C. acuta ja C. nigra puhul tuvastati
privaatsete alleelide olemasolu, mis pigem viitab sellele, et piisava arvu ensiilimlookuste uurimisel
eksisteerivad ja on eristatavad privaatsed alleelid ka fiilogeneetiliselt ldhedaste liikide puhul.
Liigipaari C. arenaria ja C. pseudobrizoides ning kolmiku C. aggregata, C. divulsa ja C. spicata
néol on privaatsete alleelide mitteleidmine oodatav, kuna tegu on fiilogeneetiliselt vdga ldhedaste

litkidega, mida kinnitas ka kéesolev t60.

5.1.3 Sektsioonide tase

Koguvarieeruvusest veidi alla poole parines sektsioonide seest, lilejadnu eri sektsioonide

vahelistest erinevustest, mis annab alust pidada isoensiilimanaliiiisi sektsioonide eristamiseks
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sobivaks meetodiks. Tdepoolest, Tukey test ei tuvastanud vdimalikest 131 sektsioonide paarist
statistiliselt olulist erinevust vaid 20 juhul (15%), millest 9 paari olid Vignea vaéi Caricoid klaadide
sektsioonid ning 11 kuulusid coreCarex’i klaadi. Esines ka paare, mille erinevuse statistiline toetus
jai vaid veidi alla kriitilise piiri, nagu néiteks Chlorostachyae ja Spirostachyae. Mitmetel juhtudel
(eriti Distachya, Chlorostachyae ja Chordorrhizae puhul) voib eeldada, et tuvastatud madal
eristusvoime vois tuleneda analiiiisi kaasatud vdikesest arvust isenditest. Kui neid kolme sektsiooni
sisaldavad 10 paari arvestamata jdtta, jadvad statistiliselt olulisel tasemel eristamatuteks vaid 10
paari (3 Vignea’st, 7 coreCarex’ist), mille pohjuseks voib olla néiteks grupi kiire evolutsiooniline

diversifikatsioon.

Klasteranaliiiisides grupeerusid iihe sektsiooni liigid kokku peaaegu kdigil juhtudel vilja
arvatud C. fuliginosa ja C. sempervirens ning C. viridula + C. hostiana ja C. flava (NJ puhul) ning
C. diandra ja C. paniculata (niit UPGMA kui NJ puhul). Hetkeks kladistikasse poigates voib viita,
et sektsiooni Heleoglochin puhul on selle lahknemise pdhjuseks korduvates analiiiisides tuvastatud,
ent seni tildtunnustatud siisteemis parandamata parafiileetilisus (Waterway et al., 2009). Teiste
tuvastatud anomaaliate pohjuseks vOib olla vale liigimddrang vOi ensliimogrammide
interpreteerimine, kuid tdendolisem tundub seletus, et tegu voib olla hiibridiseerinud liigi voi
lilkidega, kuna analiitisitud taimmaterjali kasvatamiseks kasutatud seemned périnevad
botaanikaaedadest, kus taimed kasvavad koos paljude teiste liikide esindajatega. Sektsiooni
Aulocystis puhul on tunnuste suurt varieeruvust ning liikide mitmeks grupiks jaotuvmist tuvastatud

ka teiste meetoditega (Lipnerova et al., 2013), mis voib samuti viidata selle parafiileetilisele olekule.

Keskmine sektsioonides (ja ka liikides) leitud alleelide arv varieerus suurel méaaral (vt joonis
2), korgeim oli see sektsioonides Ceratocystis, Phacocystis ja Heleoglochin, pohjused selleks on
nende kolme puhul aga erinevad. Heleoglochin’is seletab ndhtust juba eelpool Kkisitletud
parafiileetilisusest tulenev varieeruvus. Sektsioonis Ceratocystis leitud korge varieeruvuse (ja ka
privaatsete alleelide rohkuse, vt joonis 2) pohjus voib osaliselt tuleneda statistilisest veast. Nimelt
oli selles sektsioonis uuritud isendite hulk teistega vorreldes tunduvalt kdrgem. On loogiline
oletada, et juhusliku suurema valimi korral leitakse suurem varieeruvus, kui juhusliku véikse valimi
puhul (Tyler, 2003). Autor arvestab, et edasistes toodes tuleks sellised néitajad uuritud isendite
arvu kohaselt standardiseerida. Sektsiooni Phacocystis sisene suur varieeruvus tuleneb peamiselt

lilgi C. nigra isendite suurest erinevusest. Seda liiki on erinevates kisitlustes ka mitut moodi
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alamliikideks jaotatud, mis tuvastatud suurt varieeruvust seletada voib. Kindlaid jireldusi selle
kohta ei saa tuua, kuna nagu eespool selgitatud, ei ole isoensiiiimanaliiiis liigisiseste taksonite

eristamise parim meetod ning sellest tulenevalt alamliike kdesolevas analiiiisis eraldi ei késitlenud.

Privaatseid alleele oli sektsiooni tasemel 36 ja need vdimaldasid omavahel eristada 17
sektsiooni ehk 77% uuritud sektsioonidest. Siin, nagu ka liigi puhul tuleb &ra méarkida, et suurema
hulga ja/vdi pdhjalikumalt esindatud sektsioonide kaasamine analiilisi vOib eristatavate
sektsioonide osakaalu nii tosta kui langetada. Eristatavus voib tousta, kuna analiilisis tuvastatavate
alleelide koguarv touseb ja seega tduseb ka tdendosus, et moned neist lisaalleelidest on mingile
kindlale rithmale unikaalsed. Samas vdib eristatavus hoopis langeda, kuna valimi esinduslikumaks

muutmisel on tdendoline, et leitakse rithmi, millel esinevad samad alleelikombinatsioonid.

5.1.4 Alamperekondade (klaadide) tase

PcoA ning UPGMA néitasid alamperekondade jaotuses identset pilti: Vignea ning coreCarex
on lksteisest selgelt eristunud, mis on kooskdlas teiste kaasaegsete uuringutega. Madalad
seletuvusprotsendid PcoA analiiiisidel (kolme esimese telje kumulatiivne seletusvéime jdi alla
40%) néitlikustavad aga isoensiilimanaliiiisi lookuste soltumatust — 16 kasutatud lookust néitasid
igaliks niivord unikaalset varieeruvuse mustrit, et neid iihtsete koordinaatide alla koondada oli

keeruline.

Caricoid Kklaadi isendid klasterduvad Vignea’ga kokku. Kuna need klasteranaliiiisid
vordlevad vaid tunnuste sarnasust (ega tuvasta fiillogeneesi), tuleb jareldada, et Caricoid ja Vignea
klaadid on iiksteisest isoensiiimtunnuste alusel eristamatud. Sellesse tulemusse tuleb suhtuda aga
kriitiliselt, kuna tegu voib siin olla nii isendite alaesindatusest tuleneva néilise sarnasuse kui véira
liigimadranguga. Caricoid ja Vignea klaade feneetiliselt kasitlevaid isoensiilimandmetel
pOhinevaid varasemaid analiilise vOrdlemiseks autoril leida ei Onnestunud, kuid l&htudes
pOhimottest, et fiilogeneetiline siisteem, mida on nende kahe puhul uuritud (kuigi mitte
isoensiilimidega), peegeldub ka rithmade sarnasuses, peaks Caricoid ning Vignea siiski iiksteisest

eralduma.

Kogu tuvastatud varieeruvusest seletas alamperekondade sisene komponent dra enamuse
(77%), jattes nende iiksteisest eristamiseks vaid kiillaltki viikese osa. Samas voib selline jaotus

suuresti olla tingitud juba eespool kasitletud Vignea-Caricoid problemaatikast.
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5.2 Perekonna Carex fiilogenees

5.2.1 Hinnang heuristilisele otsingule

Alamperekondade tasemel jdlgis heuristilise otsingu tulemus iildjoontes feneetikaosas juba
kirjeldatud mustreid: coreCarex moodustas monofiileetilise rithma, Vignea paiknes sellest
basaalsemalt, kusjuures tuvastatavad olid mitmed suuremad klaadid. Caricoid klaadi paigutus jaib
siinkohal lahtiseks, kuna kirjandusel pohinedes kasutati seda vaikimisi vélisrithmana, mis aga
Caricoid'i tegelikku paigutust hinnata ei véimaldanud. On tdendoline, et fiillogeneetiliselt kaugema
taksoni kasutamine korrektse vilisrithmana oleks analiiiisi tdpsustanud. Hetkel analiiiis taksoneid
kdige uuemale kirjandusele vastavaks kolmeks suureks (iiksteist mittehdlmavaks) klaadiks ei
jaotanud. Kuna see siisteem pohineb aga DNA-meetoditel saadud tulemustel, on siinkohal
voimalus, et isoensiilimide ning teistes uurimustes kasutatud markerite evolutsiooni kulg on olnud

erinev.

Koigi kédesoleval andmestikul saadud puude piisivusindeks CI oli suhteliselt madal, mis
viitab iildiselt kdrgele homoplaasiale ja tunnuste muutumise sagedusele. See toetab arvamust, et
isoensiitimid on neutraalsed markerid ning et koik séilinud elektroforeetilised variandid on vordselt
kohased, kuna kladistilisel analiiiisil ei ole muutuste osas tuvastatav iikski eelistatud suund. Siiski
peab arvestama, et CI viirtus langeb, kui taksonite ja tunnuste arv (kdesolevas analiiiisis vastavalt

256 ja 139) touseb, seega vdib tuvastatud madal CI véirtus olla eksitav.

95% statistilise olulisuse saavutamiseks peaks bootstrap-analiiiisi vastavad toetused jadma
88 ja 100 vahele (Waterway et al., 2009). Kéesolevas analiilisis jdid heuristilise analiiiisi
sektsioonide toetused suuremalt jaolt sellesse vahemikku, millega on iihe sektsiooni liikide
(erandiks Heleoglochin) monofiileetilisus hdsti pohjendatud. Sektsioonide omavahelise paigutuse
pOhjuseks voivad olla nii moned iiksikud taksonid (liigid), mis liiguvad korduste kédigus puus
piisavalt, et ka muidu hasti eristuvate klaadide toetusi madalana ndidata (rogue taxa) (Hinchliff ja

Roalson, 2013), korge homoplaasia tase fiilogeneetilises puus kui ka véike valim.

5.2.2 Rohuasetused alamperekonnas Vignea

Sektsiooni Heleoglochin kuuluvad C. diandra ja C. paniculata asetusid koigis analiiiisides
koigi parameetrite puhul {iksteisest eraldi, mis on tugevaks tdendiks sektsiooni poliifiileetilisusest.
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See on kooskdlas Waterway et al. (2009) DNA-markereid kasutades saadud tulemustega. Seetottu

tuleks sektsiooni kdsitlust monofiileetilisusel pdhineva siisteemi loomiseks muuta.

Isendipuud (lisa 5) vaadates eristub oma isendeid toetavate harude pikkuselt ehk
muutussammude arvult teistest liikidest selgelt C. nigra. Selline topoloogia voib viidata nii
pikaajalisele muutuste kuhjumisele kui vdga kiiretele mitmekordsetele mutatsioonidele.
Kinrjanduse andmetel on sektsioon Phacocystis hilise eristumisega ning hetkel aktiivselt
mitmekesistumas (Escudero et al., 2012b). Liiki on seetottu jagatud ka alamliikideks ja

varieteetideks.

5.2.3 Huvipunktid CoreCarex’i klaadis

Hetkel morfoloogial pohinevates siisteemides (Kiikenthal, 1909; Jegorova, 1999) eraldi
sektsioonidesse kuuluvate C. sylvatica ja C. pendula puhul on DNA-markerite alusel tuvastatud
sugulus, mistottu on tehtud ettepanekuid need kaks (nomenklatuurse primaarsusprintsiibi alusel)
liita sektsiooniks Rhynchocystis (Waterway ja Starr, 2007; Waterway et al., 2009).
Isoensiitimanaliitisis olid need liigid sama haru poolt toetatud kiill feneetika pdhjal, aga
fillogeneetilises otsingus iihte klaadi ei moodustanud. Seega toetavad kdesoleva t66 tulemused siin
kahe erineva sektsiooni sdilitamist, seda enam, et viidatud t66des kasutatud andmestikus sisaldus
nende kahe potentsiaalseid sugulasliike vihem, kui kéesolevas, mis lihtsustab niilise

monofiileetilise klaadi teket.

Huvi pakkus ka sektsiooni Ceratocystis liikide paiknemine. Kirjanduse andmetel on C.
viridula ning C. flava iiksteisega ldhedalt suguluses ning kuuluvad koos mdne teise liigiga flava
kompleksi (Hedren, 2002). Kéiesolevas analiiiisis osutus C. flava aga C. viridula’t ja C. hostiana’t
tihendava klaadi sdsarriihmaks. Kuna sektsioonis on teada véga sage liikidevaheline ristumine
(Jegorova, 1999), voib see tulemus olla pdhjustatud kas ajaloolisest vdi ka ldhiaja

hiibridisatsioonist (ja/v3i introgressioonist).

Sektsioone Ceratocystis ja Spirostachyae on kirjanduse andmetel nii morfoloogilistel
tunnustel kui hiibridiseerumisvdime tottu 1dhisugulasteks peetud ning tehtud ka ettepanekuid nende
liitmiseks (Hedren, 2002; Jermy et al., 2007). Isoensiilimtunnuste alusel seda toetada ei saa, kuna
sektsioonid paigutuvad puus selgelt eraldi. Ceratocystis’e sosarklaadiks osutus hoopis Vesicariae

ning Spirostachya’le sektsioon Aulocystis.
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5.3 Too kiigus tekkinud tihelepanekud

Isoensiitimid véimaldavad tuvastada ja vorrelda isendite homo- voi heterostigootsust uuritud
ensiiiimilookuste osas. Analiilisist selgus, et tarnaperekonnas on erinevate lookuste siigootsuse aste
viga varieeruv: Ho=0,004 (MDH B) kuni Ho=0,408 (PGM A). Kuna tegu ei olnud stohhastilise
valimiga populatsioonidest, ¢i saa siinkohal teha jareldusi liikide inbriidingu, efektiivse alleelide
arvu vm kohta, kiill aga saab nentida, et homo- ja heterosiigootsuse tase soltub oluliselt uuritavast
lookusest ning teiste allikate (Hedren, 2002; Kull ja Oja, 2010; Talve et al., 2012) andmetel ka

konkreetsest taimerithmast. Seda tuleks arvestada ka populatsioonigeneetiliste uuringute puhul.

Kuigi 1dbi tootatud suuremahulistest fiilogeneetilistest artiklitest ei dnnestunud tuvastada
tihtegi, mille tulemused oleksid isoensiiiimmeetodil saadutega identsed, oli osaline kooskola
monega neist (Lipnerova et al., 2013) ilmne. Mitteiihtiv osa v3ib tuleneda valimite suuruste voi
esindavuse kiisimustest voi kasutatud markerite erinevast fiilogeneesi kdigust. Seega tuleks rdhuda

erinevate markersiisteemide thendamisele.

5.4 Vordlus DNA meetoditega ning hinnang isoensiiiimanaliiiisile

Isoensiitimanaliiiisi kui juba iile poole sajandi edukalt kasutatud ja seega pohjalikult vélja
tootatud metoodika hindamiseks on seda jargnevalt vorreldud méarksa uuemate DNA-meetoditega.
DNA-meetoditelt oodati kasutuselevotu algusaastatel koigi siistemaatikat puudutavate
probleemide kiiret lahendamist. Ténaseks ilmnenud DNA-markerite puuduste tdttu on aga nii
mdnedki uurijad taas vihemalt pilootuuringute puhul isoensiiimide poole podrdumas (Goemoery

et al., 2013; Glasenapp et al., 2014).

Tihti tuuakse DNA-meetodite eeliseks kasutatavate neutraalsete tunnuste rohkus (iga
aluspaar on pdhimdtteliselt analiiiisis késitletav soltumatu tunnusena). Toos kirjeldatud
isoensiiimtunnustel pohineva analiiiisi  heuristilises otsingus tuvastati 132 parsimoonselt
informatiivset tunnust (ehk ligi 95% andmemaatriksis sisaldunutest). Sama niitaja jadb DNA-
pOhistes analiitisides 40% ringi (Starr et al., 2004; Starr et al., 2008), mistottu tunnuste kogus
iseenesest analiiiisi voimekust ei niita. Lisaks voimaldab ensiilimanaliiiis alati heterosiigootsete

isendite identifitseerimist, mis ei ole tosi kdigi DNA-markerite puhul (Mondini et al., 2009).

Kuigi isoensiiimide pdhjal koostatud andmetabelites oli iisna korge protsent puuduliku

infoga isendeid voi lookuseid, suudavad kasutatud programmid 6ige mérgistuse korral (Swofford,
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2003) seda arvestada ning analiiiisi tulemused ega puude topoloogia sellest oluliselt ei muutu.
Kaéesoleva analiiiisi pohjalikkust illustreerib fakt, et uuritud ensiitimide puhul dnnestus tuvastada
98% kirjanduse andmetel eraldatavatest lookustest (iilevaade on toodud tabelis 3, varieeruvusega
ensiitimide nagu ADH, EST ja SKD puhul on saadud tulemust vorreldud kirjanduse andmetel
keskmise hinnanguga). Ainsaks erandiks oli ensiiim PGD, kus ilmus vaid iiks lookus kahest
potentsiaalsest. Samuti olid tuvastatavad mitmed mingile kindlale rithmale ainuomased privaatsed

ensiiimialleelid, mis neid rithmi {iheselt eristada voimaldasid.

Kuna taimse materjali kogumisest isoensiilimianaliiiisi visualiseeritud tulemuse nigemiseni
on voimalik jouda tihe toopaevaga (Micales ja Bonde, 1995; Lee et al., 2002), on selge, et ajakulu
on sellel meetodil enamiku DNA-meetoditega vorreldes palju vdiksem. Isoensiilimanaliiiis on 1abi
viidav sisuliselt igas bioloogialaboris, ei vaja spetsiifilist kallist aparatuuri ning vajalike
kemikaalide hind ei ole korge, mistottu on isoensiiiimanaliiiisi kulu madal ja seega on tegemist
sobiva meetodiga vaiksematele ja piiratud ressurssidega toorithmadele. Lisaks ei vaja see, erinevalt
mitmetest DNA-meetoditest, mingit eelteadmist uuritava liigi genoomist (Glasenapp et al., 2014)

ja on seega intuitiivselt sobilik vdaheuuritud taimerithmade puhul kasutamiseks.

Peamiseks isoensiiimmeetodi piiranguks on vajadus vérske, soovitatavalt iihisaia
tingimustes kasvanud taimmaterjali jarele, kuna sel juhul on ensiitimid aktiivsed ja alleelsed
variandid eraldatavad ning omavahel kdige paremini vorreldavad. Vananenud taimmaterjali korral
vOib ensiimogrammide selgus ja seega interpreteeritavus kannatada, mittehomogeensetest
tingimustest pdrit proovide puhul tuleb arvestada, et osade keskkonnast sdltuvate ensiitimide
aktiivsus voib olla muutunud (Wendel ja Weeden, 1989a), mis voib viia tulemuste véddra
kodeerimiseni. Esimesel juhul v3ib suure puuduva info osakaaluga analiiiis anda valenegatiivse
tulemuse — taksonid, mis tegelikult eristuvad, jaddvad méarkimata. Teisel juhul on tdenéoline pigem
valepositiivse vea esinemine — sama taksoni esindajad tunduvad ensiimogrammil eristuvat, Kuigi

nad seda reaalsuses ei tee.

Esineb ka probleeme, mis on isoensiiiimanaliiiisil ning DNA-meetodite puhul tihised: algse
materjali liigiméératluse kaheldavus (kuna seda toimetatakse sageli morfoloogilistest tunnustest
lahtudes (Tyler, 2003)), ajakulu metoodika rakendamiseks piisava vilumuse omandamiseks ning

vajadus meetod konkreetsele taimeriihmale sobivaks kohandada (isoensiiiimanaliiiisi puhul

47



geelelektroforeesi lahuste siisteemi, DNA-markerite puhul praimerite vm vélja todtamine ja

optimeerimine).

Uurimuse kaigus ilmnes, et identse alginfo baasil genereeritavate puude topoloogia sdltub
ensiilimmarkerite kasutamisel olulisel maéral kasutavast programmist, parameetritest, puuduva
info késitlusest, l0ppanaliiiisis kasutatavate isendite valikust jne. Kuna samadele tulemustele on
joutud ka DNA-markerite kasutamisel, ei saa seda kasutada pdhjendusena viimaste eelistamiseks
isoensiilimanaliilisi ees. Néiteks nentisid viimaste aastate kdige mahukama tarnade siistemaatikat
kasitleva t66 autorid Waterway et al. (2009), et analiiiisiks valiti 400 liigist vdlja 140, mis nende
eclneva siistemaatilise jaotuse eeldusega kokku sobisid; Starr et al. (2008) esitasid aga iihe artikli
raames kolm erineva topoloogiaga erinevate molekulaarsete markerite pohjal tehtud
fiillogeneesipuud ja seda mitte spetsiifilisel liigi voi sektsiooni tasemel, vaid kodige robustsemal

klaadide tasemel.

Lisaks, nagu Conte et al. (2008) ja Lee et al. (2002) néitavad, ei erine isoensiitimanaliiiisi
ning DNA pohjal 14dbi viidud populatsiooni geneetilise struktuuri ning mitmekesisuse uuringu
tulemused markimisvéadrselt. Kdesolevas t66s ilmnenud alleelse varieeruvuse korgest tasemest
lahtudes voiks sarnast tulemust ennustada ka pohjalikele sektsiooniiilestele siistemaatilistele
uuringutele tarnaperekonnas. Sellele viitele empiirilise toetuse leidmiseks tuleks sama algmaterjali
pdhjal 1dbi viia ka DNA-markeritel baseeruv analiiiis. See ei olnud magistritoé raames voimalik

ning seetdttu jadvad eraldatud DNA-proovid edasisi uuringuid ootama.

Eelnevat kokku vottes voib viita, et feneetiliseks siistemaatikaks on isoensiiiimid DNA-
meetoditega vorreldaval tasemel voi oma viikse ressursikulu tottu isegi eelistatud. Et sama saaks
véita tarnasektsioonide kladistilise paigutamise kohta, oleks vaja jatkata uuringuid nii keeruliste
liigikompleksidega kui kdrgematel hierarhilistel tasemetel, ning vdimalik, et tdsta valimi suurust
ja esindavust. Sealjuures tuleks perekonnas esinevat korget hiibridiseerumise taset arvestades

eelistama markerite valikust hoolimata fiilogeneetiliste vorkude metoodikat (Gehrke et al., 2010).
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6. Kokkuvote

Nagu Hinchliff ja Roalson (2013) veenvalt niitasid, sobivad erinevad molekulaarsed
markerid vdga erineva hierarhilise taseme siistemaatilisteks uuringuteks. Isoensiiimidega on
tarnade puhul peamiselt uuritud sektsioonisisese taseme varieeruvust ning liikide sugulust.
Kéesolev magistrito6 on esimene, mis kasutab isoensiitimanaliiiisi perekonna Carex korgemal
tasemel, piilides eristada nii liike, sektsioone kui kdrgema taseme klaade, millest osad vastavad
alamperekonnale. T66 peamiseks eesmargiks oli isoenstitimtunnuste alusel uurida taksonoomiliselt
keerulise perekonna sektsioonideks jagunemist ja vorrelda seda traditsioonilise morfotiipoloogilise
ning uuemate DNA-markeritel pohinevate klassifikatsioonidega. Seega tdidavad tulemused liinga
erinevatel meetoditel tarnade kohta saadud informatsioonimaatriksis ning neid saab potentsiaalselt

kasutada suuremahuliste metaanaliiiiside 1dbiviimiseks.

Analiitisiti 32 liiki kuuluvate 252 isendi 16 erinevat isoensiiiimlookust (139 erinevat alleeli)
nii statistiliste (Tukey HSD), feneetiliste (UPGMA, NJ) kui ka kladistiliste (heuristiline
sadstuprintsiibi otsing) meetoditega ning tuvastati selged varieeruvuse mustrid, mis mone rithma
puhul, nt alamperekonna ja liigi tasemel, ldhevad kirjanduse andmetega hésti kokku.
Sektsioonideks jaotumise muster on erinevate uuringute andmetel kasutatud tunnustest soltuvalt
niivord varieeruv (vt nt viited jooniselt 1 ja (Jegorova (1999))), et iiksiihest kokkulangevust iihegi
varasema tulemusega ei tuvastatud, osalist kooskdla aga ilmnes paljudega. Vastuolulised
momendid sektsioonide tasemel illustreerivad tarnade fiilogeneesi ning taksonoomia keerukust ja

vajavad edaspidistes toddes tdiendavat uurimist ja selgitamist.

Kéesolev analiilis ning arutelu nditavad, et isoensiitimanaliiiis ei ole DNA-meetodite korval
oma olulisust endiselt minetanud. Olles piisavalt tipne ning majanduslikult soodne meetod, sobib
see liikide ning sektsioonide tuvastamiseks vahemalt tarnaperekonnas, uuritud kirjanduse kohaselt
ka teiste taimerithmade puhul. Lahtiseks jadb veel kiisimus meetodi sobilikkusest sektsioonist
korgemal tasemel fiilogeneetilise siisteemi loomisel, mille selgitamiseks oleks otstarbekas viia

sama materjali pohjal 1dbi ka moni DNA-tunnustel pdhinev, niiteks mikrosatelliit-analiiiis.

Perekonna Carex siistemaatikat késitlevate ja omavahel kohati vastuoluliste hiipoteeside
rohkusest tingitult tuleb tarnade, nagu ka kogu muu eluslooduse siistemaatikat, uurida erinevate
kittesaadavate meetodite ja markeritega, sealhulgas isoensiilimide abil, ning pdhjapanevaid

jareldusi ja tildistusi teha vaid neid koiki koondava metaanaliiiisi tulemuste pohjal.
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THE DISTINGUISHABILITY OF THE SPECIES OF GENUS CAREX INTO
TAXONOMIC SECTIONS USING ISOENZYME MARKERS

Hedi Pedajas

/. Summary

As it has been convincingly shown, when it comes to the systematics of different hierarchical
levels, best results are often obtained by using different molecular markers. Thus far isoenzymes
have been used to test the genetic variability and phylogeny of the species belonging to the genus
Carex only on the inter-section level. The present thesis is the first work to use isoenzyme analysis
on a higher hierarchical level. It looks into distinguishing both species and taxonomic sections as
well as higher clades (some of which have been annotated the subgenus rank). The main aim of the
thesis is to use enzyme markers to research the division of the taxonomically complex genus into
sections and compare the results with those of the classical morphotypological methods and newer
DNA-based systems. The results will therefore fill the gap in the information matrix about Carex

and can potentially be used in large-scale meta-analysis.

252 specimens belonging to 32 species were analysed for 16 different isoenzyme loci (139
alleles) using statistical (Tukey HSD), fenetic (UPGMA, NJ) and phylogenetic (heuristic search
with the maximum parsimony criterion) methods. Clear variation patterns were discovered which
for some levels (e.g. species and subgenus level) were highly compatible with prior results
described in various studies. Sections delimitations in the genus have been highly variable
throughout research (references given in text). Our results add to the growing list of possible
hypothetical systems as a full congruence with none of the systems proposed by other authors could
be found. However, partial compatibility with much of earlier research was found. The
controversies illustrate the complexity of the phylogeny of sedges and indicate the need for further

research and clarification.

The analysis and discussion clearly show that the isoenzyme analysis has not lost its
usefulness when compared to the newer DNA-based methods. Being relatively cheap, fast and
giving results largely congruent to those obtained via newer methods, the methodology is, in our
opinion, suitable for distinguishing species and sections in the genus Carex. Based on the newer
results from other researchers, isoenzyme analysis yields similar results also in other plant groups.
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The question concerning the usage of isoenzyme analysis to construct higher level phylogenetic
hypothesis in Carex cannot be satisfactorily answered based on this thesis alone. Therefore further
research using DNA-markers (e.g. microsatellites) is needed, preferably using the same source

material used for the present study.

The plethora of incongruent hypothesis concerning the systematics and phylogeny of the
genus Carex is an indicative reminder that sedges as well as all living nature should be investigated
using every and all available methods and markers including isoenzymes. All generalizations,
including those concerning the systematics of a group, therefore, should be made only by
conducting precise meta-analysis on all of the obtained data.
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8. Tanuavaldused

Suur tdnu igakiilgsete nduannete, olalepatsutuste ja lakkamatu motiveerimise eest austatud

juhendaja Tatjana Ojale. Tanusoovid ka kannatlikele 1dhedastele ja alati abivalmis toorithmale.
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10. Lisad

Lisa 1 —- PAUP* Kkisufaili naidis

#nexus [paup isendi kaupa]

log file=ISENDpaup;

begin taxa;

dimensions ntax=256;

taxlabels [isendite nimed on eemaldatud] ;
endblock;

begin characters;
dimensions nchar=139;

charlabels [lookuste nimed on eemaldatud] ;
matrix [andmemaatriks on eemaldatud] ;
endblock;

showmatrix;

outgroup pulicar181 pulicar183/only;

begin paup;

set autoclose=yes;
set criterion=parsimony;
set increase=auto;
set root=outgroup;
set outroot=monophyl;
set storebrlens=yes;
nj breakties=random brlens=yes;
roottrees;
describetrees /plot=both;
savetrees file=NJrISENDpuu.tre brlens=yes replace=yes;
upgma breakties=random brlens=yes;
describetrees /plot=both;
savetrees file=UPGMATrISENDpuu.tre brlens=yes replace=yes;
hsearch /rstatus=yes addseq=random nreps=1000 steepest=yes multrees=no;
roottrees;
describetrees /plot=both;
savetrees file=Heur|SENDpuu.tre brlens=yes replace=yes;
cont/majrule file=H100and50consISEND.tre replace=yes;
bootstrap nreps=100 conlevel=50 brlens=yes treefile=B50ISENDtrees.tre replace=yes
search=heuristic/addseq=random nreps=100 steepest=yes multrees=no;
roottrees;
describetrees /plot=Dboth;
savetrees from=1 to=1 file=Boot50ISEND.tre root=yes brlens=yes savebootp=nodelabels
maxdecimals=0 replace=yes;
end;
[programmi vaikevalikulised ja seega kdsufailis mittekajastuvad parameetrid olid:
opt=acctran start=stepwise hold=1 swap=TBR usenonmin=no keep=0]
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