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1. Sissejuhatus

Labi ajaloo on inimesed proovinud leida seadusparasid maailmast, mis neid
Umbritseb. Selline teadmisjanu on olnud alguseks mitmetele tanapaeval tuntud
teadusharudele nagu naiteks slstemaatika. Sustematiseerimise Uheks alustajaks
vOiks pidada Aristotelest, kes oma toonaste teadmistega jagas loomariigi verega ja
vereta loomadeks. Peale Aristotelest on sustemaatika vastu huvi tundnud ka teised
teadlased nagu naiteks botaanik Clusius, kes jaotas 1698. aastal seeneriigi kunstliku
susteemi alusel sbddavateks ja murgisteks seenteks (Parmasto 1996). Sellises
susteemis ei arvestatud organismi omaste tunnustega, vaid lahtuti nende mdjust

inimesele.

Maaramise ehk identifitseerimise abil paigutatakse isend taksonoomilisse susteemi.
Paljale silmale nahtamatute organismide maaramine ja kirjeldamine muutus
vAimalikuks tanu mikroskoobi leiutamisele. Tanapaevaks on muutunud
kattesaadavaks molekulaarbioloogilised meetodid, mis pakuvad suuremaid véimalusi

mikroskoopiliste organismide maaramiseks.

Arbuskulaarne mukoriisa on simbioos hdimkonda krohmseened (Glomeromycota)
kuuluvate seente ja taimejuurte vahel (Parniske 2008). Krohmseened on
mikroorganismid. Arbuskulaarset mukoriisat moodustavate seente Uheks
iseloomuliikuks ehituslikuks komponendiks on juuresisene pddsakujuliste struktuuride
ehk arbuskulite moodustumine (Smith & Read 2008). Nende kaudu toimub
kahesuunaline ainete transport, kus toitained (pdhiliselt fosfor ja lammastik)
transporditakse taimerakku ja susinikuihendid taimerakkust seenehudfidesse, mis on
seenele ainsaks energiaallikaks (Parniske 2008). Lisaks arbuskulaarset mukoriisat
moodustavatele seentele kuulub kronmseente héimkonda ka tsuanobakteriga Nostoc

punctiforme simbioosi moodustav seen Geosiphon pyriformis (Smith & Read 2008).

Kuni viimase kiimnendini maarati krohmseeni peamiselt morfoloogiliste tunnuste abil
(Robinson-Boyer jt 2009). Maaramine pdhines enamasti kronmseente liikide eostel,
mis isoleeriti otse keskkonnaproovidest vai puuniskultuuridest ning nende
vaatlemiseks kasutati mikroskoopi (Robinson-Boyer jt 2009). Antud meetod on
aegandudev ning selle kasutus on piiratud liikidele, mis ei moodusta eoseid. Lisaks

vajab morfoloogiapdhine maaramine spetsiifilisi ekspertoskusi (Opik jt 2014).



Morfoloogilisele krohmseente maaramismeetodile on lisandunud DNA-p&hised
meetodid. Molekulaarseid meetodeid kasutades on véimalik kronmseeni maarata
paljudest erinevatest proovidest (Hart jt 2015). Seda meetodit on vdimalik kasutada
ka krohmseente liikide puhul, mis ei moodusta eoseid. Vérreldes morfoloogilise
maaramismeetodiga, on molekulaarsed meetodid objektiivsemad ja
standardiseeritumad. Lisaks on molekulaarset maaramist véimaldav tehnoloogia

muutunud laialt kattesaadavaks ning vérdlemisi odavaks (Opik jt 2014).

Kaesoleva t66 eesmargiks on anda llevaade, kuidas on véimalik DNA-pohiselt
silmaga nahtamatuid krohmseeni maarata. P&hjalikumalt tutvustan kronmseente
maaramisel kasutatavaid markerpiirkondi, klassifitseeritud DNA jarjestuste rGhmitusi
ja kronmseente liikide maaramiseks kasutatavaid andmebaase. Lopetuseks annan
luhikese Ulevaate molekulaarsete meetodite kasutamisest krohmseente

taksonoomias.



2. DNA jarjestuste kasutamine krohmseente maaramisel

Krohmseente DNA-pbhiseks maaramiseks eraldatakse proovist (nt mullast) koikide
organismide DNA (Opik 2012). Eraldatud DNA markerpiirkondadest paljundatakse
PCRIi abil krohmseente DNA, mis sekveneeritakse (Opik 2012). Saadud DNA
jarjestusi vorreldakse andmebaasides olevatega. Andmebaasist saab vaadata, kas
seal leidub sarnase DNA jarjestusega varem sekveneeritud liike (Hart jt 2015).
Jarjestused, mida andmebaasides ei leidu, klassifitseeritakse iseseisvateks
riihmadeks (Opik 2012). Joonisel 1 on toodud vélja peamised etapid, mida
kasutatakse krohnmseente DNA-pdhiseks maaramiseks. Antud peatikis annan
tapsema Ulevaate krohmseente DNA-pohisel maaramisel kasutatavatest etappidest

ja selle meetodi pdhjal saadud liikide nimetamisest.

Krohmseente molekulaarseks anallusiks vajalikku DNAd on véimalik eraldada taime
juurtest, eostest, hiufidest voi mullaproovidest (Hart jt 2015). Proovi sailitamiseks
kasutatakse erinevaid meetodeid. Kdige lihtsam ja odavam juurtest parineva proovi
sailitusmeetod on kuivatuskapis kuivatamine madalatel temperatuuridel (50-60°C)
(Janouskova jt 2015). Kdige kiirem ja mugavam meetod, mida laboris kasutatakse,
on proovi kiilmutamine lammastikus (Hart jt 2015). Lisaks kasutatakse ka proovi
hoiustamist DNA eralduspuhvris ja kiilmkuivatusmeetodit (Hart jt 2015). Uldiselt
tuleks hoida proovi sailitamise aega selle votust voimalikult vaiksena. See on oluline,

et vdhendada DNA degradatsiooni ja seente koosluste muutusi (Hart jt 2015).

Kdige enam kasutatakse kronmseente molekulaarsel maaramisel taimejuurtest
parinevaid proove (Hart jt 2015). Juureproovist eraldatakse kdigi seal olevate
organismide DNA (Opik 2012). Eraldatud DNA markerpiirkondadest on véimalik
paljundada PCRi abil ainult krohnmseente DNA (Opik 2012). Selleks, et PCRi kaigus
oleks voimalik paljundada krohmseente DNA fragmente, on vaja kasutada spetsiifilisi
praimereid. Praimer on |Uhike nukleoctiidjarjestus, millelt toimub matriitsahela alusel
DNA suntees (Heinaru 2012). PCRi analuusimiseks on vdimalik kasutada

geelelektroforeesi (Heinaru 2012).

Saadud sekventse vorreldakse andmebaasides olevate referentsjarjestustega, et
teada saada, kas seal leidub sarnase DNA jarjestusega varem sekveneeritud liike
(Hart jt 2015). Referentsjarjestused saadakse kultuurist eraldatud krohmseente liikide

eostest voi huufidest. Juhul, kui andmebaasides teada olevatele liikidele ei leidu



samasugust DNA jarjestust, siis pole véimalik liike maarata. Sellised sekventsid tuleb

klassifitseerida eraldi rihmadeks, nagu naiteks virtuaaltaksoniteks (Opik 2012).

Paljudel DNA-pbhistel krohmseente liikidel puuduvad nimed. Seentele nimede
andmiseks tuleb mukoloogidel jalgida rahvusvahelist vetikate, seente ja taimede
nomenklatuuri koodeksit (ingl International Code of Nomenclature for Algae Fungi
and Plants) (McNeill jt 2012). Koodeks ei luba ametlikult kirjeldada liiki, mis pdhineb
ainult sekventsidel (Herr jt 2015). Nimetuse andmiseks on vaja eksemplari flusilisel
kujul (Hibbett & Taylor 2013). Seetdttu ainult keskkonnajarjestustel péhinevaid liike ei
ole vdéimalik kehtivalt nimetada, sest enamikel juhtudel puudub jarjestusel vordluseks
tulpeksemplar (Herr jt 2015). Teatud olukordades vdidakse joonist aktsepteerida kui
titpeksemplari (Herr jt 2015). Koodeksit voiks modifitseerida, et oleks lubatud
sekventsipdhiste liikide kirjeldamine. See parandaks kommunikatsiooni ja tdstaks

teadlikust seente mitmekesisusest ja nende okoloogilistest rollidest (Herr jt 2015).

Hibbett jt pakkusid valja, et DNA-pohistele liikidele tuleks anda ladinakeelne
perekonnanimi ning liigiepiteet (Hibbett jt 2011). Soovitavalt vdiks selliselt piiritletud
likidele nimetus anda siis, kui sama jarjestusega uue liigi on leidnud ka teine
uurimisgrupp (Hibbett & Taylor 2013). Selleks, et eristada DNA-pdhiseid liike
morfoloogia pdhjal maaratud liikidest, voiks antud liiginimedele lisada jarelliiteid, nagu
naiteks ENAS (ingl environmental nucleic and sequence) v6i eMOTU (ingl

environmental molecular operational taxonomic unit) (Hibbett & Taylor 2013).



PROOV

DNA ERALDAMINE

DNA PALJUNDAMINE (PCR)

JARJESTUSTE SEKVENEERIMINE
ANDMEBAASIS OLEVATE J/A\RJESTUSTEGA VORDLEMINE

TUNDMATUD  TEADAOLEVAD
JARJESTUSED  JARJESTUSED

JARJESTUSTE KLASSIFITSEERIMINE
RUHMADEKS

Joonis 1. Peamised etapid, mida kasutatakse krohmseente DNA-pd&hiseks

maaramiseks.



3. Krohmseente DNA-p6hiseks maaramiseks kasutatavad

molekulaarsed markerid

Molekulaarseid markereid kasutatakse DNA-pd&hisel maaramisel krohmseente
taksonite Uksteisest eristamiseks. Kdige sagedamini kasutatakse tuuma
ribosomaalse RNA operonis olevaid markerpiirkondi, nagu tuuma ribosomaalse RNA
vaikest subuhikut (SSU rRNA) kodeerivat geeni (Helgason jt 1999), ITS (ingl internal
transcribed spacer) regiooni (Wubet jt 2004) ja tuuma ribosomaalse RNA suurt
subuhikut (LSU rRNA) kodeerivat geeni (Gollotte jt 2004). Joonisel 2 on kujutatud
nende markerpiirkondade paiknemist rRNA operonis. rRNA operoni on voimalik
lihtsasti paljundada, sest seda leidub tuumas paljudes koopiates (Hart jt 2015).
Krohmseente dkoloogilistes uurimustes kasutatakse sagedamini tuuma rRNA SSU
kodeerivat geeni ning taksonoomilistes uurimustes rohkem tuuma rRNA LSU
kodeerivat geeni ja ITS piirkonda (Opik jt 2014). Tabelis 1 on omavahel vdrreldud

kdige sagedamini kasutatavaid rRNA operonis olevaid markerpiirkondi.

Lisaks tuuma rRNA operonile on kasutusel ka teisi markereid. Neid kasutatakse, sest
rRNA operoni erinevad osad ei ole iseseisvalt arenevad (Opik jt 2014).
Mitokondriaalsetest markeritest kasutatakse kronmseente DNA-pdhiseks
maaramiseks mtLSUd, mille abil on vdimalik kirjeldada liigisisest variatsiooni (Thiéry
jt 2010). Valke kodeerivatest geenidest on véimalik kasutada naiteks RNA
polimeraas Il suurt subuhikut kodeerivat geeni (Stockinger jt 2014) ja beeta-tubuliini
kodeerivat geeni (Msiska & Morton 2009). Valke kodeerivaid geene leidub genoomis

tavaliselt Uhe koopiana (Lindahl jt 2013).

Krohmseente DNA-pbhiseks maaramiseks kasutatakse erinevaid markereid
(Stockinger jt 2010). Praeguseks pole veel leitud Uhte kdige paremat
markerpiirkonda, mida oleks vdimalik kasutada krohmseente maaramiseks
keskkonnaproovidest (Opik jt 2014). Ideaalne marker peaks olema piisavalt varieeruv
ning sisaldama pustitatud hipoteesi testimiseks sobivaid andmeid (Hart jt 2015).
Markerite valimisel tuleb arvestada jarjestuste pikkustega. Uldiselt arvatakse, et
pikemad jarjestused on paremad liikide eristamiseks kui lihemad (Hart jt 2015).
Pikemad fragmendid sisaldavad fulogeneetiliste analtuiside jaoks rohkem
informatsiooni (Lindahl jt 2013). Markerpiirkondade pikkused on varieeruvad, aga
tavaliselt jaavad need 500-800 bp vahele (Schoch jt 2012).



Markerpiirkond, mis sobib liigi maaramiseks, ei pruugi olla kasutatav liigist kbrgema
taksoni (nt seltsi) kindlakstegemiseks (Opik jt 2014). Markeri valik séltub jarjestuste
varieeruvusest. Naiteks markerpiirkond, mille varieeruvus on sobilik seltside
eristamiseks, ei pruugi olla piisav liikide maaramiseks. Krohmseente liikide
eristamiseks peab markeri varieeruvus olema liikidevaheliselt suurem kui
liikidesiseselt (Opik jt 2014). Antud peatiikis annan Ulevaate pohilistest markeritest,

mida kasutatakse krohmseente molekulaarsetes uurimustes.

—

SSUTRNA [ 1s 158 ITSZl LSU rRNA
rRNA

—

Joonis 2. Tuuma rRNA operoni osa. Joonisel kujutatud piirkonnad pole

proportsioonis.

3.1 ITS piiirkond rRNA operonis

Tuuma ribosomaalne ITS regioon on ametlik seente ribakood (Schoch jt 2012). ITS
piirkonda kasutatakse sekventsipdhiseks liigi maaramiseks paljudes seente
hdimkondades (Hibbett & Taylor 2013). ITS regiooni kuuluvad ITS1 ja ITS2
speisserid ning nende vahele jaav 5.8S geen (Schoch jt 2012). Selle piirkonna abil ei
ole vdéimalik maarata lahedalt suguluses olevaid krohmseente liike (Stockinger jt
2009). ITS regiooni eeliseks on suur varieeruvus ning seda on PCRIil vdimalik lihtsasti
paljundada (Schoch jt 2012). Sugukondade ja seltside eristamiseks on ITS piirkond
liialt varieerunud (Lindahl jt 2013). Vérreldes tuuma SSU ja LSU rRNA
geenijarjestusega, on ITS regioonis nukleotiidide variatsioon kdrgem (Schoch jt
2012).

3.2 Tuuma rRNA vaikest subuhikut (SSU rRNA) kodeeriv geen

Tuuma rRNA SSU kodeeriv geen on kdige sagedamini kasutatav markerpiirkond
krohmseente maaramiseks (Opik jt 2014). Paljude teiste seeneriihmade jaoks on
markerpiirkond liiga konserveerunud (Begerow jt 2010). Tegemist on esimese

markeriga, mida hakati laialdaselt kasutama krohmseente taksonoomias (Opik jt

2014). Vérreldes ITS regiooniga, on SSU rRNA geen konserveerunum (Lindahl jt
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2013). SSU rRNA geenijarjestusel pdhinevast krohmseente liigisisesest

varieeruvusest on vahe teada (Stockinger jt 2010).

3.3 Tuuma rRNA suurt subuhikut (LSU rRNA) kodeeriv geen

Krohmseente tuuma LSU rRNA geenijarjestusel on korge liigisisene varieeruvus
(Schoch jt 2012). Seda geeni on vdimalik kasutada markerpiirkonnana paljudes
seente hdimkondades (Seifert 2009). LSU geenijarjestustel péhinevaid andmebaase
on vahe (Kruger jt 2009). Vérreldes ITS piirkonnaga, on LSU rRNA geen ja SSU
rRNA geen konserveerunumad (Lindahl jt 2013). LSU rRNA kodeerivat geeni ja ITS

regiooni on véimalik omavahel kombineerida (Stockinger jt 2010).
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Tabel

1. DNA-pbhises maaramises sagedamini

kasutatavate markerpiirkondade

vordlus. Tabel pdhineb Begerow jt 2010, Hibbett & Taylor 2013, Kruger jt 2009, Lindahl
jt 2013, Schoch jt 2012, Seifert 2009, Stockinger jt 2010, Opik jt 2014 andmetel

ITS piirkond

SSU rRNA geen

LSU rRNA geen

Kasutatavad
seente
hoimkonnad

Eelised

Puudused

Kasutusvaldkond
krohmseente
uurimustes

Markeri
liigisisene
varieeruvus
krohmseente
hoimkonnas

Markeri
nukleotiidide
variatsioon
krohmseente
hoimkonnas

Paljud seente
hdimkonnad

Suur varieeruvus

Sugukondade ja
seltside
eristamiseks liialt
varieerunud

Sagedamini
taksonoomilistes
uurimustes

Kérgem

Kdrgem

Peamiselt
krohmseened

Konserveerunum
kui ITS regioon
Paljude seente
héimkondade
jaoks liialt
konserveerunud
Sagedamini
Okoloogilistes

uurimustes

Vahe teada

Madalam
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Paljud seente
hdimkonnad

Konserveerunum
kui ITS regioon

LSU jarjestustel
pdhinevaid
andmebaase on
vahe

Sagedamini
taksonoomilistes
uurimustes

Kdérgem

Madalam



4. Krohmseente jarjestusepohine rihmitamine

Krohmseente jarjestusepbhisel rihmitamisel saadud gruppe nimetatakse erinevalt,
nagu fllotlibid, filogrupid ja MOTUd (Opik jt 2014). Nendele antakse nimetus voi
kood. Uus metoodika taksonite leidmiseks on tekkinud tanu molekulaarokoloogidele
(Hibbett jt 2011).

Uheks pohiliseks probleemiks jarjestusepdhisel maaramisel on fiilogruppide
piiritlemine (Herr jt 2015). Erinevates uuringutes ja meeskondades kasutatakse
selleks erinevaid meetodeid ja algoritme (Opik jt 2014). Taksonite piiritlemise
probleemiks on Uhtsete standardite puudumine, mille tulemusena vdidakse
erinevates té6rihmades samu andmeid kasutades saada erinevaid tulemusi (Herr jt
2015). Selles peatukis annan ulevaate peamistest jarjestuspohistest rathmadest.

Tabelis 2 on valja toodud nende peamised erinevused.

4.1 Virtuaaltakson

Uheks vdimaluseks krohmseente klassifitseerimiseks on looduslikest proovidest
saadud DNA jarjestuste rihmitamine ja joondamine fulogeneesianaltusil
virtuaaltaksoniteks (Opik 2012). Kdige rohkem kasutatakse virtuaaltaksoni
piiritlemiseks tuuma SSU rRNA geeni (Opik jt 2014). Virtuaaltaksonid on
fUlogeneetiliselt maaratletud jarjestuste grupid, mis ligikaudu vastavad liigitasemele
(Opik jt 2014). Virtuaaltaksonite abil on véimalik kirjeldada krohmseente liigirikkuse
mustreid (Opik jt 2014). Ligikaudu liigitasemel saadud méaaratlused nimetatakse
perekonnanime ning virtuaaltaksoni numbriga (Opik 2012). Virtuaaltaksoneid on
vdimalik vajadusel mitmeks jagada vdi kokku liita (Opik jt 2014). Virtuaaltaksoni
piiritlemisel kasutatavad tuupsekventsid valib manuaalselt kuraator ning need peavad
olema nii pikad ja kvaliteetsed kui vdimalik (Opik jt 2014). Vdimalusel valitakse
virtuaaltaksoni tlUpjarjestused sellistest sekventsidest, mis parinevad kultuuridest
(Opik jt 2014). 2013 aasta andmetel on MaarjAM anmdebaasis 348 SSU rRNA

geenijarjestusel pdhinevat virtuaaltaksonit (Opik jt 2014).

4.2 Liigihupotees

LiigihUpoteesi kasutatakse paljudes erinevates seente hdimkondades, mis vdéimalusel
vastavad ligikaudu liigitasemele (Kdljalg jt 2013). LiigihGpoteesi taksonite
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klasterdamine pdhineb tuuma ribosomaalsel ITS regioonil (Kdljalg jt 2013).
LiigihUpoteesi nimetus koosneb organismi nimest, sekventsikoodist ja liigihUpoteesi
koodist (Kdljalg jt 2013). Liigihupoteesi piiritlemiseks kasutatakse referentsjarjestusi
ja esindusjarjestusi (Kdljalg jt 2013). Tuleb jalgida, et automaatselt valitud
esindusjarjestused oleksid taksonoomiliselt kdige sobivamad (Kdljalg jt 2013).
Kuraatorid vbivad esindusjarjestust ignoreerida ja selle asemel maarata
referentsjarjestused, mis vdivad parineda erinevast bioloogilisest materjalist

(herbaareksemplar, elusorganism, vesi, 6hk, koeproovid jne) (Kdljalg jt 2013).

4.3 MOTU (ingl molecular operational taxonomic unit)

DNA jarjestusi on véimalik rihmitada MOTUdeks (Schloss & Handelsman 2005).
Molekulaardkoloogilised uurimused kasutavad MOTUsid eeldusena, et tegemist on
ligikaudu liigitasemel vastavate rihmitustega (Hibbett jt 2011). MOTUde puhul on
tegemist Ukskdik mis jarjestuse klastriga (Schloss & Handelsman 2005). Kivlin jt
leidsid oma metauuringus, et SSU rRNA geenil pdhinevaid MOTUsid on 967 ja LSU
rRNA geenil péhinevaid 1159 (Kivlin jt 2011). Nende tulemuste saamiseks kasutati
geenijarjestuste piiritlemiseks 99% sarnasuslave. MOTUde piiritlemiseks puuduvad
Uldiselt kokkulepitud standardkriteeriumid (Hibbett jt 2011). MOTUde nimetamisel

kasutatakse pigem numbrilisi koode kui ladinakeelset nimetust (Hibbett jt 2011).
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Tabel 2. Jarjestusepdhisel rathmitamisel saadud gruppide vérdlus. Tabel pdhineb

Hibbett jt 2011, Kéljalg jt 2013, Schloss & Handelsman 2005, Opik 2012 ja Opik jt 2014

andmetel
Virtuaaltakson Liigihlipotees MOTU
Nimetamine Perekonnanime Organismi nimi, Numbriliselt
ning sekventsikood ja
virtuaaltaksoni ligihUpoteesi kood
numbriga
Piiritlemine Tllpjarjestustega  Tuupjarjestusega Puuduvad uldiselt
(referentsjarjestus  kokkulepitud
ja Kriteeriumid.
esindusjarjestus)
Peamine Tuuma SSU rRNA ITS piirkond Ukskaik mis
kasutatav geen jarjestuste klaster

markerpiirkond
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5. Andmebaasid

Organismide DNA-p&hisel maaramisel on oluline andmebaaside olemasolu, kus saab
vorrelda referentsjarjestusi uuritava jarjestusega (Hart jt 2015). Andmebaasides
olevaid sekventse tdiendavad metaandmed, mis sisaldavad informatsiooni
krohmseente fllogeneetilisest asetusest, levikust, arvukusest, Okoloogiast ja
biokeemiast (Herr jt 2015).

Jarjestusepdhise maaramise Uheks valjakutseks on usaldusvaarsete nukleiinhappe
andmebaaside arendamine, mis sisaldaks korrektseid referentsjarjestusi
metaandmetega (Herr jt 2015). Referentsjarjestusi peaks hoiustama iseseisvas
andmebaasis, mis on usaldusvaarsed ja disainitud maaramise eesmargil (Hart jt
2015). Peamises suures jarjestuste andmebaasis INSDC (ingl International
Nucleotide Sequence Database Collaboration) leidub suures osas sissekandeid, mis
ei ole taielikult tuvastatud liigitasemeni (Nilsson jt 2006). Lisaks voivad selles
puududa ka olulised metaandmed (nt proovi paritolu) (Tedersoo jt 2011). Seetdttu on

loodud vaiksemaid andmebaase, mis keskenduvad DNA-pd&histe liikide maaramisele.

5.1 MaarjAM andmebaas

MaarjAM andmebaas koondab keskkonnaproovidest ja seenekultuuridest saadud
krohnmseente DNA jarjestused (Opik 2012). MaarjAM on hetkel ainus andmebaas,
mis sisaldab ainult krohmseente jarjestusi (Opik jt 2010). Andmebaasi on kogutud
referentsjarjestused, mida saab kasutada uute jarjestuste maaramiseks. Algselt
pohines MaarjAM SSU rRNA kodeerival geenijarjestusel, sest tegemist on kdige
rohkem kasutatava markeriga krohnmseente uuringutes (Opik jt 2014). NGtdseks
sisaldab andmebaas lisaks veel ITS regiooni, tuuma LSU rRNA kodeerivat
geenijarjestust, valke kodeerivaid geene ja mitokondriaalseid markerpiirkondi (mt
LSU) (Opik jt 2010). Andmebaasis olevad jarjestused, millel puudub sarnase DNA
jarjestusega varem sekveneeritud liik, rihmitatakse flilogeneesianaltusil
virtuaaltaksoniteks (Opik jt 2014). Sekventsidega on seotud metaandmed, milles on
kirjas proovi paritolu, peremeestaim, bioom jne. (Opik jt 2010). MaarAM andmebaasi
uuendatakse pidevalt (Opik jt 2010).

15



5.2 UNITE andmebaas

UNITE andmebaas hdélmab seente ITS jarjestusi, mille peamiseks eesmargiks on
pakkuda molekulaarse maaramise jaoks referentsjarjestusi, mille sekvents ja nimetus
sobiksid kindlasti kokku (Kdljalg jt 2013). Esimene versioon andmebaasist keskendus
ainult ektomukoriisa seente ITS jarjestustele. UNITE andmebaas jalgib Index
Fungorum-i nomenklatuuri (Kéljalg 2013). Nuudseks on andmebaas globaalne ja
sisaldab ka arbuskulaarset mukoriisat moodustavatete seente ITS jarjestusi. UNITE
andmebaasi uuendatakse valjalasetena kaks korda aastas (Kdljalg jt 2013). 67%
andmebaasis olevatest krohmseente ITS jarjestustest on piiritletud ainult perekonna
tasemeni (Hart jt 2015). UNITE andmebaasis on kasutusel kaheosaline
klasterdamisprotsess, mille 1dpptulemusena moodustatakse vaiksematest

klasterdustest liigihUpoteesid (Kdljalg jt 2013).

5.3 PHYMYCO-DB

PHYMYCO-DB sisaldab seente SSU rRNA kodeeriva geeni ja EF1-alfa markereid.
(Mahé jt 2012). 2012 aasta andmetel sisaldab PHYMYCO-DB 9120 SSU rRNA
geenijarjestust ja 672 EF1-alfa markereid (Mahé jt 2012). PHYMYCO-DB uheks
eesmargiks on arendada lintsasti kasutatav andmebaas, mis sisaldab korge-
kvaliteedilisi seente SSU rRNA kodeeriva geeni ja EF1-alfa markereid (Mahé jt
2012). Andmebaasi uuendatakse automaatselt 4 korda aastas ning peale

automaatset jarjestamist kontrollib kuraator andmed Ule (Mahé jt 2012).

5.4 SILVA andmebaas

SILVA andmebaas sisaldab bakterite, arhede ja eukartootide (k.a seened) rRNA
geenijarjestusi (Quast jt 2012). Seda andmebaasi ei uuendata pidevalt, vaid
valjalasetena (Quast jt 2012). Juuli 2012 seisuga sisaldas andmebaas 3 194 778
SSU rRNA ja 288 717 LSU rRNA geenijarjestust (Quast jt 2012).

5.5 Nomenklatuuri andmebaasid

Mukoloogid peavad uute seeneliikide liiginimed registreerima avalikult
kattesaadavatesse andmebaasidesse, nagu MycoBank vdi Index Fungorum (Hibbett
& Taylor 2013). See on oluline, et ei tekiks olukorda, kus sama liiginimi on kasutusel

erinevatel organismidel. Eksperdid kontrollivad pakutud nimede kehtivust, digsust ja
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lingvistilist korrektsust (Crous jt 2004). Pakutud nimed jaavad konfidentsiaalseks kuni
publitseerimiseni (Crous jt 2014). Suur osa krohmseente taksonitest, mis parinevad
ainult metagenoomika uurimustest, ei ole nimetatud. Seetbttu pole vdimalik neid

sisestada ka nimedepdhisesse andmebaasi (Herr jt 2015).
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6. Molekulaarsete meetodite kasutamine krohmseente

taksonoomias

Viimastel aastatel on krohmseente taksonoomia pidevas muutumises, sisaldades ka
umberkorraldusi kdrgemates taksonites (Schufler & Walker 2010, Oehl jt 2011).
2001. aastal lisasid SchuBler ja Kluge krohmseente hulka seene Geosiphon
pyriforme, mille eriparaks on endosumbioos tsianobakteriga Nostoc punctiforme .
Saadud tulemus pdhines rRNA SSU geenijarjestuse uuringul (Schildler & Kluge
2001).

Taksonoomide tegevuse kaigus saadud tulemusi kasutavad naiteks okoloogid.
Okoloogidel on oluline teada, milline on organismide taksonoomiline kuuluvus.
Taksonoomid peaksid kasutama taksonoomia koostamisel nii morfoloogilisi kui ka
molekulaarseid tunnuseid (Herr jt 2015). See on oluline, et 6koloogid, kellel on isendi

kohta ainult DNA sekventsid, saaksid oma andmeid vdrrelda olemasolevatega.

Viimastel aastatel on ilmunud kaks taksonoomilist t66d, mis sisaldavad
molekulaarseid andmeid. 2010. aastal koostasid Schuler ja Walker taksonoomilise
t00, mis pdhines ainult molekulaarsel analtusil (Schulller & Walker 2010). Sellele
jargnenud Oehl jt poolt koostatud t60s kasutati nii molekulaarseid kui ka
morfoloogilisi meetodeid (Oehl jt 2011). Saadud tulemused on omavahel erinevad.
Naiteks Schuldler ja Walker jaotasid sugukonna Glomeraceae perekondadeks
Glomus, Funneliformis, Sclerocystis ja Rhizophagus (Schufdler & Walker 2010). Oehl
jt jaotasid selle sugukonna perekondadeks Glomus, Funneliformis, Septoglomus ja
Simiglomus (Oehl jt 2011).
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Kokkuvote

Kuni viimase kimnendini kasutati krohmseente maaramiseks peamiselt morfoloogilisi
tunnuseid. Tanapaevaks on lisandunud juurde DNA jarjestustel pdhinevad meetodid.
Kaesolev t66 annab kirjandusel pdhineva luhitlevaate krohmseente DNA-pdhisest

maaramisest.

Pdhjalikumalt tutvustan krohnmseente maaramisel sagedamini kasutatavaid rRNA
operoni markerpiirkondi. Markerpiirkondadest paljundatakse PCRIi abil krohmseente
DNA jarjestused. Saadud jarjestused sisestatakse nukleiinhapete andmebaasidesse.
Andmebaaside arendamine on jarjestusepdhise maaramise Uheks valjakutseks. Toos
antakse luhitlevaade MaarjAM, UNITE, PHYMYCO, SILVA ja nomenklatuuri

andmebaasidest.

Peamiseks probleemiks krohmseente DNA-p&hises maaramises on molekulaarsete
taksonite piirittemine. Hetkel puuduvad Uhtsed kriteeriumid DNA-p&histe liikide
piiritlemiseks. DNA Jarjestusi on voimalik klassifitseerida rihmadeks, mis véimalusel
vastavad liigitasemele. Kaesolev t60 tutvustab pdhjalikumalt jarjestusepdhistest

ruhmadest MOTU, virtuaaltaksoni ja liigihUpoteesi kontseptsioone.

Lopetuseks annab t60 Ulevaate molekulaarsete meetodite kasutamisest
krohmseente taksonoomias, mis on viimastel aastatel pidevas muutumises. Selle
juures on oluline, et taksonoomid koostaksid vérreldavaid andmeid, mida oleks

voimalik kasutada ka DNA-p&hiselt maaratud isendite puhul.
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Summary

DNA-based identification of Glomeromycota

Until recent decades the main means of identification of Glomeromycota was to use
morphological methods. Nowadays, DNA- based methods have been implemented.
The current thesis aims to give a brief overview of the DNA-based identification

methods of Glomeromycota.

The more frequent methods, which involve nuclear ribosomal operon are introduced
in more detail. Markers are used with PCR to replicate Glomeromycota DNA
sequences. The resulting sequences are then entered to nucleic acid databases. The
development of the aforementioned databases is one of the main challenges of
sequence based identification. The thesis gives an overview of the MaarjAM, UNITE,
PHYMYCO, SILVA and nomenclature databases.

The biggest problem in regards of DNA-based identification is the delimitation of the
molecular taxa. Currently there are no common criteria to delimitate DNA-based
species. DNA sequences can be however classified into sequence groups that
correspond roughly to the species level. From the sequence based methods MOTU,

virtual taxonomy and species hypothesis concepts are discussed.

Lastly, the thesis gave an overview of the molecular methods in regards to taxonomic
use. Aforementioned methods have been in constant change during the last years.
It is also important, that taxonomists would create comparable data so it could be

used for DNA-based identification of individual organisms.
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Tanuavaldused

Kiesoleva t66 valmimise eest tahaksin tinada oma juhendajat Maarja Opikut.
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