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1. Infoleht

Peremehespetsiifilisus ektomiikoriisaseentel, sealhulgas perekondades Hymenogaster ja
Elaphomyces. Kiesoleva t60 eesmargiks oli anda iilevaade ektomiikoriisa seente
peremehespetsiifilisusest ja hinnata spetsiifilisust seeneperekondades Hymenogaster ja
Elaphomyces. Statistiliste meetodite alusel sai vilja tuua liigid Hymenogaster citrinus, H.
griseus, H. arenarius, Elaphomyces asperulus ja E. papillatus, mis koik omasid teatud eelistust
peremeeste perekondade suhtes. Ektomiikoriissete seente peremehespetsiifilisusel on oluline roll
seente elus, mojutades selle erinevaid aspekte. Peremehespetsiifilisus ja selle mehhanismid on
liikide tasemel veel suuresti uurimata, kuid oletatakse, et see voib olla kitsam, kui varem arvatud.
Molekulaarsete meetodite ja uute tehnikate kasutuselevott on mirkimisvéérselt lihtsustanud
liilkide ja nende peremeeste tuvastamisprotsessi ning andnud detailsemaid andmeid
ektomiikorriissete  seente  liikide, peremeestaimede ja geograafilise leviku kohta.
Ektomiikoriissete seente leviku ja modju tottu erinevate metsade Okosiisteemides on nende
uurimine keskkonnale ja seal toimuvatele protsessidele vidga oluline. Mirksonad:

ektomiikoriisaseened, peremehespetsiifilisus, koosluste struktuur, Hymenogaster, Elaphomyces

Host specifity in ectomycorrhizal fungi and in genera Hymenogaster and Elaphomyces.
The aim of the this study was to give an overview of host specifity in ectomycorrhizal fungi and
to evaluate the host specifity in genera Hymenogaster and Elaphomyces. Species Hymenogaster
citrinus, H. griseus, H. arenarius, Elaphomyces asperulus and E. papillatus had a certain
preferance towards different host genera. Host specifity of ectomycorrhizal fungi has an essential
role in the lives of fungi, as it affects different aspects of it. Host specifity and its mechanisms
have not been thoroughly studied amongst species level, but it is assumed to be more narrow
than thought before. New molecular methods and techniques have remarkably simplified and
made more accurate the identification of species of fungi and their hosts. Research into
ectomycorrhizal fungi is important to environment and its processes because of its distribution
and impact in different kinds of forest ecosystems. Key words: ectomycorrhizal fungi, host

specifity, community structure, Hymenogaster, Elaphomyces



2. Sissejuhatus

Seened on eukariiootsed mikroorganismid, kes omavad Okoloogiliselt olulist rolli
erinevate taimede ja loomade lagundajatena, mutualistidena ja patogeenidena. Samuti osalevad
nad metsapinnase siisinikuringes ja vahendavad taimedele toitaineid. Kirjeldatud seeneliikide arv
ulatub umbkaudu 100000 liigini, kuid oletatakse, et tegelik globaalne seente elurikkuse maar
voib olla 0,8 kuni 5,1 miljonit liiki (Blackwell, 2011).

Miuikoriissetel seentel on oluline roll maismaataimede mineraalses toitumises, kuid nende
levikut, mitmekesisust ja koosluse struktuuri (eriti troopiliste seente juures) ning faktoreid, mis
neid mojutavad on vidhe uuritud (Bahram et al., 2011). Ligildhedaselt 95% maailmas
eksisteerivatest taimeliikidest kuuluvad perekondadesse, kes on miikoriissed ja saavad kas osa
voi kdik oma toitainetest siimbioosist seentega (Smith ja Read, 2008; Pringle et al., 2009).
Miikoriisad on tavaliselt mutualistlikud tihendused seente ja taimejuurte vahel, mis vahendavad
eluks ja kasvuks vajalikke toitaineid (Brundrett, 2004). Maismaataimed omastavadki enamiku
toitainetest miikoriisade kaudu (Smith ja Read, 2008). Enamasti toimub taimedelt seentele
stisiniku transport ning seentelt taimedele mineraalainete (nt. ldmmastik ja fosfor) transport
(Smith ja Read, 2008). Parem toitainetega varustatus aitab seega kaasa rikkamale ja tihedamale

taimeelustiku vorgustikule antud keskkonnas.

Ektomiikoriisa on mutualistlik siimbioos tildiselt puittaimede, kuid ka teatud rohttaimede
vahel ning seda peetakse metsadkosiisteemides tdhtsaimaks toitaineringe ja siisinikuringe
kujundajaks (Anderson ja Cairney, 2007; Smith ja Read, 2008). Peamisteks ektomiikoriisasid
moodustavateks seente hoimkondadeks on Basidiomycota (kandseened) ja Ascomycota
(kottseened) (Finlay, 2008). Ténaseks on teada, et 7950 seeneliigil on vdime moodustada
ektomiikoriisat, kuid tegelikuks ektomiikoriisasid moodustavate seeneliikide arvuks peetatakse
koguni 20000-25000 (Comandini, Rinaldi ja Kuyper, 2012). Ektomiikoriisses siimbioosis
pakuvad seened peremeestaimedele mitmeid hiivesid, millede hulka kuuluvad néiteks
suurenenud vee ja toitainete omastamise vOimalus (Smith ja Read, 2008). Pdhiliselt kuuluvad
ektomiikoriisaseente peremeestaimed Pinaceae, Araucariaceae, Cupressaceae, Gnetaceae,
Polygonaceae, Nyctaginaceae, Myrtaceae, Salicaceae, Fabaceae, Fagales ja Malvales
sugukondadesse (Wang ja Qiu, 2006), aga leidub ka rohtseid ektomiikoriisseid taimeperekondi,

nagu nditeks Dryas ja Helianthemum (Smith ja Read, 2008). Ektomiikoriisa siimbiondid
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moodustavad kuni 39% mikrobiaalsest biomassist (Hogberg et al., 2010) ja 10-35% boreaalsete
metsade mullahingamisest (Smith ja Read, 2008). Ektomiikoriisaseente kdrge levik metsade

pinnases muudab oluliseks nende d6koloogia mdistmise selleks, et neid paremini hallata ja kaitsta

(Tedersoo ja Smith, 2013).

Ektomiikoriisaseene peremehespetsiifilisuse madr mojutab tugevalt seene elumust,
levimist ja uutesse Okosiisteemidesse litkumist (Courty et al., 2010). Osa ektomiikoriisaseentest
suudavad stimbioosi moodustada koikide ektomiikoriisat moodustavate peremeestega, teised on
aga spetsialiseerunud ainult iiksikule taimeperekonnale (Courty et al., 2010). Kuigi parasvootme
Okoslisteemides mojutab peremeestaim tugevalt enda limber olevat ektomiikoriisseteseente
koosluste struktuuri (Ishida, Nara ja Hogetsu, 2007; Morris et al., 2009; Tedersoo et al., 2008),

esineb ainult vihestel dominantsetel seeneliikidel olulist peremehespetsiifilisust.

Kéesolevas t60s keskendun perekondadele Hymenogaster (maapihkel) ja Elaphomyces
(hirvepdhkel). Hymenogaster perekond kuulub Basidiomycota (kandseened) hdimkonda,
Hymenomycetes (eoslavaseened) klassi, Hymenogastrales (maamiigaralaadsed) seltsi ja
Hymenogastraceae (maamiigaralised) sugukonda. Elaphomyces kuulub Ascomycota (kottseened)
hdimkonda, Elaphomycetales (hirvepédhklilaadsed) seltsi ja Elaphomycetaceae (Hirvepahklilised)
sugukonda. Perekonnas Hymenogaster on kirjeldatud umbes 170 liiki pohjapoolkeralt ja
16unapoolkeralt (Stielow et al., 2011). Elaphomyces on levinud pdhjapoolkeral, Austraalias,
Uus-Meremaal, Uus-Guineal ning ka sealsetel iimberkaudsetel saartel (Castellano, Trappe ja
Vernes, 2011). Elaphomyces perekonnas on hetke seisuga kindlalt ja selgelt eristatavaid liike 55

(Castellano, Beever ja Trappe, 2012).

Too eesmirgiks on anda iilevaade ektomiikoriisaseente peremehespetsiifilisusest ning
maédrata statistiliste meetodite abil, kas perekondade Elaphomyces ja Hymenogaster Eesti liikidel

esineb mérkimisvadrset liigispetsiifilisust.



3. Ulevaade ektomiikoriisaseentest ja nende peremehespetsiifilisusest

3.1 Areng ja evolutsioon

Molekulaarsed fiilogeneetilised uuringud niitavad, et Basidiomycota, Ascomycota ja
Zygomycota hoimkondades on eraldi iseseisvalt ektomiikoriisne slimbioos vélja arenenud 78-82
korral, mis moodustavad kokku umbes 251-256 perekonda (Tedersoo ja Smith, 2013). Esimesed
fossiilsed néited ektomiikoriissete seente kohta on leitud peremeestaimede juurte fossiilidelt, mis
parinevad Eotseeni ajastust 55-34 MAT (LePage et al., 1997). Fiilogeneetiline analiiiis niitab, et
mitmed ektomiikoriissete seente pdhiliigid ja perekonnad arenesid kdige tdendolisemalt Hilis-

Juura ja Varajases Kriidi ajastus 150-99 miljonit aastat tagasi (Berbee ja Taylor, 2010).

3.2 Uurimise ajalugu

Esimene perekonna Elaphomyces mainimine oli Tubera Cervina nime all (de L’Obel
(1591). Perekonnanime Elaphomyces soovitas esimesena kasutusele votta Nees von Esenbeck
(1820) ja seda kinnitas Fries aastal 1825. Uusi litke on mitmete aastate jooksul lisanud mitmed
autorid ja siiani ainsa ulatusliku uurimisto6 tegi Dodge (1929). (viidatud Castellano, Trappe ja

Vernes (2011) kaudu).

Miikoriisse seene esmasel tuvastamisel on headeks indikaatoriteks selle morfoloogilised
tunnused, mis aitavad teostada médramist, kuid sellegipoolest ei voimalda alati seent tuvastada
liigitasemel sajaprotsendilise tdpsusega (Kagan-Zur et al., 2001). 1990-ndatel aastatel voimaldas
uute ja tdhusamate molekulaarsete tooriistade ning analiiiisiprotseduuride kasutuselevatt palju
parema ektomiikoriisaseente identifikatsiooni in situ (Gardes et al., 1991; Horton ja Bruns, 2001;
Egger, 1995). Kaasaegsemate analiiiisiprotseduuride tulek voimaldas maérata mitmete levinud,
kuid mitte veel tuvastatud ektomiikoriissete seente taksonoomilist kuuluvust (Egger, 1996;
Koljalg et al., 2000; 2002; Vralstad, Fossheim ja Schumacher, 2000). Uute tehnikate ja
protseduuriliste valikute seas on erinevad eksperimentaalsed silinteesiuuringud, anatoomilisi ja
molekulaarseid tehnikaid kombineerivad viliuuringud ning stabiilse ldmmastiku ja siisiniku
isotoopide signatuurid ja fiilogeneetilised analiitisid (Tedersoo, May ja Smith, 2010).
Molekulaarsed tehnoloogiad on osutunud végagi efektiivseks seenelitkide madramisel mullast
(Suz, Martin ja Colinas, 2006; Stursova et al., 2012). DNA jirjestuste kiiresti kasvav andmestik
avalikes andmestikes koos hiljuti arendatud DNA jérjestuste annoteerimise todlauaga (niiteks

6



PlutoF: Abarenkov et al., 2010) pakuvad hindamatuid metaandmeid peremeestaimede, DNA

paritolu ja proovide geograafilise asukoha kohta (Tedersoo et al., 2011).

3.3 Morfoloogia ja funktsioon

Suurem osa cktomiikoriissetest seentest paljunevad seksuaalselt moodustades
makroskoopilisi viljakehasid, erinedes selle poolest seentest, mis moodustavad arboskulaarset ja
erikoidset miikoriisat. Ektomiikoriisa peamisteks tunnusteks on Hartigi vOrgustik, taimejuure
iimber olev seenmantel ja ekstramatrikaalne miitseel. Ekstramatrikaalse miitseeli ja seenmantli
véljaarenemises vOib olla seentel mairkimisvdirseid erinevusi. Hartigi vOrgustik koosneb
seeneniitidest, mis on tunginud juurerakkude vahele ning vdimaldavad sellega toitainete ja
signaalmolekulide vahetust siimbiontide vahel. Enamuse ektomiikoriissete seente seeneniidistik
on vOimeline ka taimeraku kesta ldbistama, kui stimbioos pole tasakaalus v4i juur on vananenud,
muutes seene kditumise patogeenseks. Teiseks iseloomulikuks struktuuriks on seenmantel, mis
koosneb tihedalt pdimunud seeneniitidest ja iimbritseb juurt, millega reguleerib taimeni joudvate
mineraalainete hulka (Smith ja Read, 2008). Seenmantli eri kihtide rakkude kuju ja asetuse
erinevus vOimaldavad ektomiikoriisseid seeni mdiérata perekonna tasemel ning eristada ka
mitmeid litke. Kolmandaks struktuuriks on juureviline miitseel, mis koosneb iiksikutest
seeneniitidest, mis kasvavad juurest eemale. Selle struktuuri lilesandeks on toitainete vahetus
mullaga, holmates voimalikult suurt ruumala. Osaliselt on monedel ektomiikoriissetel seentel
nende saprotroofse péritolu tdttu sdilinud ka vdoime lagundada ensiiiimidega vdhesel maédral
tselluloosi ja ligniini. (Smith ja Read, 2008).

Okosiisteemides, kus domineerivad ektomiikoriissed suhted, on kiillaltki levinud
lammastiku madal kéattesaadavus ja selle piiratud omastamise mdju taimekasvule (Smith ja
Read, 2008). Lammastik on seentele kittesaadav nii anorgaanilisel kui orgaanilisel kujul.
Anorgaanilisest limmastikust on kdige kergemini omastatavad ammoonium (NH4") ja
nitraatldmmastik (NO3") (He, Critchley ja Bledsoe, 2003). Orgaanilist limmastikku suudavad
ektomiikoriissed seened omastada spetsiifiliste ensiiimide abiga aminohapetest ja

oligopeptiididest (Smith ja Read, 2008).



3.4 Levik ja kooslus

Molekulaarse identifikatsiooni uuringute areng on kasvatanud inimkonna teadmisi
ektomiikoriisseteseente kogukondadest ning sellest tulenevalt on leitud mitmeid uusi seoseid
taimede ja seente vahel (Taylor, 2008; Tedersoo et al., 2010a). Uute meetoditega tehakse
madrangud mikoriisadest, mis annab vOimaluse méédrata samaaegselt molekulaarsete
meetoditega ka peremeestaime. Hiljuti on teostatud erinevaid uuringuid ektomiikoriissete seente
elurikkuse kohta néiteks Aafrika (Tedersoo et al., 2007, 2010b, 2011; Diédhiou et al., 2010; Suvi
et al., 2010), Kagu-Aasia troopiliste vihmametsade (Sirikantaramas et al., 2003; Cheevadhanarak
ja Ratchadawong, 2006; Peay, Garbelotto ja Bruns, 2010), ja Louna-Ameerika keskkondades
(Tedersoo et al., 2010c; Smith et al., 2011).

Ektomiikoriissete seente kooslust mojutavad mitmed abiootilised ja biootilised tegurid.
Pinnase toitained (Toljander et al., 2006; Cox et al., 2010; Suz et al., 2014), pH tase (Baar ja ter
Braak, 1996; Talbot et al., 2013), pinnase temperatuur ja niiskus (Claridge, Cork ja Trappe,
2000a; 2000b; Jones, Durall ja Cairney, 2003), reostus (Parrent, Morris ja Vilgalys, 2006;
Andrew ja Lilleskov, 2009) ning erinevad aastaajad ja isegi kuud (Courty et al., 2008) kuuluvad
abiootiliste tegurite hulka, mis mojutavad antud seente kogukonna koosseisu. Biootilisteks
teguriteks on néiteks mitmed erinevad peremeestaimed (Kernaghan et al., 2003; Smith ja Read
2008; Morris et al., 2009; Ishida, Nara ja Hogetsu, 2007; Tedersoo et al., 2008), leviku piirang
(Peay, Garbelotto ja Bruns, 2010) ja juure pinnal toimuva kolonisatsiooni ajastus ning
konkurents (Kennedy, Peay ja Bruns, 2009; Kennedy, 2010).

Vastuolus tavalise laiuskraadilise mustriga, mille puhul liigirikkus ekvaatori poole
liikkudes kasvab, vdheneb ektomiikoriisseteseente liigirikkus parasvootme Okosiisteemidest
troopilistesse dkostiisteemidesse lileminekul (Tedersoo ja Nara, 2010). See voib olla pohjustatud
erinevatest proovide votmise tehnikatest ja molekulaarsetest protseduuridest, mis voimendavad
vea komponenti statistilises vordluses. Boreaalsetes ja parasvootme metsade okosiisteemides on
liigirikkuse uurimisel keskendutud pohiliselt majandusliku tdhtsusega peremeestaimedele, nagu
harilik ménd (Pinus sylvestris), harilik kuusk (Picea abies), tamm (Quercus spp.) ja harilik po6k
(Fagus sylvatica). Vastavates Okosiisteemides ldbi viidud meta-analiilis nditas, et koiki neid
puuliike vdib koloniseerida kokkuvdtlikult 160-226 erinevat ektomiikoriissete seente liiki (De

Roman, Claveria ja De Miguel, 2005).



3.5 Peremehespetsiifilisus

Ektomiikoriised seened on seotud taimedega mitmetest sugukondadest, mille hulka
kuuluvad Fagaceae, Betulaceae, Dipterocarpaceae, Caesalpiniaceae ja Pinaceae (Bruns,
Bidartondo ja Taylor, 2002; Sato, Yumoto ja Murakami, 2007; Tedersoo et al., 2008; Tedersoo,
May ja Smith, 2010a). Ektomiikoriissete seente seas vOib suuremal osal liikidest lugeda
peremehespetsiifilisust madalaks, sest peaaegu koik peremeestaimed on seotud paljude kaugelt
suguluses olevate seenteliikidega (Smith ja Read, 2008). Mida viiksem on seene
peremehespetsiifilisus, seda rohkemate taimeliikidega on vdimalik oma vorgustikku moodustada
ja samuti on ka peremeestaimedel voimalik kasutada voimalikult paljude erinevate seeneliikide
omadusi (Smith ja Read, 2008). Globaalsel skaalal on metaanaliiiisid viidanud aga sellele, et
erinevad taimeperekonnad (nagu Fagaceae ja Betulaceae) seovad ennast kindlate
ektomiikoriissete kooslustega (Tedersoo et al., 2012). Kohalikul skaalal seevastu seovad
ektomiikoriissed seened ennast erinevate peremeestaimedega (Bruns, Bidartondo ja Taylor,
2002; Ishida, Nara ja Hogetsu, 2007) ning niitavad eelistusi rohkem kindlate peremeestaimede
perekondade poole, kui spetsiifilise peremeestaime suhtes (Dickie ja FitzJohn, 2007).
Looduslikest ektomiikoriissete seente kooslustest kogutud juuretippude analiiiisid néitavad, et
enamus taimedest on siiski koloniseeritud seeneliikide poolt, kes moodustavad miikoriisat
samaaegselt erinevate taimeliikidega (Ishida, Nara ja Hogetsu, 2007; Van der Heijden ja Horton,
2009).

Juurtega seotud seente ja nende peremeestaimede koosluste struktuuride ning nende vastastikuse
mdju moistmisel on votmetdhtsusega partnerite eelistus voi spetsiifilisus stimbiontsetes suhetes
(Toju et al., 2013). Toju kolleegidega (2013) leidsid tammede poolt domineerivas Jaapani
metsas, et sugukonda Russulaceae kuuluva Lactarius perekonna liikmed néitasid spetsiifilisust
Quercus perekonna liikide vastu, kuid mitmed teised Russulaceae seeneliigid tuvastati laiemas
peremeesteringis ning isegi taimedelt, mis ei kuulugi ektomiikoriissete taimede hulka (nagu
Lyonia ja llex). Need leiud viitavad seente spetsiifilisuse variatsioonile ka sama fiilogeneetilise
grupi sees (Toju et al., 2013). Sama perekonna vdi sugukonna ektomiikoriissetel seentel voib
esineda peremehespetsiifilisus nii peremehe sugukonna, perekonna, kui ka liigi tasemel (Ishida,
Nara ja Hogetsu, 2007; Tedersoo et al., 2008; Toju et al., 2013).



Erinevalt paljudest teistest ektomiikoriisataimedest on perekond Alnus siimbioosis
ektomiikoriisaseente ja ldmmastikku siduvate Frankia bakteritega (Walker et al., 2014).
Perekonnaga Alnus seotud ektomiikoriisaseente kooslus on erakordselt liigivaene ja Kkitsa
peremehespetsiifilisusega (Walker et al., 2014). Seda mustrit on selgelt ndidatud nii kohalikul,
regionaalsel, kui ka globaalsel tasemel (Tedersoo et al., 2009; Kennedy et al., 2011; Pdlme et al.,
2013; Roy et al., 2013). Perekonna Alnus ebatavalises liigivaesuses ja peremehespetsiifilisuses
vOib olla suur roll suuremal fosfori omastamise voimekusel, mis puudub Frankia bakteritega
mittestimbiontsetel ektomiikoriisataimedel. Lisaks voib olla tihtis ka voime kasvada madalamal

pH tasemel ja kdrgemate nitraadi kontsentratsioonide juures. (Walker et al., 2014).

4. Materjalid ja meetod

4.1 Proovide kogumine

Kaéesolevas to0s analiiiisitavaid proove koguti kahel erineval kujul - viljakehadest ning
miikoriisadest. Kasutusel olevad proovid koguti mitme aasta véltel peamiselt suvekuudel (kuni
aastani 2015, tdipsemalt maist septembrini). Proovide kogumises osalesid Leho Tedersoo, Eveli
Otsing, Alessandro Saitta, Mohammad Bahram, Kaarin Parts, lvika Ostonen ja Marit Mett.
Proovid on kogutud Eesti ja Pohja-Lati metsadest. Perekondade Pinus, Picea, Pseudotsuga,
Betula, Populus, Quercus, Alnus, Fagus, Salix, Tilia, Betula juured ja ldhipiirkonnad, kaasa
arvatud nende perekondade erinevad kombinatsioonid olid asukohad, kust kédesoleva t66
analiiiisis osalevad proovid koguti. Tavapdrane meetod, kuidas viljakehade proovid saadi, oli
puude lihiiimbruse pinnase iileskaevamine ning need kohad mirgiti Tartu Ulikooli fungaariumi
(TU) tunnusnumbritega algusega 110, 113 ja 116. TU kollektsioonide proove, mis algasid
tunnusnumbriga 124, aitas leida spetsiaalselt trithvlite otsimiseks véljadpetatud koer.
Miikoriisaproovid koguti samuti ldhiiimbruse pinnase lileskaevamise teel ning proovipinnase
suuruseks oli 15 x 15 x 5 cm ala. Seejérel vaadeldi eemaldatud mulda binokulaariga ja méiérati

morfotiitipide esindajad. Selle t66 tegid samuti iilalmainitud teadlased ja kraadidppurid.

4.2 Molekulaarsed meetodid
Viljakehadest ja miikoriisade proovidest eraldati DNA, mida kasutati edasistes
analiiiisides. Viljakehadest eraldati genoomne DNA liitisipuhvris (0.8 M TriseHCl, 0.2 M
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(NH4)2S04, 0.2% w/v Tween-20; Solis BioDyne, Tartu, Estonia) kasutades proteinaas K
meetodit (100 pl liGsipuhvrit ja 2.5 pl proteinaas K; inkubatsioon 24 tundi 56°C kraadi juures ja
15 minutit 98°C kraadi juures) (Anslan ja Tedersoo, 2015). Miikoriisade puhul puhastati
juuretipud ja eristati ektomiikoriisa morfotiiiibid taimeliikide kaupa. Seejirel kasutati vdikest osa
juuretipust DNA eraldamiseks. Eraldamiseks kasutati Thermo Scientific Phire Plant Direct PCR
kitti (Thermo Scentific, Waltham, MA, USA), jargides tootja-poolseid juhatusi (Tedersoo et al.,
2014).

PCR viidi 14bi 25 pl lahuses, mis sisaldas 0.5 ul igat primerit (100 mM), 5 ul PCR segu
,FirePol Mastermix“ (sisaldab 10 mM MgCl2, Solis BioDyne, Tartu, Eesti), 1 ul 10x
lahjendatud mirklaud DNA-d ja steriliseeritud destilleeritud vett. Liikide tuvastamiseks
amplifitseeriti ja sekveneeriti regioone ITS1 (200 bp), 5.8S (151 bp), ITS2 (200 bp) ning LSU
D1/D2 ribosomaalsest DNA-st kasutades mitmeid erinevaid praimerite kombinatsioone. ITS ja
LSU regioonide amplifitseerimiseks oli PCR-programmiks 15 minutit 95°C juures, 35 30-
sekundilist tsiiklit 95°C juures, 30 sekundit 55°C juures, 1 minut 72°C juures ja 10 minutit 72°C
juures. Amplifikatsiooni dnnestumist kontrolliti elektroforeesi teel 1% agaroosi geelil. PCR-i
produktid puhastati kasutades Exo-SAP ensiiime (GE Healthcare, Freiburg, Germany).
Ensiiiimidega puhastamisel eemaldatati primerid ja desoksiiribonukleotiidid, mis olid analiiiisil
jaanud kasutamata. Reaktsioonisegu inkubeeriti termotsiikleris 45 minutit 37°C juures ja seejérel
inaktiveeriti ensiiimid 15 minuti jooksul 85°C juures. Puhastatud PCR produktid saadeti DNA-
jérjestuse madramiseks kasutades PCR praimereid firmasse Macrogen Inc (Amsterdam, The

Netherlands).

Sekveneerimisel saadud kromatogrammide kontroll ning td6tlemine toimus programmis
Sequencher 5.1 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, USA). Jirjestuste kontrollimiseks ja
analliisimiseks koondati jdrjestused kontiigideks, valides identsuse médraks 85%.
Kromatogrammide kontrollil kdorvaldati ka sekveneerimisel tehtud vead (kehva signaali puhul
nukleotiidide vale lugemine), mis jérjestuse lugemisel tekkisid. Molekulaarse analiiiisi ja DNA
jarjestuste parandamise viisid 14bi laborandid, kraadidppurid ja Leho Tedersoo (PhD).

DNA jirjestuste vordlemiseks ja maddramiseks kasutati programmi BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) ja andmebaasi GenBank (NCBI — National Center for Biotechnology

Information). Parimate vastete leidmisel oli oluline jarjestuste kattuvus ning kvaliteet.
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4.3 Statistiline analiiiis

Seeneliikide peremehespetsiifilisust hinnati taimede perekonna tasemel. Selleks kasutati
alasid, milledel oli iiksainus peremeespuu voi perekond ning koik teised eemaldati. a-véértuse

leidmiseks kasutati Fisheri tapset testi. To0 ldhtus standardiks oleva olulisuse nivoo méirast (o <
0.05).

5. Tulemused

Paljud proovid olid kogutud aladelt, millel oli mitu erinevat peremeestaime. Mitme
peremeestaimega pole aga spetsiifilisust voimalik méiirata ja need alad tuli eemaldada valimist,

jattes alles ainult alad, millel oli iiks spetsiifiline peremees-puu.

Sekveneerimisel saadud jérjestuste pohjal leidsin andmebaasist spetsiifilised midrangud,
millele jarjestused vastasid. Méddramise tulemusel eristusid 14 perekonna Hymenogaster liiki ja 7
perekonna Elaphomyces liiki. Spetsiifilise liigivaste puudumisel voi ebaméirasusel sai aga
omistatud liigile number. Nendest liikidest sai statistilistes meetodites kasutada 9 Hymenogaster
liiki ja 5 Elaphomyces liiki, iilejaanud liike oli leitud iihelt alalt.

Hymenogaster perekonna liikide proove iihelt kindlalt peremeestaimelt leiti kokku 68 ja
need koguti 59 erinevalt alalt (vt. tabel 1). Puude perekonnad, millelt seeni leiti olid Salix,
Quercus, Tilia, Corylus, Fagus, Populus. Andmebaasist GenBank oli vdimalik identifitseerida 9
liiki, milleks olid Hymenogaster intermedius, Hymenogaster citrinus, Hymenogaster huthii,
Hymenogaster megasporus, Hymenogaster griseus, Hymenogaster tener, Hymenogaster
arenarius, Hymenogaster vulgaris. Ulejéénud liike ei saanud mérata ning neile kdigile omistati
spetsiifiline number. Kdige rohkematel aladel esinenud liikideks olid H. griseus ja H. arenarius.
Nimetute liikide nr. 2, nr. 3, nr 4 ja nr. 5 proovid leiti eranditult ainult perekonna Salix perekonna
puudel. Alla olulisuse tdendosuse (p < 0,05) jaid liigid H. citrinus (P = 0,022), H. griseus (P =

0,007) ja H. arenarius (P = 0,002) (vt. tabel 2). See tihendab, et nendel liikidel saab oletada
12



teatud liigispetsiifilisust. Liiki H. citrinus leiti kdige rohkem perekonna Quercus aladelt. Liiki H.
griseus leiti kdige rohkem perekonna Salix aladelt. Liiki H. arenarius leiti kdige rohkem
perekonna Tilia aladelt. Nendel liikidel voib tiheldada teatud tasemel spetsiifilisust vastavate

peremeespuude perekondadele.

Elaphomyces perekonna liikide proove leiti iihelt kindlalt peremeestaimelt kokku 44 ning
proovid olid kogutud sealhulgas 24 erinevalt alalt (vt. tabel 3). Seeni leiti puuperekondade Picea,
Pinus ja Populus aladelt. Andmebaasi abil sai identifitseerida kokku 6 liiki: Elaphomyces
asperulus, Elaphomyces muricatus, Elaphomyces sp. 7381.2, Elaphomyces papillatus ja liigid
Elaphomyces sp. 1 EL-2015 ning Elaphomyces sp. 2 EL-2015, mida ei saanud paraku
statistilistes protseduurides kasutada liiga vidikse alade arvu tottu. Liiki Elaphomyces nr.1 ei
onnestunud spetsiifiliselt médrata, kuna andmebaasis leidus liiga palju erinevaid méédranguid.
Liiki Elaphomyces asperulus leidus kdige rohkem erinevatel aladel. Elaphomyces perekonna
puhul jdid alla olulisuse tdendosuse vaid liigid E. asperulus (P = 0,019) ja E. papillatus (P =
0,024), teiste puhul selliseid tulemusi ei ilmnenud (vt. Tabel 4) . Tulemustest ldhtuvalt ei saa ka
nendele maédrata perekonnaspetsiifilisust. Liiki E. asperulus leidus koige enam okaspuu
perekondade Picea ja Pinus aladel, millest voib jéreldada spetsiifilisust just nendele
perekondadele ja liiki E. papillatus leiduski ainult Populus perekonna aladel, viidates sellega

tugevale spetsiifilisusele.

6. Arutelu

Kéesoleva t00 eesmérk oli anda iilevaade ektomiikoriisaseente peremehespetsiifilisusest
ja hinnata spetsiifilisust perekondades Elaphomyces ja Hymenogaster. Statistiliste meetodite abil
uuriti kas Elaphomyces ja Hymenogaster perekondade liikide seas esineb eelistust peremees-

puude perekondade tasemel.

Algsest liikide valimist tuli eemaldada proovid, millel polnud kogumise ajal kindlaks
tehtud spetsiifilist peremeestaime. See vdhendas valimit méarkimisvaérselt, mistottu ei saanud
koiki algselt kogutud proove hilisemates analiilisides kasutada. Et tulevikus spetsiifilisuse

médramist lihtsustada, voiks juba proovide kogumise ajal pdorata erilist tdhelepanu kindla
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peremeestaime viljaselgitamisele. See kindlustaks rohkem detailsemaid andmeid ja analiiiisil
tuleks arvestada ka negatiivseid vaatlusi, mille puhul {ihtegi liiki peremeestaimelt ei leitud.
Peremeestaime  spetsiifilisemaks  madramiseks saaks kasutada  miikoriisaproovidel

taimespetsiifilisi praimereid.

Liikide identifitseerimisel eristus perekonnast Hymenogaster 14 erinevat liiki. Fisheri
tapse testi tulemusena kerkisid statistiliselt olulistena esile kolm Hymenogaster perekonna liiki:
H. citrinus, H. griseus ja H. arenarius. Liiki H. citrinus esines kiill ka perekondade Salix ja
Corylus aladel, aga selgelt esines neid kdige rohkem perekonnaga Quercus. H. griseus oli kdige
laiema peremeesteringiga seen, mis esines koikide perekondade aladel. Sellegipoolest esines liiki
H. griseus miarkimisvéarselt sagedamini perekonna Salix aladel. Liigil H. arenarius oli samuti
suurem peremeestering, esinedes aladel perekondadega Quercus, Tilia, Corylus, Populus, mille
seas esines seeneliiki koige sagedamini Tilia perekonna aladel. Nende andmete pdhjal voib kiill
oletada liikide poolt teatud eelistusi kindlate peremees-puude perekondadele, kuid erilist
peremehespetsiifilisust seeneliikide seas tdheldada ei saa. Liikidel nr. 2, nr. 3, nr. 4, nr. 5
puudusid andmebaasist liiginimedega vasted. Nimetute Hymenogaster perekonna liikide
esinemine ainult Salix perekonna aladel voib viidata uute ja unikaalsete liikide olemasolule
proovivotmise piirkonnas, mis voivad omada rangemat peremehespetsiifilisust. Selle tdestamine
nduab aga rohkemate proovide votmist antud piirkonnast ja iiritada viljakeha morfoloogia pdhjal

madrata nende liigid.

Elaphomyces perekonna seas osutusid statistiliselt olulisteks liigid E. asperulus ja E.
papillatus. Liik E. asperulus on kdige laiema peremeesteringiga kdesoleva t66 Elaphomyces
perekonna liikidest, ent esines sagedamini okaspuude seas ja oluliselt sagedamini perekonna
Pinus aladel. Viga huvitavaks osutus liik E. papillatus, mida leidus ainult perekonna Populus
aladel erinevalt teistest sama perekonna liikidest, mis esinesid suuremal osal okaspuude voi
segametsa aladel. Ka Elaphomyces liikide seas ei esinenud ranget peremehespetsiifilisust.
Erandiks voib lugeda ainult liigi E. papillatus, mida leidus ainult Populus aladel, kuid liigi
vaatluste arv on viike ja spetsiifilisuse tdestamine vajab rohkem proove ning edasisi uuringuid.
Perekondade Tilia, Corylus, Salix ja Alnus puhastes puistutes Elaphomyces perekonna liike ei
leidunudki.
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Antud t66 tulemused peegeldasid {ildiselt levinud arusaama ektomiikoriisaseente
peremehespetsiifilisusest, mis on suuremal osal liikidel {isna madal ja véljendub rohkem kindlate
peremees-puude perekondade eelistustes (Smith ja Read, 2008). Sellegipoolest oli mdlemas
perekonnas erandeid, mille edasisel uurimisel voib tdheldada rangemat spetsiifilisust kindlate

perekondade poole.

Sato, Yumoto ja Murakami (2007) uuringus analiiiisiti perekonna Strabilomyces seente
tuumset ja mitokondrilist DNA-d, et leida kriiptilisi liike. Lisaks sellele identifitseeriti
peremeestaimi analiiiisides seente ja taimede DNA jérjestusi, mis esinesid mikoriisas.
Eesmirgiks oli leida kriiptilised liigid, millel esineks kitsas peremehespetsiifilisus, mis viitaks
sellele, et on alahinnatud liigispetsiifilisust ektomiikoriissete seente puhul. Tulemused viitasid
sellele, et lai peremeestering ei pruugi olla nii tavaline, kui varem arvatud ja liikide siseselt

voivad esineda mitmed kriiptilised liigid, mis on kitsama spetsiifilisusega.

Ishida, Nara ja Hogetsu (2007) t66s wuuriti peremehespetsiifilisuse efekti
ektomiikoriisaseente kooslustele kindlal alal. Vorreldi koosluseid, mis olid seotud kaheksa
kodominantse puuliigiga: Abies homolepis ja Tsuga sieboldii (Pinaceae sugukond), Betula
maximowicziana, Betula grossa ja Carpinus japonica (Betulaceae sugukond) ning Fagus
crenata, Fagus japonica ja Quercus crispula (Fagaceae sugukond). Uurimus viidi 14bi Kesk-
Jaapanis kahes segametsas. 55-st Ektomiikoriisaseene liigist nditasid kaheksa méarkimisvaarset
tendentsi spetsiifilisuse suunal. Tédheldati kitsamat peremehespetsiifilisust perekonna ja

sugukonna seas, mis v0ib olla aga pohjustatud statistiliste testide voimsuse erinevustes.

Tedersoo ja kollegide (2007) t66 eesmérgiks oli dokumenteerida Seisellidel maapealset ja
maa-alust ektomiikoriisaseente mitmekesisust liikidel Intsia bijuga, Vateriopsis seychellarum,
Eucalyptus robusta ja Pinus caribea. Kasutades molekulaarse jérjestuse andmeid ndidati, et
kohalikkudel liikide ektomiikoriisa kooslused on liigivaesed ja kattuvad vodrliigi E. robusta,
kuid mitte P. caribea siimbiontidega. Uuringus ei tdheldatud liikidel erilist eelistust
peremeestaimedele, mis viitab kitsama spetsiifilisusega seente haruldusele SeiSellidel. Vorreldes
teiste troopiliste ja parasvodtme oOkosiisteemidega on kooslused liigivaesed. Seda pdhjustab

toendoliselt viike peremeestaimede populatsiooni suurus ja pikaajaline isolatsioon.
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Tedersoo et al. (2008) uurisid enda t66s Tasmaania parasvootme vihmametsade
ektomiikoriissete seente koosluse liigirikkust ja peremehespetsiifilisuse puudumist. Lisaks taheti
leida peremeestaimede ja nende ldheduse mdju ektomiikoriisaseente kooslusele. Liikide
Eucalyptus regnans (Myrtaceae), Pomaderris apetala (Rhamnaceae) ja Nothofagus
cunninghamii (Nothofagaceae) juuretippudelt leiti kokku 123 liiki ektomiikoriisseid seeni.
Mairkimisviairselt nditas 66% seeneliikidest statistiliselt olulist peremehe eelistust, kuid kitsast
peremehespetsiifilisust esines koige sagedamate liikide (Cortinarius, Tomentella, Thelephora,
Russula, Lactarius, Clavulina, Descolea) seas vihe. Uuring sarnanes Ishida, Nara ja Hogetsu

(2007) tooga, mis nditas Jaapani segametsas peremehe eelistust 15% liikidest.

7. Kokkuvote

Kéesoleva  t60  eesmirgiks oli  anda  iilevaade  ektomiikoriisa  seente
peremehespetsiifilisusest ja hinnata spetsiifilisust seeneperekondades Hymenogaster ja
Elaphomyces. Peremehespetsiifilisuse hindamiseks olid kasutada andmed Eestist ja Pohja-Litist
kogutud proovidest. Statistilise analiiiisi tulemusena néitasid osad liigid teatud eelistust, kuid

mitte ranget spetsiifilisust kindlate peremeestaimede perekondade suhtes.

Statistiliste meetodite alusel sai Hymenogaster perekonnast vilja tuua liigid H. citrinus,
H. griseus ja H. arenarius, mis esinesid kiill koos mitme perekonnaga, kuid koik omasid siiski
teatud eelistust erinevate peremeeste perekondade suhtes. Huvitavaks erandiks olid nimetud

liigid, mis esinesid ainult Salix perekonna aladel.

Elaphomyces perekonna liigid eelistasid selgelt okaspuid perekondadest Picea ja Pinus.
Liigi E. asperulus puhul sai tiheldada peremehespetsiifilisust Pinus perekonna puudele.
Perekonna teistest liikidest erines E. papillatus, mida leiti ainult perekonna Populus aladelt ning

sellest 1ahtuvalt saab jareldada, et see voib viidata rangele peremehespetsiifilisusele.

Ektomiikoriissete seente peremehespetsiifilisusel on oluline roll seente elus, mdjutades
selle erinevaid aspekte. Peremehespetsiifilisus ja selle mehhanismid on liikide tasemel veel
suuresti uurimata, kuid oletatakse, et see voib olla kitsam, kui varem arvatud. Spetsiifilisust on
rohkem uuritud pdhjapoolkera majanduslikult tdhtsate puuperekondade ja seeneperekondade

juures.
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Molekulaarsete meetodite ja uute tehnikate kasutuselevott on antud valdkonnas
markimisvéarselt lihtsustanud liikide ja nende peremeeste tuvastamisprotsessi ning sealhulgas
andnud detailsemaid andmeid ektomiikorriissete seente liikide, peremeestaimede ja geograafilise
leviku kohta. Ektomiikoriissete seente leviku ja moju tdttu erinevate metsade dkosiisteemides on

nende uurimine keskkonnale ja seal toimuvatele protsessidele véga oluline.

8. Summary

The aim of the this study was to give an overview of host specifity in ectomycorrhizal
fungi and to evaluate the host specifity in genera Hymenogaster and Elaphomyces. The samples
for host specifity evaluation were gathered from Estonia and North-Latvia. Statistical analyses
showed some preferance among species, but not strict specifity towards certain host genera.

Species Hymenogaster citrinus, H. griseus and H. arenarius had a certain preferance
towards different host genera. The interesting exceptions were unnamed species, which occurred

only in areas with genus Salix.

Elaphomyces genus species clearly preferred coniferous trees from genera Picea and
Pinus. E. asperulus had a noticable specifity towards genus Pinus. E. papillatus differed from
other species from genus Elaphomyces, as the species was only found on areas with genus

Populus and this might refer to exclusive host specifity.

Host specifity of ectomycorrhizal fungi has an essential role in the lives of fungi, as it
affects different aspects of it. Host specifity and its mechanisms have not been thoroughly
studied amongst species level, but it is assumed to be more narrow than thought before. Specifity
has been studied further on northern hemisphere amongst economically more important tree and

fungal genera.
New molecular methods and techniques have remarkably simplified and made more
accurate the identification of species of fungi and their hosts. These developments have also

given more detailed data on fungal species, hosts and their geographical distribution. Research

17



into ectomycorrhizal fungi is important to environment and its processes because of its

distribution and impact in different kinds of forest ecosystems.
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11. Lisad

Lisal Tabel 1: Perekonna Hymenogaster leitud liikide proovide ja alade arv

Salix Quercus Tilia Corylus Fagus Populus
proovid | alad |proovid| alad [proovid| alad |proovid| alad |proovid| alad |[proovid| alad | proovid | alad
kokku | kokku
ntermedics. 1| 1|5 | 6 | s
Hymenogaster citrinus 1 1 5 5 1 1 7 7
Hymenogaster huthii 1 1 1 1 2 2
Hymenogaster 5 5 ) )
megasporus
Hymenogaster griseus 11 8 2 2 1 1 1 1 1 1 4 3 20 16
Hymenogaster tener 1 1 1 1 2 2
Hymenogaster arenarius 1 1 7 7 4 4 1 1 13 13
Hymenogaster vulgaris 1 1 1 1 2 2
Hymenogaster niveus 2 1 2 1
Hymenogaster 1 1 1 1 1 1 1 2 2 5 5
Hymenogaster 2 3 1 3 1
Hymenogaster 3 2 1 2 1
Hymenogaster 4 1 1 1 1
Hymenogaster 5 1 1 1 1
kokku: 23 17 10 10 12 11 14 13 4 4 5 4 68 59




Lisa 2 Tabel 2: Fisheri tépses testis kasutatud perekonna Hymenogaster liikide arv ja statistiline

olulisus

Salix  |[Quercus| Tilia |Corylus| Fagus |Populus ?Lalf Statistiline

OKKU olulisus
Hymenogaster 1 4 5 0=0.103
intermedius
Hymenogaster citrinus 1 5 1 7 p =0.022
Hymenogaster huthii 1 1 2 p =0.340
Hymenogaster 2 2 0 = 0.449
megasporus
Hymenogaster griseus 8 2 1 1 1 3 16 p =0.007
Hymenogaster tener 1 1 2 p =0.882
Hymenogaster arenarius 1 7 4 1 13 p =0.002
Hymenogaster vulgaris 1 1 2 p =0.882
Hymenogaster nr.1 1 1 1 2 5 p =0.165
kokku: 13 13 10 10 13 4 54
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Lisa 3 Tabel 3: Perekonna Elaphomyces leitud liikide proovide ja alade arv

Picea Pinus Populus
proovid alad proovid alad proovid alad proovid alad
kokku kokku
Elaphomyces asperulus 8 4 11 5 2 21 11
Elaphomyces sp. 7381.2 6 6 3
Elaphomyces sp. 1 EL-
2015 2 1 2 .
Elaphomyces 1 8 3 8 3
Elaphomyces muricatus 4 3 4 3
Elaphomyces sp. 2 EL-
2015 1 1 1 1
Elaphomyces papillatus 2 2 2
kokku: 29 15 11 5 4 44 24
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Lisa 4 Tabel 4: Fisheri tépses testis kasutatud perekonna Elaphomyces liikide arv ja statistiline

olulisus
Picea Pinus Populus | Alad kokku | Statistiline
olulisus
Elaphomyces asperulus 4 5 2 11 p=0.025
Elaphomyces sp. 7381.2 3 3 p=0.544
Elaphomyces 1 3 3 p = 0.544
Elaphomyces muricatus 3 3 p=0.544
Elaphomyces papillatus 2 2 p=0.026
kokku: 13 5 4 22
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