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Seenekoosluste tuvastamine jadajajirgsetest jirve pohjasetetest 18S rDNA ja ITS2 ala

jarjestuste pohise meetodiga

Liithikokkuvote. Jiarve pOhjasetetest seente mitmekesisuse ja Okoloogilise rolli hindamiseks kasutati
ajaloolisele DNAIle optimeeritud PCRi koos ITS2 ja 18S rDNA ala praimeritega. Seente mitmekesisuse ja
liigrikkuse hindamiseks arvutati Chaol, Shannon-Weaver ja tasakaaluindeksid. Kokku tuvastati 343
seente perekonda, mis kuulusid 8 hdimkonda. Domineerivateks hdimkondadeks olid Basidiomycota ja
Ascomycota. Universaalsete 18S rDNA praimerite abil tuvastati lisaks taimi (sh okaspuid), loomi ja
protiste. Okaspuude esinemist jarve {imbruses toetab Pinus ja Picea taimeperekonna parasiitsete seente
tuvastamine settest ITS2 ala abil. Okoloogiliselt rollilt esines tuvastatud seente seas rohkelt taimeparasiite,
taimeseoselisi seeni ja saprotroofe. Esines ka putukate parasiite, koprofiilseid ja seenparasiitseid seeni.
Paleoelustiku rekonstrueerimiseks ja organismidevaheliste seoste leidmiseks osutus tulemuslikuks
kasutada ITS2 ja 18S rDNA ala koos.
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Assessment of fungal diversity in post-glacial lake sediment by sequences of ITS2 and 18S

rDNA region

Abstract. The diversity and role of fungi in ancient lacustrine sediment was studied by optimized PCR
using 18S rDNA and ITS2 region primers. The diversity and species richness of the fungi was calculated
using the Chaol, Shannon-Weaver and Evenness indices. Total of 343 genera of fungi belonging to 8
different phyla were detected. Basidiomycota and Ascomycota were the most dominant phyla of fungi.
Plants (incl. conifers), animals and protists were also detected by the universal 18S rDNA region primers.
Appearance of the conifers around the lake during historical course was supported by the presence of
plant-parasitic fungi associated with genera Pinus and Picea as detected by analysis ITS2 region.
Identified fungi revealed diversity of plant-parasitic, plant-associated and saprotrophic fungi. Also insect-
parasitic and fungal-parasitic fungi occurred. Using both (ITS2 and 18S rDNA) regions allows to find

relationships between organisms and partly reconstruct the past biota.
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Kasutatud liithendid

ACE ingl k Abundance Coverage Estimator, indeks liigirikkuse hindamiseks

BSA ingl k Bovine Serum Albumin

DMSO ingl k dimethylsulfoxide, dimetiiiil sulfoksiid

En (J) Shannoni tasakaaluindeks, Pielou's J

EtBr ingl k ethidium bromide, etiidiumbromiid

FIMM ingl k Institute for Molecular Medicine Finland

H’ Shannon-Weaveri indeks

LCA ingl k last common ancestor, viimane tihine eellane

LSU ingl k large subunit, ribosoomi suur subiihik

NCBI ingl k National Center for Biotechnology Information, molekulaarbioloogia

andmebaas organismide taksonoomilise kuuluvuse méadramiseks

OoTuU ingl k operational taxonomic units

SILVA  ribosomaalsete RNA jarjestuste andmebaas

SSU ingl k small subunit, ribosoomi véike subiihik

UNITE  ingl k User-friendly Nordic ITS Ectomycorrhiza Database, ribosomaalse DNA

jarjestuste andmebaas seente tuvastamiseks



Sissejuhatus

Seened on organismid, mis on tuvastatavad pea kodikvoimalikest keskkondadest ja on seotud viga
erinevate organismidega (Wurzbacher jt., 2010). Seened vdivad jiarvedes lagundada taimset
materjali (Ali ja Abdel-Raheem, 2003), elada siimbioosis (Romani jt., 2006) vOi parasiteerida
erinevatel organismidel (kalad, vetikad, taimed, flitoplankton, seened) (Wurzbacher jt., 2010;
Gleason jt., 2011; Kagami jt., 2007; van Geel jt., 2006). Jarve pdhjasetetes on aga seente roll ja
mitmekesisus peaaegu tdiesti uurimata valdkond (Wurzbacher jt., 2010). Seeneliikide
mitmekesisuse abil on vdimalik rekonstrueerida mineviku kliimat, floorat ja faunat. Toetavaks
infoks on teiste organismide paleoindikaatorite samaaegne esinemine. Mineviku-keskkonna
kohta kindlaks tehtud info vdimaldab hinnata nii inimmdju, kliimamuutusi, loomastiku kui ka

taimestiku muutusi uuritavas piirkonnas (Pedersen jt., 2014).

Siiani on paleolimnoloogilised uuringud jarve pdhjasetetest keskendunud oietolmu ja teiste
paliinomorfide analiilisile (van Geel jt., 2003; Pedersen jt., 2013). Samas vdimaldab PCR ja
sekveneerimistehnoloogia tiha realistlikumalt hinnata organismide mitmekesisust ja liigirikkust
molekulaarbioloogiliste meetodite abil (Bellemain jt., 2013; Monard jt., 2013). Ajaloolise DNA
ja Oitolmu analiitisi andmete kdrvutamine voimaldab selgemat {ilevaadet litkide esinemisest ja

taimestiku muutustest paleokeskkonnas (Pedersen jt., 2013)

Seente mitmekesisuse DNA-pohiseks tuvastamiseks on oluline amplifitseeritava ala valik
(Bellemain jt., 2010). Seente tuvastamiseks on enim kasutatud ribosomaalse RNA 18S geeni
(18S rDNA) ja ITS piirkondi (Bellemain jt., 2013; Lydolph jt., 2005; Wurzbacher jt., 2010).
Mitmed uurimused (Schoch jt., 2012; Singh jt., 2012) on soovitanud kasutada kombinatsiooni
ITS2 ala praimeritest voi ITS2 ja 18S rDNA piirkonna praimereid koos. Seetdttu otsustasin
uurida 18S rDNA ja ITS2 ala valiku mdju seente mitmekesisuse ja rolli tuvastamisele jddaja-

jargsetest jarve setetest.

Kiesoleva magistritoé pohieesmirgiks oli Lati jarve Lielais Svetinu paleolimnoloogilise
andmestiku tdiendamine molekulaarbioloogiliste meetodite abil 18S rDNA ja ITS2 ala
praimereid kasutades. Too teostati Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudi

keskkonnamikrobioloogia grupis.



1 Kirjanduse iilevaade

1.1 Seened jiarve okostisteemis

Seente koosluste uuringud on oluline osa keskkonnateadustest, kuna seened on véga erinevate
okostisteemide osaks. Seisuveekogudes (nt jarved) on seene koosluste struktuuri suhteliselt vihe
uuritud ning seente roll jarve erinevates piirkondades vaid osaliselt teada. Samas on seni
avaldatud uuringutest selgelt niha seente seost jarve toiduvorgustiku diinaamikaga, mistottu voib
arvata, et seened méngivad olulist rolli toitainete ja siisinikuringes ning interaktsioonides teiste

organismidega (Wurzbacher jt., 2010; Gleason jt., 2011).

1.1.1 Seened kui orgaanilise aine lagundajad ja nitrifitseerijad

Veeseened lagundavad jarvedes poliimeerseid orgaanilisi aineid nii veesambas (nt Kinnitudes
hdljuvale lehemassile) kui ka settes (Ali ja Abdel-Raheem, 2003). Nad toodavad suures hulgas
erinevaid ekstratsellulaarseid ensiiiime (tsellulaasid, pektinaasid, hemitsellulaasid), mis
voimaldavad neil lagundada keerulisi orgaanilisi aineid (ligniin, tselluloos ja hemitselluloos)
(Romani jt., 2006; Singh jt., 2011). Uheks tdhusaks ensiiiimide grupiks on lakaasid. Lakaasid on
voimelised oksiideerima fenoolseid ja mitte-fenoolseid aromaatseid iihendeid. Lakaase on
Kirjeldatud enim ligniinilagundavatel valge- ja pruunmédanikku pohjustavatel seentel.
Basidiomycetes hdimkonda kuuluvatest seentest on sellised Trametes versicolor ja Ascomycetes
hdimkonda kuuluvatest liikidest Podospora anserina (Singh jt., 2011). Sellised ensiiimid
16huvad taimse materjali vdiksemateks assimileeritavateks molekulideks (Romani jt., 2006), mis
on oluliseks toiduallikaks veekeskkonna toiduvorgustikus. Seente ja bakterite suhteline panus

siisinikuringesse vOimaldab hinnata ka settes leiduva orgaanilise siisiniku vanust (Mouton jt.,

2012).

Praktiliselt uurimata valdkond on aga jarve pdhjasettes elutsevad voi settes fossiliseerunud seene
kooslused. Edgcomb jt (2011) on ndidanud, et mere pdhjasettes on seened bakterite ja protistide
korval koige arvukamad organismid. Kdige suurem eukariiootne mitmekesisus leiti olevat mere
sette pindmistes kihtides, kus seentest domineerisid saprotroofe sisaldavad hodimkonnad
Ascomycota ja Basidiomycota (Singh jt., 2012; Edgcomb jt., 2011). Medeiros jt (2009) on
nédidanud, et lahustunud hapniku kontsentratsiooni langus limiteerib lehemassi lagundavate seente

aktiivsust. Samas on ndidatud, et seened on aktiivsed ka anaeroobses keskkonnas, kus nad
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osalevad denitrifitseerimisel (Mouton jt., 2012). Denitrifitseerimisel redutseeritakse nitraate
nitrititeks ja 13pp-produktiks kujunevad kasvuhoonegaasid NO, voi N,O (Cathrine ja
Raghukumar, 2009). Selline seente poolt ldbiviidav protsess leiab aset vidga madala
hapnikusisaldusega keskkonnas, samas kui bakterite poolt ldbiviidav denitrifikatsioon vajab
taielikult hapnikuvaba (anoksilist) keskkonda. Lisaks denitrifikatsioonile viivad seened 14bi ka
ko-denitrifitseerimist, mille kdigus seened produtseerivad Ny voi N,O hiibriidmolekule. Seentel
on tuntud ka hapnikuta keskkonnas (hapnikupuuduses) ammooniumi fermentatsioon
(ammonifikatsioon). Sel juhul redutseerivad seened nitraate (NOs), mille tulemusel
produtseeritakse ammooniumioone NH;" (Cathrine ja Raghukumar, 2009). Nii osalevad seened
lammastikuringe erinevates etappides (Mouton jt., 2012). Arvatakse, et see vo0ib olla
miitseeliumiga seentel strateegiaks erinevates keskkondades ellujadmiseks (Cathrine ja

Raghukumar, 2009). Nii soltub seente mitmekesisus nende ruumilisest paiknemisest settes.

Orgaanilise aine lagundamisel ja siisinikuringes osalevad peale seente veel algloomad, bakterid ja
arhed. Nad koik konkureerivad iiksteisega koloniseeritava vOi lagundatava materjali iile
(Lindblom jt., 2006; Romani jt., 2006). Kuid lagundatav materjal pole ainuke elukeskkond

seentele. Seened voivad asustada ka teisi organisme (Lindblom jt., 2006; Romani jt., 2006).

1.1.2 Seente interaktsioonid teiste organismidega

Konkurents erinevate elupaikade iile on viinud seente ja teiste organismide vaheliste
vastasmojude tekkeni (Lindblom jt., 2006; Romani jt., 2006). Seened vdivad osaleda erinevates
liikidevahelistes suhetes nagu siimbioos, mutualism, kommensalism ja parasitism (Lindblom jt.,
2006; Romani jt., 2006; Gleason jt., 2011; Kagami jt., 2007). Lisaks stimbiootilistele suhetele
seente ja taimede vahel, on samasugust vastasmoju kirjeldatud ka seente ja bakterite vahel. On
taheldatud, et lehejddnuste lagundamisel kasvavad bakterid paremini siis, kui koosluses esinevad
ka seened. Pohjuseks voib pidada taimemassi lagundamisel tekkivate laguproduktide kasulikkust
bakteritele (Lindblom jt., 2006; Romani jt., 2006). Seened voivad olla ka parasiitideks paljudele
organismidele nagu kalad, selgrootud, taimed, vetikad ja fiitoplankton (William ja Strongman,
2013; Ishida jt., 2015; Gleason jt., 2011; Kagami jt., 2007). Ishida jt (2015) néitasid, et peamiselt
vees elutsevate Chytridiomycota hoimkonna esindajate hulka kuulub mitmeid fiitoplanktoni
parasiite, rianivetikatel esines aga Cryptomycota ja pirmide esindajaid. See ja mitmed teised
uurimused annavad tunnistust vdga mitmekesistest seenparasiitidest. Lisaks parasiteerimisele

teistel organismidel, vdivad seened olla parasiitideks ka teistel seentel. Van Geel jt (2006)
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kirjeldas hiiperparasitismi mikro- ja makrofossiilides, kus hiiperparasiit Isthmospora spinosa
esines koos oma peremehe askomiitseedi Meliola ellisii’ga. Meliola ellisii oli ise omakorda
parasiidiks kanarbikul (Calluna vulgaris). Varem oli selliseid uuringuid limiteerinud sobivate
meetodite puudus, kuid tehnoloogia arenguga on iiha paremini voimalik tuvastada organismide

vahelisi suhteid.

Seente mitmekesisust ja rolli kasitlevad uuringud (Edgcomb jt., 2011; Medeiros jt., 2009;
Lindblom jt.,, 2006; Romani jt., 2006; Gleason jt.,, 2011) kannavad olulist informatsiooni
veekeskkonna ja jiarve iimbritsevate koosluste kohta. Seente ja teiste organismide vaheliste seoste
kaudu on vdimalik tuvastada jarve tumbruses paiknenud floorat, faunat ja vees elutsevaid
organisme. Lydolph jt (2005) tuvastasid Kirde-Siberi kiilmunud pinnasest (~10 m siigavuselt) nii
kiilmale adapteerunud parme, taimeparasiite, samblike miikobionte kui ka taimede ja selgrootute
DNAJ. Taimeseoseliste seente mitmekesisuse muutused viimasel jddajal voimaldasid hinnata ka
taimekoosluste muutusi. Samuti leiti koprofiilseid seeni, mis niitab vdimalikku seost suurte
herbivoorsete loomadega. Nii on, kasutades keskkonna DNAd, saadud informatsiooni mé6dunud
aja floora ja fauna mitmekesisuse kohta (Pedersen jt., 2014). Seega vdimaldab pinnases ja

veekogude pdhjasetteis leiduva DNA analiiiis anda infot ajalooliste elustikukoolsuste kohta.

1.2 Paleolimnooogilised uurimismeetodid

Settesse kuhjunud mikro- ja makrofossiilid on klassikaliste paleolimnoloogiliste uuringute
pohiobjektiks (van Geel jt., 2003). Suur osa settesse mattunud organismidest ja nende jdénustest
aga ei fossiliseeru, kuid voib jitta settesse endast ekstratsellulaarse DNA jilgi (Pedersen jt.,
2014) voi hoopis laguneda keskkonnatingimuste (oksiidatiivsed radikaalid, radiatsioon,
endogeensed nukleaasid) toimel (Brown ja Barnes, 2015). Ekstratsellulaarne DNA settes on
seotud savimineraalide, laetud orgaaniliste moekulide ja huumusosakeste kiilge, mis kaitsevad
DNAd keskkonnas paiknevate nukleaaside eest. Sdilinud DNAd on vdimalik tuvastada
molekulaarseid meetodeid kasutades (Pedersen jt., 2014). Nii on siilinud eukariiootse DNA
pohjal rekonstrueeritud varasemate ajaperioodide koosluste mitmekesisust. Enamasti on uuritud
taimede ja loomade DNAJ jédst, jirvesettest, pindmistest mullakihtidest. (Pedersen jt., 2014;
Pedersen jt., 2013). Seenekoosluste tuvastamine on jirvede paleolimnoloogilistes uuringutes
jaanud suurema tdhelepanuta (Wurzbacher jt., 2010). Samas on aga vilja toodud, et andmed

keskkonnas sdilinud DNA ja klassikaliste paleolimnoloogiliste indikaatorite kohta tdiendavad



teineteist, vOoimaldades tuvastada suuremat organismide liigilist mitmekesisust kui vastavad
andmestikud eraldi kasitletutena (Pedersen jt., 2013). Nii on itha enam kasutatud
paleolimnoloogilistes uurimustes (Parducci jt., 2013; Pedersen jt., 2013) nii Kklassikalisi
paleolimnoloogilisi meetodeid kui ka DNA-pdhiseid molekulaarseid meetodeid (Fernandes jt.,
2015).

1.2.1 Klassikalised paleolimnoloogilised meetodid

Klassikalised paleolimnoloogilised meetodid pdhinevad odietolmu ja  mitte-Oietolmu

paliinomorfide mikroskoopilisel tuvastamisel ja arvukuse loendamisel.

1.2.1.1 Mikroskoopia meetod paliinomorfide mddramiseks

Paliinomorfid on settes sdilinud erinevad mikro- ja makrofossiilid, mis omavad orgaanilisest
ainest (kitiin, sporopolleniin) kesta nagu dietolm, seenespoorid, vetikate spoorid, tstianobakterite
jaanused (van Geel jt., 2003; Miras jt., 2015; Fernando, 2015). Tolmuterasid ja seenespoore

timbritsev kest kaitseb neid lagundamise eest settes (Fernando, 2015; van Geel jt., 2003).

Oietolmu- ja mitte-dietolmu mikroskoopiline analiilis viiakse ldbi tolmuterade ja spooride
morfoloogia alusel (van Geel jt., 2003; Miras jt., 2015). Tolmutera pinnareljeefi (pooride vagude,
miigarate, piikide, servade jms) alusel on voimalik identifitseerida neid tootnud taimi perekonna
vOi sugukonna tasemel (Fernando, 2015). Ka seenespoore suudetakse tuvastada véliskihi
struktuuri alusel. Seetdttu on dietolmu ja mitte-dietolmu paliinomorfe kasutades vodimalik
osaliselt rekonstrueerida taimestiku muutuseid tuhandete aastate jooksul ja hinnata nende
muutuste jargi inimmdju rolli ja ulatust (kariloomade pidamine, maaviljelus, eutrofeerumine)

(van Geel jt., 2003).

1.2.1.2 Radiosiisinikumeetod sette kihtide vanuse mddramiseks

Settekihtide vanuse middramiseks kasutatakse radiosiisiniku meetodil dateerimist (ingl k
radiocarbon dating). Radiosiisinikuga ajamairamise meetod kasutab orgaaniliste sdilmete vanuse
médramiseks siisiniku looduslikult esinevat radioisotoopi *C. Taimede ja loomade kudedes
sisaldub '*C umbes samas proportsioonis kui seda on atmosfdiris. Pdrast vaadeldavate
organismide surma hakkab '*C lagunema kindla kiirusega. Proovis esinevat alles jiinud **C
hulka vorreldakse kunagise eeldatava atmosféiri 1*C-ga, mis voimaldab méirata uuritava proovi

vanust (Fernando, 2015).



1.2.2 Molekulaarsed DNA-p6hised meetodid

Seente spooride ja hiilifijidnuste analiilis vOimaldab meil vaid osaliselt méérata seente
mitmekesisust uuritavas settes. Peale seene spooride, hiiiifide, mikrofossiilide, leidub settes ka
rohkemal vdi vdhemal miiral lagunenud DNAd. DNA siilimine keskkonnas on vdimalik ténu
DNA molekulide secostumisele savimineraalidega voi muude laenguid omavate orgaaniliste
molekulidega. Sel viisil adsorbeerunud DNA on kaitstud keskkonnas paiknevate nukleaaside eest
(Pedersen jt., 2014). Samuti arvatakse, et DNA lagundamine on parsitud anaeroobses ja kiilmas
keskkonnas, kuna seal on takistatud oksiidatiivsed ja temperatuurist sdltuvad hiidroliiiitilised
lagundamisprotsessid (Brown ja Barnes, 2015; Hofreiter jt., 2001). DNA-pdhiseid meetodeid
kasutades on vOimalik tuvastada nii mineraalide koostises sdilinud DNAd (Pedersen jt., 2014) kui
ka mittekultiveeritavaid liike, mis mikroskoopilisi meetodeid kasutades jddksid tuvastamata
(Fernandes jt., 2015).

DNA-pdhised molekulaarsed meetodid pdhinevad poliimeraasi ahelreaktsioonil (PCR), kus
liigispetsiifiliste praimeritega amplifitseeritakse sihtmérgiks olevate geenide jdrjestusi.
Tulemuseks saadakse uuritava geeni jarjestused miljonites koopiates (Wurzbacher jt., 2010).
Varasemates uuringutes on kasutatud ,,sormejiljemeetodit PCR jdrjestusmustrite analiiiisiks.
Sormejiljemeetod voOimaldab vorrelda koosluste mustreid ja seeldbi hinnata koosluse
mitmekesisust (Anderson ja Cairney, 2004; Wurzbacher jt., 2010). Laialdaselt on kasutusel olnud
ka kloonide sekveneerimisel pohinevad meetodid (Singh jt., 2012; Lydolph jt., 2005; Vankov ja
Keen, 2009; Anderson ja Cairney, 2004). Kloonide sekveneerimise meetod pohineb PCRi
amplikoni ligeerimises vektorisse ning selle transformeerimises E.colisse. Tulemuseks saadakse
kloonide raamatukogud, mis seejérel sekveneeritakse. Sekveneerimise teel tuvastakse kloonide
nukleotiidsed jérjestused, mida on vdimalik identifitseerida jérjestuste vordlemisel jarjestusi
sisaldava andmebaasi vastu (Singh jt., 2012; Vancov ja Keen, 2009). Kloonide sekveneerimine
on aga viga t00- ja ajakulukas meetod (Singh jt., 2012; Lydolph 2005). Seega vdimaldab see
korraga vaid piiratud arvu kloonide tuvastamist vorreldes uute sekveneerimistehnoloogiate
labilaskevdoimega (Singh jt., 2012; Bellemain jt., 2013). Sekveneerimistehnoloogiate arenguga on
liikkide tuvastamine muutunud vdhem t6omahukaks ja kiiremaks. Kdrge lugemite arvuga teise
pdlvkonna sekveneerimistehnoloogiad vdimaldavad tuvastada keskkonnast suuremas hulgas

erinevaid organisme (Bellemain jt., 2013).
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Teise polvkonna sekveneerimistehnoloogiate kasutuselevotuga on suudetud tunduvalt edukamalt
hinnata ja tuvastada organismide mitmekesisust ajaloolistes setetes (Bellemain jt., 2013; Monard
jt., 2013; Orsi jt., 2013). Seetdttu kasutatakse viimasel ajal ka seenekoosluse tuvastamiseks enim
teise polvkonna sekveneerimistehnoloogiaid, mis vdimaldavad otseselt PCRi produktide
sekveneerimist (Bellemain jt., 2013; Fernandes jt., 2015). Keskkonnaproovidest seenekoosluste
tuvastamiseks PCRi abil on vajalikud markergeenideks sobivad genoomialad ja neile vastavad
jarjestusepohised praimerid. Praimerite disainimiseks on enim levinud ribosomaalse DNA
piirkonna kasutamine. Seente ribosomaalse DNA regioon sisaldab korgelt varieceruvaid alasid,
mistottu  kasutatakse seda DNA piirkonda seente taksonoomiliseks identifitseerimiseks

(Wurzbacher jt., 2010).

1.2.2.1 Ribosomaalse DNA piirkond

Eukariiootne rDNA genoomi piirkond sisaldab 18S, 5.8S ja 28S rRNA geene, mille vahel
paiknevad mittetransleeritavad ITS (ingl k internal transcribed spacer) alad (Schoch jt., 2012).
(Joonis 1). rRNA viikse subiihiku (18S, SSU) geenide jérjestusi kasutatakse enim eukariiootse

mitmekesisuse tuvastamiseks (Anderson ja Cairney, 2004).

585
55U RNA ANA LSU RHA

j—u e

/

200 bp ms1 ms2

Joonis 1. rRNA geenid koos nende vahele jadvate mittekordeeritavate ITS aladega (muudetud
Vilgalys LAB, Mycology, Duke Univeristy).

Seente spetsiifiliste praimerite disainimisel on pohiliseks eesmirgiks luua praimerid, mis
suudaksid amplifitseerida erinevatesse taksonoomilistesse gruppidesse kuuluvaid seeni. Samas
aga ei tohiks praimerid ko-amplifitseerida 1dhedalt suguluses olevaid liike, vaid peaksid suutma
ka neid eristada. 18S rDNA alale seente spetsiifiliste praimerite disainimisel on probleemiks
lisaks seente DNAle ka teiste eukariiootide DNA amplifitseerumine. See tuleneb 18S rRNA
geenijarjestuse korgest sarnasusest eukartiootide vahel. Samas on 18S rDNA piirkonnale loodud
mitmeid laialdaselt kasutuses olevaid universaalseid praimereid (Anderson ja Cairney, 2004).

Anderson ja Cairney (2004) on vilja toonud tabeli eukariiootsetest praimeritest, mida on
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kasutatud nii mulla, meresette kui ka paleoloogilistes uuringutes (Singh jt., 2012; Lydolph jt.,
2005; Orsi jt., 2013).

18S rDNA piirkonna praimereid on kasutatud mitmetes seene koosluse uuringutes. Singh jt
(2012) néitasid 18S rRNA geeni piirkonna praimereid kasutades, et seened on teiste eukartiootide
seas domineerivaks grupiks meresetetes. rRNA viikse subiihiku geenipiirkonda on eelistanud ka
Orsi jt (2013), kes toendas samuti seente domineerivust siivamere iilemistes sette kihtides.
Seetottu vOib arvata, et anaeroobses keskkonnas on seente DNA piisaval miéral siilinud, et
uurida seente mitmekesisust ja seoseid teiste organismidega ka siigavamatest kihtidest. Nii on
18S rRNA geenide amplifitseerimist kasutanud ka iiks viheseid seente paleoloogilisi uuringuid
Beeringi mere kiilmunud pinnasest (Lydolph jt., 2005), mille eesmirgiks oli vaadelda seente
mitmekesisust kuni 400 000 aasta vanuses paleokeskkonnas. Tanu 18S rDNA piirkonna
universaalsete praimerite kasutamisele amplifitseeriti koiki suurematesse riikidesse kuuluvaid
organisme (seened, loomad, taimed). Lydolph jt (2005) niitas, et pinnasest tuvastati nii
saprotroofseid ja koprofiilseid seeni kui ka taime parasiite (perekonna tasemel). Koprofiilsete
seente esinemine toendas megafauna olemasolu. Erinevate domineerivate taime perekondade
esinemine erinevatel siigavustel andis tunnistust taimestiku muutusest kindlatel ajaperioodidel
(Lydolph jt., 2005). Nii on 18S rRNA geeni piirkonda kasutatud meresette ja paleoloogilistes
seene koosluste uuringutes (Singh jt., 2012; Orsi jt., 2013; Lydolph jt., 2005). 18S rDNA
piirkonna praimerite kasutamine vodimaldab hinnata kogu eukariiootset mitmekesisust ja

voimalikke seoseid erinevate gruppide vahel (Orsi jt., 2013; Lydolph jt., 2005).

Samas on aga ndidatud 18S rDNA piirkonna praimerite amplifitseerimise eelistust moningate
suuremate seenegruppide suhtes (Anderson ja Cairney, 2004). Singh jt (2012) niitasid 18S
rDNA piirkonna praimerite (NS1/NS2, 18S-42F/Univ1492RE ja EK555F/EK1269R) suuremat
spetsiifilisust seente gruppide Ascomycota ja Basidiomycota suhtes. Samas gruppide Zygomycota
ja Chytridiomycota puudus tulenes arvatavasti kasutatud praimerite madalast spetsiifilisusest
nende gruppide jarjestuste suhtes (Singh jt., 2012). Praimerite kallutatus kindlate taksonoomiliste
gruppide poole tuleneb ka amplifitseerimiseks valitavast materjalist. Samblikke moodustavate
seente tuvastamine 18S rDNA piirkonna praimeritega oli ddrmiselt madal, kuna praimerid

eelistasid fotobionti seenele (Schoch jt., 2012). Seetdttu on ddrmiselt tdhtis sobiva praimeri valik.

18S rDNA piirkonna podhiliseks probleemiks on tema piiratud eristusvdoime perekonna ja liigi

tasemel. Pohjuseks on 18S rDNA ala geenide ebapiisav varieeruvus ldhedalt suguluses olevate
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liikide vahel (Schoch jt., 2012; Anderson ja Cairney, 2004). See tuleneb 18S rDNA piirkonna
aeglasest evolutsioneerimise Kiirusest vorreldes monede teiste rRNA geeni aladega. ITS vdiks
olla sobivam piirkond seente identifitseerimiseks. ITS ala voimaldab tdnu jérjestustes esinevatele
rohketele variatsioonidele eristada ka ldhedalt suguluses olevaid liike. (Anderson ja Cairney,
2004). Samas aga sobivad 18S rDNA praimerid arbuskulaarse miikoriisa liikide tuvastamiseks,
kuna neil esineb 18S rRNA geeni jdrjestustes piisavalt varieeruvust nende liikide tasemel
eristamiseks (Anderson ja Cairney, 2004). 18S rDNA piirkonna korval on ITS ala korgelt
varieeruv nii nukleotiidide jirjestuses, jarjestuse pikkuses kui ka rRNA geenide amplifitseerimise
efektiivsuses (Schoch jt., 2012). Seepdrast on ITS ala enim kasutusel seente taksonoomiliseks

tuvastamiseks.

1.2.2.2 ITS piirkond

ITS (ingl. k. internal transcribed spacer) on multikoopialine rRNA suure ja viikse subiihiku
geenide vaheline mittekodeeritav piirkond, mis seetdttu voimaldab amplifitseerida ka madala
DNA kontsentratsiooniga proove (Monard jt., 2013). ITS ala pikkus varieerub tugevalt, jaiades
vahemikku 450-750 aluspaari (Blaalid jt., 2013; Monard jt., 2013). Seente ITS regioon sisaldab
kolme piirkonda: ITS1 ala, 5.8S rRNA geen ja ITS2 ala (Joonis 2). ITSI ja ITS2 alad on viga
variatsioonide rohked ja voimaldavad seetottu seeni eristada ka liikide tasemel. Nende vahel
paiknev 5.8 rDNA piirkond on aga ddrmiselt konserveerunud ja seepidrast ei kasutata seda

piirkonda liikide identifikatsiooniks (Blaalid jt., 2013).

ITSI-F ITS86F
—

[TS2

ITS86R ITS4

Joonis 2. rRNA geenid koos nende vahele jadvate mittekordeeritavate ITS aladega (Vancov ja
Keen, 2009). Uurimistdddes kasutatud (Vancov ja Keen, 2009; Blaalid jt., 2013; Monard jt.,
2013) praimerid 1TS1 ja ITS2 piirkonna amplifitseerimiseks

ITS jéarjestuse sobivust marker-alana on ndidanud ka Schoch jt (2012). Ta tdi vélja, et vordluses
SSU, LSU ja monede valku kodeerivate geenipiirkondadega oli ITS ala kasutamisel
amplifitseerimise ja sekveneerimise edukus parim. Samuti esines ka selgelt eristatav tithimik
litkide kauguse analiilisis, mis niitab vOimet eristada erinevaid seenegruppe. Vorreldes teiste
rDNA aladega esines ITS ala kasutades suurem liikide identifitseerimise edukus gruppides

Basidiomycota ja Ascomycota. Kuna Ascomycota ja Basidiomycota on suurimad seente
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taksonoomilised grupid, siis on nendest hdimkondadest liikide identifitseerimine oluline

realistlikuma mitmekesisuse tuvastamiseks (Schoch jt., 2012).

Samas on teada, et paljud laialdaselt kasutusel olevad ITS praimerid (Anderson ja Cairney, 2004)
eelistavad amplifitseerimisel kindlat gruppi seente jarjestusi, millele on praimerid disainitud
(Monard jt., 2013; Schoch jt., 2012). See loob aga proovis esinevast mitmekesisusest eksliku
ettekujutuse. Nii on mitmetes seene koosluste uuringutes (Monard jt., 2013; Bellemain jt., 2010)
toodud vilja amplifitseeritava ala ja praimeri valiku moju koosluste tuvastamisele. Monard ja
kolleegid (2013) néitasid ITS1 ja ITS2 regiooni valiku mdju. Nad tdid vélja, et kahe ITS lookuse
spetsiifilist praimerit kasutades, olid mdlema praimeriga tuvastatavad vaid %3 OTUdest (Monard
jt., 2013). ITS1 ala kasutades suudeti ndidata suurem seente mitmekesisus kui ITS2 ala
praimereid kasutades. Samas aga toodi vilja, et ITS1 ala amplifitseerimiseks kasutatud praimer
ITS1F toodab suures hulgas valepaardumisi, mis suurendab nailikult mitmekesisust (Bellemain
jt., 2010). ITS2 ala on aga soovitanud kasutada Vancov ja Keen (2009), Fernandes jt (2015),
Nilsson jt (2009), Tedersoo jt (2015) jpt. Nilsson jt (2009) on pohjenduseks vilja toonud
seisukoha, et ITS2 ala allavoolu regioon (LSU), vdrdluses ITS1 ala omaga (5.8S), on tunduvalt
kasulikum liikide tuvastamisel. Seda seepirast, et 5.8S ala on vidga konserveerunud vdrreldes
LSU-ga (Nilsson jt., 2009). Samuti annab UNITE andmebaas ITS2 jarjestuste blastimisel rohkem
tulemusi (Blaalid jt., 2013). Vastupidiselt Monardi (2013) uurimusele néditasid ka Vancov ja Keen
(2009), et ITS2 alaga tuvastati rohkematesse hdimkondadesse kuuluvaid seeni kui ITS1 ala
kasutades. Samas oleneb liikide identifitseerimise ulatus kasutatavatest praimeritest (Blaalid jt.,
2013; Tedersoo jt., 2015). Seetdttu on seente mitmekesisuse uvuringutes tdhtsal kohal
amplifitseerimiseks valitavad praimerid, mis peavad olema kiill spetsiifilised liigile, kuid samas

universaalsed uuritava grupi piires (Vancov ja Keen, 2009).

Kuigi ITS piirkonnale on disainitud palju erinevaid universaalseid seente praimereid (Anderson
ja Cairney, 2004), siis Schoch jt (2012) soovitavad seeneriigi geneetilise mitmekesisuse tottu
kasutada kombinatsiooni erinevatest praimeritest (Schoch jt., 2012). Samuti kasutasid Tedersoo jt
(2015) ITS2 ala amplifitseerimisel kombinatsiooni péripidistest praimeritest [TS3tagmix
(ITS3mix1, ITS3mix2, ITS3mix3, ITS3mix4, ITS3mix5) ja draspidisest ITS4ngs praimerist.
Selline praimerite kombinatsioon andis koige suurema OTUde arvu proovides (Tedersoo jt.,
2015). Sama metoodikat soovitab jiargida ka Singh jt (2012), kes kasutasid siivamere sette
mitmekesisuse hindamiseks nii 18S rDNA kui ka ITS piirkonnale disainitud praimereid.
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2 Too6 eesmirgid ja hiipoteesid

Kéesoleva to6 pohieesmirgiks oli tdiendada paleolimnoloogilist andmestikku seenekoosluste

DNA-pohise tuvastamise abil.

Too teiseks eesmdrgiks oli koostada DNA-pohise meetodi protokoll seenekoosluste
tuvastamiseks jarve pohjasetetest, kasutades selleks PCR abil paljundatud markergeene (18S
rDNA ja ITS2 regioone).

Kolmandaks otsustati uurida 18S rRNA ja ITS2 regiooni valiku mdju seene mitmekesisuse

tuvastamisele.

Pohinedes t66 eesmairkidel ja kirjanduse iilevaates viljatoodud seisukohtadel, piistitati jargnevad

hiipoteesid:

1) seenekooslused on ka ajaloolistes jirvesetetes, mis pole kiilmunud, DNA-pdhiselt
tuvastatavad,

2) DNA-pohiselt tuvastatud kooslused annavad detailsema iilevaate seenekooslustest kui
klassikalised paleolimnoloogilised meetodid,;

3) ITS regiooni kasutamine jirve pohjasetetest seene koosluse identifitseerimiseks annab
tdpsema taksonoomilise tulemuse ja mitmekesisuse kui kasutades universaalset 18S

rDNA piirkonda.
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3 Materjalid ja meetodid

3.1 Proovide kogumine

Proovivdtukohaks oli Léti idaosas asuv Lielais Svetinu jarv (Joonis 3). Lielais Svetinu on 18,8 ha
suurune, 4 m siigavune, 96,2 m {iilalpool meretaset paiknev umbjirv, mis on jddnuk kunagisest
suuremast veekogust. Jirve valgala (~12 kmz) on enamikus kaetud metsaga. Samuti on jarve
kaldaala timbritsetud erinevatesse perekondadesse kuuluvate puuliikidega (Betula, Picea, Pinus,
Ulmus, Tilia, Alnus ja Quercus). Tanapdeval ndhtav jarve topograafia on kujunenud viimase

jaatumise (Weichseli jddtumise) ja sellele jargnenud soojenemisperioodi tulemusena (Stivrins jt.,

2014).
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Joonis 3. A) Lielais Svetinu asukoht kaardil. B) Lielais Svetinu jarve 1dbildige (muudetud

Stivrins jt., 2014)

Sette puursiidamikud koguti Lielais Svetinu jérve keskosast (56°45'N, 27°08) 2013. aasta miirtsis
Siim Veski ja kolleegide poolt. Selleks kasutati 10 cm diameetriga turbapuuri (Joonis 4). Kokku
koguti 11 ithe meetri pikkust vertikaalselt jarjestikust sette puursiidamikku. Nii uuriti jarve setteid
settepinnalt arvestatuna kuni 11 m siigavuselt. Puursiidamikud pakiti dhukesse kilesse ning

seejarel transporditi laborisse proovide kogumiseks ja analiiiisiks.

Lielais Svetinu labilige
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Joonis 4. A) Turbapuuri joonis ja toopohimdte (EPA, 1999); B) Proovide kogumine
settesiidamiku siigavuskihtidest (antud t606 sete, pildistanud Anu Kisand)

Sette puursiidamikest vaadeldi Holotseeni ajavahemikku, mis on Lielas Svetinu puhul ~8 m
settesiigavust. Koigist kaheksast puursiidamikust voeti iga 2,5 cm jérel setteproov. Eelnevalt
kraabiti steriilse spaatliga ohuga kokku puutunud settepind maha. Setteproovid koguti steriilse
stistlaga jérjestikku puursiidamiku keskosast. Siistlaga voeti igast sligavusest 3 paralleelset 200-
400 pl mahuga setteproovi, mis asetati steriilsetesse tuubidesse Proovid hoiustati -80 °C juures.
320 stigavuskihist valiti vdlja 54 kihti, kust igast kihist kogutud 3 paralleeli proove kasutati
edastistes uuringutes (Lisa 1). Uuringuks valiti vélja samal siigavusel paiknevad siigavuskihid,
mis  Stivrins’i  (2014) settepuursiidamiku uuringutes. Valik pohines settimisaegsetel
temperatuurimuutustel.  Kiiremate temperatuuri muutustega piirkondadest koguti proove
tihedamalt (Stivrins jt., 2014).

3.2 Dateerimine

Settepuursiidamike kihtide vanuse midramiseks kasutatakse YC raadiosiisiniku meetodit. Kuna

antud uurimuses kasutati samu settepuursiidamiku siigavuskihte kui Stivrins jt (2014) uurimuses,
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siis see vOimaldas kasutada ka Stivrinsi poolt arvutatud settekihtide dateeringut. To6s kasutatud
settepuursiidamiku settest dateeringuid ei tehtud. Stivrins jt (2014) puursiidamike settekihtidele
médrati *C raadiosiisiniku meetodil 20 dateeringust koosnev ajaskaala, mis kohandati selle
uurimuse settekihtidega. Kahe puursiidamiku setted roobistati sette mineraalse, orgaanilise ja
karbonaatse materjali muutuste alusel Tallina Tehnikatilikooli Geoloogia Instituudi todtaja Jiiri
Vassiljevi poolt. Sellisel viisil leiti 16 rodbistuspunkti, mille puhul oli voimalik tuvastada, et need
on mdlemas puursiidamikus sama vanusega. 2009. a kogutud puursiidamiku teadaoleva ajaskaala
alusel koostati nii 2013. a kogutud settepuursiidamiku ajaskaala. Saadud ajavahemikele méadratud

temperatuurid (publitseerimata) saadi Helsingi Ulikooli prof Heikki Seppa kiest.

3.3 DNA ekstraheerimine ja PCRi optimeerimine

DNA cekstraheeriti 54 erineva siligavuskihi proovidest 3 kodruses. Kokku eraldati DNA 162
proovist (Lisa 1). DNA ekstraheerimiseks kasutati PowerSoil® DNA Kkitti (Mo Bio Laboratories)
ja protokolli. Kiti valik pdhines sellel, et PowerSoil*“DNA eraldus kit on sobilik erinevatest
keskkonnaproovidest (sh muda, sete) DNA eraldamiseks. Samuti peaks selle kasutamine
eraldama settes leiduvad humiinained ja teised PCRi segavad inhibiitorid (Mo Bio Laboratories
koduleht). Setteproovide homogeniseerimiseks kasutati Fast Prep®-24 (MP Biomedicals)
homogenisaatorit 4m/s juures 55 sekundit. Edasine DNA ekstraheerimine toimus vastavalt
PowerSoil® DNA eraldus kitis vilja toodud tootja poolsele juhendile. Ekstraheeritud proovid
sdilitati -20°C kuni -80°C juures.

Poliimeraasi ahelreakstsioonil (PCR) amplifitseeriti kaks erinevat ribosomaalse DNA piirkonda:
ITS2 ala ja 18S rDNA geeni piirkond (Joonis 5). ITS2 1digu amplifitseerimiseks kasutati seente
spetsiifilisi praimereid: 1TS3-Mix1-tag, ITS3-Mix2-tag, ITS3-Mix3-tag, 1TS3-Mix4-tag, 1TS3-
Mix5-tag ja ITS4mod-tag (Tabel 1). Peaahela amplifitseerimiseks kasutati kombinatsiooni ITS3-
Mix1-tag, ITS3-Mix2-tag, ITS3-Mix3-tag, ITS3-Mix4-tag ja 1TS3-Mix5-tag praimeritest ning
vastasahela puhul kasutati praimerit 1TS4mod-tag. Teise ala, 18S rDNA regiooni,
amplifitseerimiseks kasutati universaalseid eukartiootseid praimereid Euk742/895-re ja Euk345f
(Tabel 1).
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rRNA geeni piirkond

ITS3tagmixl
ITS3tagmix2
ITS3tagmix3
ITS3tagmixd
ITS3tagmixs

EUK742/EBSS-re

ITs1

ITS 2

ITS4ngs

Joonis 5. Ribosomaalne DNA ala koos t66s kasutatud praimeritega

Tabel 1. T66s kasutatud praimerid

Praimeri nimi Jérjestus 57 - 3° Amplifitseeritav | Allikas
piirkond

EUK345f AAGGAAGGCAGCAGGCG SSU V4 Tedersoo jt, 2015
EUK742/E895-re AAATCCAAGAATTTCACCTCT SSU V4 Tedersoo jt, 2015
ITS3mix1 CATCGATGAAGAACGCAG ITS2 Tedersoo jt., 2014
ITS3mix2 CAACGATGAAGAACGCAG ITS 2 Tedersoo jt., 2014
ITS3mix3 CACCGATGAAGAACGCAG ITS2 Tedersoo jt., 2014
ITS3mix4 CATCGATGAAGAACGTAG ITS2 Tedersoo jt., 2014
ITS3mix5 CATCGATGAAGAACGTGG ITS2 Tedersoo jt., 2014
ITS4ngs TTCCTSCGCTTATTGATATGC ITS2 Tedersoo jt., 2014
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PCRI jaoks kasutati FIMMIi (Institute for Molecular Medicine Finland) PCR protokolli (Lisa 2),
et luua Illumina sekveneerimiseks sobivad amplikonid. Protokoll koosneb kahest etapist.
Esimeses PCR reaktsioonis amplifitseeritakse uuritav piirkond (vastavalt ITS2 ja 18S alad)
lookuse spetsiifiliste parimeritega, mille kiiljes on Illumina adapterid (Joonis 6). Teises PCR
reaktsioonis lisatakse adapteritele indeksid ja P5/P7 adapterid, mis on vajalikud suure hulga

proovide puhul vastavate proovide hilisemaks tuvastamiseks.

PCR I
PS5 adapter - i r
adaprer PE adapter PE adapter indeks P7 adapter
\:I e nu J
PCR ]
f i .E\
T
DMNA fragment
PS5 adapter PE adapter PE adapter indeks P7 adapter
——» G———
lugem 1 lugem 2
sekveneeritav jarjestus indeks

Joonis 6. Kaheastmeline PCR adapterite ja indeksite, P5/P7 adapterite lisamiseks
(modifitseeritud joonis FIMMi kodulehelt)

PCR reaktsioonisegud segati kokku steriilses keskkonnas (UV kiiritatud laminaaris). PCR 1
reaktsiooni tingimusi kohandati vastavalt t66s kasutatud ITS2 ala praimeritele (Tabel 1). PCRi
optimeerimise kdigus katsetati erinevaid praimeri seondumistemperatuure (46 C - 52°C), DNA
koguseid (1-1,5 ul), praimerite (10 uM) ja BSA (20 mg/ml) kontsentratsiooni muutusi erinevate
koguste juures (0,5-1,5 pl) ning DMSO lisamist (0-1 pl). ITS2 ala amplifitseerimiseks sisaldas
16plik PCR reaktsioon (kokku 20 pl): 10 pl Phusion Master Mix HF puhvrit (2x; 1,5 mM MgCl,)
(Thermo Scientific), 1,5 pul mdlemat praimerit (10 uM) (1,5 pl ITS4ngs-tag ja 0,3 pl igat ITS3-
Mix1-tag, ITS3-Mix2-tag, 1TS3-Mix3-tag, ITS3-Mix4-tag, 1TS3-Mix5-tag), 1 pl BSAd (20
mg/ml) (Thermo Scientific), 1-1,5 ul DNAd (olenevalt proovi siigavusest) ja steriilset vett
(Molecular Biology Grade Water, Mo Bio Laboratories). ITS2 16ik amplifitseeriti jargmise
programmi alusel: esmane denaturatsioon 98 C 30 sek, sellele jirgnes 30 tsiiklit denaturatsioon

98'C 10 sek, praimerite seondumine 46 C 30 sek, siintees 72 C 15 sek, ja 1opu siintees 72 C 10
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min ja 1dpptemperatuur 10 C (Master Mix with HF juhend). Universaalsete 18S rDNA praimerite
puhul sisaldas PCR reaktsioon (kokku 20 pl) 10 ul Phusion Master Mix HF puhvrit (2x; 1,5 mM
MgCl,) (Thermo Scientific), 1 pl kumbagi praimerit (10 uM), 0,75 ul BSAd (20 mg/ml), 0,1 pl
DMSOd (~100%) (Thermo Scientific), 1 ul DNAJ ja steriilset vett (Molecular Biology Grade
Water, Mo Bio Laboratories). 18S rRNA geeni ala amplifitseeriti jargneva programmi alusel:
98'C 30 sek; 30 tsiiklit 98 C 10 sek, 52,5 C 30 sek, 72 C 15 sek; 72 C 10 min ja 15pptemperatuur
10 C (Master Mix with GC Buffer juhend).

Amplikonide olemasolu vaadeldi 1,4% agaroosgeelil, mis sisaldas DNA tuvastamiseks 3 ul EtBr.
Geeli foreesiti 115 V juures 25 min 1x TAE puhvris (pH 7,4). Proovide visualiseerimiseks ja
geelile kandmiseks kasutati 6x DNA Loading Dye (Thermo Scientific) segu. Markerina kasutati
2 ul GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific) DNA markerit. Proovidele, millel ei
olnud UV valguses geelil tuvastatavat PCR produkti, tehti uuesti kolmes korduses PCR | astme
reaktsioon. Need kolm PCR I astme produkti segati kokku, puhastati praimeri jadkidest ja
kontsentreeriti. Selleks kasutati Select-A-Size DNA Clean and Concentrator™ Kkitti (Zymo
Research, The Epigenetics Company). Select-A-Size DNA Clean and Concentrator Kitt
voimaldab puhastada PCR produkte praimerite jdékidest, mis on véiksemad kui 300 bp.

PCR 1I astme reaktsioon (kokku 20 pl), mis oli vajalik Illumina P5/P7 adapterite ja indeksite
kiilge liitmiseks, sisaldas 10 ul Phusion Master Mix HF puhvrit (2x; 1,5 mM MgCl,) ( Thermo
Scientific), 0,4 ul Mplex praimerit (25uM), 2 ul long PCR indeksit X (2,5 uM), 1 ul PCR I astme
produkti ja vastavalt 6,6 pl steriilset vett (nuclear-free water, Thermo Scientific) (Lisa2). PCR 1l
astmes jargiti FIMMIi protokollis vilja toodud programmi: 98 C 2 min; 12 tsiiklit 98 C 20 sek,
65C 30 sek, 72°C 30 sek; 72'C 5min ja Idpptemperatuur 10 C. PCR II astme dnnestumist
kontrolliti uuesti 1,4% agaroosgeelil. Geelil tuvastatud proovid saadeti sekveneerimiseks Soome
FIMM sekveneerimiskeskusesse. Sekveneerimine teostati tellimusena Illumina MiSeq Personal
Sequencer sekvenaatoriga vastavalt Illumina tootja poolsele protokollile. Andmed saadi

demutiplexitud kujul st lugemid olid koondatud proovide jérgi {ihte andmefaili.

3.4 Sekveneerimisandmete tootlus ja analiiiis

Sekveneerimisandmete to6tlus viidi 1ibi TUTI keskkonnamikrobioloogia laboris kasutusel oleva
toovoo abil Veljo Kisandi poolt. Toored lugemid filtreeriti Trimmomatic programmi
(Trimmomatic ver 0.36; Bolger jt., 2014) abil, et eemaldada adapterid ja muud Illumina
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spetsiifilised jérjestused ning ebakvaliteetsed nukleotiidid (>Q30). Paarduvad lugemid (2 x 250
bp) joondati kattuvate otse abil iiheks pikemaks lugemiks. Sarnased lugemid klasterdati 97%
jarjestuse sarnasuse alusel OTUdeks (ingl k operational taxonomic units) klasterdusprogrammi
cd-hit-otu (cd-hit-otu 0.0.1; Li jt, 2012) abil. lgat unikaalset klastrit esindavat jarjestust vorreldi
andmebaasidega. SILVA andmebaasi (SILVA ver. 115, SILVA andmebaas) kasutati 18S rDNA
andmete puhul, kus taksonoomilise kuuluvuse identifitseerimiseks joondati klastri jirjestused
SINA aligner (sina_aligner 1.2.11) abil andmebaasi vastu. Ladhim sarnane jérjestus leiti LCA
(ingl k last common ancestor) meetodil (Pruesse jt., 2012). UNITE andmebaasi (UNITE ver. 7,
UNITE andmebaas) kasutati ITS2 andmete jaoks. Sel juhul blastiti klastrite jarjestused BLASTn
(blastn 2.2.31+) abil andmebaasi vastu. Seejirel koondati OTUde arvukus ja identiteet iihte

koondtabelisse kasutades TUTI keskkonnamikrobioloogia laboris kirjutatud Phyton’i skripti.

Toodeldud andmete analiitisiks kasutati statistika ja graafikaprogrammi R (R versioon 3.2.4; R
Core Team, 2016). Kdik statistilised analiilisid viidi labi paralleelselt ITS andmestiku, 18S rDNA
andmestiku ja 18S andmetest eraldi vélja voetud seente andmestikuga. Erinevate andmestike
tuvastatud OTUde ja lugemite arvu vaheliste seoste leidmiseks kasutati Pearsoni
korrelatsioonikordajat (r) (Wang, 2013). Selleks kasutati Ri funktsiooni cor(). Pearsoni
korrelatsioonikordaja niitab seost kahe arvulise tunnuse vahel ja vdimaldab hinnata tunnuste

vahelise seose suunda. Pearsoni Kkorrelatsioon arvutatakse valemist (Rootalu, 2014):

1 & x—m, -m,

— i m1 _J:f
’ H; 5,

s,

kus n on proovide arv, X;tunnuse X védrtus esimeses proovis, yi tunnuse Y vaartus teises proovis,
my on X tunnuse keskmine vairtus, my on Y tunnuse keskmine vaértus ning sy ja Sy on vastavate
tunnuste standardhilbed. Korrelatsioonikordaja véartused voivad olla vahemikus 1 kuni -1.
Korrelatsioonikordaja 0 néitab, et seos kahe tunnuse vahel puudub. Véértus, mis on suurem kui 0,
nditab positiivset korrelatsiooni ja viirtus, mis on vdiksem kui 0, nditab negatiivset seost
tunnuste vahel (Rootalu, 2014). Selleks, et hinnata, kas sekveneerimiseks kasutatud
sekveneerimissiigavus on olnud piisav liigirikkuse tuvastamiseks, arvutati liigirikkuse indeksid
Chaol ja ACE (Abundance Coverage Estimator) (O'Hara, 2005). Liigirikkuse hindamiseks
kasutatakse kdige enam Chaol indeksit, mis arvestab haruldaste OTUde arvu proovis. Mida

enam on haruldasi OTUsid esineb, seda korgem on Chaol indeks ja seda suurem on tdenédosus, et
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tegelikkuses leidub neis proovides veel tuvastamata OTUsid. ACE indeks aga eeldab, et koikide
liikkide esinemine on vordselt tdendoline ja lisab veamaidrad vastavalt dispersiooni jaotusele. ACE
ei arvesta otseselt haruldaste liikide arvuga vaid nende osakaaluga (O Hara, 2005, Oksanen jt.,
2016). Chaol ja ACE arvutamiseks kasutati R paketi vegan funktsiooni estimateR(), mis kasutab
individuaalsete liikide arvu proovides. Funktsiooni estimateR() kasutati seetottu, et see voimaldab
arvutada Chao ja ACE indekseid iga proovi kohta eraldi (Oksanen, 2016). Bioloogiliste
paralleelide vahelise erinevuste ja teiste voimalike mojutegurite testimiseks kasutati Nonlinear
Mixed-Effects mudelit (Fox ja Weisberg, 2015). Nonlinear Mixed-Effects mudel vdimaldab
hinnata erinevate iiksteisest soltuvate gruppide mdjusid (Fox ja Weisberg, 2015). Bioloogiliste
paralleelide vahelise erinevuse hindamiseks kasutati Ri paketti nlme (Bates, 2011; Fox ja
Weisberg, 2015). Kuid selleks, et ndha, milliste bioloogiliste riihmade vahel vastavad seosed
esinevad, rakendati lisaks Ri funktsioon TukeyHSD(). TukeyHSD (ingl k Tukey's Honest
Significance Test) on nn post-hoc protseduur, mis voimaldab vaadelda koiki gruppe ja nende
koosmdjusid juba rakendatud analiiiisile (Barros, 2013). Lisaks bioloogiliste paralleelide
vahelistele erinevustele taheti néha, kas teistel teguritel (PCRI kontsentreerimine ja puhastamine,
PCRII 2,5 uM indeksi kasutamine ja setteproovide siigavus) esineb mingisugune moju OTUde
arvule. Selleks kasutati samuti Nonlinear Mixed-Effects mudelit Ri paketis nlme (Bates, 2011;
Fox ja Weisberg, 2015).

ITS ja 18S andmestike liigirikkus (unikaalsed OTUd) visualiseeriti interaktiivse veebi lehitseja
pohise visualiseerijaga Krona (Ondav jt., 2011). Krona on tdoriist, mis lubab lébi interaktiivsete
graafiku detailide uurida klassifikatsiooni keerukat hierarhiat (Ondav jt., 2011). Lisaks eelnevalt
arvutatud liigirikkuse indeksile Chaol sooviti vaadelda ka proovides esinevat liikide
mitmekesisust. Andmestike mitmekesisuse hindamiseks kasutati Shannon-Weaver indeksit (H")
(Shannon ja Weaver, 1964), mis arvutati R pakett vegan funktsiooni diversity() abil (Oksanen,
2016). Shannon-Weaver indeks (H") arvestab liikide arvukuste erinevusi. Liikide mitmekesisus

arvutatakse valemist (Oksanen, 2016):

g

H=- Z,ﬂe logy, p

i=1

kus p; on liigi proportsioon ja S liikide arv. P; (liigi proportsioon) leitakse liigi lugemite arvu
jagamisel kogu proovis esinevate lugemite arvuga. P; korrutatakse naturaallogaritmiga p;ja iga

23



liigi kohta saadud (p;i x In p;)-d liidetakse omavahel. Nii saadakse Shannon-Weaveri indeks iga
proovi kohta eraldi. Mida suurem on H’ seda suurem on liitkide mitmekesisus proovis. Samas
kuna indeks kasutab liikide proportsioone, siis proportsioonilt domineerivad liigid langetavad
indeksi vairtust. Lisaks sooviti ndha, kui tihtlaselt on liikide mitmekesisus jaotunud vaadeldud
proovides. Selleks arvutati Shannon’i tasakaalu indeks (Ey), mis nditab, kui lihtlaselt on liigiline
mitmekesisus vaadeldavas proovis jaotunud. Tasakaaluindeks arvutatakse Pielou's J valemi alusel
(Heip jt., 1998):

J=H'/Hmax ,

kus H" on liikide mitmekesisus ja Hyax on maksimaalne H” vddrtus kui koiki liike oleks proovis
vorselt. Ey (J) vddrtus jddb vahemikku 0-1. Mida véiksem on Ey (J) véédrtus, seda iihtlasemalt on
liigid jaotunud vaadeldavas proovis. Tasakaaluindeks arvutati R pakett BiodiversityR funktsiooni
diversityresult() abil (Kindt, 2016).

Koigi toos esitatud jooniste (v.a Krona) tegemiseks kasutati R paketti ggplot2. Héimkondade
tasemel OTUde mitmekesisuse muutuste hindamiseks loodi siligavusgraafik, kus iihes
stigavuskihist kogutud proovide OTUd paigutati samale joonele. Kdigile stigavuskihtidel piiritleti
suurim ja vdikseim OTUde arv ning arvutati keskmine OTUde arv siigavuskihis. Selleks kasutati
Ri stat summary (fun.y = mean, fun.ymin = min, fun.ymax = max) késklust. Siigavuskihid
seostati vastavate ajaperioodidega. Seente elukeskkonna ja rolli mddramiseks kasutati ID numbri
alusel manuaalset NCBI otsingut ja mairatlemist. Samuti kasutati Leho Tedersoo kdest saadud
seente troofsuse ja eluviisi pohist andmebaasi. Patogeensete perekondade midramiseks kasutati
Stefano Ghighone’lt (DPSP andmebaasi tegijatelt) saadud patogeenide andmebaasi. Molemast
andmestikust (ITS ja 18S andmestik) médrati elukeskkond ja roll vdhemalt neljas proovis

esinenud OTUdele.
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4. Tulemused

4.1 PCRI optimeerimine

Parima amplifitseerimistulemuse saavutamiseks katsetati PCR | astme optimeerimisel erinevaid
praimeri seondumistemperatuure (46 C - 52'C), DNA koguste (1-1,5 ul), praimerite ja BSA
kontsentratsiooni muutusi (vastavalt 0,5-0,75 uM ja 0,5-1,5 mg/ml) ning DMSO lisamist (0-1 pl)
(Joonis 7; Joonis 8; Joonis 9). Esmalt jargiti FIMMI protokolli ja Phusion Master Mix with HF
buffer juhendis vélja toodud soovitusi ning piiiiti leida sobivat praimeri seondumistemperatuuri.
Joonisel 7 on ndha erinevate praimeri seondumistemperatuuride juures teostatud PCR I astme
amplifikatsiooni tulemused agaroos geelil. ITS2 piirkonna amplikonid on ndhtavad DNA markeri
vahemikus 400-500 bp. Kodige parema amplifitseerimistulemuse andis ITS2 ala praimerite
seondumine PCR I astme reaktsioonis 46°C juures (Joonis 7). 46°C juures seondumisel
amplifitseeriti ITS2 ala iiles rohkemates proovides kui teiste seondumistemperatuuride juures.
Ulejasnud reaktsiooni temperatuurid vastasid Phusion Master Mix with HF buffer juhendis

soovitatule.

Jargnevalt muudeti FIMMi protokollis (Lisa 2) vilja toodud PCR 1 astme reaktsioonisegu
komponentide koguseid. Kuna DMSO aitab PCR reaktsioonis DNAd denatureerida, siis prooviti
DMSO lisamist PCR I astme reaktsiooni segule (Joonis 8). Jooniselt 8 on ndha, et DMSO
lisamine 16ppkontsentratsioonil 0,5% ei parandanud amplifikatsiooni. Seetottu DMSO lisamisest
reaktsioonisegule loobuti. Testiti ka erinevaid BSA koguseid, kuna BSA parandab DNA
poliimeraas I stabiilsust. Ldbi DNA poliimeraas 1 stabiliseerimise on vodimalik tOsta
amplifitseerimise efektiivsust. Joonisel 8 on ndha PCR I produktid geelil erinevate BSA
kontsentratsioonide juures. Kdige parema amplifikatsiooni andis BSA lisamine 13pp-
kontsentratsioonil 1,5 mg/ml, mis oli vidga sarnane juhul, kui kasutati Idppkontsentratsiooni 1
mg/ml  (Joonis 8). Sarnase amplifikatsiooni efektiivsuse tottu kasutati edaspidiselt
reaktsioonisegus 1 mg/ml BSAd. Jiargnevalt testiti praimerite ja DNA kontsentratsiooni
suurendamist. Sellega loodeti parandada amplifikatsiooni pigem siigavamatest settekihi
proovidest. Jooniselt 8 on néha, et iiksnes praimeri koguse suurendamine ei andnud head efekti,
samas kui DNA hulga tdstmisega paranes amplifkatsiooni saagis. Parima tulemuse andis aga

DNA ja praimerite koguse koos suurendamine (Joonis 8).
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Joonis 7. Praimeri erinevate seondumistemperatuuride juures teostatud PCR | astme reaktsiooni
aluspaari.
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Joonis 8. PCR | reaktsioonisegu komponentide konsentratsioonide muutused geelil.

Ebadonnestunud PCR 1 astme produktidega proovidele teostati uued 3 korduses PCR |
reaktsioonid, mis puhastati Select-A-Size DNA Clean and Concentrator™ kitiga. Joonisel 9 on
ndha kontsentreerimisele ja praimeri jddkide puhastamisele jargnenud PCR Il astme produktid
geelil. PCR 1 astme jdrgne praimerijadkidest puhastamine ja PCR | astme produkti
kontsentreeritus vdimaldas edukat amplifikatsiooni PCR II astme reaktsioonis. PCR II astme
reaktsiooni puhul eksperimenteeriti “long PCR” primer indeksite 2x lahjema kontsentratsiooniga.
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2,5 uM indeksi kasutamine andis edukaid tulemusi proovidele, mille PCR Il aste oli
ebadnnestunud indeksi kontsentratsioonil 5 puM (Joonis 9). Joonisel 9 pole vilja toodud
negatiivset kontrolli, kuna PCR II astme reaktsioonis kinnituvad “long PCR” praimerid vaid
Illumina adaptereid omavatele jirjestustele, seetottu vilise saaste oht puudub. Seda kontrolliti
eelnevalt ka katseliselt ja seetdttu pole siinkohal PCR II astme puhul negatiivseid kontrolle vilja
toodud. PCR optimeerimise tulemusel loodi uus PCR protokoll algse FIMM protokolli aluseks

vottes (Lisa 3).

Select-A-Size DNA Clean and
Consentratior™ jargne PCR |l
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Joonis 9. PCR Il astme produktid peale PCR | astme produktide konsentreerimist ja puhastust
ning lahjendatud indeksi kasutamisel.
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4.2 Sekveneerimistulemuste kvaliteet

[llumina MiSeq (2x250 bp) 8 sekveneerimisanaliilisi tulemusel saadi kokku ~111 miljonit
lugemit. ITS2 ala kohta 60,6 miljonit lugemit ja 18S rDNA ala korral 50,3 miljonit lugemit.
Pérast lugemite to6tlust Trimmomatic programmiga, mille kdigus eemaldati [1lumina adapterid ja
ebakvaliteetsed jarjestused, jdi jarele ITS2 piirkonna lugemeid 47 miljonit ja 18S rDNA ala
lugemeid 41 miljonit. Jéarjestused klasterdati kokku 97% jérjestuse sarnasuse alusel, mille
tulemusel saadi 15 820 klastrit ITS2 ala kohta ja 23 878 klastrit 18S rDNA jirjestuste puhul.
Andmebaaside vastu blastimisel suudeti tuvastada 1TS2 klastrite taksonoomiline kuuluvus kuni
liigi tasemeni ja 18S rDNA Kklastrite puhul kuni perekonna tasemeni. Kui BLASTn hit jéi alla
80%, siis identifitseeriti see kui tuvastamatu grupp. Taksonoomilist vastet mitte andnud klastrid
eemaldati edasisest analiiiisist. 18S rDNA ala taksonoomiliselt tuvastatud OTUdest eemaldati
mitte eukartiootide hulka kuuluvad OTUd. ITS2 ala abil taksonoomiliselt tuvastatud OTUdest
eemaldati mitte seente hulka kuuluvad OTUd. Loplik ITS2 andmekogum sisaldas koikide
proovide peale kokku 4469 OTUt (767 unikaalset OTUt) ja 11 046 895 lugemit ning 18S rDNA
andmekogum 4028 OTUt (1054 unikaalset OTUt) ja 6 854 765 lugemit.

ITS2 ala praimeritega amplifitseeritud ja sekveneeritud proovidest saadi kokku sarnane
suurusjark OTUsid kui universaalse 18S rDNA praimeritega. ITS2 andmekogum sisaldas
proovides kokku 441 OTUt enam kui 18S rDNA andmestik (Lisa 4, Tabel 4). Universaalset 18S
rDNA ala praimerit kasutades suudeti tuvastada koigisse suurematesse riikidesse kuuluvaid
eukartioote (Archeaplastia, Fungi, Metazoa, Protozoa) (Lydolph jt., 2005; Baldauf, 2008) (Lisa4,
Tabel 1). 18S rDNA andmetest moodustasid seened 21% (kokku proovides 847 OTULt). ITS2
piirkonda kasutades saadi 5,3 korda enam seente OTUsid kui 18S rDNA ala puhul. 50 enim
proovides esinenud OTUt esindasid 1TS2 puhul 67% ja 18S rDNA andmestiku puhul 63%
lugemitest. Proovides esinenud lugemite arvu ja tuvastatud OTUde arvu vahel esines ITS2
andmestikus tugevam seos (r=0,57; p<0,001) kui 18S rDNA andmestiku puhul (r=0,4; p<0,001)
(Lisa 5). 18S rDNA andmestikus olevate seente OTUde ja lugemite arvu vahel proovides ei
esinenud seost (r=0,056; p=0,45) (Lisa 5). Samas oli sekveneerimissiigavus piisav, et hinnata
uuritavate proovide koosluse liigirikkust. Chao 1 ja ACE indeks proovides oli vordne OTUde
arvuga proovis (Lisa 6). Lisas 6 on ndha ka vdoimalikud Chao 1 indeksi veamiirad (se.Chaol ja

se.ACE).
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Samuti vaadeldi igast siigavuskihist voetud 3 bioloogiliste paralleelide vahelist sarnasust. Selleks
hinnati nii proovides sisalduvate OTUde iildarvu kui ka Shannoni indeksite sdltuvust
bioloogiliste paralleelide vahel. 18S rDNA andmete bioloogilised paralleelid ei olnud {iksteisest
statistiliselt oluliselt erinevad (p=0,95) (Lisa 7). Samas aga 18S rDNA seente andmete
bioloogilised paralleelid olid tunduvalt erinevamad (p=0,006). Erinevus tuleneb esimese
paralleeli erinevusest teise ja kolmanda paralleeli suhtes (p=0,057 ja p= 0,0069) (Tabel 2). Lisas
7 on ndha, et ITS2 ala bioloogilised paralleelid on oluliselt erinevad (p<0,001). TukeyHSD
nditab, et erinevus on tingitud sarnaselt 18S rDNA seente andmetele esimese paralleeli
erinevusest teise ja kolmanda suhtes (p= 0,015 ja p<0,001) (Tabel 2). Nonlinear Mixed-Effects
Model’it kasutades hinnati erinevate tegurite (siigavus, optimeerimise meetodid, bioloogiline
paralleel) koosmoju OTUde arvule voi Shannoni indeksitele. Lisas 7 on néha, et siigavus ei ole
statistiliselt oluline tiheski andmestikus mudel 2 puhul, kus on arvestatud Shannoni indekseid.
Samas aga mudel 1 puhul, mis arvestab OTUde arve proovides, on nidha siigavuse moju 18S ja
ITS2 andmestikes. Samuti on ITS2 andmetes ndha, et PCR optimiseerimisel kasutatud erinevad
meetodid (PCR | astme kontsentreerimine ja puhastamine, PCR Il astmes lahjendatud indeksi
kasutamine) ei olnud statistiliselt olulised kummaski mudelis (p=0,15; p=0,06) (Lisa 7).

Tabel 2. TukeyHSD analiiiis bioloogiliste paralleelide vahel

18S rDNA seente andmed ITS andmed

Tukey multiple comparisons of means

95% family-wise confidence level

shannon_index ~ factor(Bioloogiline_paralleel)

$ factor(Bioloogiline_paralleel)’

diff Iwr upr p adj diff Iwr upr p adj
2-1 -0.314 -0.636 0.008 0.057 2-1 -0.321 -0.592 -0.051 0.015
3-1 -0416 -0.736 -0.095 0.006 3-1 -0.612 -0.885 -0.340 0.000
3-2 -0.102 -0.447 0.243 0.765 3-2 -0.291 -0.560 -0.021 0.030
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4.3 Liigirikkus ja mitmekesisus

Erinevate andmestike OTUde taksonoomiline jaotuvus on ndidatud interaktiivsetel graafikutel
(Lisa 8; Joonis 10; Joonis 11). Graafikutel on taksonoomilised grupid jaotatud vastavalt SILVA
vO1 UNITE andmebaasi taksonoomilisele hierarhiale. 18S rDNA vo1 ITS2 andmestiku pdhjal
koostatud graafikuid saab vaadelda interaktiivselt to6le lisatud html failidest. 18S rDNA ala abil
suudeti kirjeldada 108 perekonda, millest 87,9% kuulusid suurtesse klaadidesse Holozoa,
Archaeplastida, Stramenopiles ja Alveolata. Lisas 8 on ndha, et Archaeplastida jagunes
maismaataimedeks (Embryophyta) ja rohevetikateks (Chlorophyta). Maismaataimed kuulusid
kolme pohilisse hdimkonda Bryophyta (lehtsammaltaimed), Coniferophyta (okaspuud) ja
Magnoliophyta (6istaimed). Viaga liigirikas oli Chlorophyta grupp, kuhu kuulus 18 perekonda
rohevetikaid. Holozoa gruppi kuuluvast riigist Metazoa tuvastati perekonna tasemel vaid
Sphaeroeca, mis kuulub tsiianoflagellaatide (Choanomonada) klaadi. Kokku tuvastati Metazoa
grupist 7 hdimkonda ja 9 klassi (Arachnida, Branchiopoda, Maxillopoda, Insecta, Mammalia,
Teleostei, Bivalvia, Gastropoda, Turbellaria). Holozoa grupist enamiku moodustasid riiki Fungi

kuuluvad organismid (Lisa 8).

18S rDNA ala jérjestuse abil suudeti kirjeldada kokku 29 erinevat seente perekonda, millest
enamik kuulusid hdimkondadesse Basidiomycota (41,3%) ja Ascomycota (37,9%) (Joonis 10).
Hoéimkonda Basidiomycota kuulus 8 seente klassi, milles liigirikkaim oli klass Agaricomycetes (5
perekonda), ja hoimkonda Ascomycota 7 seente klassi, millest liigirikkam 10 perekonnaga
Saccharomycetes. Kokku kirjeldati 6 erinevat seente hdoimkonda. Tabelist 2 (Lisa 4) on ndha, et
18S rDNA seente andmetes esines iiks sugukond (Blastocladiomycota), mida 1TS2 ala puhul ei
tuvastatud. 1TS2 ala abil suudeti tuvastada seeni ka liigi tasemel. Kokku kirjeldati 529 erinevat
liiki, mis kuulusid 343 perekonda. Perekondadest 53,9% kuulusid hdimkonda Ascomycota ja
40,5% hodimkonda Basidiomycota. Kokku tuvastati 7 seente hdimkonda, milles sugukonnad
Glomeromycota ja Rozellomycota ei esinenud 18S rDNA seente andmestikus. Hdimkonda
Ascomycota kuulus 11 erinevat seente klassi ja hdoimkonda Basidiomycota 9 seente klassi. Kdige
liigirikkamad olid hdimkonda Ascomycota kuuluvad klassid Dothideomycetes (53 liiki),
Sordariomycetes (50 liiki), Saccharomycetes (49), Eurotiomycetes (47 liiki) ja hdimkonda
Basidiomycota kuuluvad klassid Agaricomycetes (147 liiki) ja Tremellomycetes (31 liiki) (Joonis
12). ITS2 ja 18S rDNA jarjestuse alusel tuvastatud seente klassidest kattus Basidiomycota

hoimkonna tasemel 82,3% ja Ascomycota tasemel 77,7%.
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5 more

3>
1\

Blastocladiomycota 0.5% .
Neoc alimastigomycota 0.4% .

- unknown 0.2% .
Joonis 10. 18S rDNA ala abil kirjeldatud seente liigrikkus. Graafikul on ndha suuremad grupid ja
lisatud failidest.

nende taksonoomiline kuuluvus kuni seltsi tasemeni. Interaktiivselt saab graafikut uurda todle
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—_— Neocallimastigomycota 0.08% .

Joonis 11. ITS2 ala abil kirjeldatud seente liigrikkus. Graafikul on ndha suuremad grupid ja
nende nende taksonoomiline kuuluvus kuni seltsi tasemeni. Interaktiivselt saab graafikut uurda
toole lisatud failidest.

Liigilist mitmekesisust vaadeldi proovides esinenud OTUde arvu ja Shannon-Weaver indeksi
alusel. Mitmekesisuse jaotuvust koosluses hinnati tasakaalu (Eveness) indeksi abil (Lisa 9). Lisa

8 on vilja toodud OTUde arvu, Shannon-Weaveri ja tasakaalu indeksite muutused erinevates

33



proovides. Kdige suurem mitmekesisus tuvastati ITS2 andmestikust ja kdige viiksem 18S rDNA
seente andmestikust. Kdige enam OTUsid esines ITS2 andmestikus (ligikaudu 30 OTUt proovis),
kus Shannoni indeks oli keskmiselt 2-3. Samas aga 18S rDNA seente andmestiku enamikes
proovides jai OTUde arv alla 10 ja Shannon-Weaveri indeks keskmiselt 1,3. 18S rDNA
andmestiku OTUde arv proovides jéi tildiselt alla 30 ja Shannon-Weaveri indeks oli keskmiselt 2.
Lisas 9 on ka niha, et suurema Shannoni indeksi (suurema mitmekesisuse) korral on iildiselt
suurem ka tasakaalu indeksi véirtus. See nditab, et suure tasakaalu indeksi védrtuse puhul on
koosluse varieeruvus viike ja tuvastatud liigid esinevad kiillaltki vordselt. Tasakaalu indeks oli
koikidel andmestikel keskmiselt vahemikus 0,5-0,6 (Lisa 9). Pearsoni korrelatsiooni kasutati, et
vorrelda OTUde arvu ja Shannoni indeksite ning Shannoni ja tasakaalu indeksite vahelisi seoseid
erineva sligavusega proovides. Kdige sarnasemad muutused OTUde arvu ja Shannoni indeksite
vahel erinevates proovides esinesid 18S rDNA seente andmestikus (r=0.8). Suhteliselt tugev
korrelatsioon esines ka 18S rDNA kogu andmestikus (r=0,47). Seevastu 1TS2 andmestikus oli
OTUde arvu ja Shannoni indeksite vaheline seos suhteliselt viike (r=0,27). See tuleneb asjaolust,
et mitmekesisus on erinevates proovides varieeruv. Samas on ITS2 andmestikust néha, et 23.-36.
proovi juures on OTUde arv iihtlaselt madal, kuid mitmekesisus kdrgem (Lisa 9). Shannoni ja
Evenessi indeksite vahelised seosed olid koigil andmestikel tugevad (r1ss andmestik=0,67 ; I'18s seened=
0,85; I'Ts andmestik= 0,78). Lisas 9 on ka néha, et suurema mitmekesisuse puhul on tildiselt ka nende
jaotumine koosluses iihtlasem. Samuti on ndha, et viga véikese Shannoni indeksi puhul on ka
tasakaaluindeksi véértus praktiliselt null. See néditab, et viikse mitmekesisusega proovides on

tuvastatud OTUd ebaiihtlastelt jaotunud ja domineerivad vdike hulk (1-2) OTUsid.

Seente hdoimkondade OTUde mitmekesisust ja muutusi erinevatel siigavustel saab vaadelda
stigavusgraafikult (Joonis 12). Jooniselt 12 on ndha, et mdlema andmestiku puhul olid kdige
mitmekesisemad suured hdimkonnad Ascomycota ja Basidiomycota. 18S rDNA seente
andmestikus oli kdige mitmekesisem hdoimkond Basidiomycota ja ITS2 andmestikus Ascomycota.
ITS2 andmestiku puhul on ndha viikest trendi mitmekesisuse vidhenemisel sligavuse kasvades.
ITS2 fragmendi abil on suudetud suhteliselt hdsti tuvastada mitmekesisust erinevatel siigavustel
ka teistes joonisel vidlja toodud hoimkondades, v.a.  Neocallimastigomycota.
Neocallimastigomycota hoimkonda kuuluvaid seeni suudeti tuvastada vaid iihest siigavuskihist.
Samas on ITS2 fragmendi kasutamisel saadud palju veel taksonoomiliselt tuvastamatuid OTUsid.
18S rDNA jirjestuse abil on suudetud tuvastada ka hdimkondadesse Ascomycota,
Chytridiomycota ja  Zygomycota kuuluvaid seeni. Samas aga  hdimkondadesse
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Neocallimastigomycota ja Blastocladiomycota kuuluvate seente tuvastamine on olnud kehv.
Modlemate andmestike puhul on hdimkondadesse Ascomycota ja Basidiomycota kuuluvate seente
mitmekesisuse muutused erinevatel siigavustel iildiselt sarnased. Seente mitmekesisuse muutusi
erinevate siigavustel seostati ka vastavate temperatuurimuutustega. Otsest seost ei leitud, kuid
ITS2 andmestikus on jooniselt 12 ndha, et suuremate temperatuurimuutustega perioodidel on
seente mitmekesisuse muutused olnud suuremad. ITS2 andmestikust on ndha Ascomycota ja
Basidiomycota hdimkondade puhul, et ajavahemikul 1250-2500 aastat tagasi seente mitmekesisus
langeb. Samal ajavahemikul on ndha ka suurem temperatuurilangusega periood. Sarnaseid
muutusi seente mitmekesise muutustes on nidha ka ajavahemikel 5000-8500 ja 8750-10 000 aastat

tagasi (Joonis 12).
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Joonis 12. Héimkondadesse kuuluvate seente mitmekesisus erinevatel siigavustel. A) 18S rDNA
ala alusel méératud OTUde arv ja temperatuur; B) ITS2 piirkonna alusel méddratud OTUde arv ja
temperatuur. Hoimkondade kaupa on toodud vilja eri siigavuskihtides OTUde arv. Igas
stigavuskihis on vdhemalt kolme bioloogilise paralleeli OTUde arvud, mille pealt on leitud
keskmine OTUde arv (punane punkt). Punaste joontega on ndidatud suurim ja vdikseim vaartus
igas sligavuskihis.
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4.4 Seente elukeskkond ja o6koloogiline roll

ITS2 ja 18S rDNA ala abil tuvastatud organismide hiipoteetiline elukeskkond on esile toodud
joonistel 13 ja 14. Molema andmestiku puhul méérati hiipoteetiline elukeskkond OTUdele, mis
esinesid vdhemalt 4 proovis. Selliseid enim proovides esinenud OTUsid oli ITS andmestikus 237
OTUt ja 18S rDNA andmestikus 258 OTUt. Joonisel 13 on ndha, et universaalste 18S rDNA ala
praimeritega suudeti tuvastada enim veelise keskkonnaga seotud organisme, ligi 60% tuvastatud
OTUdest.  Veelise eluviisiga organismide hulka kuulusid enamikus rithmade Alveolata,
Excavata, Archaeplastida, Stramenopiles ja Fungi esindajad. Erinevaid maismaalise eluviisiga
organisme leidus 18S rDNA andmestikus ligi 35%. Nende hulka kuulusid nii gruppide
Embryophyta (maismaataimed), Metazoa (loomad) kui ka Fungi (seened) esindajad. 18S rDNA
seente andmestiku erinevatest OTUdest enamiku moodustasid maismaalise elukeskkonnaga
seened (~55%). Samas veelise ja hetkel teadmata elukeskkonnaga seened jaotusid praktiliselt
vordselt (vastavalt 13 ja 12 OTUt). ITS2 andmestiku puhul vdib ndha suures plaanis sarnast
organismide elukeskkondade jaotumist kui 18S rDNA seente andmestiku puhul. Kdige enam
leidus maismaalise eluviisiga seeni (~70%), samas kui veelise elukeskkonnaga seened
moodustasid vaid 17% erinevatest OTUdest (Joonis 13).
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Joonis 13. IT2S ja 18S rDNA fragmentide abil tuvastatud organismide elukeskkond. Arvesse
voeti vahemalt 4 proovis esinenud OTUd, millele mdirati NCBIs kdige 1dhima jarjestuse alusel
hiipoteetiline elukeskkond. Info puudumisel jii elukeskkond tuvastamata. Koigil andmestikel on
kokku erineva arv OTUsid, mis on mérgitud tulpade kohal.

Seente puhul vaadeldi ka nende elukeskkonna asetust suurematesse hdoimkondadesse ning erineva
elukeskkonnaga seente muutusi ajas (Joonis 14). Molema andmestiku puhul on ndha mdningaid
sarnasusi. Nii ITS2 kui ka 18S rDNA seente andmestikust on joonisel 14 ndha, et hdimkonda
Chytridiomycota kuuluvad pdhiliselt veelise elukeskkonnaga seened. Samas leidub 18S rDNA
ala abil tuvastatud Chytridiomycota hdimkonnas ka raskesti méaératava elukeskkonnaga seeni.
Samuti on mdlemas andmestikus enim maismaalise elukeskkonnaga seeni hdimkonnas
Basidiomycota. Molemas andmestikus tuvastatud Zygomycota hdimkonna esindajad on samuti
maismaalise eluviisiga. ITS2 andmestikus hdimkonda Ascomycota kuuluvad seened on nii

veelise kui maismaalise elukeskkonnaga ning nende mitmekesisus on suur vorreldes teiste
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hdimkondadega. Samas aga on 18S rDNA seente andmestikus hoimkonda Ascomycota kuuluvate
seente mitmekesisus vdike ja nad on pdhiliselt maismaalise eluviisiga. 18S rDNA fragmendi abil
seente tuvastamine ei ole vdimaldanud identifitseerida veelise eluviisiga seeni. Hdimkonna
Ascomycota puhul on ka ndha, et erinevatel ajaperioodidel on veelise eluviisiga seente
mitmekesisus olnud kiillaltki iihtlane (Joonis 14A). Samas on Ascomycota grupi maismaalise
elukeskkonnaga seente mitmekesisus muutunud ajas sarnaselt hdimkonda Basidiomycota
kuuluvate seente mitmekesisusega (Joonis 14A). Joonisel 14A on nidha, et hdoimkondades
Ascomycta, Basidiomycota, Chytridiomycota ja Rozellomycota on ajavahemikul 2500-3750 aastat
tagasi toimunud seente mitmekesisuse muutused. Sarnane muutus on vaadeldaval ajaperioodil
toimunud ka 18S rDNA seente andmestiku hdimkonnas Basidiomycota (Joonis 14B). Sarnaseid
seente mitmekesisuse muutusi on niha ka ajavahemikel 7500-8500 ja 8750-10 000 aastat tagasi
héimkondades Ascomycota, Basidiomycota ja identifitseerimata seente grupis. Teistes
hoimkondades pole tuvastatud piisaval maéadral seente OTUsid, et ndha muutusi neil
ajaperioodidel. Samas on identifitseerimata seente grupis ITS2 andmestiku puhul ndha, et
maismaalise elukeskkonnaga seened on iilemistes kihtides palju mitmekesisemad kui
siigavamates kihtides. See tuleneb tdendoliselt sellest, et iilemistes kihtides on seente DNA

vihem lagunenud kui stigavamal (Joonis 14A).
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Joonis 14. Hoimkondade tasemel seente mitmekesisus ja elukeskkond erinevatel ajaperioodidel.
A) ITS 2 andmestiku erinevate OTUde elukeskkond hdimkondade kaupa; B) 18S rDNA seente
andmestiku erinevate OTUde elukeskkond hdimkondade kaupa. Arvesse vdeti vdhemalt 4
proovis esinenud OTUd, millele madrati NCBIs kdige ldhema OTU elukeskkonna alusel eluviis.

ITS2 ja 18S rDNA alaga tuvastatud erinevad OTUd grupeeriti funktsionaalsetesse rithmadesse

(Joonis 15). Mdlema andmestiku puhul méérati okoloogiline roll OTUdele, mis esinesid

vihemalt 4 proovis. Jooniselt 15 on ndha, et mdlemas andmestikus on enim esinenud

taimepatogeene, saprotroofe ja taimeseoselisi seeni. 1TS2 ala abil on tuvastatud 2x enam

taimepatogeene ja ligi 6x enam taimeseoselisi seeni kui 18S rDNA ala korral. Taimeparasiitide ja

taimeseoseliste seente nimistu oli suhteliselt lai, kuid enim leidus perekondade Betula (kask),

Pinus (ménd), Picea (kuusk) parasiite/taimeseoselisi seeni ja sugukonna Orchidaceae (képalised)
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seoselisi seeni. Loomade parasiite on molemas andmestikus tuvastatud praktiliselt vordselt (ITS2
andmetes 12 OTUt ja 18S rDNA seente andmetes 11 OTUt). Loomade parasiidid jaotusid
konnade, kalade ja imetajate patogeenideks. Koprofiilsed ja siimbiontsed seened olid samuti
esindatud molemas andmestikus, millest 18S seente andmestikus esines vaid 1 OTU. ITS2 ala
abil tuvastatud OTUd aga olid oma rollilt tunduvalt mitmekesisemad kui 18S rDNAga tuvastatud

seened. ITS 2 andmestikku kuulus lisaks ka seente ja putukate parasiite (Joonis 15).

179 OTUt
100% 7
75% 7
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. Taime patogeen
E .Taimeseuseline
© . Saprotroof
g 50% - . Siimbiont
g . Looma parasiit
E . Koprofiil
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Joonis 15. Seente roll ITS ja 18S seente andmestikes. Arvesse voeti vidhemalt 4 proovis esinenud
OTUd.

40



5. Arutelu

To66 pohieesmargiks oli tdiendada senist paleolimnoloogilist andmestikku 18S rDNA ja ITS2 ala
jarjestuste alusel médratud seeneliikide mitmekesisusega. Samuti to6tada vdlja metoodika, mille
abil oleks voimalik kirjeldada ajaloolises settes leiduva DNA abil seente liigilist koosseisu.
Lielais Svetinu jdrve setetest on juba varem uuritud dietolmu ja muid paliinomorfe, mdddetud ke
radiosiisinikuga sette vanust, koostatud litostratigraafia ja méaératud orgaanilise aine sisaldus
(Stivrins jt., 2014). Jarve ajaloolised pohjasetted on suhteliselt uurimata valdkond ja nende
tdiendamine DNA-pdhise andmestikuga voimaldaks luua detailsemaid seoseid organismide,
elukeskkondade ja ajaperioodide vahel (Pedersen jt., 2014; Bellemain jt., 2013). Selleks
optimeeriti algset PCRi protokolli (Lisa 2), mille kédigus otsiti sobivaid praimerite
seondumistemperatuure ja testiti erinevaid DNA koguseid, BSA, DMSO, praimerite
kontsentratsioone. Kuna siigavamatest kihtidest amplifitseerimine oli raskendatud, siis kasutati
PCR | astme produkti kontsentreerimiseks ja puhastamiseks Select-A-Size DNA Clean and
Concentrator kitti. Visuaalselt andis PCR I astme kontsentreerimine/puhastamine ja “long PCR”
praimeri 2x lahjema (2,5 uM) indeksi kasutamine paremaid tulemusi (Joonis 9). Samas,
kasutatud meetodil ei olnud statistiliselt olulist mdju OTUde arvule ja Shannoni indeksitele (Lisa

7).

Vaadeldi ka siigavuse mdju, kuna eeldati, et siigavamates kihtides on DNA rohkem lagunenud ja
seetdttu ka PCRil raskemini amplifitseeritav. Molemast andmestikust tuvastati oluline siigavuse
moju OTUde arvule, kuid vastupidiselt Shannoni indeksile selline mdju puudus. See tulenes
asjaolust, et Shannoni indeksi arvutamisel arvestatakse OTU lugemite osakaalu proovi lugemite
arvust (Oksanen, 2016). Lugemite arv aga on tugevalt sdltuvuses amplifitseerimise efektiivsusest
ning ei pruugi esindada tegelikku DNA kogust (Peng jt., 2015). Peng jt (2015) toid ka vélja, et
sellised probleemid esinevad eriti suurema PCR tsiiklite arvu puhul, mida kasutatakse madala voi
kahjustunud DNA amplifitseerimiseks. Seetottu ei kasutatud antud t60s siligavusgraafikute
tegemisel OTUde osakaale, vaid OTUde arvu. Nonlinear Mixed-Effects mudeli pdhjal voib
Oelda, et siigavus oli statistiliselt oluline. Siigavuse mdju OTUde arvule oli ka néha
stigavusgraafikul (eriti tuvastamata seente grupis), kus hdimkondadesse jaotunud mitmekesisus
vihenes siigavuse kasvades (Joonis 12). Sellest tulenevalt voib jidreldada, et DNA oli
stigavamates kihtides rohkem lagunenud. Kuna siigavamates kihtides on DNA tdendoliselt

rohkem lagunenud (Hofreiter jt., 2001) ja ka PCR oli alates 500 cm siigavusest settest halvem,

41



siis tuleks edaspidi testida ka erinevaid DNA ekstraheerimise meetodeid. Samuti voiks
eksperimenteerida PCRi tsiiklite arvuga. Nii Bellemain jt (2013) kui ka Lydolph jt (2005)
kasutasid oma kiilmunud pinnase paleouuringutes PCRil 40-55 tsiiklit, mis aitaks suurendada
vihese DNA amplifikatsiooni (Peng jt., 2015). Samas vdib see tuua kaasa mitmeid reostuse ja
amplifitseerimisvigadega seotud probleeme (Peng jt., 2015). Siiski, kdesolevast t66s saadud
tulemuste pohjal voib viita, et Lielais Svetinu jarve ajaloolistest setetest on vdimalik tuvastada

seene kooslusi 14bi terve jddajajargse perioodi.

18S rDNA ja ITS2 regiooni valiku moju seente mitmekesisuse tuvastamisele hinnati esmalt
sekveneerimisandmete kvaliteedi abil. Vaadeldi, kas teise polvkonna sekveneerimisel kasutatav
sekveneerimissiigavus on olnud piisav, et hinnata seente liigirikkust proovides. Selleks kasutati
liigirikkuse indekseid Chaol ja ACE (O Hara, 2005; Oksanen jt., 2016). Kuna antud andmestikes
ei leidunud tksikuid lugemeid ja selle tulemusel oli Chaol vdrdne proovides esineva OTUde
arvuga, siis vOib jireldada, et vaadeldavate proovide liigirikkus oli joudnud kiillastavuseni. Sama
tulemuse andis ka ACE, mille puhul oli vilja toodud ka veamadrad (se.ACE).
Sekveneerimisiigavus oli piisav, et tuvastada koik, mis suudeti amplifitseerida. Seejérel vaadeldi
OTUde ja lugemite arvu omavahelisi suhteid, eeldades teiste uurimuste pdhjal, et mida rohkem
OTUsid, seda enam lugemeid (Bazzicalupo jt., 2012). Pearsoni korrelatsioon néitas selle seose
olemasolu 1TS2 (r=0,57, p<0.01) ja 18S rDNA (r=0,4, p<0.01) andmestikes. Samas aga 18S
rDNA seente andmestikus seos puudus (r=0,05, p>0.05), OTUsid oli keskmiselt alla 10 OTU
proovi kohta ja lugemite arv hiiplik. See vdis tuleneda praimeri kallutatusest mingisuguse teise
grupi jarjestuse poole. Samuti segab seente amplifikatsiooni taimse voi loomse DNA esinemine
proovis (Anderson jt.,, 2003). Kuna tegu oli universaalse 18S rDNA praimeriga, siis
amplifitseeriti seda materjali, mida leidus proovis enim. Sellest tulenevalt kdikus tunduvalt ka
18S rDNA seente lugemite arv. Samas aga suudeti 18S rDNA ja ITS2 ala kasutades tuvastada
tunduvalt enam erinevaid seente OTUsid (vastavalt 182 ja 767 OTUt) kui varasemates pinnase
paleouuringutes (Bellemain jt., 2013; Lydolph jt., 2005; van Geel jt., 2003). Lydolph jt (2005)
kasutasid vanemat klooneerimisel pdohinevat (356 klooni) meetodit, samas kui Bellemain jt
(2013) otsustasid teise pdlvkonna sekveneerimise kasuks. Bellemain jt (2013) suutsid tuvastada
vaid 75 erinevat OTUt, kuid nende poolt uuritav materjal oli tunduvalt vanem (16 000-32 000 a
vanune) vorreldes vaadeldava uuringuga (kuni 11 000 aastat). Seetdttu voib eeldada voimalikku
DNA tugevat lagunemist siigavamates kihtides vO0i kasutatavate praimerite vdga erinevat

efektiivsust. Antud t66 sekveneerimisandmete kvaliteet oli hea ja vdimalikud suuremad lugemite
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arvu  muutused (18S rDNA seente andmestikus) tulenesid suuresti  praimerite
amplifitseerimisvigadest vai kallutatusest mingisuguse eelistatud grupi poole. Tuvastatud OTUde
arvu ja andmete kvaliteedi alusel voib oelda, et teine hiipotees pidas samuti paika ning DNA
pOhised meetodid annavad detailsema iilevaate seenekooslustest kui mikroskoopia meetodid.
Seda hiipoteesi toetab ka uurimus (van Geel jt., 2003), kus suudeti tuvastada pinnasest vaid 7

erinevat tiilipi seente mikrofossiile mikroskoopia meetoditega.

Meetodi usaldusvadrsuse hindamiseks vorreldi bioloogilisi paralleele omavahel. Bioloogiliste
paralleelide vaheliste erinevuste uurimisel Nonlinear Mixed-Effects mudeliga selgus, et
paralleelid olid omavahel erinevad. Lahemal uurimisel TukeyHSD-ga selgus, et koigis
andmestikes erines esimene bioloogiline paralleel tugevalt teistest. Voimalik pohjuse
selgitamiseks hinnati PCR meetodite moju, mis aga puudus tdiesti. Nii vOib esimese paralleeli
erinevuse pohjuseks teistest tuua asjaolu, et erinevus tulenes paralleelide proovivotukohast settes.
Proovid koguti vastavast sligavuskihist keskelt ja kahelt poolt ddrest. Esimene bioloogiline
paralleel oli kogutud alati keskelt, kus alumine settesiidamiku pdhi oli vedelam ja liikuvam.
Samas vois esimese bioloogilise paralleeli OTU suurem mitmekesisus tuleneda ka sellest, et
keskmises osas leidus rohkem bioloogilist materjali. Samuti vdis erinevus olla tulenenud
settelasundi horisontaalsest ebatihtlusest. Sellise keskkonnaproovides esineva erinevuse tdttu on
enamus uuringutes (Singh jt., 2012; Monard jt., 2013) kogutud proovidest eraldatud DNA kokku
segatud ja teostatud vaid PCRIl erinevaid paralleele. Kuid samas, kuna soovime tuvastada
mitmekesisust vaadeldavates siigavuskihtides, siis oleks digem kasutada tegelikke bioloogilisi

paralleele.

Mitmed uurimused (Singh jt., 2012; Anderson jt., 2003; Schoch jt., 2012) on kasutanud nii 18S
rDNA kui ITS2 ala praimereid seente mitmekesisuse hindamiseks erinevatest keskkondadest
(muld, sete, muda). Schoch jt (2012) pakkusid vilja, et ITS2 ala puhul peaks kasutama
kombinatsiooni mitmetest sellele alale konstrueeritud praimeritest. Seetdttu kasutasimegi
kombinatsiooni mitmetest 1TS2 ala praimeritest (Tedersoo jt., 2014) ja lisaks kasutasime uusi
eeldatavalt universaalsemaid 18S rDNA ala praimereid (Tedersoo jt., 2015). Universaalse 18S
rDNA ala praimeritega tuvastatud organismidest 21% kuulusid seente hulka. Sellist leidu toetab
ka Singh jt (2012) uurimus, kus 18S rDNA ala praimereid tuvastades leiti, et seened on iiks
domineerivatest organismidest siivamere setetes. Samas ITS2 ala praimereid kasutades tuvastati

5,3x enam seente OTUsid kui universaalsete 18S rDNA praimeritega. Selline erinevus tuleneb
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osalt sellest, et ITS2 ala suudab seente gruppe eristada kuni liigi tasemeni, samas kui 18S rDNA
ala vaid perekonnani (Anderson ja Cairney, 2004). Samuti on erinevuse pohjuseks rohke taimse
DNA olemasolu (Anderson jt., 2003), mida universaalsete 18S rDNA praimerite puhul
eelistatakse amplifitseerimisel. Mitmekesisuse seisukohalt olid 1TS2 ala praimerid efektiivsemad
(Shannoni indeks 2-3) kui 18S rDNA omad (Shonnoni indeks 2, seentel 1,3). Nii vdib 6elda, et

ITS2 ala praimerid tuvastasid seente mitmekesisust paremini kui 18S rDNA praimerid.

Liigirikkuse seisukohalt tuvastati molema ala praimeritega kokku 8 seente hdimkonda, millest 5
kattusid mdlemas andmestikus. ITS2 ala kasutades suudeti kirjeldada lisaks 2 hdimkonda
(Glomeromycota, Chytridiomycota), milles esines rohkelt OTUsid. 18S rDNA piirkonda
kasutades leiti ainult ks vidheste OTUdega hoimkond (Blastocladiomycota). Koige
domineerivamateks hdimkondadeks olid mdlemal juhul Basidiomycota ja ITS2 andmestikus ka
Ascomycota (Joonis 13). Nii Singh jt (2012) kui ka Lydoplh jt (2005) niitasid, et ITS2 ja 18S
rDNA alade praimerid molemad amplifitseerivad eelistatult Ascomycota ja Basidiomycota
héimkonda kuuluvaid seeni. Kui vaadelda liigirikkust perekonna tasemel, siis suudeti 1TS2
praimeritega tuvastada 343 ja 18S rDNA praimeritega 29 seente perekonda. Samas esinesid
molemas andmestikus samad domineerivad seente klassid. Nii vOib viita, et 18S rDNA ala
praimeritega suudeti Kirjeldada domineerivamad seente grupid, kuid {isna suur osa seente
liigirikkusest jdi tuvastamata. Sarnast olukorda voib ndha ka tuvastatud seente elukeskkonna ja
rolli graafikutelt (Joonis 13; Joonis 15). Suures plaanis tuvastati molema ala praimeritega samas
proportsioonis maismaal ja vees elutsevaid seeni. Mdlemal juhul oli maismaalise eluviisiga
seente osakaal suurim. Samas anaeroobse eluviisiga seeni leidus nii veelise Chytridiomycota kui
ka maismaalise (Malassezia) eluviisiga seente seas. Sellised tulemused langevad kokku Cathrine
ja Raghukumar (2009) uurimusega, kus leiti, et mere settes esines lisaks Chytridiomycota
hdimkonda kuuluvatele nitrifitseerijatele ka palju maismaalise eluviisiga seeni. POhjuseks voib
pidada voimalikku maismaaliste liikide kohandumist veekeskkonnaga (Cathrine ja Raghukumar,
2009). 18S rDNA praimeritega suudeti tuvastada ka enamik ITS2 alaga tuvastatud seente
rollidest. Samas aga oli 1TS2 ala abil tuvastatud seente rollid mitmekesisemad. Leidus ka seente
endi ja putukate parasiite lisaks taimeparasiitide, taimeseoseliste ja loomparasiitide gruppidele
(Joonis 15). Tuvastatud seentest esines enim taimeparasiite ja taimeseoselisi seeni, mis on
vastavuses suurema maismaalise eluviisiga seente esinemisega. Koprofiilsete seente esinemine
andis tunnistust ka megafauna (suuremad imetajad) olemasolust jarve timbruses. Sarnaseid seente

funktsioone on tuvastatud ka Beeringi kiilmunud pinnase uuringutest (Bellemain jt., 2013;
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Lydolph jt., 2005). Nii on ndha, et 18S rDNA ala sobib kasutamiseks eelkdige juhtudel, kui
soovitakse eukariiootset liigirikkust tuvastada suuremate gruppide tasemel. ITS2 ala aga
voimaldab kirjeldada suuremat liigirikkust ja 1dbi selle leida seoseid erinevate organismide vahel.

Sellest tulenevalt pidas paika ka kolmas hiipotees.

Lydolph jt. (2005) suutis 18S rDNA ala praimerite abil tuvastada seoseid identifitseeritud seente
ja teiste organismide (taimede) vahel. Kirjeldati ka taimestiku muutusi erinevatel ajaperioodidel
(Lydolph jt., 2005). Nii leiti ka vaadeldavas t60s seoseid 18S rDNA praimeritega tuvastatud
taimede ja ITS2 ala abil tuvastatud seente liikide vahel. 18S rDNA praimeritega tuvastati nii
okaspuid kui ka 0is- ja lehtsammaltaimi. Samal ajal leidus I1TS2 andmestikus enim
taimeperekondade Pinus, Picea, Betula ja Orhidaceae parasiitseid seeni. Samade
puuperekondade olemasolu vaadeldava jarve timber tdendab ka Stivrins jt (2014) uurimus, kus on
kirjeldatud Lielais Svetinu jirve imbritsevaid puuliike. Nii on voimalik luua seoseid 18S rDNA
abil tuvastatud eukartiootide ja ITS2 ala abil kirjeldatud seente liikide vahel. Seeldbi on voimalik
kirjeldada seoseid seente ja teiste organismide vahel (Bellemain jt., 2013). Siigavusgraafikutelt
loodeti ka ndha voimalikke seene koosluste muutusi ajas (Joonis 12, Joonis 14). Néhti, et veelise
eluviisiga seente mitmekesisus on olnud erinevatel ajaperioodidel stabiilne. Samas on ndha, et
maismaalise eluviisidega seente mitmekesisus on olnud muutlik. Otseseid seoseid temperatuuri
muutustega erinevatel ajaperioodidel ei leitud. Maismaalise elupaigaga seente esinemine settes
nditab pidevat maismaalise materjali (puit, lehed, putukad, loomne materjal) sissevoolu jdrve, kus
vastav materjal aja jooksul settib (Wurzbacher jt., 2010). Maismaaliste seente mitmekesisuse
muutused voisid olla tingitud ka amplifitseerimisvigadest voi nendes kihtides DNA kiiremast
lagunemisest. Siinkohal pole amplifitseerimisviga vdga tdendoline pdhjus, kuna sarnased
muutused on toimunud vdhemalt kahes suuremas hdimkonnas (Joonis 14). Seente mitmekesisuse
muutusi erinevatel ajaperioodidel tuleks hinnata tulevikus samast jarvest voetud Oietolmu
andmetega koos. Sellist ldhenemist proovivotukoha fauna ja floora uurimiseks on soovitanud ka

nii Miras jt (2015), van Geel jt (2003) kui ka Pedersen jt (2015).

Toos vilja toodud tulemuste pohjal esitada jargmised jéreldused. Vaadeldava t66 tulemused
pakuvad uudset informatsiooni seene koosluste mitmekesisuse ja liigirikkuse kohta jérve
pohjasettes. Lielais Svetinu jarvest kogutud setteproovide amplifitseerimiseks 18S rDNA ja ITS2
ala praimeritega, optimeeriti olemasolevat protokolli. Siigavamate kihtide amplifitseerimiseks

leiti, et wvajalik on kasutada PCR I astme produkti praimerijadkidest puhastamist ja
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kontsentreerimist. Seente tuvastamine DNA pdhiste meetoditega jddajajargsetest setetest oli
edukas. Ule 11 m siigavuse setete puhul tuleks ka katsetada PCRi tsiiklite arvu tdstmist ja
erinevaid DNA ekstraheerimise meetodeid.

Universaalsete 18S rDNA ala praimerite kasutamine on pohjendatud olukorras, kus eesmargiks
on tuvastada kogu proovides esinev eukariiootne mitmekesisus suuremate rithmade tasemel. Neid
praimereid on kasulik rakendada ka siis, kui on soov uurida seente ja teiste eukariiootsete
organismide vahelisi seoseid. ITS2 ala praimerite kasutamine vdimaldab tuvastada jarvesetetes
seenekoosluste mitmekesisust ja liigirikkust kuni liigi tasemeni. Kdige sobivam oleks rakendada
molemaid alasid koos juhul, kui eesmérgiks on uurida seente rolli ja seoseid teiste
organismidega. Seente mitmekesisuse muutuste tdlgendamiseks erinevatel ajaperioodidel tuleks
to0s esitatud andmeid tulevikus vdrrelda ka Oietolmuanaliiiisist saadud andmete ja teiste

mikrofossiili andmetega.
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Kokkuvote

Kéesoleva magistritod pohieesmirgiks oli tdiendada jérve pohjasette paleolimnoloogilist
andmestiku, kasutades 18S rDNA ja ITS2 ala jarjetusi. To6 lisacesmirkideks oli: 1) koostada
optimeeritud PCRi protokoll, 2) uurida 18S rDNA ja ITS2 ala tulemuslikkust mitmekesisuse ja

rolli tuvastamisele.

Too kidigus optimeeriti PCRi protokoll jarve pdhjasetetest seente DNA amplifitseerimiseks.
Stigavamatest kihtidest DNA amplifitseerimiseks on vajalik kasutada PCR I astme produkti
puhastamist praimerijadkidest ja kontsentreerimist. Paremaid amplifitseerimistulemusi andis
“long PCR” praimeri kontsentratsiooni 2,5 uM kasutamine. T66 tulemused néitavad, et ITS2 ja
18S rDNA piirkonna jirjestusi kasutades on seenekooslused Lielais Svetinu jdrve ajaloolistes

setetes tuvastatavad, kuigi seente mitmekesisus vdheneb siigavuse kasvul.

ITS2 fragmendi abil seene koosluse tuvastamine annab tipsema taksonoomilise kuuluvuse ja
mitmekesisuse kui 18S rDNA ala kasutamine. Universaalsete 18S rDNA praimeritega tuvastatud
seened moodustasid 21% koigist eukariiootidest. Samas, 18S rDNA ala abil oli vdimalik
kirjeldada enamik hodimkonda Basidiomycota kuuluvatest ning 1TS2 alaga tuvastatud
seeneklassidest. Kokku tuvastati 529 liiki seeni, mis kuulusid 8 hoimkonda. 18S rDNA ja ITS2
ala kooskasutamine vdimaldas teha jéreldusi jarve limbritseva fauna ja floora kohta. ITS2 alaga
tuvastati enim perekondade Pinus, Picea ja Betula taimeparasiite ning 18S rDNA ala abil
tuvastati ka okaspuid. Molema ala abil kirjeldatud seentel domineeris maismaaline eluviis. Kdige
enam esines taimeparasiitseid, taimeseoselisi ja saprotroofseid seeni. Herbivoorsete loomade
esinemist tdendas koprofiilsete seente olemasolu. ITS2 alaga tuvastati ka putukate ja seente

parasiite.

Tulemuste pohjal voib jireldada, et t66s kasutatud ITS2 ala praimerid vdimaldavad hinnata
seente mitmekesisust jarve pohjasetetes kuni liigi tasemeni ning véimalikud peremeesorganismid

annab annab infot {ildisema paleoelustiku kohta.

Autor soovib edaspidi stigavamatest kihtidest DNA amplifitseerimiseks testida erinevaid PCRi
tsiiklite arve ja DNA ekstraheerimismeetodeid. Seente mitmekesisuse muutuste tdlgendamiseks

erinevatel ajaperioodidel tuleks saadud andmeid tulevikus vorrelda dietolmu andmetega.
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Assessment of fungal diversity in post-glacial lake sediment by sequences of
ITS2 and 18S rDNA region
Liisi Talas

Summary

The diversity and role of the fungi in lake sediment is rather unexplored field of mycology. It is
proposed and shown that fungal species observed in ancient DNA associated with host allow us
to reconstruct biodiversity of paleoenvironment. Reconstructing past environment is essential to
assess the human impact, environmental changes and changes in fauna and flora (Pedersen jt.,
2014).

The main aim of the current master’s thesis was to compile palaeological data from post-glacial
lake sediment by 18S rDNA and ITS2 region primers. The objectives of this study were (1) to
compile optimized PCR protocol, (2) to explore the impact of the choice of the 18S rDNA and

ITS region on detection of diversity and role of the fungi.

PCR protocol was compiled for the amplification of fungi form sediment. DNA amplification
from deeper layers require primer residue cleaning and DNA concentrating for PCR | stage
products. Amplification outcome improved using 2,5 uM long PCR primers. As a result, fungal

communities are identifiable from post-glacial lake sediment by 1TS2 and 18S region primers.

ITS2 fragment usage leads us to more accurate taxonomical affiliation and diversity of fungi than
18S rDNA region. Fungi formed 21% of eukaryotes by universal 18S rDNA primers. 18S rDNA
region enabled to assess most classes of fungi belonging to phyla Basidiomycota that were
identified by ITS2 region. Total of 343 genus of fungi representing 8 phyla were detected. Using
both 18S rDNA and ITS2 regions, it allows us to create associations with fauna and flora around
the lake. Conifers were detected by universal 18S rDNA region primers, compatible to presence
of genus Pinus and Picea plant-parasitic fungi by ITS2 region primer. Most dominant fungi were
from terrestrial habitat and presumed plant pathogens, plant-associates and saprotrophs received

by both region primers. Insect-parasitic and fungal-parasitic fungi were detected by ITS2 region.

Results indicate that ITS2 region is able to identify more accurate taxonomical affiliation of
fungi. Nevertheless, both regions should be used to identify and create relations between fungi
and other organism for reconstruction of paleoenvironment. Further analysis of sediment fungi
and comparison with pollen analysis is needed to interpret changes in fungal communities.
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Tanuavaldused

Soovin tdnada oma juhendajat Veljo Kisandit abivalmiduse, véirtuslike nduannete,
andmeanaliiiisi teostamiseks vajaliku abi ja laboritdds juhendamise eest. Samuti soovin tdnada
Anu Kisandit huvitavate arutelude, toetuse, asjalike mérkuste ja abi eest laborit6os. Ténan ka

kogu Tehnoloogiainstituudi kollektiivi sobraliku ja abivalmi tookeskkonna tekitamise eest.
Soovin tdnada ka kdiki mu sOpru ja ldhedasi, kes on igati toetanud mind mu Opingute ajal.

Too valmis projekti "Veekogude ajalooliste mikroobsete koosluste analiilis ning selle
muutuste  seosed  kliilmamuutustega  fossiilse =~ DNA  pohiste  analiiiiside  abil

(PUT134; 1.01.2013-31.12.2016)" raames.
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Lisa 1. Analiiiisitud setteproovidLielais Svetinu jarvest

. 1 31 177.5 3

Siigavus
esimese I 37 192.5 1
Puursiidamiku Proovi toru Bioloogiline I 37 192.5 2
nr nr pinnalt  paralleel I 37 192.5 3
I 5 12.5 1 i 9 222.5 1
I 5 12.5 2 i 9 222.5 2
I 5 12.5 3 1l 9 222.5 3
| 7 175 1 i 15 237.5 1
I 7 17.5 2 i 15 237.5 2
I 7 175 3 11 15 237.5 3
| 11 27.5 1 i 21 252.5 1
I 11 27.5 2 i 21 252.5 2
I 11 27.5 3 11 21 252.5 3
| 17 42.5 1 i 33 282.5 1
I 17 425 2 i 33 282.5 2
I 17 425 3 1"l 33 282.5 3
| 23 57.5 1 i 39 297.5 1
I 23 57.5 2 i 39 297.5 2
| 23 57.5 3 1"l 39 297.5 3
| 29 72.5 1 v 5 3125 1
| 29 72.5 2 v 5 3125 2
| 29 72.5 3 v 5 3125 3
| 31 77.5 1 v 11 327.5 1
| 31 77.5 2 v 11 327.5 2
I 31 775 3 v 11 3275 3
I 35 87.5 1 v 17 3425 1
| 35 87.5 2 v 17 342.5 2
I 35 87.5 3 [\ 17 3425 3
I 7 117.5 1 v 23 357.5 1
1 7 117.5 2 v 23 357.5 2
I 7 117.5 3 [\ 23 357.5 3
I 13 132.5 1 v 29 3725 1
I 13 132.5 2 v 29 3725 2
1 13 132.5 3 \Y/ 29 372.5 3
I 19 147.5 1 v 35 387.5 1
1 19 147.5 2 v 35 387.5 2
I 19 147.5 3 v 35 387.5 3
I 25 162.5 1 \% 1 402.5 1
I 25 162.5 2 \% 1 402.5 2
1 25 162.5 3 V 1 402.5 3
I 31 177.5 1 \% 7 417.5 1
I 31 177.5 2 \% 7 417.5 2
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Vv 7 4175 3 VI 27 567.5 3
V 13 4325 1 Vi 33 582.5 1
V 13 4325 2 Vi 33 582.5 2
\Y/ 13 432.5 3 VI 33 582.5 3
V 19 4475 1 VI 39 597.5 1
vV 19 4475 2 VI 39 597.5 2
\Y/ 19 4475 3 VI 39 597.5 3
Vv 25 462.5 1 VI 5 612.5 1
V 25 462.5 2 VIl 5 612.5 2
\Y/ 25 462.5 3 VIl 5 612.5 3
vV 37 4925 1 VIl 11 627.5 1
Vv 37 492.5 2 VI 11 627.5 2
V 37 492.5 3 VI 11 627.5 3
Vi 3 507.5 1 VI 17 642.5 1
Vi 3 507.5 2 VI 17 642.5 2
VI 3 507.5 3 VIl 17 642.5 3
VI 9 522.5 1 VIl 19 647.5 1
VI 9 522.5 2 VIl 19 647.5 2
Vi 9 522.5 3 VI 19 647.5 3
Vi 13 532.5 1 VI 21 652.5 1
Vi 13 532.5 2 VI 21 652.5 2
VI 13 532.5 3 VIl 21 652.5 3
VI 15 537.5 1 VIl 23 657.5 1
VI 15 5375 2 VIl 23 657.5 2
VI 15 537.5 3 VIl 23 657.5 3
Vi 17 542.5 1 VI 29 672.5 1
Vi 17 542.5 2 VI 29 672.5 2
Vi 17 542.5 3 VI 29 672.5 3
VI 19 547.5 1 VIl 35 687.5 1
VI 19 5475 2 Vil 35 687.5 2
VI 19 547.5 3 VIl 35 687.5 3
Vi 21 552.5 1 VI 2 705 1
Vi 21 552.5 2 VI 2 705 2
Vi 21 552.5 3 VIl 2 705 3
VI 23 557.5 1 VIl 8 720 1
VI 23 557.5 2 VIl 8 720 2
VI 23 557.5 3 VIl 8 720 3
Vi 25 562.5 1 VI 16 740 1
Vi 25 562.5 2 VI 16 740 2
Vi 25 562.5 3 VI 16 740 3
VI 27 567.5 1
Kokku erinevaid Proovide
Vi 21 567.5 2 settekihte >4 koguarv 162
VI 27 567.5 3
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Lisa 2. FIMMi protokoll

PCR PROTOCOL - to create an Illumina compatible amplicon library in two steps

PCR with locus specific primers (including lllumina adapter tails)

Component 1x reaction Final conc.
2x Phusion Master Mix 10 pl 1x
Locus specific primer F (5 uM) 2 ul 0,5 uM
Locus specific primer R (5 pM) 2 ul 0,5 uM
Template DNA (10ng/ul) 1l
H.O 5ul
Total volume 20 pl
PCR program
Cycle step Temperature Time Cycles
Initial denaturation 98 °C 30s
Denaturation 98 °C 10s
Annealing X°C 30s 27-30
Extension 72 °C 15s
Final extension 72 °C 10 min
4°C Hold
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PCR to add P5/P7 tails

Component 1x reaction Final conc.
2x Phusion Master Mix 10 ul 1x

Mplex PCR primer 1.0 (25 uM) 0,4 ul 0,5 uM
Long PCR primer index X (5 uM) 2 ul 0,5 uM
PCR product (15 ng/pl) Il

H.0O 5ul

Total volume 20 ul

For this PCR 15 ng of DNA is enough. PCR product usually needs to be diluted 10-100 times.
The diluted PCR product is used for this reaction.

PCR program

Cycle step Temperature Time Cycles
Initial denaturation 98 °C 2 min
Denaturation 98 °C 20s
Annealing 65 °C 30s 12
Extension 72 °C 30s
Final extension 72 °C 5 min

4°C Hold

60




Lisa 3. PCRi optimeerimise tulemusena koostatud protokoll seenekoosluste tuvastamiseks.
Protokolli koostamise aluseks oli algne FIMMi protokoll.

PCR I aste lookuse spetsiifiliste praimeritega (sisaldades ka Illumina adapetereid)

ITS2 ala praimerite puhul 18S rDNA ala praimerite puhul
Koostisosa 1x reaktsioon 16ppkontsentratsioon | 1x reaktsioon  Idppkontsentratsioon
2x Phusion Master Mix ' |10 ul 1x 10 pl 1x
Lookuse spetsiifiline
praimer F (10uM) 1,5 ul 0,75 uM 1 ul 0,5 uM
Lookuse spetsiifiline
praimer R (10uM) 1,5 ul 0,75 uM 1 ul 0,5 uM
BSA (20 mg/ml) 1 ul 1 mg/ml 0,75 nl 0,75 mg/ml
ekstraheeritud DNA 1,5 ul 1 ul
H20 4,5 ul 6,15 pul
DMSO (~100%) - 0,1 pl 0,5%
Reaktsioonisegu maht 20 ul 20 nl

PCR | astme programm
Tsiikli jark

Temperatuur  Aeg

Tsiiklite arv

Esmane denaturatsioon 98 °C 30s
Denaturatsioon 98 °C 10s

Praimerite seondumine® 46°C/52,5°C  30s 30
Stintees 72°C 15s

Lopu siintees 72°C 10 min
Lopptemperatuur 10°C

PCR Il aste P5/P7 adapterite lisamiseks

Koostisosa

1x reaktsioon

16ppkontsentratsioon

2x Phusion Master Mix

with HF Buffer 10 pl 1x
Mplex PCR praimer

(25 uM) 0,4 pl 0,5 uM
Long PCR praimer indeks

X (2,5 uM) 2 ul 0,25 uM
PCR I astme produkt 1 ul

H20 6,6 ul

Reaktsioonisegu maht 20 pl

1 ITS2 ala praimerite puhul 2x Phusion Master Mix with HF segu

18S rDNA praimerite puhul 2x Phusion Master Mix with GC segu

2 ITS2 praimerite puhul kasutatati temperatuuri 46°C ja 18S rDNA praimerite puhul 52,5°C
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PCR Il astme programm

Tsiikli jark Temperatuur ~ Aeg  Tsiiklite arv
Esmane denaturatsioon 98 °C 2 min
Denaturatsioon 98 °C 20s 12
Praimerite seondumine 65°C 30s

Siinetees 72°C 30s

Lopu siintees 72°C 5 min
Ldpptemperatuur 10°C
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Lisa 4. Andmestikest tuvastatud OTUde arvud ja suuremad taksonoomilised grupid

Tabel 1. 18S rDNA andmetest tuvastatud OTUde jaotumine suuremateks taksonoomilisteks

gruppideks
18S andmestiku OTUd
Alveolata | Excavata | Amoebozoa | Rhizaria | Archaeplastida | Cryptophyceae |Stramenopiles
453 114 33 223 1314 4 339
Haptophyta | Fungi LKM11 LKM15 Rozella Holozoa médramata
1 847 126 5 10 358 201
Tabel 2. 18S seente andmetest tuvastatud OTUde jaotumine sugukonna tasemel
18S rDNA seente OTUd
Ascomycota | Basidiomycota e Mgl Ee Zygomycota £ ER T médramata
mycota mycota mycota
250 447 86 3 31 4 26
Tabel 3. ITS2 andmetest tuvastatud OTUde jaotumine sugukonna tasemel
ITS2 andmestiku OTUd
Basidio [Chytridio |Neocallimastigo Glomero | Rozello
Ascomycota Zygomycota madramata
mycota | mycota mycota mycota | mycota
1485 958 156 1 34 128 153 1554

Tabel 4. 1TS2, 18S rDNA ja seente 18s rDNA andmetest tuvastatud kogu OTUde ja lugemite arv

ITS2 18S DNA Seenete 18S rIDNA
Kogu OTUde arv 4469 4028 847
Kogu lugemite arv 11 046 895 6 854 765 1361520
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Lisa 5. OTUde ja lugemite suhe erinevates andmestikes

OTUugem suhe Lugemite ary
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Lisa 6. Chaol ja ACE indeksid. Indeksid on arvutatud 3 bioloogilise paralleeli kohta kokku

18S rDNA andmestiku liigirikkuse ITS2 andmestiku liigirikkuse

indeksid indeksid

S.chaol se.chaol S.ACE se.ACE S.chaol se.chaol S.ACE se.ACE
111 121 0 121 2,733327 170 0 170 3,464951
117 108 0 108 2,183694 101 0 101 2,375619
123 117 0 117 2,882307 13 0 #N/A  #N/A
129 94 0 94  3,116531 152 0 152 4,167544
131 58 0 58 2,319334 30 0 30 0,983192
135 101 0 101 4,148243 55 0 55 1,388262
15 182 0 182  6,695907 94 0 94 3,346958
17 121 0 121 4,639037 108 0 108 1,962614
1113 98 0 98  4,195479 34 0 #N/A  #N/A
1119 102 0 102  4,907977 64 0 64 2,146946
1125 100 0 100 3,128898 8 0 #N/A  #N/A
1131 65 0 65 2,3337 70 0 70 1,942017
1137 21 0 21 1,345185 59 0 59 0,991489
17 44 0 44 2,558409 70 0 70 0,992831
1115 91 0 91 0,99449 97 0 97 1,399558
I 21 74 0 74 2,348087 68 0 68 2,505875
1133 47 0 47  1,383797 60 0 #N/A  #N/A
1139 106 0 106  0,995272 78 0 78 1,395965
1o 32 0 32 1,648863 35 0 #N/A  #N/A
V11 46 0 46  3,387958 52 0 52 1,681346
v 17 43 0 43  1,904707 111 0 111 2,382368
IV 23 24 0 #N/A #N/A 35 0 #N/A  #N/A
IV 29 30 0 30 0,983192 50 0 50 1,385641
IV 35 32 0 32 1,648863 34 0 34 1,371989
IV5 52 0 52  2,125848 74 0 #N/A  #N/A
AV 30 0 #N/A #N/A 77 0 77 3,384456
V13 38 0 38 1,376494 54 0 54 3,509247
V19 75 0 75 1,39523 33 0 33 0,984732
V 25 131 0 131  4,427534 46 0 #N/A  #N/A
V 37 49 0 49  2,710524 75 0 75  2,94392
V7 26 0 26 1,358732 42 0 42 1,669046
VI 13 35 0 35 2,070197 60 0 60 2,32379
VI 15 33 0 33  0,984732 81 0 81 2,828427
VI 17 35 0 35 1,373213 27 0 27 1,632993
VI 19 43 0 43  0,988304 60 0 60 2,140872
VI 21 23 0 #N/A #N/A 55 0 #N/A  #N/A
VI 23 39 0 39 1,664101 55 0 55 1,388262
VI 25 14 0 #N/A #N/A 19 0 19 0,973329
VI 27 25 0 25 1,83303 51 0 #N/A  #N/A
VI3 15 0 #N/A #N/A 70 0 70 2,50998

65



VI 33
VI 39

VI9

VIl 11
VIl 17
VIl 19
VIl 21
VIl 23
VIl 29
VII 35
VIl S

VIII 16
VIl 2
VI 8

21
24
54
46
34
26
35
60
27
19
50
66
27
108

O O O O O O OO o oo o oo

21

24

54

46

34

26

35

60

27
#N/A

50
#N/A

27

108

1,603567
1,354006
1,387777
2,978182
1,653872
0,980581
2,898275
3,425395
1,632993
#N/A
0,989949
#N/A
0,981307
3,143188
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42
30
38
54
53
35
55
41
37
46
#N/A
o1
44
75

1,380131
0,983192
1,891811
2,468318
2,306676
1,656157

1,9259
2,409331
1,660348
1,911066

#N/A

0,990148
3,026399
3,625833



Lisa 7. Nonlinear Mixed-Effects Models tulemused
18S rDNA andmed

Mudell: OTU~siigavus + Biol

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 171 81.52965 <.0001
Stigavus 1 171 19.82012 <.0001
Biol 2 171 4.13887 0.0176
Mudel2: Shannon~siigavus + Biol

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 171 86.14732 <.0001
Stigavus 1 171 0.16704 0.6833
Biol 2 171 0.04438 0.9566

18S rDNA seente andmed

Mudell: OTU~siigavus + Biol

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 171 64.77522 <.0001
Stigavus 1 171 2.90418 0.0902
Biol 2 171 2.76507 0.0658
Mudel2: Shannon~siigavus + Biol

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 171 62.15004 <.0001
stigavus 1 171 0.07838 0.7798
Biol 2 171 5.27484 0.0060

ITS2 andmed

Mudell: OTU~siigavus+ Biol+ meetod

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 188 107.09559 <.0001
stigavus 1 188 20.43445 <.0001
Biol 2 188 13.33886 <.0001
meetod 2 188 1.89536 0.1531
Mudel2: Shannon ~siigavus+ Biol+ meetod

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 188 61.69025 <.0001
stigavus 1 188 0.13874 0.7100
Biol 2 188 16.67887 <.0001
meetod 2 188 2.79545 0.0636
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Lisa8. 18S rDNA ala abil kirjeldatud liigrikkus. Graafikul on ndha suuremad grupid ja nende
hierarhiline jaotuvus. Interaktiivselt saab graafikut uurda td6le lisatud failidest.
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Lisa 9. OTUde arvu, Shannoni ja Evenessi indeksite muutused erinevates proovides.

Proovid paiknevad jérjest sligavuse kasvu jarjekorras, 3 bioloogilist paralleeli jirjest. Esimene
proov on siigavusel 412,5 cm veepinnalt ja viimane proov siigavusel 1140 cm.
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