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Infoleht

Vars-habesambliku (Usnea subfloridana) populatsioonide geneetiline mitmekesisus Eestis

T606s hinnati laia levikuga lihheniseerunud seene Usnea subfloridana geneetilist mitmekesisust
314 eksemplari pohjal kasutades Uheksat mikrosatelliitset markerit. To6 eesmargiks oli
selgitada valja, kui eristunud on populatsioonid ja regioonid ning kas esineb seoseid metsa
struktuuri ja geneetilise mitmekesisuse vahel. Laboratoorsete toode kaigus tehti olulisi
muudatusi praimerite nukleotiidses jarjestustes. Leiti, et liigi geneetiline mitmekesisus on kdrge
ning suurima osa varieeruvusest seletab varieeruvus indiviidede vahel. Ei leitud seost
geneetilise mitmekesisuse ja metsa vanuse vanuse voi struktuuri vahel. Suur kloonide osakaal

populatsioonide vahel viitab, et distantsidel 1 — 10 km ei ole U. subfloridana levimine piiratud.

Marksonad: Samblik, geneetiline mitmekesisus, mikrosatelliitsed markerid, Eesti, Usnea
subfloridana
CERCS (Common European Research Classification Scheme) teaduserialad: B225

Taimegeneetika; B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, miikoloogia;

Genetic diversity of Usnea subfloridana populations in Estonia

This study evaluates genetic diversity of widespread lichenized fungus Usnea subfloridana
based on 314 exemplares using nine microsatellite markers. The aim of thesis was to to find out
how different are populations and regions, and if genetic diversity of studied epiphyte has any
correlations with forest characteristics. The important changes in praimers nucleotide
sequences were made in this work. It was found that genetic diversity of lichenized fungus is
high and the highest part of variation is explained by variance between the individuals. There
was found no correletion between genetic diversity and forest age or structure. High
percentage of multilocus genotypes indicates that in distances 1 — 10 km, the species is not

restricted by dispersal.

Key words: Lichen-forming fungis, genetic diversity, microsatellite markers, Estonia Usnea
subfloridana
CERCS (Common European Research Classification Scheme): B225 Plant genetics; B230
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1.  Sissejuhatus

Bioloogilise mitmekesisuse kontseptsioon hdlmab mitmekesisust kolmel eri tasandil:
geneetilisel, liigilisel ja koosluste tasemel (Norse et al. 1986; Magurran 2004). Neist esimene,
geneetiline, on suuna hilise arengu tdttu kdige vahem uuritud. Geneetilise mitmekesisuse all
moeldakse parilikke molekulaarseid erinevusi isendite vahel, populatsioonide sees v6i nende
vahel. Kuigi vaid vaike osa geneetilisest mitmekesisusest valjendub fenotibis, on see aluseks
kdrgematele mitmekesisuse tasanditele. Lisaks sellele tdstab geneetiline mitmekesisus pikas
perspektiivis populatsiooni voi liigi vGimet kohastuda ja hakkama saada uutes
keskkonnatingimustes, tdstab koloniseerimisedukust ning on evolutsiooni aluseks (Pauls et al.
2013).

Samblik on liitorganism, milles esineb siimbiootiline suhe biontide vahel ning selle
tulemusena tekib pisiv ja kindla ehitusega tallus (Kirk et al. 2008; Scheidegger ja Werth 2009).
Fotobiondiks on rohevetikas voi tstianobakter. Samblikud on levinud polaaraladest troopikani,
kasvades sageli ekstreemsetes tingimustes. Enamuse samblike areaal on palju suurem kui
soontaimedel, samuti esineb sageli kontinentidevahelisi disjunktsioone, sellised levilad on
vorreldavad pigem soontaimede perekonna areaalidega (Printzen et al. 2003). Geneetiline
varieeruvus on eelduseks liikide kohastumisel ja uute elupaikade hdivamisel (Walser et al.
2003). Lihheniseerunud seente ja siimbiootiliste rohevetikate populatsioonide uurimiseks on
kasutatud mitmeid meetodeid, kuid mikrosatelliitseid markereid peetakse parimateks, kuna
need on kdrge varieeruvusega, informatiivsed ja polimorfsed (Mansournia et al. 2012; Werth
2010).

Vars-habesamblikku moodustav seen Usnea subfloridana Stirt. on (ks vaheseid
boreaalaladel esinevaid lihheniseerunud seeni, millele mikrosatelliitsed markerid on praeguseks
vdlja tootatud (Torra et al. 2014). Tegemist on huvitava uurimisobjektiga, kuna thest kiiljest on
samblik laialt levinud ja sage, kuid paljuneb peamiselt vegetatiivselt. Seega vaadeldav
rikkalikkus vdib olla paari eduka genotiilibi levimise tulem. Selle samblikku moodustava seene
geneetilise varieerumise ja ruumilise jaotuse uurimine on vajalik modistmaks habesamblike ja
Uldisemalt parasvodtme lihheniseerunud seente levikut, geneetilist rikkust ning looduskaitse-

alaseid ndudmisi.



1.1. Samblike paljunemine ja populatsioonigeneetika

Samblikud paljunevad kas vegetatiivselt voi suguliselt. Vegetatiivse paljunemise korral levivad
foto- ja mikobiont koos; see paljunemisviis on samblike seas sage. Vegetatiivne paljunemine
vOib toimuda kas tallusest murdunud tikkide vdi spetsiaalsete, vegetatiivse paljunemise leviste
e diaspooride abil, milleks on isiidid ja soreedid. Sugulise paljunemise korral levivad siimbiondid
eraldi. Sel \viisil moodustunud tallus on geneetiliselt erinev vanemtallusest, kuna
lihheniseerunud seen paljuneb suguliselt (lisaks vdib muutuda talluses sisalduv fotobiont)
(Randlane et al. 2004).

Populatsioonigeneetika voib aidata mdista samblike leviku- ja paarumissiisteeme ning
seeldbi aidata tohustada ohustatud liikide kaitsemeetmeid. Samuti on sellest abi populatsiooni
ajaloo ning evolutsioneerumise madistmisel. Geneetiline struktuuri uurimine annab vastused
naiteks kusimustele, kas ja kui kaua on populatsioon olnud isoleeritud voi kui kaugel asuvaid
populatsioone saab (iksteisest isoleerituteks pidada (Werth 2010).

Uks siimbiootiliste organismide geneetilist struktuuri maaravatest olulistest teguritest
on siimbiontide kooslevi efektiivsus. Fotobiont voib jargmisse sambliku p&lvkonda jouda nii
horisontaalse kui vertikaalse lilekande kaudu. Kui samblik kasutab uute elupaikade hdivamiseks
klonaalset taktikat, parinevad uuele tallusele alguse pannud fotobiondi ja mikobiondi rakud
samast "ema" tallusest. Mdlema siimbiondi sarnased geneetilised mustrid ongi ootusparased
vertikaalse Ulekande korral, samas kui horisontaalne geeniiilekanne siimbiontide geneetilisi
mustreid eristab (Otalora et al. 2011). Horisontaalseks tlekandeks loetakse nii seda, kui noores
arengujargus samblik oma fotobiondi valja vahetab, kui ka Uksnes miikobondi levimist
askospooridega uude elupaika, kus ellujaamiseks on vaja leida uus fotobiont. Kohalik fotobiont
vOib parineda nii vabalt elavast vetika populatsioonist kui ka mone teise talluse levistest
(Wornik ja Grube 2010). Samas vGib asimmetriline geenivool simbiontide vahel pdhjustada
geneetilise struktuuri diferentseerumist vertikaalse Ulekande tingimustes (Sullivan ja Stanley

2004).



1.2. Varajased uuringud

Esimesed samblike populatsioonide varieeruvust kirjeldavad uuringud pdhinesid samblikuainete
anallusidel. Leiti, et hoolimata morfoloogilsest sarnasusest voib ka liigi piires esineda erinevaid
kemotllpe (Culberson 1986). Esimesed tdendid geenivoolust ilmnesid, kui leiti, et
lihheniseerunud seente esimesel ja teisel pdlvkonnal esinevad erinevad kemotiitibid, kusjuures
jarglaste oma sarnanes pigem ldheduses paiknevate talluste kemotiilbile (Culberson ja
Culberson 1994). Samblikuainete abil tdestati, et mdonedes miikobiondi taksonites on geenivool
sage, samas kui teised taksonid voivad olla suguliselt isoleeritud (Culberson et al. 1993). Kuna
sekundaarsed metaboliidid on samblike elutegevuses olulised, naiteks kaitsevad talluses
paiknevaid vetikaid liiga tugeva valguse eest (Gauslaa ja McEvoy 2005), voi térjuvad eemale
parasiite (Stocker-Worgotter et al. 2004), siis pole p&hjust arvata, et kemotiitbiline variatsioon
alluks neutraalsele valikule (Werth 2010). Teise miinusena vdib valja tuua kemotiilipide seotuse
kindlate elupaigatiiipidega ning sekundaarsete metaboliitide kontsentratsiooni vdimaliku
kdikumise talluses soltuvalt valguse intensiivsusest (Armaleo et al. 2008) voi aastaajast (Bjerke
et al. 2005; Gauslaa ja McEvoy 2005). Kolmandaks on kemotiibi p&histel uuringutel
populatsioonide geneetilise anallilsi labiviimiseks liialt vaike lahutusvoime (Culberson ja

Culberson 1994) ja seega kasutatakse tanapadeval eelkdige molekulaarseid meetodeid.

1.3. Molekulaarsed markerid

Sambliku tallus voib sisalda mitut fotobionti, endofiilitseid baktereid, endoflilitseid voi
lihhenikoolseid seeni ja seetdttu on tallusest miikobiondi DNA eraldamine problemaatiline.
Mitmeid taimede ja loomade uurimiseks rakendatavad molekulaarsed meetodid, nt RFLP, RAPD
ja ISSR pole seega hdlpsalt rakendatavad samblike puhul (Werth 2010). Molekulaarsete
sormejalgede meetodid, mis pdhinevad DNA amplifitseerimisel PCR-tehnoloogia abil on sageli
vaga tundlikud ka vaikeste voor-DNA koguste suhtes (Werth et al. 2006; Werth 2010).

Siiski on vdimalik DNA sOrmejilgede meetodeid edukalt kasutada juhul kui suudetakse
miikobionti kultuuris kasvatada. Mikobiontide isolaate on edukalt kasutanud naiteks Honegger
kaasautoritega (2004) perekonna Xanthoria paaritumissiisteemide uurimiseks ja Seymour

kaasautoritega (2005) perekonnas Cladonia samal eesmargil. Lihheniseerunud seente jaoks on



koostatud isegi RAPD protokoll (Murtagh et al. 1999). Arvukate puhaskultuuri-proovide
kasvatamine vOib osutuda aegandudvaks ja keerukaks, lisaks pole paljusid mikobiondi liike
voimalik sel viisil kasvatada (Miao et al. 2001). Universaalsetes DNA sdormejdlgede meetodites
kasutatavad markerid on dominantsed, mis eristavad kiill alleeli olemasolu v6i puudumise, kuid
pole sobilikud paritolu vdi vanemlussuhete madramiseks (Werth 2010).Samblike
molekulaarseks uurimiseks kasutatakse biondi-spetsiifilisi markereid. See valistab voor-DNA-ga
seotud segadused, kuna amplifitseeritakse ainult tGhe biondi DNA-d. Mikobiondi puhul
kasutatakse enim ITS (internal transcribed spacer), SSU (small subunit), LSU (large subunit) ja
IGS (intergenic spacer) regioone ribosomaalses DNAs (rDNA). Kuigi need markerid on laialt
kasutusel fllogeneetilistes uuringutes, ei pruugi nad olla piisavalt tundlikud

populatsiooniuuringuteks (Werth 2010).
1.3.1.Mikrosatelliitsed markerid

Mikrosatelliite kui markerit saab kasutada kogu sambliku tallusel, kuna praimerid disainitakse
Uhe siimbiondi spetsiifiliselt. Miinuseks on see, et markerid tuleb disainida liigispetsiifiliselt voi
lahedalt suguluses olevate liikide riihmale kordustega kiilgnevate alade jarjestuse jargi, mis
eeldab eelteadmisi uurimisobjekti genoomi kohta. Praimerite disainimine ja katsetamine on aga
kulukas nii ajaliselt kui rahaliselt.

Biondispetsiifilise mikrosatelliitmarkeri valjatootamiseks tuleb kdigepealt kasvatada
bionti puhaskultuuris voi eraldada tallusest ainult ihe biondi rakud. Biondi DNA eraldatakse,
sekveneeritakse ning selle pohjal koostatakse genoomne raamatukogu (sageli lllumina tooteid
kasutades), kust mikrosatelliitseid kordusjarjestusi otsitakse programmi MSATCOMMANDER
abil. Praimerid slinteesitakse mikrosatelliitidega kilgnevate alade jargi (Grande et al. 2013;
Alors et al. 2014; Torra et al. 2014).

Mikrosatelliitmeetodid suudavad tavaliselt tuvastata korge populatsiooni-sisese
varieeruvuse, seega sobivad need ka molekulaarselt keerukate kiisimuste, nt spooride paritolu
tuvastamiseks (Werth 2011). Mikrosatelliitide abil saab kindalaks teha, kas tegemist on

homotallismi ehk iseviljastumiga vOi heterotallismiga ehk isendite vahelise viljastumisega



(Walser et al. 2003). Kord juba arendatud praimerite edaspidi kasutamine on siiski osutunud

suhteliselt odavaks ja efektiivseks (Jarne ja Lagoda 1996; Frankham et al. 2002; Werth 2010).

Senini on mikrosatelliitmarkerid valja tootatud 12 lihheniseerunud seene jaoks, neist hilisemad

on Bryoria capillaris (Nadyeina et al. 2014a) ja Lobaria scrobiculata (Prieto et al. 2015), taielik

nimekiri on toodud tabelis 1.

Tabel 1. Lihheniseerunud seened, millele on disainitud mikrosatelliitsed markerid

Lihheniseerunud seen

Mikorsatelliitsete markerite
arv

Viide

Lobaria pulmonaria

Peltigera dolichorhiza
Buellia frigida
Parmotrema tinctorum

Protoparmeliopsis muralis

Bryoria capillaris
Nephroma parile
Nephroma laevigatum
Parmelina carporrhizans
Usnea subfloridana
Lobaria pindarensis

Lobarina scrobiculata

12
14
11

18
12
14
11

18

Walser et al. 2003
Werth et al. 2013
Magain et al. 2010
Jones et al. 2012

Mansournia et al. 2012

Guzow-Krzeminska ja
Stocker-Worgotter 2013

Nadyeina et al. 2014a
Belinchdn et al. 2014
Belinchdn et al. 2014
Alors et al. 2014
Torraetal. 2014
Devkota et al. 2014
Prieto et al. 2015




1.4. Samblikupopulatsioonide geneetilist mitmekesisust mojutavad tegurid hariliku

kopsusambliku naitel

Geneetilise mitmekesisuse ja keskkonna vaheliste seoste kirjeldamiseks on enim andmeid
kogunenud harilik kopsusambliku (Lobaria pulmonaria) uuringutest. Jargnevas kasitletakse

lahemalt keskkonnafaktorite mdju selle lihheniseerunud seene geneetilisele mitmekesisusele.

1.4.1.Majandamise mdju

Looduslikul ja majandamata metsal on ndidatud olevat elurikkusele mitmeti positiivne moju.
Juriado kaasautoritega (2012) leidis, et vanas metsas on hariliku kopsusambliku geneetiline
mitmekesisus suurem kui majandatud metsades voi puisniitudel. Suurim geneetiline
mitmekesisus tuvastati majandamata metsades vanadelt tammedelt, mille pikk eluiga (antud
uuringus 200 — 400 a.) tekitab ajalise jarjepidevuse, mis on oluline hoidmaks geneetilist
mitmekesisust. Vanadel tammededel kasvavad tallused toimisid kui latte funktsiooniga
osapopulatsioonid, kust osa genotiilipe levis vegetatiivselt |ahedal asuvatele noorematele
puudele. Tulemused viitavad, et majandatud metsades ja puisniitudel domineerib vegetatiivne
ning vanades metsades generatiivne paljunemine. Ainult vanades metsades leiti, et geneetiline
erisus isendite vahel kasvas oluliselt juba lihikestel distantsidel (Jiriado et al. 2012). Ka
Scheidegger kaasautoritega (2012) on joudnud tulemuseni, et majandamata metsades on

Lobaria pulmonaria geneetiline mitmekesisus kdrgem kui majandatud metsades.
Majandusmetsade ja epiflittsete samblike seoseid kasitlevas metaanallisis
(Nascimbene et al. 2013) leitakse, et lihheniseerunud seente liigirikkust mdjutab lisaks metsa
vanusele (vanemas metsas leidub rohkem mikroelupaiku) ka metsa liigiline mitmekesisus, mis
loob erinevaid kasvutingimusi séltuvalt eri liiki puude koorte omadusetest (pH, krobelisus)
ning metsa ajalooline struktuur. Giorgio kaasautoritega (2015) leidis, et Lobaria pulmonaria
esinemine on vana metsa elementidest enim seotud suurte laia véraga puude ja lamapuidu
esindatusega. Lihheniseerunud seeni kasitlevad uuringud puuduvad paljude Ida-Euroopa
riikide majandadavate metsade kohta, kuigi selles piirkonnas paikneb suur osa Euroopa

heitlehisest metsast (Nascimbene et al. 2013).



1.4.2.Hairingute moju

Kaks uuringut kasitlevad suuremahuliste hairingute (lageraie, metsapdleng) mdju harilikule
kopsusamblikule (Lobaria pulmonaria); lisaks vaadeldakse molemas uuringus valikraie moju.
Vastupidiselt ootustele leiti intensiivselt majandatud aladelt kdrgem geneetiline mitmekesisus,
kui valikraiega aladelt (Werth et al. 2006). Pohjuseks vGib olla, et intensiivse majandamise
kdigus tekkisid suured avatud alad, kus said kasvada valgusndudlikumad vahtrad (Acer
pseudoplatanus) (Kalwij et al. 2005), mis on sealses piirkonnas Lobaria pulmonaria eelistatuim
kandjapuu, lisaks eelistab ka samblik valguskiillasemaid kasvukohti, seega vdisid mélemad liigid
valgustingimuste paranemisest kasu ldigata (Werth et al. 2006). Nii polenud kui lageraiutud
alad olid hiljem uuesti asustatud sarnase minimaalse migratsioonisiindmuste arvuga, millele
hiljem jargnes kiire klonaalne paljunemine. P&lenud aladel oli klonaalsel paljunemisel suurim
ulatus, enamus vegetatiivseid leviseid oli levinud kuni 150 meetri kaugusele (Werth et al. 2006)
umbes 70 aasta jooksul (pGleng toimus 130 a. tagasi ja Lobaria pulmonaria on vGimeline
asustama puid, mille vanus on viahemalt 60 a. (Ockinger 2005)). Werth kaasautoritega (2006)
jareldas, et inimtekkeliste voi looduslike hairingu moju liigile Lobaria pulmonaria ei pruugi olla
pikaajaline ning soltub hairingu tldbist. Kuna ala uuesti asustamisel on oluline roll uude
elupaika joudvate leviste hulgal, siis Kesk-Euroopas, kus lageraied on sageli viinud liigi kohaliku
valjasuremiseni, ei pruugi intensiivsest majandamisest taastumine sama edukalt kulgeda
(Werth et al. 2006).

Samade populatsioonide pdhjal on naidatud, et suuremahulised hairingud mdjutavad
oluliselt populatsiooni sugulise paljunemise madra ja seega ka populatsiooni struktuuri ning
Lobaria pulmonaria paljunemisstrateegiat. Lisaks tdheldati negatiivset moju biontide
horisontaalsele Ulekandele ja paardumistiilipide jaotusele populatsioonis, mis omakorda

kahandab veelgi sugulise paljunemise osatahtsust (Singh et al. 2015).
1.4.3.Fragmenteerituse ja elupaiga kvaliteedi moju

Uurides elupaiga kvaliteedi, Umbritsevate alade ning populatsioonide sidususe mdju
geneetilisele varieeruvusele ilmnes, et olulist mdju omab ainult elupaiga kvaliteet (puude

keskmine vanus) (Otalora et al. 2011). Hoolimata vaikesest sugulise paljunemise osakaalust ja

10



elupaikade killustumisest on populatsioonide geneetiline mitmekesisus regioonis vorreldav
suuremate ja sidusamate aladega (Otalora et al. 2011). Kuna nii lihheniseerunud seene kui
kandjapuude generatsiooniaeg on pikk, vGib vaadeldud geneetiline struktuur peegeldada
populatsiooni varasemat olukorda ja muutused ilmnevad hiljem. Ka Belinchdn kaasautoritega
(2009) on leidnud, et elupaiga kvaliteet (puude labimdot) on oluline L. pulmonaria
populatsioone mojutav tegur. Otalora (2011) kaasautoritega leidis, et ruumiline mudel
seletadab ainult vaikese osa geneetilsest varieeruvusest ja Umbritsevad alad ei avaldanud
populatsioonide struktuurile olulist m&ju. Hoolimata suurusest, oli vanemates metsalaikudes
suurem geneetiline mitmekesisus. Elupaiga kvaliteet, naiteks vanade puude kattesaadavus on
populatsiooni suurust, levikumustreid ja varieeruvust mdjutavatest teguritest ilmselt oluliseim
(Otalora et al. 2011).

Sarnaseid tulemusi on teada ka POhja-Euroopast: hoolimata vanade metsalaikude
fragmenteeritusest ldheb liigil L. pulmonaria oma leviku pdhjapiiril Kesk-Norras hasti (Hilmo
2012). Vanemad kuusikulaigud olid eraldatud lageraie alade, kuuseistanduste ja
pollumajandusmaastikega, ometi tuvastati kdrge geneetiline mitmekesisus. Proovialade vahel
ilmes tugev geenivool ja identse genotiibiga isendeid leiti Uksteisest 25 kilomeetri kauguselt,
mis on enam kui leidis Jiriado kaasautoritega (2011) — 301 meetrit. Eoste levimine nii kaugusele
vOis toimuda otse voi kasutades hiippelaudadena alade vahele jadvaid sobilikke vanemaid puid.
Ka selles uuringus leiti ootamatult suur sidusus killustatuks peetud populatsioonide vahel, mis

viitab sellele, et pikemas ajaskaalas ei pruugi L. pulmonaria olla kauglevimise poolt piiratud.

1.5. Too eesmargid

Kdesoleva t66 eesmarkideks on anda Ulevaade Eesti aladel kasvava vars-habesamblikku
moodustava seene (Usnea subfloridana) geneetilisest varieeruvusest, vorrelda seda regiooniti
ning leida seoseid metsanduslike parameetrite ja lihheniseerunud seene geneetilise
mitmekesisuse  vahel. Lisaks  optimeerida ning  tohustada  vars-habesambliku
mikrosatelliitmarkeritega to6tamise laboratoorset metoodikat.

T606s pustitati kaks hlipoteesi:
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1) P6hja-Eesti ja Louna-Eesti populatsioonid on geneetiliselt eristunud
2) Vars-habesamblikku moodustava seene geneetiline mitmekesisus on positiivselt seotud

metsa vanusega

2.  Materijalid ja metoodika

2.1. Valitood ja proovialad

Proovialad valiti Metsaregistri abil (Metsaregister); otsiti vars-habesamblikule sobivaid
metsatlilipe, kus peapuuliigiks oleksid kas kuused vdi mannid minimaalse vanusega 80 aastat.
Pohja-Eestis toimusid valitood ajavahemikul 07.09. — 08.10.2014 Tiina Mandeli, Polina
Degtjarenko, Andres Saagi ning Tiina Randlase osavotul. Iga uuringusse kaasatud puu juures
vOeti geograafilised koordinaardid, méddeti puu diameeter rinnasekdrguselt ning margiti, mitu
tallust korjati ning kas eksemplar koguti tlivelt vGi oksalt ja kas puu oli kuivanud. Eksemplare
koguti oksakdaride abil kuni kuue meetri korguselt. Iga kogutud tallus sailitati eraldi
paberkotikeses, et viltida talluse saastumist teiselt talluselt parit isiididega. Kotid margistati
ning talluseid kuivatati toatemeperatuuril avatud paberkottides 3 — 4 60pédeva.

Proove koguti kokku kiimnelt alalt, POhja-Eestis kuuelt ja Louna-Eestis neljalt proovialalt.
Kdesolevas magistritoos kasutati geneetilisi andmeid seitsmelt proovialalt, millest kolm (1 — 3)
paiknesid PGhja-Eestis Harju ning Laane-Viru maakonnas ning neli prooviala (4 — 7) asusid
LSuna-Eestis, P6lva maakonnas (Joonis 1). Kolmelt proovialalt Lddane-Viru maakonnas (Vinni
ning Laekvere valdades) kogutud materjali ei Onnestunud kasutada, kuna enamus neist
eksemplaridest maarati moneks teiseks liigiks. Pdlva maakonnas paiknenud proovialadelt
kogusid eksemplare suvel 2011 Tiiu Tdrra ja Liis Marmor, t66 autor nende proovide kogumisel
ega laboratoorsel tootlemisel ei osalenud. Proovialade metsanduslikud andmed on toodud

tabelis 2.

12



Tabel 2. Usnea subfloridana uuritud populatsioonide kasvukohtade metsanduslikud

parameetrid. D —puude keskmine diameeter (cm); V — puude vanus; KU — kuusk, MA — mand, KS

— kask, HB — haab, protsent — mitu % liik antud rindest moodustab

I rinne Il rinne
Pop nr D \' Liigid Vanus Protsent | Liigid Vanus Protsent
1 92,91 93 KU 95 60
KU 70 20
MA 95 20
2 118,60 143 MA 144 80 KU 54 100
KU 124 20
3 90,36 129 MA 129 76
KU 129 24
4 135,90 93 MA 97 50 KU 42 100
KU 97 45
KS 97 4
HB 97 1
5 82,80 86 MA 92 57 KU 72 100
KU 92 34
KS 92 9
6 121,00 85 MA 92 74
KU 92 16
KS 92 10
7 76,81 84 MA 90 58 KU 72 100
KU 90 38
KS 90 4
Keskmine 103,47 105,14
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Joonis 1. Proovialad P3hja-Eestis Harju- ja Ladne-Viru maakonnas (1 — 3) ja Lduna-Eestis PSlva

maakonnas (4 — 7).

2.2. Uurimisobjekt (Usnea subfloridana)

Habesamblikud kuuluvad sugukonda Parmeliaceae, seltsi Lecanorales ja hdimkonda kottseened
(Ascomycota). Perekonna Usnea kirjeldas Dillenius 1742. aastal. Habesamblike perekonda
kuulub umbes 350 liiki (Kirk et al. 2008) ja nad on esindatud igal kontinendil, liikidel on sageli
ulatuslik levila, kuid suurim liigirikkus koondub parasvé6tme mdddukalt niisketele aladele
(Halonen et al. 1998). Iseloomulike tunnuste (p&0sasjas, enamasti rippuv ning radiaal-
simmeetriline tallus, tugeva keskjuhtme olemasolu ning usniinhappest tingitud kergelt kollakas
varvus) pohjal on perekonda kerge teistest eristada, aga perekonnas pole lihtne eristada liike,
seda nii sarnase valimuse kui ka liigisisese morfoloogilise ja keemilise koostise varieeruvuse
tdttu (Saag et al. 2011; Mark et al. 2016). Uhes liigis on kuni kuus kemotiiiipi (Randlane et al.
2009). Perekonnas esineb taksonoomiline ebaselgus: nimesid on antud rohkem kui 770 liigile,

aga pooled neist saaks lugeda stinonttiimideks (Clerc 1998). Kiire jadajajargne radiatsioon voiks
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seletada segaseid flilogeneetilisi suhteid (Saag et al. 2011; Truong et al. 2013). Habesamblikud
on kiiresti arenev riihm erakordselt kdrgete eristumismaaradega (st mitu uut liiki vai liini tekib
miljoni aasta kohta) vorreldes teiste perekondadega sugukonnas Parmeliaceae (Kraichak et al.
2015). Eestis on usaldusvaarselt registreeritud 12 liiki habesamblikke moodustavaid seeni
(Randlane ja Saag 1999; Randlane et al. 2015; Lisa 1).

Seniste teadmiste kohaselt on habesamblike fotobiondiks {iherakuline vetikas
perekonnast Trebouxia (Balarinova et al. 2013; Rafat 2014).

Vars-habesamblik on tavaline liik Euroopas ning teada peaaegu kdigist Euroopa riikidest
(Randlane et al. 2009); Eestis on see liks laiemalt levinud habesamblikke (Joonis 2). Liik kasvab
okaspuudel, kasel, puidul ja harva kividel (Randlane et al. 2009; 2011). Oluliseks
maaramistunnuseks on peaharu tumenemine kinnituskoha I|dhedal. Tallus on kahar,
isotoomselt-dihhotoomselt harunenud, harud ei ole puhetunud ega vadndunud ja peenenevad
tipu suunas. Esineb arvukalt papille, fibrille ja punktikujulisi soraale (Randlane et al. 2011).
Fibrille on ohtralt kinnituskoha ldhedal, tippude pool héredamalt. Sageli esinevad peaharul
ristipidised ringikujulised praod. Koorkiht on pigem tiise, medulla 6huke ja tihe (Randlane et al.
2009).

Vars-habesamblikule (Usnea subfloridana) fiilogeneetiliselt |ahedane liik on Usnea
florida. Morfoloogiline erinevus seisneb selles, et U. subfloridana paljuneb vegetatiivselt, liigil U.
florida aga esinevad viljakehad. On valja pakutud, et need kaks taksonit moodustavad liigipaari,
milles liiki U. florida kasitletakse sugulise, liiki U. subfloridana aga vegetatiivse vormina (Clerc
1984). Molekulaarsed analiitsid naitavad siiski, et mainitud liigid ei moodusta liigipaari, vaid
pigem klaadi, kus nad esinevad labisegi (Articus et al. 2002; Kelly et al. 2011; Saag et al. 2011).
Mark kaasautoritega (2016) leidis kuue tuumamarkeri analllsi pdhjal, et U. florida ja U.
subfloridana voiksid olla ks liik. Taksonoomilisi muudatusi ei pooldatud, kuna nimetatud liigid
on okoloogilistelt omadustelt erinevad — U. florida eelistab vanu laialehelisi metsi niisketes
piirkondades ning on ohustatud voi ohuldhedane mitmetes Euroopa riikides, samas kui U.

subfloridana on sagedasem ja 6koloogiliselt leplikum (Mark et al. 2016).
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Joonis 2. Vars-habesambliku (Usnea subfloridana) levikukaart Eestis (Randlane et al. 2011).

2.3. Lilkide mddramine ja 6hukese kihi kromatograafia

T66 autor puhastas ning vaatles valgusmikroskoobi abil 342 Pohja-Eestist kogutud
habesambliku eksemplari. Vaadeldi, kas tallus on silmnahtavalt vanadustunnustega, kas seal
kasvab peal nahtavaid lihhenikoolseid seeni, parasiite vOi esineb haigusndahte (nt
ebanormaalset varvi voi plekiline tallus). Talluse tipmistelt harudelt eemaldati 0,05 g kaaluv
osa edasisteks anallitsideks. Juhul, kui tallus kaalus tapselt véi vahem kui 0,05 grammi, kaasati
edasisteks anallitisideks kogu tallus. Talluse osad, mida anallitsidel ei kasutatud, sailitati
margistatult sigavkilmas (-20 °C).

Samblike sekundaarsete metaboliitide maaramine viidi Iabi dhukese kihi kromatograafia
(thin layer cromatography, edaspidi TLC) abil. Talluse osad peenestati kdaridega ning
proovidele lisati 3 — 4 tilka atsetooni. Atsetoonis leotamine hdélbustab ka molekulaarsete
analtuside labiviimist, sest see protsess eraldab tallusest samblikuained, aga ka
polisahhariidid, mis vdivad inhibeerida PCR analiilsi (Crespo et al. 1998). Proovidel lasti tks
00pdev kuivada, et aurustuksid viimasedki atsetoonijadgid. Seejarel maarati TLC abil 341
eksemplari kemotuip, kasutades voolutit (White ja James 1985) ning kontrollidena skvamaat-
ja tamnoolhappe lahuseid. Teada on kolm vars-habesambliku kemotiipi: esimene sisaldab
pohiainena tamnoolhapet, teine skvamaathapet, kolmas mdélemat (Halonen et al. 1998, 1999).

Eestist on senini teada kaks esimest kemotiipi (Térra ja Randlane 2007).
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2.4. Molekulaarsed analiiiisid

Molekulaarsed analiitisid viidi labi Tartu Ulikooli bioloogilise mitmekesisuse tippkeskuse (FIBIR)
seente ja taimede molekulaaranalliside ihendlaboris (Ravila tn 14a) t66 autori ja Polina
Degtjarenko poolt.

DNA eraldati 5 mg peenestatud ja 3 — 4 ml atsetoonis leotatud samblikutallustest
kasutates DNA eraldamise komplekti PowerPlant® Pro DNA Isolation Kit (MO BIO), mis on
spetsiaalselt valja tootatud tugevatest taime- ja seenekudedest DNA eraldamiseks. DNA
eraldamisel jargiti tootja juhendit viikeste modifikatsioonidega, mis hdlmasid peamiselt
tsentrifuugimise aja pikkust ja sagedust ning purusti kasutamise aega (modifitseeritud protokoll

Lisas 2).
2.5. Nukleiinhapete ilmutamine geelelektroforeesi abil

Nukleiinhapete visualiseerimise eesmargiks oli kontrollida, kas proovid sisaldavad
huvipakkuvaid DNA |3ike. Nukleiinhapete ilmutamiseks valmistati agaroosgeel vastavalt
Bimboim ja Doly (1979) modifitseeritud protokollile (Lisa 3). Enne geelile kandmist segati 5 pl
proovi 1 ml varvainega DNA Loading Dye Buffer Blue ning loksutati hoolikalt (vortex 2 sekundit).
Igale reale geelis lisati Gihte kaevu vordluseks molekuaarse kaalu pohist Ladder (redel) markerit.
Elektroforeesil lasti tootada ligikaudu 30 minutit. Geeli vaadeldi UV valguses 245 nm
lainepikkusel, tulemus salvestati ekraanitdmmisena. Proovidest, mille puhul elektroforees
bandiribasid ei ndidanud voi olid need vaga drnad, eraldati DNA uuesti ja korrati eelnevaid

protseduure.
2.6. Praimerite optimeerimine ja multipleksne PCR

Kdesolevas t66s kasutati Gheksat Torra et al. (2014) poolt vilja té6tatud Usnea subfloridana
spetsiifilist polimorfset mikrosatelliitmarkerit (Tabel 3). Testimisel leiti, et praimerid ei
ampliftseeri jarjestusi ning tuvastati viga kdigis vastassuunalistes praimerites. Nukleotiidsete
jarjestuse kontrollimisel Geenipangast (Genbank) selgus, et artiklis toodud vastassuunalised

praimerid on otse genoomsest jarjestusest kopeeritud sekventsid. Selleks, et saada to6tavaid
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praimereid, tuli jarjestusi muuta Reverse Complement programmi (Stothard 2000) abil

komplementaarsusprintsiipi arvestades. Muudetud praimerid on toodud tabelis 4.

Tabel 3. Usnea subfloridana jaoks disainitud mikrosatelliitpraimerid (Tdrra et al. 2014). F —

parisuunaline (foreward), R — vastassuunaline (reverse)

Praimeri Praimeri nukeotiidne Kordus- Piklus Seondumis- Jarjestuse
nimi jérjestus (57-3") motiy ~_\2lus-  temperatuur number
paarides) (°C) Geenipangas

UsO1 F: CCCTCCAATCCCATATATAC (CA)10 182 -303 59 KC912190
R: GATCCATCGTCTCCATGATA

Us02 F: GTTTGCGAGGGATACTTTAC (TA)10 83 -89 57 KC912191
R: GTAGAAAGACAAGGACGCAC

Us03 F: CCATCTCAAACCCGATAGTC (CTT)12  192-218 57 KC912192
R: CCTCTTATCCTTTGGCAAAT

Us04 F: ATTCCTCCGCAGTCAAGTAG (CAT)9 181 - 196 57 KC912193
R: CTTTACTTTGCGAGCTTCAG

Us05 F: TCTGGGATGGATGGCATT (CA)o 161-175 57 KC912194
R: GCGGGAAAGCCACAGATA

Us06 F: CGATGGCGTAATGATCAG (GAT)e 106-127 57 KC912195
R: CAAACATTCGCGTCAGTTAC

Us07 F: TCCTGAGTTTGAGCCTCTTG (GTC)s 123-135 57 KC912196
R: GTCCAACGCAGCTACTCTCT

Us08 F: CCTTCACCTTCCCTATACACC (AAC)10 192-217 57 KC912197
R: GAATCCCAGTCAATGCACTC

Us09 F: GGAAGGTATGAGGTGAGGTG (GGAT)se 341-372 57 KC912198
R: AGAATTTGCAGCACGGGTA
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Tabel 4. T60s kasutatud parandatud praimerite nukleotiidne jarjestus suunal 5°-3°, praimerite

kontsentratsioon 100 pL lahuse kohta ning alleeli pikkuste varieeruvus aluspaarides

Praimeri Parisuunaline (foreward) Vastassuunaline (reverse) :(;rsmitcs,z:t- Pikkus alus-
nimi praimer praimer paarides
(nL)

UsO1 CCCTCCAATCCCATATATAC TATCATGGAGACGATGGATC 0,05 182 -244
Us02 GTTTGCGAGGGATACTTTAC GTGCGTCCTTGTCTTTCTAC 0,06 167-179
Us03 CCATCTCAAACCCGATAGTC ATTTGCCAAAGGATAAGAGG 0,12 167 -233
Us04 ATTCCTCCGCAGTCAAGTAG CTGAAGCTCGCAAAGTAAAG 0,06 180-198
Us05 TCTGGGATGGATGGCATT TATCTGTGGCTTTCCCGC 0,2 322 —-348
Us06 CGATGGCGTAATGATCA GTAACTGACGCGAATGTTTG 0,12 112-130
Us07 TCCTGAGTTTGAGCCTCTTG AGAGAGTAGCTGCGTTGGAC 0,02 123 -138
Us08 CCTTCACCTTCCCTATACACC TACCCGTGCTGCAAATTCT 0,03 191-218
Us09 GGAAGGTATGAGGTGAGGTG TCTTAAACGTCGTGCCCAT 0,3 340 - 368

PCR analtsi labiviimiseks kasutati Torra et al. (2014) jargi praimerite segusid, mida tdhistatakse

edaspidi vastavalt Mix 1, Mix 2 ja Mix 3. PCR reaktsioonisegude valmistamisel kasutati Type-it

Microsatellite PCR (QIAGEN) komplekti vastavalt tootja juhendile. Segus Mix 1 amplifitseeriti

lookus Us01, segus Mix 2 lookused Us02 — Us06 ning segus Mix 3 lookused Us07 — Us09. Segude

kokku segamisel ja PCR programmi leidmisel |ahtuti Tdrra et al. (2014) juhendist. Kuna segu Mix

1 ei andnud haid tulemusi (elektroforeesil ei ilmenud selgeid bandiribasid), katsetati erinevate

PCR termotsukleri programmidega, muutes praimerite seondumise temperatuuri ning tsiklite

arvu ning praimeri segu kontsentratsiooni.

Originaaljuhendis olid nimetatud parameetrid: praimerite seondumine 59 °C, 28 tsuklit,

praimeri segu lisatud 0,2 pl.

Kahel katsel muudeti nimetatud parameetreid jargnevalt:

1) Praimerite seondumine 59 °C, 30 tstklit, praimeri segu lisatud 0,5 pl

2) Praimerite seondumine 57 °C, 32 tsiklit, praimeri segu lisatud 0,35 pl

Vorreldes saadud tulemusi geelelektrofoeesil, leiti, et esimene variant annab paremaid

tulemusi ning seda kasutati edasistes anallilisides. Andmed kasutatud praimerisegude ja PCR-

reaktsiooni kohta on toodud lisas 2.
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2.7. Fragmentanaliiiis

Proovid valmistati fragmentanaliilisiks ette GeneScanTM 500 LIZ Size Standard (Applied
Biosystems) juhendi jargi. Fragmentanaliilsi (ihes proovis oli omavahel segatud 8,9 ul Hi-Di
formamiidi, 0,1 ul suurusstandardit LIZ500 ning 1 ul marklaud-DNA-d (PCR-i produktide segu).
PCR-produktide segu lahjendati eelnevalt destilleeritud veega 25 korda. Proovid hoiustati
analiitisini stigavkiilmikus (-20°C). Fragmentanaliiiis telliti Tartu Ulikooli Molekulaar- ja

Rakubioloogia Instituudist; see viidi Iabi masinal kapillaarsekvenaator ABI 3730x|I DNA Analyzer.
2.8. Andmeanaliiiisi meetodid

Amplifitseeritud DNA |6ikude pikkuste saamiseks analiisiti fragmentanallilsi tulemusi
programmiga GeneMapper® Software v 4.0 (Applied Biosystems) vastavalt PCR-il kasutatud
suurusstandardile LIZ500.

Kasutades programmi RStudio (Rstudio Team) arvutati iga populatsiooni unikaalsete
genotlitipide arv (G), unikaalsete genotiilipide protsent (M), minimaalne koloneerimisindmuse
arv ehk minimaalne alleelide arv lookuses (C) populatsiooni kohta ning unikaalsete genotiilpide
arv koigi uuritud eksemplaride kohta kasutades Werth et al. (2006) skripti. Programmiga
Microsatellite analyzer (MSA) 4.05 (Dieringer ja Schlotterer 2003) leiti keskmine alleelide arv
populatsiooni kohta ehk allelide mitmekesisus (A), Shannoni indeks (S) (Shannon ja Weaver
1949) ja Nei tasakaalustamata geneetiline mitmekesus (H) (Nei 1978). MSA kasutab
horendamise meetodit (rarefaction method) alleelide mitmekesisuse puhul. Kuna alleelide
mitmekesisus populatsioonis sdltub tugevalt eksemplaride arvust, soovitatakse kasutada nende
arvutamiseks just seda meetodit (Maretto et al. 2013; Dudaniec et al. 2010; Widmer et al.
2012).

Uurimaks geneetilise varieeruvuse jaotumist regioonide, populatsioonide ja isendite vahel,
viidi programmiga GenAlEx 6.5 (Peakall ja Smouse 2006) labi hiearhiline AMOVA analiis
(Analysis of Molecular Variance). Lisaks tehti geneetiliste distantside (GD) pdhjal
peakoordinaatanallils (PCoA), leiti privaatsete alleelide arv (P) populatsioonis ja alleelipikkuste
varieervus lookuses ning tuvastati identsed multilookus genotiilibid. Populatsioonide geneetilisi

distantse vorreldi ka paarikaupa. Programmipaketiga Phylip 3.696 (Felsenstein 2013) koostati
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Nei geneetilise identiteedi maatriksi pohjal (Nei 1978) UPGMA (unweighted pair group method
with arithmetic mean) meetodil 100 dendrogrammi pohjal konsensuspuu (populatsioonide
dendrogramm). Sisendina kasutati Nei tasakaalustamata (unbiased) kauguste maatriksit (Nei
1978). Dendrogrammi visualiseerimiseks kasutati programmi FigTree (Rambaut et al. 2015).
Geneetilise mitmekesisuse (H) ja metsanduslike parameetrite (puude diameeter, metsa
vanus ja liigiline koosseis) vaheliseid seoseid uuriti sammsammulise tunnuste sissevdtuga
regressiooni mudeli anallilisi (General Regression Analysis with the stepwise selection
procedure) abil kasutades programmi STATISTICA 7 (StatSoft 2004). Sama programmiga viidi

labi T-test hindamaks regioonide vaheliste erinevuste statistilist olulisust.

3. Tulemused

3.1. Liikide mddramine

Anallisides TLC tulemusi, selgus, et 173 eksemplari vastavad Uhele liigi Usnea subfloridana
kemotuibile. Ulejdanud isendid vastasid liikide Usnea hirta vdi Usnea wasmuthii
kemotiipidele (Tabel 5) ning eemaldati seetGttu edasistest analiilisidest. Vahese arvu liigi
Usnea subfloridana isendite tdttu kdrvaldati kolme Laane-Virumaal paikneva populatsiooni

isendid edasistest analttsidest.

Tabel 5. Kogutud eksemplaride jagunemine liigiks U. subflordana ja teisteks liikideks TLC p&hjal

Pdhja-Eesti kuuel proovialal

Maakond U. subfloridana Muu Kokku
Harjumaa 145 27 172
Laane-Virumaa 28 142 170

3.2. Usnea subfloridana kemotiiiibid

Uuritud 319 eksemplari puhul oli tilekaalus skvamaathapet sisaldav kemotiilip (SQU), mis esines
169 isendil (53%); tamnoolhappe kemotilp (TAM) esines 143 eksemplaril (44,8%) (Tabel 6).
Kolmel eksemplaril populatsioonis nr 6 ei esinenud kumbagi nimetatud samblikuainet,
populatsioonis nr 7 oli ks eksemplar, mis sisaldas tundmatut ainet. Populatsioonist nr 3 leiti
eksemplar, mis sisaldas nii tamnool- kui skvamaathapet, sellist vars-habesambliku kemotiiipi ei
ole varem Eestist leitud (Torra ja Randlane 2007). Vaadeldes tulemusi regiooniti, selgub, et
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L6una-Eesti populatsioonides on kemotitbid Ghtlasemalt jaotunud (55 TAM ja 56 SQU) kui
PShja-Eestis (89 TAM ja 114 SQU). Suurim SQU kemotuibi tlekaal esines populatsioonis nr 4
(60%).

Tabel 6. Usnea subfloridana kemotilibid uuritud populatsioonides. TAM — tamnoolhappega

kemotiip, SQU — skvamaathappega kemotilip, N — uuritud isendite arv populatsioonis

Isendite arv Kemotiilipide
Pop nr R ; N
kemotiilibiti % jaotus
TAM SQuU Muu TAM sQuU Muu
1 24 22 52,2 47,8 46
2 11 19 47,8 52,2 23
3 20 15 1° 55,6 41,6 2,8 36
4 24 36 40 60 60
5 18 20 47,4 52,6 38
6 23 24 3 46 48 6° 50
7 24 34 1° 40,7 57,6 1,7° 59
Kokku 143 169 4 44,8 53 1,2 319

? tamnool- ja skvamaathappega kemotiiiip
® siidamikukihiaineteta kemotulp
“tundmatu ainega kemotiiiip

3.3. Lookuste varieeruvus

Uheksa lookuse kohta tuvastati 77 erinevat alleeli (Tabel 7). Kdik iheksa uuritud lookust olid
polimorfsed. Keskmine alleelide arv lookuse kohta varieerus vahemikus 3,14 (Us04) — 8,71
(Us03), keskmiselt 5,73 (Tabel 7). Kdige varieeruvam oli lookus Us01, kus esines kokku 15 alleeli,
kimme alleeli esines veel lookustes Us03 ja UsO5 (Tabel 7). KGige vahem alleele (4) esines
lookuses Us04. Ulejadnud lookustes esines 6 — 8 alleeli (Tabel 7). Ainult Pdhja-Eestile
iseloomulikud privaatsed alleelid esinesid lookustes Us02 (169 (aluspaaride arv)) ja Us08 (201).
Lookuses Us03 leiti kaks alleeli, mis olid iseloomulikud P&hja-Eestile (221 ja 227) ning Uks (233),
mis esines ainult Louna-Eesti populatsioonides. Ainult Léuna-Eestile iseloomulikke allele leiti 4

lookusest: UsO1 (214, 222, 244) Us05 (340, 346, 348), Us06 (130) ja Us09 (340, 356).
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Tabel 7. Alleelide arv lookuse ja populatsiooni kohta ning markeri varieeruvus aluspaarides kdigi

alleelide kohta

Populatsioon

Lookus 1 2 3 4 5 6 7 Min/Max Keskmine Kokku Varieeruvus
UsO01 6 6 6 11 8 9 11 6/11 8,14 15 182 — 244
Us02 5 4 6 6 6 5 5 4/6 5,29 7 167 -179
Us03 8 9 10 9 8 9 8 8/10 8,71 13 191 -233
Us04 3 3 4 3 3 3 3 3/4 3,14 4 180 -198
Us05 6 6 5 7 7 6 7 5/7 6,29 10 322 -348
Us06 6 5 5 6 6 6 5 5/6 5,57 7 112-130
Us07 4 4 4 4 4 4 4 4/4 4,00 6 123 -138
Us08 7 5 6 6 6 6 6 5/7 6,00 7 191 -218
Us09 4 4 4 4 5 4 6 4/6 4,43 8 340 - 368

Kokku 49 46 50 56 53 52 55 77

3.4. Populatsioonide varieeruvus

Koigi uuritud 319 isendi kohta leiti 213 unikaalset genotilpi (68,7%). Unikaalsete genotilpide
protsent populatsiooni kohta varieerus 76% — 90% (Tabel 8). Geneetiline mitmekesisus (H)
varieerus vahemikus 0,59 (pop 1) kuni 0,66 (pop 4). Allelide mitmekesisus (A) populatsiooni
kohta varieerus vahemikus 5,11 — 6,22 ning Shannoni indeks (1) vahemikus 1,25 — 1,96 (Tabel 8).
Kdigis populatsioonides esines vahemalt Uks privaatne alleel. Enim privaatseid alleele esines
populatsioonides 4 ja 6. Need olid ka uuritud isendite arvult Ghed suurimad. Minimaalne
koloneerimissiindmuste arv oli vdikseim populatsioonides 1 ja 5 (8 siindmust) ja kdrgeim

populatsioonides 4 ja 7 (11) (Tabel 8).
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Tabel 8. Uuritud populatsioonide geneetilist varieeruvust kirjeldavad naitajad. N — proovide arv,

G — genotllpide arv, M — unikaalsete genotlipide protsent populatsioonis, A — alleelide

mitmekesisus, | — Shannoni indeks, H — Nei tasakaalustamata geneetiline mitmekesisus, P —

unikaalsete alleelide arv, C — minimaalne koloniseerimissiindmuste arv populatsioonis

Pop nr N G M A | H P C
1 46 38 0,83 5,44 1,91 0,59 1 8
2 30 27 0,90 5,11 1,96 0,61 2 9
3 36 31 0,86 5,56 1,26 0,63 1 10
4 60 48 0,80 6,22 1,36 0,66 3 11
5 38 30 0,79 5,90 1,29 0,62 2 8
6 50 43 0,86 5,78 1,25 0,62 3 9
7 59 46 0,78 6,11 1,32 0,64 2 11

Kokku 319 213

Uheksa lookuse pd&hjal ei leidunud genotiiiipi, mis oleks esinenud nii P&hja- kui L&una-Eestis.

Léuna-Eestist leiti 3 eksemplari, mis esinesid koigis populatsioonides, enim unikaalseid

genotlitipe (3) leidus populatsioonis nr 3. Populatsioonide nr 1 ja 2 vahel leiti 3 unikaalset klooni

(ei esinenud kolmandas populatsioonis), kuid alad 2 ja 3 unikaalseid kloone ei jaganud. PGhja-

Eestist leiti ainult Gks genotlilp, mis esines kdigil aladel ning kdige rohkem (ihiseid genotilpe

esines aladelnr4,6ja7.

3.5. Hierharhiline AMOVA analiiiis

Hierarhilise AMOVA anallilisi pdhjal on naha geneetilise varieeruvuse jaotumist regioonide,

populatsioonide ja isendite vahel. Kogu geneetilisest varieeruvusest 98% kirjeldab indiviidide

varieeruvus populatsioonide sees (p<0,005) ning 1% varieeruvus regioonide vahel (p<0,005;

Joonis 3, Tabel 9). Populatsioonide vaheline varieeruvus (1%) ei osutunud statistiliselt oluliseks

(p=0,095; Tabel 9).

24



Populatsioonide

Regioonide vahel -
egloonidae vane vahel

0,
1% 19%

Populatsioonide
sees
98%

Joonis 3. Geneetilise varieeruvuse jaotumine tasemete vahel (AMOVA analiiis).

Tabel 9. AMOVA anallitis, df — vabadusastmete arv, SS — ruutude summa. MS — SS/df, Phi
statistikud nditavad geneetilise mitmekesisuse jaotumine taseme vahel vorreldes summaarse

varieeruvusega, P- statistiline olulisus, arvutatud 999 permutatsiooni alusel

Varieeruvuse

Varieeruvuse tase df SS MS Phi P
osakaal

Regioonide vahel 1 2538,7 2538,7 1% 0,015 <0,005

Populatsioonide vahel 5 4807,8 961,6 1% 0,007 0,095

Populatsioonide sees 312 227466,9 729,1 98% 0,022 <0,005

Kokku 318 234813,3 100%

3.6. UPMGA dendrogramm

Visualiseerimaks populatsioonide omavahelist seotust viidi l3bi klasteranaliiis. 100
dendrogrammi baasil koostati (iks konsensuspuu. Dendrogarammil on naha, et regioonide
sisesed populatsioonid klasterduvad suurema tdendosusega omavahel kokku, Pdhja-Eesti

populatsioonid eristuvad Louna-Eesti omadest pooltel juhtudel (Joonis 4).
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Joonis 4. Tasakaalustamata Nei geneetiliste distantside maatriksite pohjal koostatutd

konsensuspuu. Numbrid jagunemise kohtadel naitavad, mitmel korral sajast harunemine aset

leidis.

3.7. Populatsioonide geneetiliste distantside paarikaupa vordlus

Vorreldes populatsioonide Nei geneetilisi distantse paarikaupa, selgub, et Louna-Eesti
populatsioonid erinevad Uksteisest keskmiselt 0,052; Pdhja Eesti populatsioonid keskmiselt
0,034 ning suurim erinevus esineb regioonide vahel (0,232). Kéige lahedasemad on Uksteisele
Léuna-Eesti populatsioonid nr 6 ja 7 ning kdige erinevamad populatsioon nr 3 PGhja-Eestist ja

populatsioon nr 5 Louna-Eestist (Tabel 10).
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Tabel 10. Populatsioonide Nei geneetiliste distantside paarikaupa vordlus. Regioonide kaupa

vorreldud populatsioonid on joonega eraldatud.

Popl Pop2 Pop3 Popd Pop5 Pop6 Pop7

0,000 Popl
0,062 0,000 Pop2
0,033 0,062 0,000 Pop3
0,229 0,258 0,248 | 0,000 Pop4
0,224 0,245 0,267 | 0,054 0,000 Pop5
0,205 0,259 0,225 0,030 0,040 0,000 Pop6
0,191 0,222 0,212 | 0,026 0,034 0,022 0,000 Pop?7

3.8. Populatsioonide peakomponentanaliiiis

Populatsioonide  peakomponentanaliilisi tulemused on esitatud kahemdotmelises
koordinaatteljestikus, kus kaks esimest peakomponenti kirjeldavad kokku 94,1% varieeruvusest
(Joonis 5). Anallitsil eristuvad PGhja-Eesti populatsioonid (1 — 3) selgelt Louna-Eesti omadest (4

— 7). Kéige lahemalt on seotud populatsioonid nr 1 ja 3.

¢ Popb
¢ Popl
¢ Pop3
X
<
S # Pop5
o~
=)
5]
(5]
£
B
o
o
= Pop7
e ¢ ¢ Pops
¢ Pop2
Peakoordinaat 1 (83,7%)

Joonis 5. Populatsioonide peakomponentanaliilis vars-habesambliku 9 mikrosatelliitmarkeri

pohjal.
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3.9. Regressiooni mudeli analiiiis

Regressioonimudeli anallisi pohjal leiti positiivne seos geneetilise mitmekesisuse (H) ja
mandide osakaalu vahel esimes rindes ning negatiivne seos geneetilise mitmekesisuse (H) ja

metsa vanuse vahel (joonis 6), tkski tulemus ei osutunud statistiliselt oluliseks (p<0,05).

0,67
0,66 4

0,65

0,64 ¢ 7

0,63 1

oe o
0,61 5 b o
0,60

0,59 °1

0,58
70 90 110 130 150
Metsa vanus

Joonis 6. Regressioonianaliilis. Geneetilise mitmekesisuse (H) seos metsa vanusega, statistiliselt

ebaoluline (p>0,01). Numbrid tahistavad populatsioone.

3.10. Erinevused regioonide vahel

T-testi tulemuste alusel erinevad regiooniti alleelide mitmekesisus (A) ja Shannoni indeks (l).
Multilookus genotllipide osakaal on kdrgem P&hja-Eestis, kuid erinevus ei ole statistiliselt

oluline (p>0,05) ning kemotuibid jagunevad mdlemas regioonis sarnaselt (Tabel 11, Joonis 7).

Tabel 11. Regioonide vahelised erinevused. P-E — P6hja-Eesti; L-E — Louna-Eesti, lookuse kohta, |
—Shannoni indeks, A — alleelide mitmekesisus, SQU — skvamaathappega kemotiilipide osakaal,

n.s — statistiliselt ebaoluline

Regioon ! M sau
p<0,05 p<0,05 p=n.s p=n.s
P-E 5,37 1,71 0,86 53,3%
L-E 6,00 1,31 0,81 55,1%
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Joonis 7. Alleelide mitmekesisuse (A; p < 0,05), Shannoni indeksi (B; p < 0,05), multilookus
genotiipide osakaalu (C; p = statistiliselt ebaoluline) ja Nei tasakaalustamata geneetilise
mitmekesisuse (D; p = statistiliselt ebaoluline) vordlus Pohja-Eesti (PGhi) ja Louna-Eesti (Lduna)
vahel. TUse joon — mediaan, karbi Gilemine ja alumine serv —25% ja 75% kvantiilid, vurrud —

valimi suurim ja vaikseim vaartus
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4. Arutelu

4.1. To0 olulisus
Aina enam poodratakse tdhelepanu samblikke moodustavate seente geneetilisele
varieeruvusele, kuid valdav enamus avaldatud toid keskendub haruldastele voi endeemsetele
liikidele (Jones et al. 2012; Scheidegger et al. 2012; Devkota et al. 2014) ning vdhe on teada laia
levikuga sageli esinevate parasvodtme liikide geneetilise varieeruvuse kohta. Uks selline liikk on
Usnea subfloridana, millele on alles hiljuti valja tootatud liigispetsiifilised praimerid (Torra et al.
2014), kuid seni pole trikis ilmunud veel lhtegi t66d, kus neid praimereid oleks kasutatud.
Seega kadesolev uurimus annab, esiteks, esmakordselt andmeid selle liigi geneetilise
mitmekesisuse kohta ning, teiseks, praktilisi tdiendusi praimerite kasutamise ja laboratoorste
protseduuride kohta. Lisaks vaadeldakse nimetatud epifiilidi geneetilise mitmekesisuse seoseid

erinevate metsanduslike parameetritega.

4.2. Metoodilised uuendused
Oluliseim muudatus vorreldes varasema tooga (Torra et al. 2014) on vastassuunaliste (reverse)
praimerite muutmine komplementarsuprintsiibi pohiméttel (Tabel 4). Varem avaldatud
vastassuunalised (reverse) praimerid (Tabel 3) olid otse genoomist kopeeritud sekventsid ning
ei amplifitseeinud vajalikke jarjestusi. Teine oluline muudatus on PCR termostsiikleri programmi
muutmine Uhe praimerisegu puhul (ptk 2.6.), lisaks modifitseeriti DNA-eraldamise protokolli

(Lisa 2).

4.3. Markerite varieeruvus
Kbik kasutatud markerid olid polimorfsed, enim alleele tuvastati lookuses Us01 (15), kdige
vahem alleele oli lookuses Us04 (4). Vorreldes saadud tulemusi Torra et al. (2014) tulemustuga
tuvastati erinevus lookuste varieeruvuses, enim erinesid lookused Us02 ja UsO5, sarnase
varieeruvuste vahemik esines lookustes Us01 ja Us09 (Tabel 3, Tabel 4). Nei tasakaalustamata
geneetilises mitmekesisuses lookuse kohta markimisvaarseid erinevusi ei taheldatud. Torra
kaasautoritega (2014) kasutas 174 eksemplari, mis parinesid Eestist, PGlva maakonnast.

Kadesolevas magistrito6s kasutati vahendatud hulgal andmeid samadest populatsioonidest ning
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lisaks Uihest populatsioonist, mis Torra et al. (2014) artiklis ei kajastunud, ning kolmest

populatsioonist PGhja-Eestist.

4.4. Geneetiline mitmekesisus Usnea subfloridana populatsioonide sees

Varieeruvus populatsioonide sees oli korge, kokku tuvastati 77 alleeli, keskmiselt 5,73 alleeli
lookuses populatsiooni kohta. Tuvastati 14 populatsioonispetsiifilist alleeli, keskmiselt kaks
alleeli populatsiooni kohta. Nei tasakaalustamata geneetiline mitmekesisus (H) oli samuti
suhteliselt kérge (0,62). Neile naitajatele hinnangu andmiseks on neid vdimalik vorrelda
monede teiste samblikke moodustavate seente analoogsete naitajatega (Tabel 12). Vérreldes
nende tulemustega on kaesolevas t60s leitud geneetiline mitmekesisus kdrgem, samas pole
Eestis uuritud alade kohta teada suureskaalalisi hairinguid. Lisaks on vordluseks kasutatud
Lobaria pulmonaria paljudes Euroopa riikides ohustatud voi haruldane ning selliste
fragmenteeritud levilaga liikide populatsioonides on sageli probleemiks geneetilise
varieeruvuse vahenemine ning intensiivne inbriiding. Usnea subfloridana seevastu on laia
levikuga, 6koloogiliselt vahendudlik ja sagedane liik, seega, hoolimata peamiselt vegetatiivsest
paljunemisviisist, vGib oodata kdrgeid geneetilise mitmekesisuse naitajaid. Lobaria pulmonaria
korge geneetilise mitmekesisuse (H=0,62, A=7,7) tuvastas Nadyeina kaasautoritega (2014b)
suurepindalalisest (10 000 ha) urgmetsast (Uholka—Shyrokyi Luh, Ukraina), mida pole
toenaoliselt sajandeid hairitud.

Parmelina tiliacea on teine laialt levinud lihheniseerunud seene liik, millega on
geneetilised uuringud |abi viidud. Nufiez-Zapata kaasautoritega (2015) leidsid, et see liik
jaguneb Euroopas kolmeks haplotiitibiks, kusjuures enim eristus teistest Kanaari saari
hdlmanud Vahemere ranniku piirkond, kuid kontinendil paiknenud regioonide vahel tiheldati
madalaid Fst vaartusi. Lisaks selgus, et populatsioonid on differentseerunud laiguti, kuid Gle
Euroopa ei ole ndha selget differentseerumise gradienti. Sarnaselt voib U. subfloridana
geneetilise varieeruvuse uurimine Eesti piires olla ebasobiva lahutusvdimega skaala ning vaja

oleks suuremamabhulisi uuringuid.
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Tabel 12. Lobaria pulmonaria geneetilise varieeruvuse nditajad. H — Nei tasakaalustamata

geneetiline mitmekesisus, A — keskmine alleelide arv lookuses

H A Regioon Viide
0,56 7,46 Norra Hilmo et al. 2012
0,5 5,09 Kagu-Euroopa Scheidegger et al. 2012
0,62 7,7 Ukraina Nadyeina et al. 2014a
0,48 5,08 Hispaania Otalora et al. 2015
0,49 -0,51* 6,20-9,09* Sveits Singh et al. 2015

*Vorreldi kolme tllipi metsahairinguid
4.5. Geneetiline mitmekesisus populatsioonide vahel ja geenisiire

Suurima osa geneetilisest varieeruvusest seletas varieeruvus indiviidide vahel, uuritud
populatsioonid omavahel AMOVA analliilisi tulemusel oluliselt ei erinenud, mis tdhendab, et
kuigi korge geneetilise mitmekesisusega, on populatsioonid liksteisega pigem sarnased. Vaikese
(1%), kuid statistiliselt olulise osa seletes erinevus regioonide vahel, seega populatsioonid
samast regioonist on Uksteisega sarnasemad kui eri regioonidest. Sarnase tulemuse sai Hilmo
kaasautoritega (2012) uurides kolme Lobaria pulmonaria populatsiooni (vahemaa 1,8 — 27,1
km) Norra metsades, 94% varieeruvusest seletas varieeruvus indiviidide vahel.

Mikrosatelliit-analtlsi tulemused naitavad, et uuritud populatsioonide geneetilise
mitmekesisuse parameetrid populatsiooniti ei varieeru vaga suures ulatuses. Suurim geneetiline
varieeruvus esineb populatsioonis nr 4, kus alleelide mitmekesisus lookuses (A) oli 6,22.
Vaikseim alleelide mitmekesisus lookuses leiti populatsioonis nr2 (A =5,11).

Populatsioonide peakomponentanaliiiis, Nei geneetiliste distantside paariviisiline
vordlus (Tabel 10) ning UPMGA dendrogramm naitavad (Joonis 4), et regioonide siseselt on
populatsioonid Uksteisega sarnasemad kui eri regioonides paiknevad populatsioonid. Nei
geneetiliste distantside paariviisiline vordlus naitab, et populatsioonid samast regioonist on
vaga vahe eristunud (Fst = 0,02 — 0,06), samas eri regioonides paiknevate populatsioonide
geneetiline distants on suurem (Fst = 0,19 — 0,27). Madalad Fst vaartused regioonide sees
annavad marku geenivoolust uuritud alade vahel ja kdrgemad vaartused selle puudumisest voi

toimumisest oluliselt vdaiksemas mahus. Fst vaartus 0,2 tdhendab Avise ja Moritzi (1993) jargi
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teoreetiliselt piisavat geenivoolu, et ennetada oluliselt geneetilist differentseerumist, samas kui
Hartl (1998) leiab, et sama viairtus pdhjustab "suure geneetilise eristumise". Ulevaatlikus
artiklis leiavad Morjan ja Rieseberg (2004), et seentega ldbi viidud geenivoolu uuringutes Fst
vaartus 0,2 naditab madalat kuni keskmist geenivoolu.

Kuna Usnea subfloridana on suhteliselt tavaline liik kogu Euroopas, voiks oletada, et see
pole kauglevimise poolt piiratud. Kuna regiooniti esineb populatsioonide vahel kloone, kuid
regioonide vahel kloone ei esine, vOib oletada, et vegetatiivsed levised nii kaugele ei levi.
Selgitamaks vilja, kas regioonide vahel esineb levimisbarjaar, oleks vaja koguda tdiendavaid
andmeid Kesk-Eesti aladelt. Nadyeina kaasautoritega (2014c) arvutas Lobaria pulmonaria
efektiivseks levimiskauguseks populatsioonis 30 ja enam meetrit, samas kui Grande et al. (2012)
leidsid, et vegetatiivne levimine mdjutab liigi geneetilist struktuuri eelkdige distantsidel, mis on
[ihemad kui 20m. Hilmo kaasautoritega (2012) tuvastas 8 mikrosatelliitmarkeri pd&hjal
genotlitibi, mille isendid paiknesid Uksteisest 135 m kaugusel. Buschbom (2007) leidis, et liigi
Porpidia flavicunda puhul toimub intensiivne geenivahetus Grodnimaa ja PGhja-Euroopa vahel.
Hilmo kaasautoritega (2012) nditas, et Lobaria pulmonaria puhul Norra metsades on omavahel
Uhendatud populatsioonid, mis paiknevad Uksteisele Idhemal kui 30 km. Kdesolevas t00s esines
kdige suurem identsete genotiilipide (genotiibid, mida ei leidunud teistes populatsioonides)
kaugus populatsioonide 6 ja 7 vahel, mis paiknesid teineteisest 4 km kaugusel, nende
populatsioonide vahel esines 4 erinevat genotlilibi paari. Geneetilised distantside maatriks

naditas, et need populatsioonid on omavahel kdige lahedasemad.
4.6. Erinevused regioonide vahel ja seosed metsanduslike parameetritega

LSuna-Eestis oli kdrgem alleelide mitmekesisus populatsiooni kohta (A; t-test — p<0,05), samas
kui POhja-Eestis oli kdrgem Shannoni indeks (I; t-test — p<0,05). Shannoni indeks vGtab arvesse
kdigi genotllpide arvu ja esinemissagedust. Multilookuseliste genotllipide protsent
populatsiooni kohta oli kdrgem P&hja-Eestis, kuid erinevus ei olnud statistiliselt oluline (Tabel
13), samuti oli geneetiline mitmekesisus (H) sarnane mdlemas regioonis (Joonis 8). Ka

kemotilpide jaotuses ei esinenud regioonide vahel olulisi erinevusi (Tabel 11). Kokkuvétlikult
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vOib 6elda, et mitmekesisus on jaotunud Uhtlaselt ja ks regioon ei ole teisest mitmekesisem
vOi looduskaitse seisukohalt olulisem.

Samblikke moodustava seene geneetiline mitmekesisus (H) Uhegi metsandusliku
parameetriga statistiliselt oluliselt ei seostunud. Varasemalt on naidatud positiivseid seoseid
metsa vanuse (Otalora et al. 2011; Giorgio et al. 2015;) ja puude diameetriga (Belinchdn et al.
2009). Lisaks on naidatud, et muutused peapuuliigis avaldavad mdju epifiiitse lihheniseerunud

seene geneetilisele mitmekesisusele (Werth et al. 2006).
Kokkuvote

Kadesoleva t66 eesmargiks oli hinnata laia levikuga lihheniseerunud seene Usnea subfloridana
geneetilist varieeruvust PGhja- ja LOouna Eestis ning selgitada valja, kui suur on selle liigi
geneetiline mitmekesisus eri tasanditel, sh regioonide tasandil ning kas esineb seoseid metsa
struktuuri ja geneetilise mitmekesisuse vahel. Pistitati kaks hipoteesi: (1) regioonid on
geneetiliselt eristunud; (2) geneetiline mitmekesisus on positiivselt seotud metsa vanusega.

Anallisiti 314 isendit 7 populatsioonist kasutades 9 mikrosatelliitset markerit. Laboratoorsete
toode kaigus tehti olulisi muudatusi praimerite nukleotiidses jarjestustes. Leiti, et hoolimata
vegetatiivsest paljunemisviisist on Usnea subfloidana geneetiline mitmekesisus uuritud aladel
vaga korge, see on vorreldav Ulrgmetsas kasvavate suguliselt paljunevate samblike
populatsioonide geneetilise mitmekesisusega. Esimene hipotees leidis osaliselt kinnitust,
regioonide vaheline erinevus seletas vaikese osa geneetilisest koguvarieeruvusest ning eri
regioonides ei esinenud Uhiseid klonaalseid genotlilipe. Peakomponentanaliilsil ning
populatsioonide geneetiliste distantside vdrdlusel leiti margatav erinevus regioonide vahel.
Suurima osa geneetilisest varieeruvusest seletas siiski erinevus isendite vahel. Seega geneetiline
varieeruvus jaguneb Uhtlaselt ning populatsioonid on Uksteisega osaliselt sarnased. Mdistmaks
laia levikuga sagedase lihheniseerunud seene geneetilisi mustreid voib osutuda vajalikuks
suuremaskaalaliste uuringute labiviimine. Geneetilise mitmekesisuse ja metsanduslike
parameetrite vahel statistiliselt olulisi seoseid ei leitud. Suur kloonide osakaal populatsioonide

vahel viitab, et distantsidel 1 — 10 km ei ole U. subfloridana levimine piiratud.
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Summary
The aim of this study was to evaluate genetic diversity of the widespread lichenized fungus
Usnea subfloridana in North and South Estonia, to estimate the degree of genetic diversity of
this species on different levels, including regional level, and to find the relationships between
genetic diversity of U. subfloridana and forest characteristics. Two hypotheses were set up: (1)
the two studied regions are genetically differentiated; (2) genetic diversity is positively
correlated with age of forest. The 314 samples from 7 populations were analyzed using nine
microsatellite markers. The reverse primers for 9 microsatellite loci of U. subfloridana were
corrected. It was found that regardless of mainly vegetative dispersal mode, genetic diversity of
U. subfloridana populations was very high in studied areas and is comparable with sexually
reproducing populations of other lichenized taxa in primeval forest. The first hypothesis, was
partially proved as variation between regions explained small part of total variation, and no
joint clonal genotypes were found in different regions. PCoA and pairwise comparison of
genetic distances showed that regions are considerably different. The highest part of variation
was explained by variation between the individuals. Therefore, genetic variation is divided
evenly and populations are partially similar with each other. To understand the genetic patterns
of frequent and widespread lichenized fungi, additional reasearch covering bigger areas is
needed. No statistically signifigant correlations between genetic diversity and forest
characteristics were found in this study. High percentage of multilocus genotypes indicates that

the species is not restricted by dispersal within the distances 1 — 10 km.

Tanuavaldused

Tanan oma juhendajaid Tiina Randlast ja Polina Degtjarenkot asjalike kommentaaride eest ning
Polinat emotsionaalse toetuse ja viljakate vestluste eest, Rasmus Puusseppa abi eest

laboratoorsetel analiitsidel ning Ailar Pokki abi eest statistikaprogrammide kasutamisel.
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Lisa 1

Eestis registreeritud (certain) habesamblikud (Randlane et al. 2015), nende sagedus ja

ohukategooria Eesti 2008. a punase nimestiku (eElurikkus; Randlane et al. 2008) jargi.

Teaduslik nimi Nimi eesti keeles Sagedus Ohukategooria
1 Usnea barbata (L.) Weber ex F.H. Ohu piiril (NT)

Wigsg. Kare habesamblik Sage LK1
2 Usnea chaetophora Stirt Hore habesamblik Haruldane  Ohustatud (EN)
3 Usnea dasopoga (Ach.) Nyl. Pikk habesamblik Vaga sage Ohuvaline (LC)
4  Usnea diplotypus Vain. Narmas-habesamblik  Usna sage Ohu piiril (NT)
5 Usnea fulvoreagens (Rasanen)

Rasanen Varvuv habesamblik Sage Ohustatud (EN)
6 ) Kriitiliselt

Usnea glabrata (Ach.) Vain Sile habesamblik Usna sage* ohustatud (CR)
7 Usnea glabrescens (Vain.) Vain. Jaik habesamblik Vaga sage Ohuviline (LC)
8 Usnea hirta (L.) F.H. Wigg. Kahar habesamblik Vaga sage Ohuviline (LC)
9 Usnea lapponica Vain. Lapi habesamblik Vaga sage Ohuviline (LC)
10 Usnea subfloridana Stirt. Vars-habesamblik Vaga sage Ohuviline (LC)
1 Usna

Usnea substerilis Motyka Laik-habesamblik haruldane Ohustatud (EN)
12 Wasmuthi )

Usnea wasmuthii Rasdanen habesamblik Usna sage Ohualdis (VU)

*|eitud viimati 1959. aastal
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Lisa 2

DNA eraldamise modifitseeritud protokoll valmistaja (MO BIO) protokolli jargi. Kasutatud

lahused PD1, PD2, PD3, fenoolide eraldamise lahus (Phenolic Separation Solution) ja RNase

parinevad muutmata kujul DNA-eraldamise komplektist PowerPlant® Pro DNA Isolation Kit (MO

BIO).

10.

11.

Proovile lisati 3 metallkuuli ning lisati 410 pl lahust PD1 ja 40 ul fenoolide eraldamise
lahust. Fenoolide eraldamise lahus lammutab tuumahapete fenoolse vormi, mis
omakorda muudab nende eraldamise lihtsamaks.

Lisati 50 ul lahust PD2

Lisati 3 ul RNase A lahust ja segati (vortex) 3 sekundit. See samm lahustab proovis
olevad RNA molekulid.

Proove peenesti purustajaga sagedusel 30000 p66ret minutis kolme minuti jooksul
parliloogi (bead beat homogenization) meetodil. Juhul, kui proovid polnud seejarel
peenestatud, korrati protseduuri.

Tuube tsentrifuugiti 13400 poorde juures 3 — 4 minutit, sellel etapil vajub purustatud
samblikukoe mass (sade) tuubi pdhja ning DNA-d sisaldav vedelfaas jaab selle kohale.
400 ul DNA-d sisaldavat lahust tOsteti puhtasse kahe milliliitrisesse tuubi, seejarel
tsenrifuugiti sadet sisaldavat proovi ning eraldati sealt veel kuni 50 pl lahust.

Proovile lisati 250 ul lahust PD3. See samm eemaldab lahuses PCR-analliisi inhibiitorid.
Proove tsentrifuugiti 13400 p6drde juures 3 minutit, et sadestada proteiinid ja
inhibiitorid. Seejarel inkubeeriti proove 4 kraadi juures 5 minutit.

600 pl proovi tdsteti puhtasse tuubi valtides sademe sattumist proovi.

Lisati 600 ul lahust PD4 ja 600 pl lahust PD6 ning proovi segati (vortex) 5 sekundit. Lahus
PD4 sisaldab sidumis-soola, mis soodustab DNA seondumist filtertuubi membraanile.
Lahus PD6 on etanoolipdhine puhver, mis samuti soodustab DNA-seondumist.

600 pl lahust tosteti filtertuubi ning tsentrifuugiti seda 10 000 poorde juures 30

sekundit. Selle sammu kaigus seondub proovis olev DNA filtertuubi membraanile.
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12.

13.

14.
15.
16.

17.

Tsentrifuugmise tulemusel tuubi péhja kogunenud vedelik eemaldati proovist. Sammu
korrati kolm korda.

Filtertuubi lisati 500 pl lahust PD5, see lahus eemaldab membraanilt Gleliigse soola.
Proovi tsentrifuugiti 12200 pdordel 30 sekundit ning eemaldati tuubi pdhja
kogunenenud lahus.

Filtertuubi lisati 500 pl lahust PD6, see samm eemaldab membraanilt vimased soola
jaagid. Proovi tsentrifuugiti 12200 p6ordel 30 sekundit ning eemaldati tuubi pohja
kogunenenud lahus.

Proovi tsentrifuugiti 16000 podrdel 2 minutit, et eemaldada proovist lahus PD6.
Filtertuubi filter asetati ettevaatlikult puhtasse 2 milliliitrisesse tuubi.

Membraani keskele lisati 80 pl lahust PD7 ning inkubeeriti toatemperatuuril 2 minutit.
See lahus eemaldab DNA filtri membraanilt. Proovi tsentrifuugiti 12200 po6rdel 30
sekundit ning tuubi pdhja kogunenud lahusega korrati protseduuri

Tuubist eemaldati filter ning eraldatud DNA lahus hoiustati stigavkiilmas (-20°C).
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Lisa 3
Agaroosgeeli valmistamise Bimboim ja Doly (1979) modifitseeritud protokoll jargi

1. Segada 1 g agaroosipulbrit 100 milliliitri TBE puhvriga.

2. Kuumutada segu mikrolaineahjus 1 minut ja 20 sekundi valtel, loksutada segu hoolikalt
ning kuumutati veel 25 sekundit.

3. Lisada 1,2 pg etiidiumbromiidi. See samm voimaldab hiljem DNA-d UV valguses
visualiseerida.

4. Lasta geelil 20 — 25 minutit vormis tahkuda.

Lahus: 10 x TBE puhver: 108 g Tris, 55 g boorhapet, 9,3 g etiileendiamiintetra-dadikhapet
(EDTA), 1 liiter destilleeritud vett
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