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Metsakultuuride kahjurputukad kui seenpatogeenide levitajad. Varem tehtud
teadustoddes on leitud, et erinevat liiki iirasklased (Scolydinae) levitavad mitmeid olulisi
puittaimede seenpatogeene. Tunduvalt vihem on seenpatogeenide levitajatena uuritud
méannikdrsakaid (Hylobius sp.). Kasutades kaasaegseid bioinformaatilisi meetodeid, médarati
seenekooslused nii putukkahjurite kui ka puittaimede proovidest. Seenekooslused maéérati
seente rDNA ITS2 jarjestuste alusel. T66 tulemusena médrati kahjurputukate proovidest
puidusinetust pdhjustavaid seenpatogeene nagu Ophiostoma sp., Ceratocystis sp. ja Pesotum
sp., juuremédanikku pohjustavaid kiilmaseeni (Armillaria sp.) ja juurepessu (Heterobasidion
spp.), ning taimede seenpatogeene nagu Neonectria sp., Phoma herbarium, Peniophora

limitata, Pyrenochaeta cava ja Phaeoacremonium hungaricum.
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Pathogenic fungi spreaded by dangerous forest plantation pests. Previous research has
revealed that beetles (Scolydinae) spread many important ligneous pathogens. Very little is
known about these pathogens in weevils (Hylobius sp.). Fungal species were identified from
insects and ligneous samples using modern bioinformatical methods. Fungal rDNA ITS2
sequences were used to identify fungal species. Analysis revealed that most important fungal
pathogens associated with insects were sapstain fungi Ceratocystis sp., Ophiostoma sp. and
Pesotum sp., root rot pathogens Armillaria sp. and Heterobasidion spp., and plant pathogens
Neonectria sp., Phoma herbarium, Peniophora limitata, Pyrenochaeta cava and
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OTU- Operatiivne taksonoomiline iiksus (Operational taxonomic unit)
ITS1- Sisemine transkripteeritav speisser 1 (Internal transcribed spacer 1)
ITS2- Sisemine transkripteeritav speisser 2 (Internal transcribed spacer 2)
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SNP- Uksiku nukleotiidi poliimorfism (Single nucleotide polymorfism)

PCR- Poliimeraasi ahelreaktsioon (Polymerase chain reaction)

RT-PCR- Reaalaja poliimeraasi ahelreaktsioon (Real-time polymerase chain reaction)
HMM- Peidetud Markovi mudel (Hidden Markov model)
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1. SISSEJUHATUS

Mainnikérsakad on meie metsade pohilised kahjurputukad, kes kahjustavad enamasti rajatud
okaspuukultuure, ent ka eri vanuses looduslikku uuendust. Toitudes raiestikele istutatud voi
seal kasvavate okaspuutaimede tiivekestel, voivad mardikad hdvitada kogu okaspuukultuuri,
tekitades sellega olulist majanduslikku kahju (Sibul 2014, 2015). Lisaks voib oletada, et
okaspuutaimede hukkumisele aitavad kaasa ka erinevad seenpatogeenid, mida méinnikirsakad
oma kehakatetel ja seedekulglas edasi kannavad (Drenkhan jt, 2013). Kahjustatud kohast voib
alguse saada ka seennakkus, kuna varem tehtud teadust6dd on nididanud, et putukkahjurid

voivad endaga kaasas kanda erinevaid haigustekitajaid (Viiri, 2004).

Kéesoleva magistritoé pohieesmérgiks oli vélja selgitada, milliseid seenpatogeene raiesmikel
litkkuvad ménni- ja kuusekultuuride pohilised kahjurputukad oma kehakatetel ja seedekulglas
edasi kannavad ning kas neid haigustekitajaid esineb ka putukkahjustusega taimedel. Teine
t00 peacesmirk oli statistiliselt vorrelda hariliku (Hylobius abietis) ja védike-méannikarsaka (H.
pinastri) valmikute poolt levitatavaid seenekooslusi, kuna need sarnase bioloogiaga
lilijalgsed on ka koige sagedasemad okaspuutaimede kahjurid. Seega esitatud nullhiipotees
eeldas, et ménnikirsakate vahel seenekoosluste osas statistilisi erinevusi ei esine. Lisaks
vorreldi kdesolevas to0s teiste metsauuendusega seotud pohiliste kahjurputuka liikide poolt
levitatavaid seenpatogeene. Uurimistoos kasutati lisaks kérsaklastele ka moningaid tirasklaste
lilke — suur-saaretiirask (Hylesiunus crenatus) ja viike-saaretirask (H. fraxini) ning ménni-
juuretirask (Hylastes brunneus). Seenekoosluste vordlemiseks koguti proove ka hariliku kuuse

(Picea abies) ja hariliku méanni (Pinus sylvestris) taimedelt.

Kui varem on erinevate secenpatogeenide levitajatena uuritud peamiselt iirasklasi, kelle
kehakatetelt on koige rohkem leitud puidusinetust pdhjustavate seenpatogeenide eoseid, mis
nakatavad ka okaspuukultuure (Wingfield jt, 1991). Tavaliselt sisaldavad kdige rohkem
seenpatogeenide coseid kahjurputukate kitiinkestad (Six jt, 2003). Tunduvalt vidhem on
potensiaalsete seenpatogeenide kandjatena uuritud ménnikérsakaid, eriti Euroopas levivate

ménnikérsaka liikide ja okaspuutaimede vahelisi seoseid seenpatogeenide osas (Jankowiak jt,
2013).

Seened on vidga olulisel kohal okoliigilistes protsessides, olles siis lagundajateks,

stimbiontideks voi ka patogeenideks. Arvatakse, et seeneliikide kogu arv vaib olla vahemikus



1,5-5,1 miljonit (Blackwell, 2011). Traditsioonilised taimede seenpatogeenide méaidramise
meetodid, mis pohinesid erinevatel morfoloogilistel parameetritel, on sedavord aegandudvad
ning vajavad patogeensete seente liigini mddramiseks viga palju kogemusi. Samas véimaldab
ainult morfoloogial pdhinev meetod médrata vaid piiratud osa kogu seentest, kuna enamik
seentest voivad olla ka morfoloogiliselt identsed (O'Brien jt, 2005). Selletdttu kasutatakse
tdnapdeval jirjest enam seenekoosluste midramisel molekulaarseid meetodeid, kasutades
spetsiifilisi ~ markerjdrjestusi.  VOrreldes traditsiooniliste =~ médramismeetoditega  on
molekulaarsed meetodid palju kiiremad ja tdpsemad ning voimaldavad keskkonna proovidest
identifitseerida vdga palju erinevaid organisme (De Beeck jt, 2014). Seente miiramine
pOhineb kaasajal enamasti ITS (Internal transcribed spacer) jarjestustel, mis voeti unikaalse
markerina kasutusele alles iisna hiljuti (Bellemain jt, 2010). Lisaks on seente méddramine
muutnud kiiremaks ja tdpsemaks tdnu suurte andmebaaside tekkimisele, mida ka pidevalt
tdiendatakse (Nilsson jt, 2006). ITS jirjestuste tootlemiseks on loodud ka bioinformaatilisi
programme, mis vOoimaldavad vilja selekteerida koik iileliigsed jarjestused. Bioinformaatilise
tootluse 1oplikuks eesmérgiks on DNA jirjestuste alusel moodustada voimalikult tépselt
madratud taksonoomilisi iiksusi (OTU) sisaldav tabel, mille abil on vdimalik seenekooslusi ja

elurikkust statistiliselt analiiisida (Gweon jt, 2015).

2. KIRJANDUSE ULEVAADE

2.1. Minnikérsakad (Hylobius spp.)

Minnikédrsakad kuuluvad mardikaliste seltsi (Coleoptera) ja kérsaklaste sugukonda
(Curculionidae), kus kokku on rohkem kui 50 000 liiki (Dillon jt, 2008). Eestis elab 4
méannikdrsaka liiki, kellest kdige haruldasem on — Hylobius transversovittatus ning kes
registreeriti alles mOni aasta tagasi ning, kellel puudub seetdttu isegi eestikeelne liiginimi
(Sibul, 2015). Kdige enam ohustavad istutatud okaspuutaimi kaks ménnikérsaka liiki, kellest
koige levinum on harilik ménnikdrsakas (H. abietis) (Joonis 1) (Sibul jt, 2009).
Mainnikérsakaid voib kohata terves Euraasias (Gourov, 2000). Ménnikdrsakad on koige
ohtlikumad uuendusraie jargselt istutatud okaspuutaimedele ning looduslikule uuendusele
(Day jt, 2004). Majanduslikku kahju pohjustavad kdige enam okaspuutaimedele
ménnikdrsakate valmikud, kes toituvad okaspuutaimede tiivekeste koorest (Leather jt, 1999).

Kahjustuse tottu muutuvad okaspuutaimed ndrgemaks ning vastuvotlikumaks seenhaigustele,



eriti intensiivse kahjustuse korral ka hukkuvad. Kui ménnikdrsakate arvukus raiesmikel on
viga suur, siis on nad vOimelised hdvitama kogu istutatud voi looduslikult uuenenud
okaspuutaimed, tekitades sellega suurt majanduslikku kahju (Sibul jt, 2002). Hariliku
ménnikdrsaka valmikud on enamasti kuni 15 mm pikad, kitiinsete kehakatete pdhivirvus on
enamasti pruun, Kattetiibadel esinevate kollakate tihnidega (Dillon jt, 2008). Putukas on eriti
arvukas kuivematel ménni- ja kuuseraiestikel. Niiskematel kuuseraiestikel voib leida temaga
sarnase  eluviisiga  punakaspruuni pdhivirvusega 7-10 mm  pikkuseid viike-
ménnikdrsakaid (H. pinastri). Neljas liik on 12-16 mm pikkune suur-méinnikérsakas (H.
piceus), kes asustab vanu paksukorbalisi mdnde ning keda kohtab raiestikel harva (Voolma,
2003).

Joonis 1. Hariliku (Hylobius abietis) (foto: O. Berlov) ja vdike-ménnikdrsaka (H. pinastri)
(foto: K.V. Makarov) valmikud.

Mainnikérsakaid meelitab raiesmikele hulgaliselt kohale okaspuukédndudelt ja tooretest
raiejadtmetest lenduvad I0hniihendid. Vérskelt saetud okaspuukdndude juured on
mainnikdrsakatele sobivaks munemispaigaks. Munadest kooruvad tougud, keda iseloomustab
pehme ja vérvuselt kreemjas keha ning paikne eluviis. Enamik oksapuude raiest mahajdanud
kdnnud ja muud mullaga seotud mittekuivanud raidmed on kirsakate arenguks sobilikud
kohad (Dillon jt, 2006). Ménnikérsakate arvukus voib Eesti raiesmikel ulatuda 100 000—
150 000 isendini hektari kohta, soojema kliimaga Ladne-Euroopas kordades rohkem. Eestis
istutatakse aastas maha 18 miljonit okaspuutaime, veerand kuni kolmandik hukkub
ménnikédrsakate kahjustuse tagajirjel (Sibul, 2014). Enamasti lahkuvad ménnikérsakate
valmikud kindudelt septembri kuus. Valmikud vdivad jidda paikseks, kuid vdivad rénnata ka
teistele raiesmikele. Valmikute aktiivus on suurem enamasti maértsist oktoobrini.
Miénnikdrsakad voivad elada koguni neli aastat. Kogu talve perioodi veedavad nad
metsakddus (Leather jt, 1999).



2.2. Miannikirsakad ja seenpatogeenid

Varem on uuritud erinevaid irasklasi, kelle kehakatetelt on identifitseeritud erinevaid
seenpatogeene, mis vdivad puittaimedel pdohjustada seennakkust, kuid minnikirsakate osas on
informatsiooni tunduvalt vdhem ning jdatkuvalt on veel ebaselge nende tdhtsus
seenpatogeenide levitajatena (Romon jt, 2007). Poola metsade raiesmikelt kogutud
kérsaklaste kehakatetelt identifitseeriti 16-ne erineva puidusinetust pdhjustava seenpatogeeni
coseid, kellest koige levinumad olid Leptographium procerum ja Ophiostoma quercus.
Vihem levinumad seeneliigid olid Leptographium lundbergii, Ophiostoma floccosum,
Ophiostoma piliferum ja Sporothrix inflatata eoseid (Jankowiak, 2013). Prantsusmaalt
kogutud hariliku ménnikérsaka kehakatetelt on kdige rohkem identifitseeritud Leptographium
procerum seenpatogeeni eoseid, lisaks ka Leptographium wingfieldii ja Ophiostoma canum
seeneliike, kelle eosed paiknesid koige enam kleepuva massina minnikérsakate rindmiku
dorsaalsel ja lateraalsel kiiljel (Piou, 1993). Lisaks on Inglismaalt ja Sotimaalt kogutud
méannikédrsakate kehakatetelt maaratud ka Leptographium alethinum seeneliigi eoseid, kes on

morfoloogiliselt sarnased Leptographium procerum seenpatogeeniga (Jacobs jt, 2001).

2.3 Urasklased (Scolytinae)

Urasklased on viikesed (1-10 mm) putukad, kes kuuluvad mardikaliste (Coleoptera) seltsi
kérsaklaste (Curculionidae) sugukonda ja tirasklaste (Scolytinae) alamsugukonda. Eestis on
siiani leitud 68 liiki tirasklasi, igalithel neist on oma elupaik, arengukaik, eluviis ja nduded
toidule (Voolma, 2002). Koik iirasklased on seotud puittaimedega ning neil on kindlad
noudmised toidupuude kvaliteedi suhtes, kuid enamik siiski neist asustab vaid norgestatud voi
hiljuti surnud puitu (Lindelow jt, 1993). Siiski suudavad moned iirasklased ohtra paljunemise
korral riinnata ka elujoulisi puid. Sobiva puu leidmise korral eritavad esmaasukad

agregatsiooniferomooni, mis meelitab ligi ka liigikaaslasi (Schroeder, 1988).

Eestis elavate lirasklaste hulgast on iihed olulisemad tiivekeste kahjurid kuuse-juureiiraskid
(Hylastes cunicularius) ja méanni-juuretiraskid (H. brunneus), kes on 3-5 mm pikkused mustad
saledad mardikad, kes esinevad tihti koos ménnikédrsakatega ja kahjustavad istutatud
okaspuutaimede (eriti kuuskede) tiivekeste maapinnaldhedast osa ja peajuurt, kuid vorreldes
ménnikdrsakatega, kes nirivad tiivekestel laikudena koort véljaspoolt, kaevandavad

juureiiraskid lithikesi kédike okaspuutaimede tiivekeste alaosas ja juurekaelal, ka peajuurel



allpool mullapinda, mis tihtipeale ulatub ka puitu (Voolma jt, 1997). Veel iihed olulised
okaspuutaimede kahjurid on saaretiraskid (Hylesinus spp.), kes kahjustavad enamasti
saarepuid. Nendest koige levinum on viike-saaretirask (H. fraxini), kes asustab enamasti
haigeid ja hiljuti kuivanud puid, eelistades dhema koorega nooremaid puid ja vanemate puude
oksi. Vihem esineb suur-saaretiraskit (H. crenatus), kes sigib surevatele, haigetele voi viga
vanadele puudele, eelistades ainult puidu paksukoorelist tiiveosa. Urasklastest asustavad saart

veel sile saareiirask (H. varius) ja karvane saareiirask (H. oleiperda) (Ounap, 1996).

Toore okaspuumaterjali asustajatena tulevad arvesse eelkdige kooretiraskid (Ips typographus,
I. duplicatus) kuusel ja sisiliraskid (Tomicus piniperda, T. minor) méinnil ning
puidutiraskid (Trypodendron spp.), kes asustavad mdlema puuliigi puitu (Voolma, 2004).
Teiste puittaimede (jalakas, kiinnapuu) olulised kahjurid on néiteks maltsatiraskid (Scolytus
spp.), kes on tuntud ka seennakkuse levitajatena (Jacobi jt, 2013). Kéesolevas t00s kasutati

iirasklaste kehakatetel ja sisikonnas leiduvate seenekoosluste mddramisel suur-saareiiraski,

viike-saareiiraski ja manni-juureiiraski valmikuid (Joonis 2).

Joonis 2. Suur-saaretiraski (Hylesiunus crenatus) (A) (foto: T. Kehlet), viike-saaretiraski (H.
fraxini) (B) (foto: T.Kehlet) ja méanni-juuretiraski valmikud (Hylastes brunneus) (C) (foto: K.
Walker).

2.4. Urasklased ja seenpatogeenid

Okaspuutaimedele ei ole ohtlikud ainult nendest toituvad iirasklased, vaid olulised on ka
nende poolt levitatavad seenpatogeenid. Varem tehtud uuringute kdigus on leitud, et
puittaimedele kahjustuste tekitamisel on oluline roll ka iirasklaste ja seenpatogeenide
koostegutsemisel (Tsui jt, 2010) ja nende kiiremal hukkumisel (Solheim jt, 1998). Kdige
olulisemad iirasklastega edasi kanduvad seenpatogeenid kuuluvad seltsi Ophiostomatales

(klass Sordariomycetes) (Zhou jt, 2001). Naiteks Ophiostoma clavigerum toodab nii



mitospoore kui ka meiospoore limaja massina, mis on irasklaste poolt hdlpsasti edasi
levitatavad (Lee jt, 2007). Seenpatogeen ise paljuneb kiiresti peremees puidu sisekoores ning
maltspuidus, tootes melaniini, mis muudab puidu vérvust ja ummistab juhtsooni (Solheim jt,
1998). Teine oluline irasklaste poolt levitatav seenpatogeen on Leptographium
longiclavatum, kelle nakatamis katsed on ndidanud, et seen pdhjustab samuti puittaimedele
kahjustusi (Rice jt, 2009). Mainitud kaks seeneliiki on morfoloogiliselt iisna sarnased,
mistottu nende eristamisel on vaja kasutada rDNA ITS jérjestusi, mis on evolutsiooni kdigus
kiiresti muutunud (Lim jt, 2004). Puiduiiraskite (Trypodendron spp.) puhul on leitud, et
emasmardikas viib kdike kaevandades endaga kaasa ka seeneeosed (nn. ambroosiaseened)
(Dyer, 1967). Maltsatiraskid (Scolytus spp.) leviatavad puult puule selliseid seenpatogeene
nagu Ophiostoma novo-ulmi ja O. ulmi, mis pohjustavad juhtkudede haigusi (Jacobi, 2007).
Samuti on oluline kooreiiraskite (Ips spp.) poolt levitatav seenpatogeen Diplodia pinea, mis
kahjustab enamasti Austria mandi (Pinus nigra) ning tekitab sellega majanduslikku kahju
(Whitehill, jt 2007).

2.5. Seenpatogeenide tuvastamine

Tanapdeval kasutatakse seeneliikide tuvastamiseks molekulaarset meetodit, mida nimetatakse
triipkoodistamiseks. ITS (Internal transcribed spacer) regiooni kasutamine kui triipkoodina
seenckoosluste méddramisel avastati tisna hiljuti (Schoch, jt 2012). Triipkoodistamine on
taksonoomiline meetod, kus kasutatakse organismi DNA liihikest geneetilist markerit, et
maédrata kindla isendi kuuluvust teatud liiki. Esimesena kirjeldas seda meetodit Paul Herbert
koos toOkaaaslastega, kelle cesmirgiks oli leida kiired ja tdpsed taksonoomilised
madramismeetodid, mida saaks kasutada erinevate organismide maaramisel (loomad, taimed
ja mikroorganismid) (Hebert jt, 2003, 2004). DNA triipkoodiks on sobiv selline marker, mille
liikide vaheline varieeruvus on suurem kui liigisisene varieeruvus. Samuti peab DNA marker
olema voimalikult lihike ja universaalsete praimerite poolt holpsasti amplifitseeritav (Kress
jt, 2008). Lisaks peavad triipkoodistamisel kasutatavad praimerid olema suutelised
amplifitseerima sihtmérk jérjestusi keskkonnas, kus vdib esineda DNA jérjestusi ka teistest
organismidest (Kosch jt, 2013). Triipkoodistamise osakaal suureneb pidevalt, eriti
mikroorganismide Okoloogias, kus nende médramisel kasutatakse tihti molekulaarseid
meetodeid. Selle tulemusena kuhjub pidevalt tootlemata andmeid, mille analiiiisimine on

koige mahukam ja keerukam osa. Selletottu on sekveneerimisandmete analiiiisimiseks
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arendatud erinevaid bioinformaatilisi meetodeid ja keerulisi programme, mis ecldavad jérjest
voimsamaid arvuteid (Balint jt, 2014). Ténapédeval on ITS regioon koige laialdasemalt
kasutatav marker, mille abil on vGimalik médrata palju erinevaid seeneliike (Buee jt, 2009).
Kuni 80-ndate 16puni tuli seeneliikide mddramiseks kasutada kultiveerimis meedodit, Siis
kaasajal pohineb seenekoosluste médramine enamasti DNA jérjestustel, mis muudavad
seenckoosluste madramise oluliselt kiiremaks ja lihtsamaks (De Beeck jt, 2014). Sellele aitab
omakorda kaasa ka suured ja tdpsed andmebaasid. Samuti vdimaldavad uued DNA
sekveneerimise tehnoloogiad uurida organisme nende looduslikus keskkonnas ning on tépsed
ja kiired (Nilsson jt, 2009). Seda muidugi juhul kui uuritavad liigid on eelnevalt uuritud ja
tapselt madratud. ITS1 ja ITS2 regioonide jérjestamisel on praeguseks kasutatud palju
erinevaid sekvenaatoreid (Buee jt, 2009). Algselt kasutati Sanger sekveneerimis meetodit
seente ITS jarjestuste madramisel, mis on voimaldanud iseloomustada nditeks mullaseente
mitmekesisust (O’Brien jt, 2005). Jarjest enam kasutatakse teise pdlvkonna sekvenaatoreid,
mis on ITS regioonide jirjestamisel palju edukamad. Naiteks piirosekveneerimine on
vorreldes Sangeri meetodiga tunduvalt kiirem ja odavam ning ei vaja kloneerimise etappe.
Piirosekvenaatorite abil toodetav jarjestuste hulk on mitu korda suurem ning jérjestused on
hea kvaliteediga (> Q30), mis oluliselt lihtsustab mulla seenekoosluste uuringuid (Buee jt,
2009). Algselt kasutati teise pdlvkonna sekvenaatoreid iihe nukleotiidsete poliimorfismide
(SNP- single nucleotide polymorfism) méadramisel, kuid on edukalt kasutatud ka kogu
genoomi sekveneerimisel ja metagenoomika analiitisidel (Ronaghi jt, 1998, Ronaghi, 2001).
[llumina Miseq sekvenaatorit on peetud ka 454 piirosekvenaatori jareltulijaks seente ITS
jarjestuste madramisel, kuid praegune Illumina sekveneerimistehnoloogia ei voimalda
taielikult jarjestada kogu ITS regiooni, kuna kogu regiooni keskmine pikkus on ~650 bp, kuid
Illumina maksimaalseks lugemiks on ainult 300 bp, samas ITS1 ja ITS2 regioone eraldi on
voimalik jarjestada viga edukalt (Balint jt, 2014). Varem on seente ITS jérjestuste mééramisel
kasutatud ka IonTorrent sekvenaatorit, kuid selle siisteemi puhul tekib viga palju vigu ITS
jarjestuste piirkonnas, kus tavaliselt paiknevad praimerid (Brown jt, 2013).

Samas on varem tehtud teadustoddes ndidatud, et 1TS1 ja ITS2 jarjestusi eraldi médrata on
tunduvalt kasulikum, kuna kahe ITS regiooni vahele jadb tugevalt konserveerunud 5,8S
regioon, mis vdib PCR reaktsioonide kidigus tekitada kimddrseid jarjestusi, mis vdivad
mdjutada  Iopptulemust (De Beeck jt, 2014). Siiski sobib 5,8S regioon oma tugeva
konserveerituse tottu seondumiskohaks universiaaletele praimeritele (Begerow jt, 2010).
Ténapdeval on ITS kdige sagedamini sekveneeritav regioon miikoloogias. Alates 1990.

aastatest on seente ITS jdrjestusi pidevalt sisestatud rahvusvahelisse nukleotiidsete jérjestuste
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andmebaasi (INSD-International Nucleotide Sequence Database) (Nilsson jt, 2008). ITS
regioon koosneb kolmest alampiirkonnast: ITS1, 5,8S ja ITS2 regioon (Joonis 3).

ITS1 ITS2

Joonis 3. ITS1 ja ITS2 regioonide paiknemine seente ribosomaalsel DNA-I.

Nii ITS1 kui ka ITS2 regioon on korge evolutsioonilise astmega ning nad on tiiiipiliselt liigi
spetsiifilised (Kdljalg jt, 2005). ITS jarjestuse kdrge koopia arv rakkudes véimaldab jérjestusi
maédrata ka siis, kui vajaminev DNA kogus on madal, mis keskkonnast voetud proovide puhul
on tavaline (Vilgalys jt, 1990). Kuigi kogu ITS regioonis sisaldub geneetilist informatsiooni
tunduvalt rohkem kui ITS2 regioonis, siis vdiksemate amplikonide tottu on jillegi PCR
reaktsioon palju efektiivsem ning tekib vdhem kimédirseid jérjestusi. Lisaks ldheb vaja
oluliselt vihem PCR tsiikleid, et saavutada soovitud amplikonide kontsentratsioon (Ihrmark jt,
2012). Kimaéarsed jérjestused tekivad tavaliselt PCR reaktsioonide kdigus ning moodustuvad
kahe vOi enama liigi DNA jirjestusest (Nilsson, jt 2006). Triipkoodistamise Kkui
madramismeetodi 10plikuks eesmérgiks on erinevatest proovidest mdédratud ITS jarjestused
klasterdada taksonoomilisteks iiksusteks (OTU), mis vastavad mingile kindlale 6koloogilisele
liigile. Taksonoomiliste iiksuste mddramine liikkideni vdimaldab jdlgida muutusi
seenekoosluste osas vOi avastada uute invasiivsete seeneliikide olemasolu palju varem

(Cristescu jt, 2014).
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3. MATERJALID JA MEETODID

Kahjurputukate ja puittaimede proovid koguti Louna-Eesti erinevatest maakondadest
(Tartumaa, Viljandimaa ja Vorumaa). Kahjurputukatest koguti nii ménnikirsakaid kui ka
tirasklasi. Mannikarsakatest koguti kaks liiki: harilik ménnikérsakas ja vdike-ménnikéarsakas.
Lisaproovidena koguti kolm tirasklaste liiki: suur-saareiirask, viike-saaretirask ja méanni-
juureiirask. Taimedel olevate seenekoosluste médramiseks ja vordlemiseks koguti proovid
uuendatud okaspuuraiesmikel méannikdrsakate poolt kahjustatud ja kahjustamata (tervetelt)
harilik kuuse ja harilik madnni kuni 4-aastatelt taimedelt. Lisaproove voeti raiesmikel

asuvatest minni-ja kuusekdndudelt.
3.1. Putukaproovid
3.1.1. Minnikérsakate proovid

Mainnikérsakate pliidmiseks rajati piitinisaugud suurusega 25 x 40 x 50 cm. Piitinisaugud on
kdige levinum meetod ménnikdrsakate ja teiste maapinnal liikuvate kahjurputukate
kogumiseks. Atraktiivsuse tdstmiseks kasutatakse piiiinistes ka toidumeelistel pdhinevaid
toiduatraktante voi suguferomoone (Sibul jt, 2006). Méannikarsakate valmikute kogumiseks
moeldud piitinisaugud rajati 2014. aasta kevadel okaspuutaimedega uuendatud virskele
okaspuuraiesmikule. lgalt uuritavalt alalt koguti kahte ménnikdrsaka liiki: hariliku
méannikdrsaka ja viike-ménnikdrsaka valmikuid. Putukad maédrati (det. Ivar Sibul) Eesti

Maaiilikooli metsandus- ja maaehitusinstituudis.

Tabel 1. Méannikérsakate proovid.

Maakond Ala Koordinaadid Peapuuliik  Putuka liik  Arv Koguja/Aasta

Tartumaa KS 218 N:58°20'52,7", E:26° 53'44,01" Maind H. abietis 15

. Kivimaégi, 2014

Tartumaa KS 218 N:58°20'52,7", E:26° 53'44,01" Mind H. pinastri 15 I. Kivimagi, 2014
Tartumaa QT 014 N:58°17'29,5", E:26° 46' 23,8" Mind H. abietis 12 I. Kivimagi, 2014
Tartumaa QT 014 N:58°17'29,5", E:26° 46' 23,8" Mind H. pinastri 9 I. Kivimagi, 2014
Tartumaa QT 017 N:58°16'44,9", E:26° 47' 5,1" Mind H. abietis 15 I. Kivimagi, 2014
Tartumaa QT 017 N:58°16'44,9", E:26° 47' 5,1" Mind H. pinastri 9 I. Kivimagi, 2014
Tartumaa QT 019 N:58°15'47,6", E:26° 46' 9,3" Mind H. abietis 12 I. Kivimagi, 2014
Tartumaa QT 019 N:58° 15'47,6", E:26° 46'9,3" Mind H. pinastri 3 I. Kivimagi, 2014
Vorumaa Rénna N:57° 45'21,6", E:26° 28' 53,2" Mind H. abietis 20 R. Drenkhan, 2014
Vérumaa Rénna N:57°45'21,6", E:26° 28'53,2" Mind H. pinastri 1 R. Drenkhan, 2014
Tartumaa Jarvselja N:58° 16'25,6", E:27° 16' 13,4" Mind H. abietis 10 T. Drenkhan, 2014
Tartumaa  Ulenurmevald N:58°15'8,2", E:26°48'17,7" Mind H. pinastri 10 T. Drenkhan, 2014
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Koik kogutud ménnikdrsakad hoiti siigavkiilmas (-25 + 0,5 °C). Putukatelt seente DNA
eraldamiseks asetati igalt alalt kogutud tiks harilik ja tiks védike-méannikdrsaka valmik
steriilsete pintsettidega 2 ml Eppendorfi tuubi. Kokku eraldati seente DNA-d 48-st
méannikdrsaka proovist (25 hariliku ménnikédrsaka proovi, 23 viike-ménnikédrsaka proovi).
Seente DNA eraldamiseks purustati metallkuulikeste abil kogu kahjurputukas, kuna seente
eosed voisid paikneda nii Kitiinkestal kui ka kahjurputuka seedekulglas. Igasse DNA tuubi
lisati kaks autoklaavitud 3,2 mm diameetriga roostevabast terasest kuulikest (BioSpec
Products, Bartlesville, OK, USA) ning kahjurputukad purustati 10 min jooksul kasutades
raputit Retsch Mixer Mill MM400 (Retsch, Haan, Saksamaa). Purustatud materjalist DNA
eraldamiseks kasutati MO BIO PowerSoil DNA isolation kit-i (MO BIO Laboratories, Inc.,
Carlsbad, CA, USA) vastavalt tootja protokollile.

3.1.2. Urasklaste proovid

Louna-Eesti metsadest koguti lisaks veel 19 erinevat iirasklast. Urasklastest koguti: minni-
juuretiraski, vdike- ja suur-saareiiraski valmikuid. Suur-saareiiraskite puhul koguti ainult 4
isendit. Méanni-juureiiraskite ja vdike- saaretliraskite valmikuid koguti vordselt 8 isendit (Tabel
2). Seente DNA-d eraldati tiraskiproovidest eespool kirjeldatud meetodi jargi vastavalt tootja

protokollile.

Tabel 2. Urasklaste proovid.

Maakond Leiukoht Koordinaadid Putuka lilk  Kogus Koguja/Aasta
Tartumaa Ulenurme vald N:58°15'8,2" E:26°48'17,7" H. brunneus 8 T. Drenkhan, 2014
Viljandimaa Joekiila kiila N:58°25'25,9", E:25° 55'6,5" H. fraxini 4 I. Ermel, 2014
Tartumaa  Jirvselja Oppe- ja Katsemetskond ~ N:58° 16'25,6", E:27° 16'13,4"  H.crenatus 3 T. Drenkhan, 2014
Tartumaa Vedu kiila N:58° 13'21,7", E:26° 41' 27,04" H. fraxini 4 K. Adamson, 2014
19
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3.2. Taimse materjali proovid
3.2.1 Okaspuu taimeproovid

Kahjurputukate poolt levitatavate seenekoosluste vordlemiseks koguti ka noori okaspuutaimi
(Tabel 3). Igalt alalt koguti sinna istutatud hariliku ménni 2-aastaseid seemikuid ja hariliku
kuuse 4-aastaseid istikuid, milledest pooled olid terved ning iilejddnud koorevigastustega
(ménnikdrsakate poolt kahjustatud) taimed. Kokku koguti 60 erineva taime proovi.
Analtiiisides kasutati ainult taime tlivekest. Steriilse skalpelliga 10igati nii tervetel kui ka
kahjustusega taimedelt alates juurekaelast 5-10 cm korguselt paari sentimeertiline tiiveldik,
mis asetati steriilsele Petri tassile. Petri tassile asetatud taimedelt kooriti skalpelliga
ettevaatlikult koor. Peale igat nimetatut etappi steriliseeriti skalpell piirituses ja leeklambis, et
véltida ristsaastet. Uuritav puiduosa asus sisekoore all, kambriumis. Igast taimeproovist
10igati ca 2 g uuritavat materjali. Kogu protseduur oli sama nii tervete kui ka kahjustusega
taimeproovide puhul, kuid kahjustatud taimedelt 1digati rohkem pruunistunud koega
koorealust osa. Uuritav materjal asetati samuti 2 ml DNA tuubi ning DNA eraldamiseks
purustati materjal raputis metallist kuulikeste abil sarnaselt varem kirjeldatule. DNA eraldati

sarnase meetodi jargi nagu putukaproovidel.

Tabel 3. Hariliku ménni ja kuuse taimeproovid.

Maakond Alanr Koordinaadid Peapuuliik Terve kuusk Haige kuusk Terve méind Haige ménd Koguja/Aasta

Tartumaa QT 019 N:58°15'47,7", E:26° 46' 9,3" Ménd 3 3 3 3 I. Kivimagi, 2014

Tartumaa QT 017 N:58°16'44,9", E:26°47'5,1" Ménd 3 3 3 3 I. Kivimégi, 2014

Tartumaa QT 014 N:58°17'29,6", E:26° 46'23,9" Ménd 3 3 3 3 I. Kivimégi, 2014

Tartumaa  KS218  N:58°20'52,7", E:26°53'44,01" Ménd 3 3 3 3 I. Kivimagi, 2014

Voérumaa Rénna N:57°45'21,6", E:26° 28' 53,2 Ménd 3 3 3 3 R. Drenkhan, 2014
15 15 15 15

3.2.2. Okaspuu kiinnuproovid

Taimeproovidele lisaks koguti veel kahelt alalt 16 okaspuu kénnuproovi. Okaspuu
kénnuproove oli samuti kaks erinevat liiki: harilik ménd ja harilik kuusk. Kdik okaspuu
kédnnud olid silmndhtava kahjustusega. Kannuproovidest eraldati seente DNA-d eespool

kirjeldatud meetodi jirgi vastavalt tootja protokollile (Tabel 4).
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Tabel 4. Okaspuu kdnnuproovid.

Maakond Ala Geograafilised koordinaadid  Peapuuliik Seisund Kogus Koguja/Aasta

Vorumaa  QB159 2 N:57°49'47,9" E: 26° 53'23,1" Mind Kahjustusega 5 R.Drenkhan, 2014
Vorumaa QB159 2  N:57°49'47,9" E: 26° 53'23,1" Kuusk Kahjustusega 1 R.Drenkhan, 2014
Polvamaa [IM132_6 9 N:57°54'34,4" E:27°19'18,4" Mind Kahjustusega 6 R.Drenkhan, 2014
Polvamaa [IM132_6 9 N:57°54'34,4" E:27°19'18,4" Kuusk Kahjustusega 4 R.Drenkhan, 2014
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3.3. PCR amplifikatsioon ja geelelektroforees

PCR temperatuuritsiiklid viidi 1dbi kasutades aparaate Eppendorf 5341 ja 6321 (Eppendorf
AG, Hamburg, Saksamaa). Kokku tehti koikide proovide puhul 1dbi 30 PCR tsiiklit. Kokku
kasutati amplifitseerimisel 149 proovi (67 kahjurputuka proovi, 76 puiduproovi, 6
kontrollproovi). PCR reaktsioonisegu oli kokku 25 ul, mis sisaldas 18 ul vett, 5 ul 5x HOT
FIREPol Blend Mastermix (10 mM MgCI2) (OU Solis Biodyne, Tartu, Estonia), 0,5 ul
molemat praimerit (20 pmol) ja 1 ul sihtmidrk DNA-d. ITS2 jérjestuste amplifitseerimisel
kasutati universiaalseid praimereid: praimer gITS7 (5' - 3' GTGAATCATCGAATCTTTG)
(Thrmark jt, 2012), mis seondus seente rDNA 5,8S regiooniga ja praimer ITS4ngs (5" - 3'
TCCTCCGCTTATTGATATGC) (Tedersoo jt, 2014), mis seondus seente rDNA 28S
regiooniga. Praimeri ITS4ngs kiiljes oli lisaks veel 10-12 Dbp pikkuseid
identifitseerimisjdrjestused, mis vOimaldasid bioinformaatilise todtluse kéigus erinevaid
proove dra tunda (Tedersoo, jt 2014). Esmane denatureerimine viidi 1dbi temperatuuril 95 °C
15 min jooksul. Sellele jargnesid korduvad tsiiklid, mis koosnesid denatureerimisest
temperatuuril 95 °C 30 s jooksul, praimerite gITS7 ja 1TS4ngs seondumisest 30 s jooksul
temperatuuril 55 °C ja elongatsioonist temperatuuril 72 °C 1 min kestel. PCR tsiiklid 16petas
pikk elongatsiooni etapp temperatuuril 72 °C, mis kestis 10 min. PCR produktid (5 ul)
separeeriti geelelektroforeesil 1% agaroosgeelil (Seakem LE Agarose, Lonza Group Ltd,
Basel, Sveits) 1% TBE puhvris 15 min. Geeli voolutati Biometra Compact M
elektroforeesisiisteemis (Biometra GmbH, Goettingen, Saksamaa) voolupingega 10 V/cm.
PCR produktid markeeriti etiidiumbromiidiga (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) ja
visualiseeriti UV valguses kasutades Bio-Vision 3026 WL siisteemi (Vilber Lourmet, Torcy,
Prantsusmaa). Proovid, mille puhul biand puudus vdi oli vaga ndrk, amplifitseeriti uuesti ja
teostati 35 PCR tsiiklit ning proovidel, millel oli béand vdga tugev, teostati 25 PCR tsiiklit.
PCR reaktsioonide kvaliteedi kontrollimiseks kasutati ka positiivset ja negatiivset bandi. 1TS2

amplikonide keskmine pikkus oli geelil ligikaudu 400 bp.
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3.4. DNA puhastamine

Sekveneerimisele saadetud PCR produktid puhastati SequalPrep Normalization Plate (96) kiti
(Invitrogen, Life Technologies, Waltham, Massachusetts, USA) kasutades. lgat PCR produkti
voeti 25 ul ja pipepteeriti SequalPrep plaadile. Vordses koguses lisati SequalPrep seondumis
puhvrit (SequalPrep Normalization Binding buffer). Seejarel kaeti plaat PureLink tihendus
teibiga (PureLink Foil Tape, Life Technologies, Waltham, Massachusetts, USA) ning tehti
kiire vortex ja tsentrifuugiti paari sekundi viltel kiirusel 3000 podret minutis kasutades
tsentrifuugi Eppendorf 5424 (Eppendorf AG, Hamburg, Saksamaa). Seejirel inkubeeriti tund
aega toatemperatuuril ning vdimaldati DNA-1 plaadi pinnale seonduda. Jargnes pesuetapp,
kus vedelik aspireeriti kaevukestest ettevaatlikult, et mitte kaevukeste kiilgi puutuda. Lisati
50ul pesu puhvrit (SequalPrep Wash Buffer) kaevukestesse ja pipeteeriti ettevaatlikult iiles ja
alla, et eemaldada iileliigne osa. Pesupuhver eemaldati samuti aspireerimise teel ning
allesjadnud vedelik eemaldati plaadi drna koputamise teel filterpaberile. Jargnes elueerimise
etapp, kus kaevukestesse lisati 20 pl elueerimise puhvrit (SequalPrep Normalization Elution
Buffer). Kuni viis korda pipepteeriti puhvrit iiles-alla, kaeti uuesti PureLink katte teibiga, tehti
orn vorteks ja lithike tsentrifuugimine, nagu eespool Kkirjeldatud. Edasi inkubeeriti
toatemperatuuril 5 min. Seejérel lisati molemalt plaadilt voetud proovid kahte 1,5 ml tuubi.
Enne sekveneerimist sadestati proovid vilja etanoolis, kasutades Pellet Paint (Novagen,
Merck, Darmsdat, Saksamaa) vérvi. Protseduur teostati vastavalt tootja protokollile. Samuti
moodeti enne sekveneerima saatmist {ile DNA konstentratsioonid, kasutades fluoromeetrit
Qubit 2.0 fluoromeetrit ja Qubit dSDNA BR kaheahelalise DNA kontsentratsiooni mddtmise
stisteemi (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, CA, USA).
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3.5. DNA sekveneerimine ja jérjestuste bioinformaatiline analiiiis

PCR produktide sekveneerimine teostati TU Eesti Geenivaramu (TU EGV) tuumiklaboris
(Tartu, Eesti). Jarjestuse sekveneerimisel kasutati Illumina MiSeq (San Diego, California,
USA) sekvenaatorit (2 x 300 bp). Bioinformaatilisel analiiiisil kasutati ITS jarjestuste tootluse
meetodit, mis on moeldud Illumina sekveneerimisplatformi jaoks (Balint jt, 2014). Illumina
jarjestusi sisaldavad failid edastati lauaarvutisse (Intel core i7, 3,6 GHz, 32GB RAM) fastq
formaadis. T66 esimese etapina toimus fastq failides jarjestuste arvu esmane méadramine ja
kvaliteedi kontrollimine, kasutades javal pohinevat programmi FastQC High Throughput
Sequence QC report (versioon 0.11.3, Babraham bioinformatics, Babraham institute,
Babraham, UK). Ulejidinud bioinformaatilise tootluse etapid teostati Ubuntu linux (14.10
versioon) operatsioonsiisteemis. Esmalt eemaldati programmis Mothur (versioon 1.34.4 |
University of Michigan, USA 2014) kesise kvaliteediskooriga (Q) jarjestused. Pédrast seda
liideti uuesti jarjestuste ja kvaliteedi andmeid sisaldavad failid jélle kokku iiheks fastq failiks,
kasutades sama programmi. Halva kvaliteediskooriga jarjestuste eemaldamise tottu jaid mingi
osa jéarjestustest ilma paarilisest. Ilma paariliseta jadnud jéarjestused eemaldati Python (64 bit)
skripti abil. Jargmisena assambleeriti programmis PANDAseq (Masella jt, 2012) lugemite
kattuvad 5 ja 3" jarjestuste otsad omavahel kokku kontiigideks. Lisaks korvaldas programm
jarjestuste kvaliteedi alusel ka aluspaardumis vead kattuvatel aladel. Naiteks, Kui jirjestuste
kattuvatel aladel esines kokkulangevusi aluspaardumiste osas, siis summarne kvaliteediskoor
Q suurenes, juhul kui esines ebakdlasi, siis kvaliteediskoor vidhenes ja jérjestustesse valiti
ainult korgema Q skooriga aluspaar (Edgar jt, 2015). Parast seda jdeti alles ainult need
jarjestused, mis sisaldasid korrektset identifitseerimisjirjestust. Alles jddnud jérjestustest
eemaldas programm Mothur (versioon 1.34.4 , University of Michigan, USA, 2014)
identifitseerimispraimerite fragmendid. Eelnevalt sisestati programmi koos kédsuga 1TS4ngs
praimeri kiiljes olnud proovispetsiifilised 10-12 bp pikkused identifiseerimisjérjestused txt
formaadis. Bioinformaatilise eeltdotluse kdige viimases etapis 10igati ITS2 jarjestustest vélja
ka kiilgnevad 5,8S ja 28S rDNA fragmendid, kasutades programmi Fungal ITSx (Nilsson jt,
2010). ITS2 regiooniga kiilgnevad jérjestused vdivad mojutada klasterdamise ja blastimise
tulemusi, suurendades sarnasust jérjestuste vahel (Nilsson jt 2010). Jarjestuste sorteerimine
ITSx programmis pdhineb peidetud Markovi mudelil (HMM), mis mdddab mingi jirjestuse
esinemise tdendosust seente ribosomaalse DNA positsioonis (Bengtsson-Palme jt, 2013).
Analiitiside lihtsustamiseks sorteeriti programmiga USEARCH v7.0.1001 (Edgar, 2010) ITS2

jarjestuste hulgast vélja ainult unikaalsed jdrjestused ning eemaldati dublitseeruvad
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jarjestused. Lisaks eemaldati sama programmi abil ka Kimédarsed jarjestused vastavalt UNITE
(Abarenkov, 2010) seente andmebaasile. Unikaalsed jarjestused klasterdati taksonoomilisteks
iiksusteks jarjestuste 97% sarnasuse alusel programmis CD-HIT (versioon 0.5, 7.03.2012, Dr.
Weizhong Li, Burnhami instituut, USA). Klasterdamine programmis CD-HIT po&hineb
Greedy klasterdus algoritmil, kus jérjestused sorteeritakse vastavalt pikkusele kahanevas
jarjekorras ning koige pikemast jérjestusest saab esimese klastri esindusjérjestus. Edasi
vorreldakse iilejadnud jarjestusi selle esindusjérjestusega sarnasuse alusel. Piisava sarnasuse
korral lisatakse vorreldud jarjestus sinna klastrisse ning kui sarnasus ei ole piisav, siis
moodustub vorreldud jérjestusest esindusjarjestus uues klastris (Weizhong Li jt, 2006).
Viimases etapis toimus esindusjérjestuste blast UNITE (Abarenkov, 2010) ja NCBI GenBank
andmebaasides (Bensson jt, 2015) ning moodustati seente taksonoomilisi iiksusi (OTU)
sisaldav tabel. Blastimine NCBI GenBank andmebaasis vdimaldas médrata neid organisme,

kelle ITS jérjestused ei olnud amplifikatsiooni sihtmérgiks (Balint, jt 2014).

3.6. Tulemuste statistiline analiiiis

Taksonite esinemise tabel normaliseeriti programmis Mothur (versioon 1.34.4 , University of
Michigan, USA, 2014), kus sekveneerimis siigavuseks arvestati 5933 jdrjestust.
Sekveneerimis siigavus arvutati proovidest leitud summaarsete jarjestuste alusel (mediaan).
Mannikéarsakate proovide vahel hiipoteeside testimiseks kasutati T testi programmis Statistica
(Statsoft , Round Rock, Texas, USA), kus nullhiipoteesi (HO) kehtivuse jaoks oli oluline, et p-
vadrtus jadks suuremaks kui olulisusnivoo 0,05 (p > 0,05). Kui p-véirtus oli viiksem kui
olulisusnivoo 0,05 (p < 0,05), siis nullhiipotees oli timber liikkatud ning oigeks tuli lugeda
alternatiivset hiipoteesi. Taksonoomiliste iiksuste jaotuse Kirjeldamiseks erinevate proovide
vahel kasutati Venni diagramme, mis koostati programmis Mothur. Ménnikérsakate
proovidest méératud seenekoosluste osas arvutati ka Shannon-Weaneri diversiteedi indeks,
kasutades valemit H= - X(P; x In P;), kus P; tahistas seeneliikide suhtelist ohtrust (Hill, 2003).
Lisaks arvutati ka diversiteedi tasakaalu indeks (E), kasutades valemit E=H/Hmax, Kkus
Hmax=-In(S), mis niitas seeneliikide suhtelist sagedust ménnikérsakate proovides. Kdige
domineerivamad olid seenekooslused, mille suhtelise ohtruse P; véirtus oli suurem kui

Camargo index 1/S, kus S tahistas liigirikkust (Camargo, 1993).
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4. TULEMUSED
4.1. Uldised tulemused

4.1.1. Bioinformaatilise tootluse tulemused

Illumina MiSeq sekvenaatoriga jarjestamisel saadi kokku 18 179 352 ja 2 x 300 bp pikkuseid
paarduvate 10ppudega lugemit (Paired-end reads). Esimeselt plaadilt saadi 7 569 746 lugemit,
mille keskmine GC nukleotiidide sisaldus oli 46%. Teisel plaadilt saadi 10 609 606 lugemit,
mille keskmine GC nukleotiidide sisaldus oli 51%. Kd&ige esimeses etapis filtreeriti vilja
jarjestused, mille keskmine Q skoor oli vdiksem kui 28. Pérast filtreerimist jdi alles
17 228 124 hea kvaliteediga jérjestust. Peale jarjestuste kattuvate fragmentide kokku liitmist
kontiigideks saadi kokku 14 972 966 miljonit jarjestust, kus keskmine jarjestuste pikkus oli
377 bp. Kdige lithema jarjestuse pikkus oli 151 bp ja koige pikema jarjestuse pikkus 587 bp.
Korrektseid identifitseerimispraimeri jarjestusi sisaldasid kokku 10 619 290 jarjestust, millest
hea kvaliteediga ITS2 jéarjestusi oli 7 497 042. Nende ITS2 jarjestuste hulgast sorteeriti vélja
identsed jérjestused ning jéeti alles ainult unikaalsed jdrjestused, mis moodustasid 29 883
Klastrit. Osa klastritest sisaldas ainult {iihte jirjestuselementi (Singletone). Uhte
jarjestuselementi sisaldavad Kklastrid eemaldati ning alles jdi 13 517 taksonoomilist {iksust
(OTU). Loplikku taksonoomia tabelisse lisati juurde ka koik iilejddnud mittekiméérsed 1TS2
jarjestused, mis jdid alles peale Fungal ITSx programmi. Seega jdi 10plikku taksonoomia
tabelisse 13 517 esindusjirjestusega koige suurema sarnasusega jérjestused. Tabelist
eemaldati reostust ja positiivse kontrolli tulemusi sisaldavad taksonoomilised iiksused. Lisaks
eemaldati ka taksonoomilised {iksused, mis ei kuulunud seentele ja sellised, kus oli vdga vihe
ITS2 jarjestusi (kuni 10 jérjestust). Veel eemaldati tabelist ka sellised taksonoomilised
iiksused, kus blasti tulemustes oli kehv kvaliteediskoor, kdrge e véértus (e vddrtus kdrgem kui
e-50) ning jérjestuste sarnasus vorreldes andmebaasiga alla 75%. Sellised taksonoomilised
tiksused olid suure tdendosusega kiméadrid ning ei kuulunud seentele. Lisaks eemaldati tabelist
proovid, kus oli summaarselt vihem kui 1200 ITS2 jérjestust proovi kohta. Parast tabelist
tileliigsete andmete eemaldamist jéi alles 3 445 905 seentele kuuluvat ITS2 jérjestust ja 2227
taksonoomilist tiksust (OTU) (Tabel 5). Loplik ITS2 jérjestuste keskmine pikkus tabelis oli
302 bp. Taksonoomilised Ttiksused médrati liigini siis, kui 1TS2 jarjestused olid

andmebaasidega sarnased vahemalt 98%-100% ulatuses. Jarjestuste sarnasus vahemikus 90%-
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97% vodimaldas taksonoomilisi liksusi méérata vdhemalt sugukonnani vOi perekonnani.
Sarnasus andmebaasiga vahemikus 85-89% voimaldas taksonoomilisi iiksusi médrata

vahemalt seltsini ja sarnasus 80-84% véahemalt klassini.

Tabel 5. ITS2 jarjestuste bioinformaatilise to6tluse etapid.

Etapp Programm/skript/andmebaas Faili nimetus  Jirjestused  Klastrid

Jirjestuste kvaliteedikontroll FastQC plaat 1 forward 7569 746

plaat 1 reverse 7569 746

plaat 2 forward 10 609 606

plaat 2 reverse 10 609 606

Jirjestuste filtreerimine Mothur plaat 1 forward 7174140

plaat 1 reverse 7174140

plaat 2 forward 10 053 984

plaat 2 reverse 10 053 984

Paariliseta jéirjestuste eemaldamine fastgCombinePairedEnd.txt plaat 1 forward 6611 628

plaat 1 reverse 6611628

plaat 2 forward 9936 020

plaat 2 reverse 9936 020

Jarjestuste assambleerimine PANDAseq Plaat 1 6 165 890

Plaat 2 8807076

Jirjestuste identifitseerimine Mothur+ fail oligos.txt Plaat 1 4 266 629

Plaat 2 6 352 661

Plaat1+Plaat2 10 619 290

ITS2 ekstraktor Fungal ITSx Plaatl 3998 824

Plaat2 3498 218

Plaat1+Plaat2 7497 042

Dereplikatsioon, kimaarid USEARCH, UNITE Plaatl+Plaat2 4425871
Klasderdamine CD-HIT Plaat1+Plaat2 29 883
Singletonide eemaldamine CD-HIT Plaat1+Plaat2 13517
Esindusjérjestuste blast UNITE, GenBank Plaat1+Plaat2 13517

Seente OTU tabel MS excel 2010 Plaatl+Plaat2 3445905 2227

4.1.2. Seentaksonite ildised tulemused

Koige rohkem 2227-st ITS2 jérjestuste alusel mdératud taksonoomilistest iiksustest kuulus
hoimkonda kottseened (Ascomycota) ja kandseened (Basidiomycota). Koige vihem méérati
ikkeseente (Zygomycota) hdimkonda kuuluvaid taksonoomilisi iiksusi. Uldiselt oli
hoimkondade jagunemine erinevate proovide ldikes tihtlane. Kuigi ainult minnikarsakate

proovides oli ikkeseente hulka kuuluvate taksonoomiliste liksuste oOsakaal veidi suurem.

21



Koige vihem ikkeseentele kuuluvaid taksonoomilisi {iksusi maérati puiduproovidest. Seega
jagunesid koikidest proovidest madratud taksonoomilised tiksused kolme seentele kuuluva

hdimkonna vahel: kottseened, kandseened ja ikkeseened (Joonis 4).

Puiduproovid

B m Ascomycota
Urasklased .
m Basidiomycota

= Zygomycota

Minnikérsakad

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Joonis 4. Seentaksonite jaotus proovides hdimkondade kaupa.

Kéesoleva t66 kdigus erinevatest proovidest ITS2 jarjestuste alusel maaratud taksonoomilised
iiksused jagunesid 11 seentele kuuluva klassi vahel. Kdige rohkem taksonoomilisi iiksusi
madrati klassidesse Agaricomycetes, Dothideomycetes, Eurotiomycetes, Leotiomycetes,
Microbotryomycetes, Saccharomycetes, Sordariomycetes ja Tremellomycetes. Koige vihem
taksonoomilisi  iiksusi madrati klasside Agaricostilbomycetes, Pezizomycetes ja
Ustilaginomycetes hulgast. Erinevate proovide 16ikes oli seente klassiline jaotus ebaiihtlane.
Kodige rohkem klassi Agaricomycetes hulka kuuluvaid taksonoomilisi liksusi méaérati
puiduproovidest, kdige vdhem kahjurputukate proovidest. Samuti sisaldasid puiduproovid
vorreldes tlejadnud proovidega kdige rohkem taksonoomilisi iiksusi, mis kuulusid klassi
Dothideomycetes, kuid kahjurputukate proovides oli klassi Eurotiomycetes hulka kuuluvate
taksonoomiliste liksuste o0sakaal suurem kui puiduproovidel. Vastupidiselt esines
puiduproovides vorreldes kahjurputukate proovidega kdige rohkem klassi Leotiomycetes
hulka kuuluvaid taksonoomilisi iiksusi. Samas oli kahjurputukate proovides Kklassidesse
Microbotryomycetes ja Saccharomycetes hulka kuuluvate taksonoomiliste iiksuste o0sakaal

vorreldes puiduproovidega tunduvalt suurem. Erinevate proovide 10ikes esines kdige rohkem
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klassi Sordariomycetes kuuluvaid taksonoomilisi {iksusi iirasklaste proovides. Kahjurputukate
proovides oli vorreldes puiduproovidega suurem ka klassi Tremellomycetes kuuluvate

taksonoomiliste iiksuste osakaal (Joonis 5).

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
m Agaricomycetes m Agaricostilbomycetes ~ m Dothideomycetes ® Eurotiomycetes
m |_eotiomycetes = Microbotryomycetes = Pezizomycetes m Saccharomycetes
Sordariomycetes m Tremellomycetes Ustilaginomycetes

Joonis 5. Seentaksonite jaotus proovides Klasside kaupa.

Seente 2227 taksonoomilisest iiksusest (OTU) médrati perekonnaline kuuluvus 1536 (69%)
OTU puhul. Kokku méirati seentaksonite osas ~300 erinevat perekonda. Ulejiinud 691(31%)
taksonoomilise iiksuse puhul jdid seente perekonnad tundmatuks. Nende puhul identifitseeriti
pigem sugukonnad voi seltsid. Erinevate proovide peale kokku identifitseeriti kdige rohkem
perekond Rhodotorula hulka kuuluvaid taksonoomilisi tiksusi (OTU). Kokku méérati
perekond Rhodotorula hulka kuuluvaid seentaksoneid 68 (3,05%). Ulejisinud 14 kdige
levinumat seentaksonit olid perekonnad Moriterella, Cladophialophora, Cryptococcus,
Candida, Inocybe, Penicillium, Sporolomyces, Russula, Cortinatus, Exophiala, Tomentella,
Oidiodendron, Mycena ja Lachnum. Kokku hdlmasid 15 koige levinumat taksonoomilist
tiksust ~26% (567 OTU-t) 2227 seentaksonist (Tabel 6).



Tabel 6. Proovide 16ikes ITS2 jarjestuste alusel madratud 15 kdige levinumat seentaksonit.

Héimkond Klass Selts Sugukond Perekond OTU-d % 2227 OTU-st
Basidiomycota Microbotryomycetes Sporidiobolales Incertae sedis Rhodotorula 68 3,05%
Zygomycota Incertae sedis Mortierellales Mortierellaceae Mortierella 62 2,78%
Ascomycota Eurotiomycetes Chaetothyriales Herpotrichiellaceae | Cladophialophora 58 2,60%
Basidiomycota Tremellomycetes Filobasidiales Filobasidiaceae Cryptococcus 48 2,16%
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales ~ Saccharomycetaceae Candida 42 1,89%
Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Inocybaceae Inocybe 39 1,75%
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Trichocomaceae Penicillium 39 1,75%
Basidiomycota Microbotryomycetes Sporidiobolales Incertae sedis Sporobolomyces 39 1,75%
Basidiomycota Agaricomycetes Russulales Russulaceae Russula 28 1,26%
Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Cortinariaceae Cortinarius 26 1,17%
Ascomycota Eurotiomycetes Chaetothyriales Herpotrichiellaceae Exophiala 26 1,17%
Basidiomycota Agaricomycetes Thelephorales Thelephoraceae Tomentella 25 1,12%
Ascomycota Dothideomycetes Incertae sedis Myxotrichaceae Oidiodendron 24 1,08%
Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Tricholomataceae Mycena 22 0,99%
Ascomycota Leotiomycetes Helotiales Hyaloscyphaceae Lachnum 21 0,94%
567 25,5%

Erinevad seentele kuuluvad taksonoomilised iiksused jagunesid nelja erineva proovigrupi
vahel: kahjurputukad, kahjustusega taimeproovid, terved taimeproovid ja kadnnuproovid.
Jooniselt vois ndha, et osa proovidest méddratud taksonoomilistest iiksustest esines mitmes
erinevas ning osa ainult kindlas proovis. Neli erinevat proovigruppi sisaldas kokku 2227
taksonoomilist iiksust, millest vdga suur osa taksonoomilistest iiksustest esinesid ainult
kindlas proovigrupis (kahjurputukad 851 (38,2%), kahjustusega taimeproovid 275 (12,3%),
terved taimeproovid 390 (17,5%), kdnnuproovid 192 (8,6%)). Seega protsentuaalselt 77%
(1708) taksonoomilistest iiksustest médrati ainult kindlast proovigrupist. Proovide vahel
kattuvaid taksonoomilisi tksusi leiti kokku 519 (23,3%). Koige rohkem Kkattuvaid
taksonoomilisi liksusi esines kahe proovigrupi ning kdige vdhem nelja proovigrupi vahel.
Jooniselt v3is ndha, et nelja proovigrupi vahel kattus ainult 30 (1,3%) taksonoomilist iiksust.
Kahe proovigrupi vahel esines kdige rohkem kattuvaid taksonoomilisi iiksusi kahjurputukate
ja kahjustatud taimeproovide vahel (11,1 % ehk 248 OTU-t) ning koige vdhem tervete
taimeproovide ja kdnnuproovide vahel (4% ehk 91 OTU-t). Kahjurputukate ja tervete

taimeproovide vahel oli kattuvaid seentaksoneid kokku 197 (8,8%) (Joonis 6).
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~ Venn Diagram at distance 0.03

‘,-’/ Terved taimeproovid

390

Kéannuproovid

192

Joonis 6. Taksonoomiliste tiksuste (OTU) jagunemine nelja erineva proovigrupi vahel.

4.2. Kahjurputukate proovides esinevad seentaksonid

Kéesolevas osas Kirjeldatakse kahjurputukate proovidest ITS2 jarjestuste alusel médratud
seentaksoneid. Seenetaksonid méérati nii vaike-ménnikérsakate (Hylobius pinastri), harilike
ménnikarsakate (H. abietis), méanni-juureiiraskite (Hylastes brunneus) kui ka saareiiraskite
valmikute (Hylsenius) proovidest. Saareiiraskid arvestati iiheks proovigrupiks, kuna suur-
saaretiraskite (H. crenatus) proove oli liiga vihe ja viike-saareiiraskite (H. fraxini) proove
tunduvalt rohkem. Kahjurputukate proovid sisaldasid kokku 1268 seentaksonit (OTU), millest
suurem osa madrati ainult kindlast kahjurputuka proovist. Selliseid seentaksoneid oli kokku
835 (66%) (H. brunneus 219 (17,3%), H. abietis 243 (19,2%), H. pinastri 178 (14%) ja
Hylseinius 195 (15,3%). Kahjurputukate proovide vahel oli kattuvaid taksonoomilisi {iksusi
kokku 433 (34%). Suurem osa kattuvatest taksonoomilistest iiksustest esinesid kahe
kahjurputuka proovi ning kdige vdahem nelja kahjurputuka proovi vahel. Nelja proovigrupi
vahel Kkattus ainult 24 (1,9%) seentaksonit. Kahe proovigrupi vahel esines kodige rohkem
kattuvusi seentaksonite osas harilike mannikérsakate ja vidike- ménnikérsakate proovide

vahel. Kahe médnnikérsaka liigi vahel kattus koguni 350 (27,6%) seentaksonit. Kdige vihem
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kattuvaid seentaksoneid esines {iilejadnud kahjurputukatel saareiiraskite (Hylseinius sp.)
proovidega (Joonis 7). Mitmed kahjurputukate proovide vahel kattuvad seentaksonid
identifitseeriti kui olulised puitttaimede seenpatogeenid, kiire kasvuga saprotroofid voi

endofiitidid, millest tuleb juttu alljargnevates osades.

Venn Diagram at distance 0.03

Hylastes brunneus

Hylobius pinastri
178

Joonis 7. Seente taksonoomiliste iiksuste (OTU) jagunemine kahjurputukate proovide vahel.
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4.2.1. Méannikérsakate proovides esinevad seentaksonid

Kéesolevas o0sas Kkirjeldatakse harilike maénnikdrsakate (Hylobius abietis) ja viike-
ménnikdrsakate (H. pinastri) proovidest identifitseeritud seenetaksoneid. Lisaks testiti
statistiliselt t66 sissejuhatavas osas piistitatud hiipoteesi, mille alusel leiti seentaksonite t ja p
vadrtused. Testimisel ldhtuti alternatiivsest hiipoteesist, mis eeldas, et harilike- ja viike-
ménnikdrsakate vahel esineb statistilisi erinevusi seenckoosluste osas. Statistilise
andmeanaliiiisi tulemusena selgus, et mannikarsakate proovidest maddratud seenekooslused ei
olnud statistiliselt oluliselt erinevad. Seega jdi kehtima nullhiipotees, mis niitas, et
ménnikdrsakate vahel statistilised erinevused seenckoosluste osas puuduvad. Samuti jdid
mitmete seenpatogeenide statistiku p véartus suuremaks kui olulisusnivoo 0,05 (p > 0,05)
(Tabel 7). Ménnikdrsakate proovidest méérati neli tuntud seenpatogeeni, kelleks olid puidu
haavandite ja vahktobe tekitav Nenoectria sp. (t=1,007, p=0,319), tuntud taimede patogeen
Phoma herbarium (t=-0,095, p=0,924), puidu sinetuse tekitajate rithma kuuluvad
seenpatogeenid Ceratocystis sp. (t=1,078, p=0,287) ja Ophiostoma sp. (t=1,342, p=0,186).
Lisaks esines ménnikdrsakate proovides kuus tuntud saprotroofset seeneliiki: Alternaria
tenuissima, Ascocoryne cylichnium, Chalara holubovae, Cladosporium cladosporoides,
Cosmospora viridescens ja Irpex lacteus. Méannikérsakate proovides olid koige sagedasemad
seeneliigid Ascocoryne cylichnium, Chalara holubovae, Curvibasidium cygneicollum,
Nakazawaea holstii, Penicillium citreonigrum, Peterozyma xylosa ja Trichosporon dehoogii.
Mannikéarsakate proovides oli koige sagedasemate seeneliikide suhtelise ohtruse vaértus Pi
suurem kui 1/S (Pi > 1/S). Seeneliigid olid vihem levinumad kui suhtelise ohtruse vaartus Pi
oli vdiksem kui 1/S (Pi < 1/S). Algselt eraldati seente DNA 48-st médnnikérsaka proovist, kuid
kahe proovi puhul ei dnnestunud seenckooslusi médérata, kuna summaarne 1TS2 jirjestuste
hulk oli liiga vdike. Seenetaksoneid onnestus médrata 24-st hariliku ménnikdrsaka ja 22-st
viike-mannikdrsaka proovist. Ménnikérsakate proovides esinevate seentaksonite 0sas arvutati

ka Shannon-Wiener diversiteedi indeks H ja tasakaalu indeks E (Eveness) (Tabel 7).
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Tabel 7. Seentaksonite suhtelised sagedused (%) ja statistikute t ja p vaartused hariliku ja

viike-méannikarsakate valmikute proovides.

Minnikirsakas
Héimkond Klass Liik Hylobius pinastri Hylobius abietis
Esinemine proovides Esinemine proovides t p
Ascomycota Dothideomycetes Alternaria tenuissima 3 (13,64%) 4 (16,67%) -0,596 0,554
Ascomycota Leotiomycetes Ascocoryne cylichnium 15 (68,18%) 17 (70,83%) -0,638 0,527
Ascomycota Sordariomycetes Ceratocystis sp 7 (31,82%) 11 (45,83%) 1,078 0,287
Ascomycota Leotiomycetes Chalara holubovae 9 (40,91%) 10 (41,67%) 0,336 0,739
Ascomycota Dothideomycetes Cladosporium cladosporioides 10 (45,45%) 9 (37,5%) 0,896 0,375
Ascomycota Sordariomycetes Cosmospora viridescens 1 (4,55%) 1(4,17%) 0,915 0,365
Basidiomycota Tremellomycetes Cryptococcus pinus 15 (68,18%) 6 (25%) 0,153 0,879
Basidiomycota Microbotryomycetes  Curvibasidium cygneicollum 17 (77,27%) 16 (66,7%) -0,356 0,723
Basidiomycota Agaricomycetes Irpex lacteus 1 (4,55%) 5 (20,83%) -1,252 0,217
Ascomycota Sordariomycetes Lecanicillium muscarium 3(13,64%) 6 (25%) -0,470 0,641
Zygomycota Incertae sedis Mortierella humilis 8 (36,36%) 4 (16,67%) 1,704 0,095
Ascomycota Saccharomycetes Nakazawaea holstii 16 (72,73%) 20 (83,33%) 0,878 0,385
Ascomycota Sordariomycetes Neonectria sp 2 (9,09%) 3 (12,5%) 1,007 0,319
Ascomycota Sordariomycetes Ophiostoma sp 8 (36,36%) 5 (20,83%) 1,342 0,186
Ascomycota Eurotiomycetes Penicillium brevicompactum 9 (40,91%) 6 (25%) -0,110 0,913
Ascomycota Eurotiomycetes Penicillium citreonigrum 20 (90,01%) 20 (83,33%) 0,357 0,723
Ascomycota Saccharomycetes Peterozyma xylosa 13 (59,09%) 20 (83,33%) 0,681 0,499
Ascomycota Dothideomycetes Phoma herbarum 5 (22,73%) 4 (16,67%) -0,095 0,924
Basidiomycota Tremellomycetes Trichosporon dehoogii 16 (72,73%) 17 (70,83%) -0,147 0,884
Zygomycota Incertae sedis Umbelopsis ramanniana 2 (9,09%) 6 (25%) -1,152 0,256
Ascomycota Leotiomycetes Xenopolyscytalum pinea 3 (13,64%) 6 (25%) -1,522 0,135
Proovide arv kokku 22 24
Isolaatide arv 183 196
H 2,8 2,83
S 21 21
E 0,91 0,93
1/S 0,048 0,048

Paksu kirjaga suhtelised sagedused téhistasid seeneliike, mille Pi > 1/S. Pi niitas seeneliigi suhtelist ohtrust. H téhistas Shannoni-Wieneri

diversiteedi indeksit ja E liikide tasakaalu indeksit (Evenness).

4.2.2. Urasklaste proovides esinevad seentaksonid

Kokku

identifitseeriti iirasklaste proovidest 11 teada-tuntud seenpatogeeni.

Ainuke

poolparasiitne seeneliik, mis esines nii saareiiraskite kui ka méanni-juureiiraskite proovides oli

juure- ja juurekaela midanikku pohjustav kiilmaseen (Armillaria sp.). Ulejiinud
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seenpatogeenide osas Tlrasklaste proovide vahel kokkulangevusi ei esinenud. Lisaks
kiilmaseentele identifitseeriti manni-juureiiraskite (Hylastes brunneus) proovidest veel viis
seenpatogeeni, kelleks olid puidusinetuse tekitajate riithma kuuluvad Ceratocystis sp ja
Ophiostoma sp, juure-ja juurekaecla madanikku pohjustav juurepess (Heterobasidion spp.),
puidu haavandite ja vdhktove tekitaja Neonectria sp. ja taimede seenpatogeen Peniophora
limitata. Saaretiraskite (Hylseinius sp.) proovidest maarati samuti viis seenpatogeeni, kelleks
olid puidusinetuse tekitajate rithma kuuluv Pesotum sp. ja taimede seenpatogeenid
Phaeoacremonium hungaricum, Phoma herbarium, Phomopsis sp. ja Pyrenochaeta cava.
Saareiiraskite proovides moodustasid kdige suurema osakaalu seeneliigid Pesotum sp.,
Pyrenochaeta cava, Lachnum sp., Lecanicillium muscarium ja Penicillium brevicompactum,
méanni-juureiiraskite proovides Neonectria sp., Ascocoryne cylichnium, Cryptococcus pinus,
Irpex lacteus, Penicillium citreonigrum, Rhodosporidium diobovatum ja Trichosporon

dehoogii (Joonis 8).

Hylastes brunneus .l-ll -I.- -. l .
wens [N N
Hylobius abietis -lll -,--_. l.l | -
Hylobius pinastri .I.. ---,- |I. | | -
. . . T T

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90%
Armillaria sp m Ceratocystis sp m Heterobasidion spp ® Neonectria sp

= Ophiostoma sp = Peniophora limitata = Pesotum sp = Phaeoacremonium hungaricum

= Phoma herbarum = Phomopsis sp = Pyrenochaeta cava Alternaria tenuissima

= Ascocoryne cylichnium = Chalara holubovae = Cladosporium cladosporioides ~ Cosmospora viridescens

= Cryptococcus pinus Curvibasidium cygneicollum = Irpex lacteus ® Lachnum sp

u | ecanicillium muscarium = Mortierella humilis Nakazawaea holstii m Paraphaeosphaeria sp
Penicillium brevicompactum Penicillium citreonigrum = Peterozyma xylosa Rhodosporidium diobovatum
Trichosporon dehoogii Umbelopsis ramanniana = Xenopolyscytalum pinea

Joonis 8. Seentaksonite kooseisuline jaotus kahjurputukate proovides.
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4.3. Puiduproovides esinevad seenpatogeenid

Kéesoleva t06 peaeesmirgiks oli leida, millised kahjurputukate proovidest identifitseeritud
seenpatogeenid esinesid ka puittaimedel. Seenekoosluste vordlemiseks kasutati ka terveid
taimeproove. Kdesoleva t606 kdigus koguti kokku 60 taimeproovi, millest 30 olid kahjustuseta
(terved) ja 30 koorekahjustusega. Ainult iihest tervest taimeproovist ei Onnestunud
seenckooslusi maérata, kuna 1TS2 jérjestusi oli proovis vidga vidhe. Minnikdrsakate
kahjustatud koorega taimeproovidest identifitseeriti ITS2 jarjestuste alusel teada-tuntud
seenpatogeenidest juure- ja juurekaela méadanikku pohjustavat kiilmaseent (Armillaria sp.),
puidu haavandite ja vdhktove tekitavat Neonectria sp., puidusinetuse tekitajate riithma
kuuluvat Pesotum sp ja taimede seenpatogeene Phomopsis sp, Pyrenochaeta cava ja Phoma
herbarium. Vorreldes kahjustatud taimeproove tervetega, siis Selgus, et suur osa
seenpatogeenidest olid kattuvad. Lisaks mééarati tervetel taimedel puidusinetuse tekitajate
rihma kuuluvaid seenpatogeene Ceratocystis sp. ja Pesotum sp., puidu haavandite ja
viahktdve tekitajat Neonectria sp. ja teisi taimede seenpatogeene  Phaeoacremonium
hungaricum, Phomopsis sp., Pyrenochaeta cava ja Phoma herbarium. Ainult raiesmikel
olevatel okaspuu kidndudelt identifitseeriti puidusinetuse tekitajat Ophiostoma sp. ja juure- ja
juurekaela méadanikku pohjustavat juurepessu (Heterobasidion spp.). Lisaks maéérati
puidusinetuse tekitajatest veel Ceratocystis sp. ja Pesotum sp. seenpatogeene, puidu
haavandite ja vdhktdve tekitajat Neonectria sp. ja teistest taimede seenpatogeenidest veel
Phoma herbarium ja Phaeoacremonium hungaricum. Maénnikédrsakate poolt kahjustatud
taimeproovides moodustasid mainitud seenpatogeenidest kdige suurema osakaalu Phoma
herbarium, Phomopsis sp. ja Pyrenochaeta cava. Tervetes taimeproovides moodustasid kdige
suurema osakaaluga seenpatogeenid Phoma herbarium, Phomopsis sp., Pyrenochaeta cava,
ja Pesotum sp. Kannuproovidest mdaratud seenekooslused olid vorreldes taimeproovidega
osade seenpatogeenide osas erinevad. Kannuproovides moodustasid koige suurema osakaalu
puidusinetust pohjustavate seenpatogeenide rithma kuuluv Ophiostoma sp. ja juurepess
(Joonis 9).
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Armillaria sp = Ceratocystis sp = Heterobasidion spp
= Neonectria sp = Ophiostoma sp Peniophora limitata
Pesotum sp Phaeoacremonium hungaricum Phoma herbarium

Phomopsis sp = Pyrenochaeta cava

Joonis 9. ITS2 jarjestuste alusel méaaratud seenpatogeenide koosseisuline jaotus puittaimedes.
4.4. Seenpatogeenid kahjurputukatel ja puittaimedel

Erinevatest proovidest kogutud andmed néitasid, et kahjurputukate proovides olid kdige
olulisemad ja tuntumad seenpatogeenid puidusinetuse tekitajate rithma kuuluvad Ceratocystis
sp., Pesotum sp. ja Ophiostoma sp., juure-ja juurekacla madanikku pohjustavad kiilmaseened
(Armillaria sp) ja juurepess, puude haavandite ja vihktdvede tekitaja Neonectria sp. ja muud
taimede seenpatogeenid: Phoma herbarium, Peniophora limitata, Pyrenochaeta cava ja
Phaeoacremonium hungaricum. Mitmed kahjurputukate proovidest médédratud seenpatogeenid
esinesid ka puittaimedel. Puiduproovidest identifitseeriti ITS2 jirjestuste alusel juure- ja
juurekaela médanikku pdhjustavat kiilmaseent ja juurepessu, puidusinetust pdhjustavaid
seenpatogeene Ceratocystis sp., Ophiostoma sp., Pesotum sp., puude haavandite ja
vihktovede tekitajat Neonectria sp. ja teisi taimede seenpatogeene Peniophora limitata,
Phoma herbarum, Phaeoacremonium hungaricum ja Pyrenochaeta cava. Tulemused néitasid,
et minnikdrsakate proovidest méédratud puidusinetust pdhjustavaid seenpatogeene
Ceratocystis sp. ja Ophiostoma sp. kahjustatud koorega taimeproovidest ei identifitseeritud.
Samas esinesid tervetel taimeproovidel sellised seenpatogeenid nagu Neonectria sp. ja Phoma
herbarium, kuid ainult koore kahjustusega taimeproovidelt identifitseeriti juure- ja juurekaela

médaniku pohjustavat kiilmaseent (Armillaria sp.), mida aga okaspuutaimede koorest toituvad
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méannikdrsakad ei sisaldanud. Siiski voib oletada, et mainitud seenpatogeeni levimisel olid
olulised maénnikarsakate poolt tekitatud koorekahjustused, mis muutsid okaspuutaimi
norgemaks, tekitades stressi ning vdhendades vastupanu vOimet  erinevatele
seenpatogeenidele, sealhulgas ka kiilmaseentele. Seega voib Oelda, et kiilmaseente edasi
levimine koorekahjustusega okaspuutaimedele soltub ménnikdrsakate poolt tekitatud
koorekahjustustest. Ainult kénnuproovidest identifitseeriti puidusinetuse pdhjustavat
seenpatogeeni Ophiostoma sp. ning juure-ja juurekaela middanikku pdhjustavat juurepessul.
Samas maéarati Ophiostoma sp. seenpatogeeni nii méannikérsakate kui ka méanni-juuretiraskite
valmikute proovidest ning juure- ja juurekaecla miadanikku pohjustavat juurepessu ainult
maéanni-juuretiraskite valmikutelt. Seega putukkahjurite valmikud kannavad oma kehakatetel ja
sisikonnas védga palju erinevaid seentaksoneid, kellest mitmed on olulised puittaimede
seenpatogeenid. Kuigi ménnikarsakate kehakatetelt voi sisikonnast identifitseeriti
puidusinetust pohjustavaid seenpatogeene, kuid Ophiostoma sp. ja Ceratocystis sp.
seenpatogeene ei tuvastatud koorekahjustusega istutatud ja looduslikult uuenenud
okaspuukultuuridelt (Tabel 8).

Tabel 8. Putukkahjuritelt ja puittaimedelt maaratud seenpatogeenid.

Putukkahjurid Seenpatogeenid
Hylobius abietis Ceratocystis sp., Neonectria ramulariae, Ophiostoma sp., Phoma herbarum
Hylobius pinastri Ceratocystis sp., Neonectria ramulariae, Ophiostoma sp., Phoma herbarum
Hylastes brunneus ﬁ:nrﬂglt:rla sp., Ceratocystis sp., Heterobasidion spp., Neonectria sp., Ophiostoma sp., Peniophora

Armillaria sp., Pesotum sp., Phaeoacremonium hungaricum, Phoma herbarum, Phomopsis sp.,

Hylseinius sp. Pyrenochaeta cava

Puiduproovid

Armillaria sp., Neonectria sp., Peniophora limitata, Pesotum sp., Phoma herbarum, Phomopsis sp.,

Kahjustatud Pyrenochaeta cava
Terved Ceratocystis sp., Neonectria sp., Peniophora limitata, Pesotum sp., Phaeoacremonium hungaricum,
Phoma herbarum, Phomopsis sp., Pyrenochaeta cava
Kinnud Ceratocystis sp., Heterobasidion spp., Neonectria sp., Ophiostoma sp., Pesotum sp.,

Phaeoacremonium hungaricum, Phoma herbarum

4.5. Seentaksonite esinemissagedused proovide loikes

Kéesoleva t66 tulemused niitasid, et putukkahjurite proovides olid kdige sagedasemad
seenpatogeenid puidusinetust pdhjustavad seenpatogeenid Ceratocystis sp. ja Ophiostoma sp.

Mainitud seenpatogeenidest oli Ophiostoma sp. esinemissagedus korge ainult
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kannuproovides, kuid puudusid tédielikult koorekahjustusega ja tervetes taimeproovides (Tabel
9).

Tabel 9. Seentaksonite esinemissagedused (%) erinevate proovides.

Hylobius
abietis

Hylastes

brunneus  <ahjustatud  Terved Kinnud

Seeneliigid Hylobius pinastri Hylsenius

Sagedus (%) Sagedus (%)  Sagedus (%)  Sagedus (%) Sagedus (%) Sagedus (%) Sagedus (%)

Armillaria sp. - - 2 (18,2%) 1 (12,5%) 1(3,3%) - -
Ceratocystis sp. 7 (31,82%) 11 (45,83%) - 3 (37,5%) - 1 (3,45%) 1 (6,25%)
Heterobasidion spp. - - - 2 (25%) - - 3 (18,75%)
Neonectria sp. 2 (9,09%) 3(12,5%) - 5 (62,5%) 2 (6,7%) 2 (6,9%) 1 (6,25%)
Ophiostoma sp. 8 (36,36%) 5 (20,83%) - 2 (25%) - - 8 (50%)
Peniophora limitata - - - 2 (25%) 1(3,3%) 1 (3,45%) -
Pesotum sp. - - 3(27,3%) - 2 (6,7%) 4 (13,79%) 1 (6,25%)
Phaeoacremonium hungaricum - - 1 (9,09%) - - 1 (3,45%) 1 (6,25%)
Phoma herbarum 5 (22,73%) 4 (16,67%) 1 (9,09%) - 9 (30%) 4 (13,79%) 1 (6,25%)
Phomaopsis sp. - - 1 (9,09%) - 7 (23,3%) 3 (10,34%) -
Pyrenochaeta cava - - 3(27,3%) - 6 (20%) 8 (27,59%) -
Alternaria tenuissima 3 (13,64%) 4 (16,67%) - 1(12,5%) 3 (10%) 5 (17,24%) -
Ascocoryne cylichnium 15 (68,18%) 17 (70,83%) - 7 (87,5%) - - 14 (87,5%)
Chalara holubovae 9 (40,91%) 10 (41,67%) - 1(12,5%) 2 (6,7%) 1 (3,45%) -
Cladosporium cladosporioides 10 (45,45%) 9 (37,5%) 1 (9,09%) 3(37,5%) 10 (33,3%) 2 (6,90%) 5 (31,25%)
Cosmospora viridescens 1 (4,55%) 1(4,17%) 1(9,09%) - - - 2 (12,5%)
Cryptococcus pinus 15 (68,18%) 6 (25%) 1 (9,09%) 6 (75%) 6 (20%) - -
Curvibasidium cygneicollum 17 (77,27%) 16 (66,7%) - 5 (62,5%) 5 (16,7%) 1 (3,45%) 1 (6,25%)
Irpex lacteus 1 (4,55%) 5 (20,83%) - 7 (87,5%) - - -
Lachnum sp. - - 5 (45,45%) - 5 (16,7%) 4 (13,79%) -
Lecanicillium muscarium 3(13,64%) 6 (25%) 3(27,3%) - 2 (6,7%) 1 (3,45%) 2 (12,5%)
Mortierella humilis 8 (36,36%) 4 (16,67%) - 3(37,5%) 1 (3,3%) 2 (6,9%) 2 (12,5%)
Nakazawaea holstii 16 (72,73%) 20 (83,33%) - 3(37,5%) 2 (6,7%) 1 (3,45%) 1 (6,25%)
Paraphaeosphaeria sp. - - - 2 (25%) 5 (16,7%) 1 (3,45%) -
Penicillium brevicompactum 9 (40,91%) 6 (25%) 6 (54,5%) 2 (25%) 1(3,3%) - 5 (31,25%)
Penicillium citreonigrum 20 (90,01%) 20 (83,33%) 2 (18,2%) 5 (62,5%) 3 (10%) 2 (6,9%) 9 (56,25%)
Peterozyma xylosa 13 (59,09%) 20 (83,33%) - 3(37,5%) - 2 (6,9%) 1 (6,25%)
Rhodosporidium diobovatum - - 2 (18,2%) 7 (87,5%) 2 (6,7%) 2 (6,9%) -
Trichosporon dehoogii 16 (72,73%) 17 (70,83%) - 6 (75%) - 1 (3,45%) 2 (12,5%)
Umbelopsis ramanniana 2 (9,09%) 6 (25%) - 3(37,5%) - - 2 (12,5%)
Xenopolyscytalum pinea 3 (13,64%) 6 (25%) - - 3 (10%) - 2 (12,5%)
Proovide arv 22 24 11 8 30 29 16
Isolaatide arv 183 196 32 79 78 49 64
Liikide arv 21 21 14 23 21 21 20
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5. ARUTELU

Kéesolevas magistritods identifitseeriti seente rDNA ITS2 jdrjestuste alusel, milliseid
seenpatogeene kannavad erinevad puittaimede kahjurputukad oma kitiinkestal voi sisikonnas.
Mannikérsakate proovidest identifitseeritud seenpatogeene vorreldi okaspuutaimedel esinevate
seenekooslustega.

Illumina Miseq sekveneerimine ja jéirjestuste bioinformaatiline analiiiis

Kédesolev tooga niidati, et ainult ITS2 jijestuste abil saab vdga edukalt identifitseerida
seenpatogeene erinevatest proovidest (kahjurputukad, puiduproovid). To6 kaigus leiti, et
bioinformaatilise to6tluse kdigus ldheb kaduma vdga suur osa jarjestustest. Kdige rohkem
jarjestusi ldks kaduma jirjestuste assambleerimise etapis ja aluspaardumis vigu sisaldavate
identifitseerimispraimerite tottu. Algselt moodustasid ~7 miljonit ITS2 jarjestust 29 883
klastrit, millest 16 366 Kklastrit sisaldas ainult {ihte jirjestuselementi (Singleton). Edasise
tootluse kdigus iihte jéarjestuselementi sisaldavad klastrid eemaldati. Kirjanduse andmetel on
need soovitatud eemaldada, kuna need sisaldavad tavaliselt vigade rohkeid jérjestusi ja muid
sekveneerimisvigu (Brown jt, 2015). Loplikku taksonoomia tabelisse jdid alles
esindusjérjestustega kdige suurema sarnasusega jarjestused, mis moodustasid kokku 13 517
taksonoomilist iiksust. Osa alles jadnud taksonoomilistest iiksustest sisaldas ka kontrollproove,
reostust, kimddre ning jérjestusi teistest organismidest. Koiki kiméérseid jérjestusi ei olnud
voimalik bioinformaatiliste meetoditega vilja sorteerida. Pérast andmete sorteerimist jai
seentele kuuluvaid ITS2 jirjestusi alles ~3,4 miljonit (49%) ja seentele kuuluvaid
taksonoomilisi tiksusi 2227 (17%). Vorreldes tehtud t66d kirjanduse andmetega, kus 1TS2
jarjestuste madramisel kasutati samuti Illumina Miseq (2x250 bp) sekvenaatorit ning seente
DNA eraldati erinevatest piirkondadest kogutud mullaproovidest. Mullast eraldatud
amplikonide alusel saadi kokku ~40 miljonit ja 2x250 bp pikkuseid paarduvate 16ppudega
lugemit, millest peale bioinformaatilist to6tlust jdi alles ainult ~10 miljonit (25%) hea
kvaliteediga ITS2 jérjestust, mis algselt moodustasid 16 623 taksonoomilist iiksust (OTU).
Nende ITS2 jdrjestuste hulgast kuulusid seentele ~6 miljonit (60%) jarjestust, mis jagunesid
3208 (19%) taksonoomilise iiksuse (OTU) vahel. Seega ldks kokku erinevate bioinformaatiliste
tootlus etappide peale kaduma umbes ~30 miljonit jérjestust (75%), millest ~20 miljonit
jarjestust ldks kaduma selletottu, et jdrjestuste algused ja Iopud ei sisaldanud korrektseid

praimerjérjestusi (Balint jt, 2014). Vorreldes Balint jt, 2014.a saadud andmeid kéesoleva t66ga,
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siis on ndha, et bioinformaatilise to6tluse lopptulemusena jdi alles protsentuaalselt samas
suurusjargus seentele kuuluvaid jérjestusi ja taksonoomilisi tiksusi (OTU). Siiski jdi kdesolevas
t00s bioinformaatilise to6tluse kdigus rohkem alles hea kvaliteediga ITS2 jarjestusi. Samuti
laks molema t66 puhul koige rohkem jarjestusi kaduma aluspaardumis vigu sisaldavate
identifitseerimispraimerite tottu. Vorreldes kdesolevat t66d veel Schmidt jt, 2013.a tehtud
teadustodga, kus samuti kasutati Illumina MiSeq sekvenaatorit jérjestuste maddramisel ITS1
regioonist. Proovid koguti samuti mullaproovidest. Sekveneerimisel saadi ~4,2 miljonit
jarjestust, millest peale assambleermist jdi alles ~3,7 miljonit jérjestust. Pérast
identifitseerimisjdrjestuste eemaldamist jii alles ~2,6 miljonit jarjestust ning pérast kiméarsete
jarjestuste eemaldamist ~2,5 miljonit ITS1 jarjestust, millest seentele kuulusid ~0,9 (36%)
miljonit jarjestust. Samuti leiti mainitud t66 kaigus, et kdige rohkem jarjestusi ldks kaduma
jarjestuste assambleerimise etapis (1 aluspaardumis vigu sisaldavate
identifitseerimispraimerite tottu (Schmidt jt, 2013). Kokkuvotvalt voib Oelda, et jarjestuste
bioinformaatiline  andmet66tlus  oli  kiillaltki  aegandudev  protsess.  Jarjestuste
bioinformaatiliseks to6tluseks ei olnud vajalik omada pdhjalikke teadmisi programmeerimisest,
kuid vajalikud olid algteadmised UNIX késkudest. Kuna andmete mahud olid védga suured, Siis

vajas bioinformaatiline t66tlus viaga voimeka protsessoriga ja muutméluga lauaarvutit.

Erinevate seente rDNA regioonide rakendatavus seenekoosluste mairamisel

Kédesolevas t00s mdidrati  ITS2 jdrjestuste alusel kdige rohkem kottseentele (~50%)
(Ascomycota) kuuluvaid taksonoomilisi iiksusi. Veidi vihm méédrati kandseentele (~40%)
(Basidiomycota) kuuluvaid OTU-si ning ainult 10% taksonoomilistest tiksustest kuulus
ikkeseentele (Zygomycota). Taksonoomiliste iiksuste puhul médérati kdige rohkem seente klasse
Agaricomycetes, Dothideomycetes, Eurotiomycetes, Leotiomycetes, Microbotryomycetes,
Saccharomycetes, Sordariomycetes ja Tremellomycetes. Kaasajal on ITS regioon kdige enam
kasutatav rDNA piirkond seente madramisel. Kuigi alternatiivsed ribosomaalsed DNA
markerid asuvad ka suure subiihiku (LSU/28S) ja viikese subiihiku (SSU/18S) regioonides, Siis
neid regioone kasutatakse pigem seente fiilogeneetilisel analiiiisil, eriti kui tegemist on
evolutsiooniliselt seente varasemate liinidega nagu hdimkonnad Zygomycota, Cytridiomycota
ja Glomeromycota. Erinevate seente méadramisel soltub tulemus ka valitavast analiiiisi
meetodist, rDNA regioonist ja kasutatavatest praimeritest (Tedersoo jt, 2015). Kéesolev t66
nditas, et ainult ITS2 regiooni abil on voimalik méérata viga palju erinevaid seenekooslusi nii
kahjurputukate kui ka puiduproovidest. Varem on ITS regioone kasutatud seente

triipkoodistamisel paljudes erinevates teadustoddes, seega tegu on unikaalse markeriga.
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Tihtipeale suudetakse ithe rDNA markeri abil taksonoomiline mitmekesisus méaérata vdhemalt
hoimkonna voi klassi tasemele, kuid teatud seeneliikide tdpsemaks méddramiseks tuleb kasutada
ka monda teist rDNA regiooni, kasutades niiteks ITS ja LSU marker regioonide
kombinatsioone. Varem on erinevate markerite kombinatsioon andnud héid tulemusi
seeneliikide molekulaarsel eristamisel viljakehadest (Schoch jt, 2012). Mitme marker regiooni
kasutamine on vajalik ka sellisel juhul, kui seeneliikide ITS2 jarjestused on identsed, nditeks
perekond Aspergillus puhul. Nende méaidramisel liikideni on vaja kasutada veel monda teist
rDNA marker regiooni (Geiser jt, 2007). Lisaks on varem niidatud, et ITS jérjestustel
pOhinevaid midramismeetodeid on vdimalik rakendada ka teiste organismide peal, nt vetikad
Chlorophyta (Buchheim jt, 2011; Li jt, 2011) kui ka Oomycota (Robideau jt, 2011). Veel on
ndidatud, et erinevad rDNA regioonid (ITS1, ITS2, kogu ITS, SSU ja LSU) voimaldasid
seentaksoneid mairata perekonnani viga viikesete erinevustega (1-2%) ning viga viikesed
erinevused olid ka kahe ITS regiooni (ITS1, ITS2) vahel (kuni 1% erinevus) (Porras-Alfaro, jt
2014). Vorreldes kéesolevat t66d kirjandusel pdhinevate andmetega, kus omavahel vorreldi
ITS1 ja ITS2 jarjestuste blasti tulemusi andmebaasides, saadi kiesolevas toos tulemused
hoimkonna tasandil {isna sarnased. Mullaproovidest eraldatud seente ITS1 jarjestuste blasti
tulemused andsid 44% kottseente ja 34% kandseente hulka kuuluvaid taksonoomilisi {iksusi.
ITS2 regioonide puhul leiti vastavalt 47% Ascomycota ja 31% Basidiomycota hulka kuuluvaid
taksonoomilisi liksusi. Selline viike erinevus vois tulla ka praimerite eriparast. lkkeseente
hulka kuuluvaid taksonoomilisi iikusi méédrati mdlema regiooni puhul 10-11% (Blaalid jt,
2013).

Kahjurputukatel esinevad patogeensed seened

Kéesoleva to6 kaigus leiti, et kahjurputukate proovides olid kodige olulisemad ja tuntumad
patogeensed seened puidusinetuse tekitajad Ceratocystis sp., Pesotum sp. ja Ophiostoma sp.,
juure- ja juurekaela méadaniku pohjustavad kiilmaseened (Armillaria sp.) ja juurepess
(Heterobasidion spp), puittaimede haavandite ja vidhktove tekitaja Neonectria sp. ja teised
taimede patogeenid: Phoma herbarium, Peniophora limitata, Pyrenochaeta cava ja
Phaeoacremonium hungaricum. Varem on koige rohkem okaspuutaimede kahjurputukatelt
identifitseeritud puidusinetust pdhjustavaid seenpatogeene. Puidusinetust pdhjustavate
patogeensete seente rithma kuuluvad mitmed morfoloogiliselt sarnaste seente perekonnad:
Ophiostoma, Grosmannia, Ceratocystiopsis, Ceratocystis, Gondwanamyces ja Cornuvescia.
Lisaks jagunevad need seente perekonnad kaheks flilogeneetiliselt erinevaks grupiks: perekond

Ophiostoma sarnased seened, mis on ldhedased seente seltsile Dothideales ja perekond
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Ceratocystis sarnased seened, mis on ldhedased pigem seente seltsile Microascales (Zipfel jt,
2006). Lisaks on perekond Ophiostoma ldhedaselt seotud mitmed anamorfsed seeneliigid nagu
perekond Pesotum, Leptographium, Sporothrix ja Hyalorhinocladiella. Teised anamorfsed
seeneliigid nagu perekond Graphium ja Thielaviopsis on ldhedased pigem seente perekonnale
Ceratocystis (Wingfield jt, 1993). Mitmed puidusinetust pohjustavad seenpatogeenid aitavad
kahjurputukatel surmata okaspuutaime, vdhendades vee liikumist puittaimede juhtsoontes
(Solheim, 2001). Varem tehtud teadustoddes on kahjurputukatelt seenpatogeenide
identifitseerimisel kasutatud vdga erinevaid meetodeid, nditeks Pohja-Hispaaniast kogutud
putukkajurite proovidest maddrati kokku 16 erinevat perekonda Ophiostoma kuuluvat
puidusinetust pohjustavat seenpatogeeni, kellest koige rohkem leiti Ophiostoma ips,
Leptographium guttulatum, Ophiostoma stenoceras, and Ophiostoma piceae seeneliike.
Mainitud seeneliikide jdrjetuste maddramisel kasutati ABI PRISM autosekvenaatorit ning
jarjestati kogu seenpatogeenide ITS regioon (ITS1-5,8S-ITS2) (Romoén jt, 2007). Varem on
puidusinetust pdhjustavate seenpatogeenide kiiremaks madramiseks kahjurputukatelt kasutatud
ka spetsiifilisi fluorentseeruvaid hiibridisatsiooni sonde (Padlock probe), mis disainiti
seenpatogeenide ITS jarjestuste alusel. Hiibridisatsiooni sondid seondusid spetsiifiliselt SNP
jarjestustega rDNA geenide regioonis. Praimeri seondumine tehti kindlaks reaal-aja PCR (RT-
PCR) abil (Tsui jt, 2010). Sugukonda Ophiostomataceae hulka kuuluvad seeneliigid on iihed
olulisemad puidusinetust pohjustavad seenpatogeenid, mis pdhjustavad okaspuude juhtkudede
ummistumist ja puidu varvuse muutumist ehk puidu sinetust, mille tdttu voivad okaspuutaimed
hukkuda. Sellised patogeensed seened pohjustavad suurt majanduslikku kahju, rikkudes
vadrtuslikku  toostuspuitu  (Plattner, jt 2008). Maéestiku-ménniiiraskite (Dendroctonus
ponderosae) proovides, kus kasutati mainitud spetsiifilisi hiibridisatsiooni sonde, méérati kdige
rohkem kahte sugukonda Ophiostomataceae kuuluvat seeneliike, milleks olid Grossmania
clavigera (siin. Ophiostoma clavigera) 90% (29/31) ja Leptographium longicalvatum 29%
(9/31). Lisaks madrati maéestiku-mannikédrsakate proovidest seenpatogeenide perekonda
Ophiostoma ja Ceratocystiopsis kuuluvaid seeneliike (Tsui jt, 2010). Veel on patogeenseid
seeni maaratud kooretiraskitelt, mis koguti Poola metsadest. Mainitud t60s eraldati seente eosed
kahjurputukate kehakatetelt so6tmel kultiveerimise meetodil. Samuti méérati kooreiiraskitelt
koige rohkem sugukonda Ophiostomataceae kuuluvaid seenpatogeene, mis pdhjustavad
puidusinetust (Jankowiak jt, 2011). Lisaks on suurtelt-sasitiraskitelt (Tomicus piniperda)
madratud ohtralt patogeenset seeneliiki Leptographium wingfieldii, mis pdhjustab samuti puidu

varvuse muutust sinakaks ning kahjustab véartuslikku toostuspuitu (Solheim jt, 2001).
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Okaspuutaimede patogeenid

Kéesolevas  to0s  identifitseeriti  puiduproovidest mitmeid tuntud seenpatogeene.
Puiduproovidest méddrati juure- ja juurekaela madanikku pohjustavat kiilmaseent (Armillaria
sp.) ja juurepessu (Heterobasidion spp.), puidusinetuse tekitajaid Ceratocystis sp., Ophiostoma
sp., Pesotum sp., puude haavandite ja vdhktovede tekitajat Neonectria sp. ja teisi taimede
patogeene Peniophora limitata, Phoma herbarum, Phaeoacremonium hungaricum ja
Pyrenochaeta cava. Mitmed mainitud seenpatogeenid pohjustavad majanduslikult suurt kahju,
eriti puidutoostusele. Juurepess (Heterobasidion spp.) on iiks olulisem metsamajanduslikku
kahju tekitav seenpatogeen, kes pdhjustab puudele ohtlikku juure- voi juurekaela madanikku.
Juurepess on levinud rohkem pohjapoolsetes mdodukama kliimaga piirkondades (Woodward jt,
1998). Juurepess nakatab enamasti raiete jargselt kdnde, mis juurekontaktide kaudu nakatavad
ka tmbritsevaid terveid puid. Okaspuud vodivad nakatuda eostega ka tiive vigastuste kaudu
(Redfern ja Stenlid, 1998). Kdesolevas t60s médrati juurepessu (Heterobasidion spp.) ainult
okaspuukandudelt. Teised olulised puittaimede seenpatogeenid on kiilmaseened (Armillaria
sp.), kes pohjustavad samuti juuremadanikku, kuid lisaks okaspuudele voivad nad parasiteerida
ka teisel puittaimedel. Raiesmikelt voib neid leida rohkem surnud puudelt ja kéndudelt.
Juurekontaktide kaudu vGivad nad nakatada ka ldhedal asuvaid puittaimi, aga ka looduslikult
uuenenud ja istutatud okaspuutaimi. Samuti tekitavad need parasiitsed seened suurt

majanduslikku kahju, eriti puidutéostusele (Keca ja Solheim, 2011).
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KOKKUVOTE

Kiesoleva magistrito0 tulemusena médédrati seente ribosomaalsete DNA (ITS2) jirjestuste
alusel kahjurputukate poolt levitatavaid seenpatogeene, kasutades madramisel kaasaegseid
molekulaarseid meetodeid. Seente DNA-d eraldati nii harilike ménnikérsakate, vaike-
méannikdrsakate, ménni-juureliraskite, suur- saareiiraski ja véike-saaretiraski Sisikonnast ja
kehakatetelt. Putukkahjurite poolt levitatavaid seenekooslusi vorreldi kahjustatud ja terve

koorega hariliku ménni ja hariliku kuuse taimeproovidega.

Uuringu tulemusena saadi proovidest >18 miljonit DNA jérjestust, millest ~7 miljonit sisaldas
korrektset ITS2 jarjestust. Proovidest saadud ITS2 jarjestused Klasterdusid 13 517 taksoniks,
millest proovides leiduvatele seentele kuulusid ~3,4 miljonit (49%) ITS2 jarjestust ja 2227
taksonit (17 %). Kuna tookdigus onnestus edukalt sekveneerida ~400 aluspaari pikkuseid
DNA Ioike, siis voib jareldada, et putukkahjuritel leiduv seente geneetiline materjal oli
intaktne. See nditab ka seda, et seente eosed nii kehakatetel kui ka sisikonnas on putukatel
elujoulised. To66 nditas, et putukkahjurid kannavad oma kehakatetel ja sisikonnas
mirkmisvédrselt palju seentaksoneid, millest mitmed on potensiaalsed patogeenid, osad kiire
kasvuga saprotroofid ning osa endofiiiidid. T66 tulemusena selgus, et harilike mannikarsakate
ja viike-ménnikdrsakate proovides leiduvad seentaksonid olid ligi 28% ulatuses kattuvad,
kelle hulgas leidus ka tuntud seenpatogeene. Samuti ei leitud kahe ménnikérsaka liigi vahel
statistilisi erinevusi seentaksonite osas, mis nditab, et sarnase bioloogiaga isendite poolt

kantavad seenekooslused suures osas sarnased.

T66 kdigus méddrati mannikédrsakate proovidest ja sarnaselt tirasklaste proovidest puidusinetust
pohjustavaid seenpatogeene Ceratocystis sp. ja Ophiostoma sp. ja puittaimede vahktove
tekitajat Neonectria sp. ja taimede seenpatogeeni Phoma herbarium. Urasklaste proovidest
maédrati teada-tuntud juuremadanikku pohjustavaid kiilmaseeni (Armillaria sp.) ja juurepessu
(Heterobasidion spp.), puidusinetust pdhjustavate seente rithma kuuluvaid seenpatogeene
Pesotum sp., Ceratocystis sp. ja Ophiostoma. sp ning taimede seenpatogeene Peniophora

limitata, Pyrenochaeta cava ja Phaeoacremonium hungaricum.

Miénnikérsakate proovidest identifitseeritud seenpatogeenidest esinesid koorekahjustusega
taimeproovidel seeneliigid Neonectria sp. ja Phoma herbarium, mida leidus ka tervetel
taimeproovidel, mistottu need seenpatogeenid voivad okaspuutaimedel esineda ka

endofiilitidena. Seega tervetes ja kahjustusega taimeproovides leiduvad seenpatogeenid olid
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suures osas kattuvad. Puidusinetust pdohjustavaid seenpatogeene koorekahjustusega
taimeproovidest ei médratud, ent neid médrati siiski okaspuukdndudelt. Samuti méédrati
juurepessu (Heterobasidion spp.) ainult kdnnuproovidest. Kuigi kéesolev t60 niitas, et
méannikédrsakate kehakatetel ja sisikonnas leidub erinevaid seenpatogeene, ent looduslikule ja
istutatud metsauuendusele need edasi ei levinud. Siiski leiti kdesolevas t60s, et kahjustatud
koorega okaspuutaimed on kahjustuste tottu vastuvotlikumad kiilmaseentele (Armillaria sp.),
kes pohjustavad hiljem taimede hukkumist. Seega niitasid tulemused, et okaspuutaimed
hukkuvad lisaks ménnikérsakate kahjustustele ka seennakkuse tagajarjel, kuid ménnikarsakad
selle seennakkuse levitamisel oluliseks vektoriks ei olnud, ent seente levikuks on ka teisi

voimalusi.

Pathogenic fungi spreaded by dangerous forest plantation pests
SUMMARY

As a result of current thesis many known pathogenic, saprotrophic and endophytic fungi
spreaded by dangerous plantation feeding pests were identified. Fungi were identified from
the samples of conifers and herbivorous insects like weevils (Hylobius sp.) and beetles
(Scolydinae sp.) using rDNA ITS2 region, which is universial barcode for fungi. Fungal DNA
from weevils were analysed and compared with conifers (damaged plants, healthy plants and
conifer stumps). Samples were collected from Southern part of Estonia (Tartumaa,
Viljandimaa, Vorumaa). Fungal sequence structure was determined by Illumina MiSeq (San
Diego, California, USA) sequencing platform. Sequences were analysed and identified using

modern bioinformatical methods developed for Illumina sequencing platform.

As a result of sequencing total >18 million raw reads were generated from collected samples.
After bioinformatical analyses only ~7 million sequences considered correct ITS2 sequences
by ITSx (Nilsson et al. 2010). After sequence clustering to taxonomical operational units
(OTU), total 13 517 OTU-s were found, but only 2227 (17%) OTU-s and ~3,4 (49%) million

sequences belonged to fungi originated from samples.

Fungal ITS2 sequences revealed that pine weevils (H. abietis, H. pinastri) carried spores of

sapstain fungi Ophiostoma sp and Ceratocystis, but also some known plant pathogens like
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Phoma herbarium and Neonectria sp. It was aslo examined that fungi associated with beetles
(H. crenatus, H. faxini, H. brunneus) belonged to groups of sapstain fungi Ceratocystis sp.,
Ophiostoma sp., and Pesotum sp., root rot pathogens Armillaria sp., Heterobasidion spp. and
plant pathogens Peniophora limitata, Pyrenochaeta cava ja Phaeoacremonium hungaricum.
Results from the plant samples showed that fungal species were overlapping between healthy
and damaged plants. Healthy and damaged plants showed only few differences in composition
of fungal pathogens. Some of the damaged plants were infected with root rot disease causing
pathogen like Honey fungus (Armillaria sp.). Only conifer stumps showed infection with
sapstain fungi Ophiostoma sp. and root rot pathogen Heterobasidion spp. Fungal analyses of
weevils revealed that they were not an important vector for pathogenic fungi to damaged
plants, but injuries can generate stress, which makes plants more sensitive to root rot
pathogens like Honey fungus (Armillaria sp.), that are always lethal to plants after infection.
This can also be one possibility why planted and naturally renewed conifers in the clear cut
area perish, but the current work showed that none of the weevils carried fungal spores of

Honey fungus.
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LISAD

1. Jérjestuste eeltootlemiseks kasutatud protseduurid (Pretreatment_script-autor
S.Anslan).
#1/bin/bash
echo "Renaming R1 and R2 seq headers for mothur"
tr " " "A" < R1.fastq >R1r.fastq && mothur "#fastq.info(fastq=R Ir.fastq)" && rm Rlr.fastq
tr " " "A" < R2.fastq >R2r.fastq && mothur "#fastq.info(fastq=R2r.fastq)" && rm R2r.fastq
echo "Starting mothur trimming of R1 and R2"

mothur "#trim.seqs(fasta=R1r.fasta, maxambig=0, qfile=R1r.qual, gwindowaverage=28,
gwindowsize=15, processors=4, minlength=150)" && python
Fasta_and_qual to FASTQ R1.txt && rm R1r.scrap.fasta && rm R1r.scrap.qual

mothur "#trim.seqs(fasta=R2r.fasta, maxambig=0, qfile=R2r.qual, gwindowaverage=28,
gwindowsize=15, processors=4, minlength=150)" && python
Fasta_and_qual_to FASTQ_ R2.txt && rm R2r.scrap.fasta && rm R2r.scrap.qual

echo "renaming R1 and R2 back to original names so that Pandaseq can work and python

sorting out only paired R1 and R2 sequences (singles into separate fastq)"
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tr "A" " " < Rlr.trim.fastq > Rlr.trim x.fastq && tr " " ":" < Rlr.trim x.fastq

R1r.trim.fastg_nameOK .fastq && rm R1r.trim_x.fastq

tr "A" " " < R2r.trim.fastq > R2r.trim x.fastq && tr " " ":" < R2r.trim X.fastq

>

>

R2r.trim.fastg_nameOK .fastq && rm R2r.trim_x.fastq && python

fastgCombinePairedEnd.txt R1r.trim.fastg_nameOK.fastq R2r.trim.fastg_nameOK .fastq

echo "Sorting R1 and R2 sequences to match and assembling”

cat R1r.trim.fastq_nameOK.fastq_pairs_R1.fastq | paste - - - - | sort -k1,1 -t " " | tr "\t" "\n"
R1.trim_pairs_sorted_to_Pandaseq.fastq

cat R2r.trim.fastq_nameOK.fastq_pairs_R2.fastq | paste - - - - | sort -k1,1 -t " " | tr "\t" "\n"
R2.trim_pairs_sorted_to_Pandaseq.fastq &&

echo "Starting to assemble sequneces with PandaSeq"” &&

pandaseq -f R1.trim_pairs_sorted_to_Pandaseq.fastq
R2.trim_pairs_sorted_to_Pandaseq.fastq -F -N -T 8 -B -0 15 > PANDA _015.fastq

echo "Assembling done"

#Rename sequence headers

echo "..."

echo "Renaming sequence headers to numbers from 1 to ..."

fastx_renamer -n COUNT -Q33 -i PANDA o015.fastq -o PANDA 015 renamed.fastq

echo "Renaming done, output -> PANDA 015 renamed.fastq"

Jmothur "#fastq.info(fastg=PANDA 015 renamed.fastq)"
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2. Toos kasutatud identifitseerimispraimerite jarjestused.

Identifitseerimisjérjestus

ITS4 praimeri jérjestus

Proovi nimetus

Prooviliik

ATATGATACGC
ATCACTCATAC
ATCATCGAGTC
ATCGAGCTCTC
ATCGCAGACAC
ATCTGTCTCGC
ATGAGTGACGC
ATGATGTGTAC
ATGCTATAGAC
ATGCTCGCTAC
ACGTGCAGCGA
ACTCACAGAGA
AGACTCAGCGA
AGAGAGTGTGA
AGCTATCGCGA
AGTCTGACTGA
AGTGAGCTCGA
ATAGCTCTCGA
ATCACGTGCGA
ATCGTAGCAGA
ATCGTCTGTGA
ATGTGTCTAGA
ACACTCGCACGA
ACAGACGTCTGA
ACGACAGCGAGA
ACGATCTGTCGA
ACGTGATGACGA
ACTATGTACAGA
ACTCGATATAGA
ACTCGCACGCGA
ACTAGCAGTA
AGTATACATA
AGTCGAGAGA
AGTGCTACGA
ACGATCGTATA
ACGCAGTACGA
ACGCGTATACA
ACGTACAGTCA
ACGTACTCAGA
ACTATAGCGTA
ATACGTCATCA
ATAGTCGCATA

TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC

QT.017.V1
QT.019.v2
K1.H
Erakogu.3H
QT019.3H
K2.vV
K3.H
QT.019.2H
QT014.1V
QT.019.3V
K2.H
QT.017.1H
Erakogu.1.H
QT.014.2V
Erakogu.1V
QT.014.1H
QT.014.3H
QT.017.3H
Erakogu.2H
QT.017.2H
QT.014.3V
QT.019.1H
QT.019.1V
QT.017.V2
K.3V
QT.017.3V
QT.014.2H
K.1V
Negatiivne kontroll
Positiivne kontroll Mix22
RD0516
RDO0517
RD0518
RDO0519
RD0520
RD0521
RD0664
RD0665
RD0666
RD0667
RD0668
RD0669

Viike ménnikérsakas
Viike ménnikérsakas
Harilik mannikéarsakas
Harilik mannikéarsakas
Harilik mannikéarsakas
Viike ménnikérsakas
Harilik ménnikédrsakas
Harilik ménnikédrsakas
Viike ménnikérsakas
Viike ménnikérsakas
Harilik ménnikédrsakas
Harilik ménnikédrsakas
Harilik ménnikérsakas
Viike mannikérsakas
Viike mannikérsakas
Harilik ménnikérsakas
Harilik ménnikérsakas
Harilik méannikarsakas
Harilik ménnikarsakas
Harilik ménnikarsakas
Viike minnikarsakas
Harilik ménnikarsakas
Viike minnikarsakas
Viike minnikarsakas
Viike méinnikarsakas
Viike méinnikarsakas
Harilik mannikéarsakas
Viike méinnikdrsakas
Kontrollproov
Kontrollproov
Kénnuproov
Kénnuproov
Kénnuproov
Kénnuproov
Kénnuproov
Kénnuproov
Kénnuproov
Kénnuproov
Kénnuproov
Kénnuproov
Kénnuproov

Kénnuproov
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ATATGCTAGTA
ATCACGCGAGA
ATCGATAGTGA
ATCGCTGCGTA
ATCTGACGTCA
ATGAGTCAGTA
ATGTAGTGTGA
ATGTCACACGA
ATGTCGTCGCA
ACACATACGC
ACGACAGCTC
ACGTCTCATC
ACTCATCTAC
ACTCGCGCAC
AGAGCGTCAC
AGCGACTAGC
AGTAGTGATC
AGTGACACAC
AGTGTATGTC
ATAGATAGAC
ATATAGTCGC
ATCTACTGAC
ACACGTAGATC
ACACGTGTCGC
ACATACTCTAC
ACGACACTATC
ACGAGACGCGC
ACGTATGCGAC
ACGTCGATCTC
ACTAGTCACTC
ACTAGCAGTA
AGTATACATA
AGTCGAGAGA
AGTGCTACGA
ACGATCGTATA
ACGCAGTACGA
ACGCGTATACA
ACGTACAGTCA
ACGTACTCAGA
ACTATAGCGTA
ATACGTCATCA
ATAGTCGCATA
ATATGCTAGTA
ATCACGCGAGA
ATCGATAGTGA
ATCGCTGCGTA

TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC

RDO670
RD0671
RD0672
RD0673
TD_AL
TD_A2
TD_A3
TD_A4
TD_A5
TD_A6
TD_A7
TD_A8
TD_A9
TD_B1
TD_B2
TD_B3
TD_B4
TD_B5
TD_B6
TD_B7
TD_BS
TD_P1
TD_P2
TD_P3
TD_P4
TD_P5
TD_P6
TD_P7
TD_P8
TD_P9
QT.019.MAK1
QT.019.MA K2
QT.019.MA.K3
QT.019.KU.K1
QT.019.KU.K2
QT.019.KU.K3
QT.019.MA.TERV.1
QT.019.MA.TERV.2
QT.019.MA.TERV.3
QT.019.KU.TERV.1
QT.019.KU.TERV.2
QT.019.KU.TERV.3
QT.017.MA.K1
QT.017.MA.K2
QT.017.MA.K3
QT.017.KU.K1

Kénnuproov
Kénnuproov
Kénnuproov
Kénnuproov
Harilik ménnikérsakas
Harilik ménnikérsakas
Harilik ménnikérsakas
Harilik ménnikérsakas
Harilik ménnikérsakas
Harilik ménnikérsakas
Harilik ménnikéarsakas
Harilik ménnikéarsakas
Harilik ménnikéarsakas
Minni-juureiirask
Minni-juureiirask
Miénni-juureiirask
Maénni-juureiirask
Ménni-juureiirask
Maénni-juureiirask
Ménni-juureiirask
Maénni-juureiirask
Viike mannikérsakas
Viike minnikérsakas
Viike minnikérsakas
Viike minnikérsakas
Viike minnikérsakas
Viike minnikérsakas
Viike minnikérsakas
Viike minnikérsakas
Viike minnikérsakas
Kahjustusega taimeproov
Kahjustusega taimeproov
Kahjustusega taimeproov
Kahjustusega taimeproov
Kahjustusega taimeproov
Kahjustusega taimeproov
Terve taimeproov
Terve taimeproov
Terve taimeproov
Terve taimeproov
Terve taimeproov
Terve taimeproov
Kahjustusega taimeproov
Kahjustusega taimeproov
Kahjustusega taimeproov

Kahjustusega taimeproov
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ATCTGACGTCA
ATGAGTCAGTA
ATGTAGTGTGA
ATGTCACACGA
ATGTCGTCGCA
ACACATACGC
ACGACAGCTC
ACGTCTCATC
ACTCATCTAC
ACTCGCGCAC
AGAGCGTCAC
AGCGACTAGC
AGTAGTGATC
AGTGACACAC
AGTGTATGTC
ATAGATAGAC
ATATAGTCGC
ATCTACTGAC
ACACGTAGATC
ACACGTGTCGC
ACATACTCTAC
ACGACACTATC
ACGAGACGCGC
ACGTATGCGAC
ACGTCGATCTC
ACTAGTCACTC
ACTCTACGCTC
ACTGTACATAC
ATAGACTGCAC
ATAGCTCTATC
ATATGATACGC
ATCACTCATAC
ATCATCGAGTC
ATCGAGCTCTC
ATCGCAGACAC
ATCTGTCTCGC
ATGAGTGACGC
ATGATGTGTAC
ATGCTATAGAC
ATGCTCGCTAC
ACGTGCAGCGA
ACTCACAGAGA
AGACTCAGCGA
AGAGAGTGTGA
AGCTATCGCGA
AGTCTGACTGA

TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC

QT.017.KU.K2
QT.017.KU.K3
QT.017.MA.TERV.1
QT.017.MA.TERV.2
QT.017.MA.TERV.3
QT.017.KU.TERV.1
QT.017.KU.TERV.2
QT.017.KU.TERV.3
QT.014.MA.K1
QT.014.MA.K2
QT.014.MA.K3
QT.014.KU.K1
QT.014.KU.K2
QT.014.KU.K3
QT.014.MA.TERV.1
QT.014.MA.TERV.2
QT.014.MA.TERV.3
QT.014.KU.TERV.1
QT.014.KU.TERV.2
QT.014.KU.TERV.3
KS.218.MA K1
KS.218.MA.K2
KS.218.MA.K3
KS.218.KU.K1
KS.218.KU.K2
KS.218.KU.K3
Negatiivne kontroll
Positiivne kontroll Mix22
KS.218.MA.TERV.1
KS.219.MA.TERV.2
KS.218.MA.TERV.3
KS.218.KU.TERV.1
KS.218.KU.TERV.2
KS.218.KU.TERV.3
Rénna.voérumaa. MA.K1
Rénna.voérumaa. MA.K2
Rénna.voérumaa.MA.K3
Rénna.vorumaa.KU.K1
Rénna.vorumaa.KU.K2
Rénna.vérumaa.KU.K3
Rénna.vorumaa.MA.Terv.1
Rénna.vérumaa.MA.Terv.2
Rénna.vorumaa.MA.Terv.3
Rénna.vorumaa.KU.Terv.1
Rénna.vorumaa.KU.Terv.2

Rénna.vorumaa. KU.Terv.3

Kahjustusega taimeproov
Kahjustusega taimeproov
Terve taimeproov
Terve taimeproov
Terve taimeproov
Terve taimeproov
Terve taimeproov
Terve taimeproov
Kahjustusega taimeproov
Kahjustusega taimeproov
Kahjustusega taimeproov
Kahjustusega taimeproov
Kahjustusega taimeproov
Kahjustusega taimeproov
Terve taimeproov
Terve taimeproov
Terve taimeproov
Terve taimeproov
Terve taimeproov
Terve taimeproov
Kahjustusega taimeproov
Kahjustusega taimeproov
Kahjustusega taimeproov
Kahjustusega taimeproov
Kahjustusega taimeproov
Kahjustusega taimeproov
Kontrollproov
Kontrollproov
Terve taimeproov
Terve taimeproov
Terve taimeproov
Terve taimeproov
Terve taimeproov
Terve taimeproov
Kahjustusega taimeproov
Kahjustusega taimeproov
Kahjustusega taimeproov
Kahjustusega taimeproov
Kahjustusega taimeproov
Kahjustusega taimeproov
Terve taimeproov
Terve taimeproov
Terve taimeproov
Terve taimeproov
Terve taimeproov

Terve taimeproov
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AGTGAGCTCGA
ATAGCTCTCGA
ATCACGTGCGA
ATCGTAGCAGA
ATCGTCTGTGA
ATGTGTCTAGA
ACACTCGCACGA
ACAGACGTCTGA
ACGACAGCGAGA
ACGATCTGTCGA
ACGTGATGACGA
ACTATGTACAGA
ACTCGATATAGA
ACTCGCACGCGA

TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
TCCTSCGCTTATTGATATGC
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3168.viike.saare.lirask.tartumaa
3169.viike.saare.lirask.tartumaa
3170.vdike.saare.lirask.tartumaa
3171.vdike.saare.lirask.tartumaa
3181.viike.saare.lirask.viljandimaa
3182.viike.saareiirask.viljandimaa
3183.viike.saareiirask.viljandimaa
3184.viike.saareiirask.viljandimaa
3081.suur.saareiirask.jarvselja
3082.suur.saareiirask.jirvselja
3083.suur.saareiirask.jirvselja
3084.suur.saareiirask.jirvselja
Negatiivne kontroll

Positiivne kontroll Mix22

Saaretirask
Saaretirask
Saaretirask
Saaretirask
Saareiirask
Saareiirask
Saareiirask
Saareiirask
Saareiirask
Saareiirask
Saaretirask
Saaretirask
Kontrollproov

Kontrollproov
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