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LUHENDITE JA MOISTETE LOETELU

A — absorptsioon

AFLP — amplifitseeritud fragmendi pikkuse polimorfism (amplified fragment length polymorphism)
ap — aluspaar

COI - tsutokroom okstlidaas | (cytochrome oxidase 1)

DMSO — dimetuiilsulfoksiid

FNU — formasiini nefelomeetriline Ghik (hdgususe Ghik)

ITS — sisemine transkribeeritav vahetikk (internal transcribed spacer)

LB — Luria-Bertani s66de

LSU — suur subiihik (large subunit)

NH4CH3CO, — ammonium atsetaat

rDNA — ribosomaalne DNA

SNP — Gihe nukleotiidi polimorfism (single-nucleotide polymorphism)

SSU — véike subtihik (small subunit)

TAE — tris-atsetaat-etlileendiamiintetradadikhape

TSS — transformatsiooni ja hoiustamise lahus (transformation and storage solution)
PCR — poliimeraasi ahelreaktsioon (polymerase chain reaction)

gPCR - kvantitatiivne polliimeraasi ahelreaktsioon (quantitative polymerase chain reaction)



SISSEJUHATUS

Fiitoplankton koosneb mikroskoopilistest organismidest, mis vdivad eksisteerida the rakuna voi
moodustada rakkudest ahelaid voi kolooniaid. Fitoplanktoni hulka kuuluvad organismid on
veekeskkonnas olulised kui toiduahela esmased lilid ning globaalsel tasemel vastutavad nad poole
kogu Maa primaarproduktsiooni eest. Flitoplanktoni hulka kuuluvad organismid on parit erinevatest
taksonoomilistest rihmadest, millest liigrikkamad on naiteks dinoflagellaadid, ranivetikad,
rohevetikad, kes esindavad eukariioote, aga samuti ka prokartiootide hulka kuuluvad tstianobakterid.

Antud t60s keskendutakse magevees elavatele Uherakulistele rohevetikatele. Rohevetikad on ks
peamisi fotoslinteetiliste eukarliootide rihmi. Neil on palju Uhist maismaataimedega, naiteks
kloroplastid, mis on imbritsetud topeltmembraaniga. Uks rohevetikate himkondadest on Chlorophyta
(ehk kloroftitidid), mille alla kuulub kadesolevas t66s kasitletud perekond Chlamydomonas. See
perekond on Uks suurimaid rohevetikate seas, kuhu kuulub tle 600 liigi. Osa Chlamydomonas-e
perekonda kuuluvaid liike on kirjeldatud morfoloogiliste tunnuste pdhjal, samas kui osa potentsiaalseid
liike on iseloomustatud ainult geneetiliste erinevuste pd&hjal, kuna morfoloogilised erinevused
vetikarakkude vahel puuduvad. Morfoloogiliste erinevuste puudumise tottu maaratakse rutiinses
flitoplanktoni seires valgusmikroskoobi abil Chlamydomonas-e perekonda kuuluvaid vetikarakke ainult
perekonna tasemeni.

Kaesolevas to0s uuriti 2022. aastal Tesson-i ja Proschold-i kirjeldatud rohevetikat Limnomonas gaiensis,
mille rakud olid varasemalt tuvastatud kui Chlamydomonas-e perekonda kuuluvad. Uue liigi eriparaks
on tema Usna vaike suurus (keskmine pikkus 6.8 um ja laius 2.7 um), omaparane kogu keha
pendelliikumine ning koosesinemine potentsiaalselt kahjuliku Microcystis-e perekonda kuuluva
tslianobakteri liigiga. Bakalaureuset6os kasutatud vetikatlived parinevad eutroofsetest Rootsi
jarvedest, kus varasemalt on tuvastatud Chlamydomonas-e perekonda kuuluvaid rakke, mida ei ole
voimalik liigini maarata.

Kaesoleva bakalaureuseto6 eesmargiks oli geneetiliselt iseloomustada hiljuti kirjeldatud rohevetika liiki
L. gaiensis-t. Selleks analliUsiti neljast geograafilisest piirkonnast parit vetikatlivede DNA jarjestusi
kolme molekulaarse markeri: 23S rDNA, sisemise transkribeeritava vahetiki (ITS) ja tsitokroom
okslidaas | (COIl) pohjal. To6 hipoteesiks oli, et erinevatest geograafilistest piirkondadest parit
vetikatlived naditavad uuritud markerites geneetilist erinevust. Saadud tulemused taiendavad uuritud
liigi geneetilist iseloomustust ja annavad Ulevaate, kuivord geneetiliselt erinevad on neljast
geograafilisest asukohast parit vetikatlived antud markerite pohjal.



1 Kirjanduse iilevaade

1.1 Futoplankton

Fiitoplankton koosneb veekeskkonnas vabalt héljuvatest fotosiinteetilistest mikroorganismidest, kelle
rakkude labim&6t jadb vahemikku 0,2 um kuni 2 mm (Reynolds, 2006). Fiitoplanktoni hulka kuuluvad
mikrovetikad on veeotkosiisteemides olulised kui esmased tootjad ja anorgaaniliste toitainete
ringlusesse votjad. Futoplankton toodab rohkem kui 45% kogu maakera esmasest produktsioonist,
kuigi nad moodustavad umbes 1% Maa fotosilinteetilisest biomassist. (Field et al, 1998) Kérge
primaarproduktsiooni maar on tingitud nende kiirest kasvutempost, naiteks Chlamydomonas-e
perekonda kuuluvate liikide puhul toimub rakkude arvukuse kahekordistumine 24 tunni jooksul (Cross
ja Umen, 2015). Lisaks on erinevalt maismaa taimedest koik vetikarakud fotosiinteetiliselt aktiivsed,
kuigi selles voib esineda erandeid nagu naiteks tstianobakterite [ammastikku fikseerivad heterotsistid
ja vetikarakkude puhkestaadiumid (Pierella Karlusich et al., 2020).

Kuna fotoslintees vajab valgust, siis on fltoplankton peamiselt aktiivne veekogude eufootilises ehk
valguskdllases kihis. Selle kihi sligavus vdib olenevalt veekogudest ja aastaajast erineda, sdltudes
valgust hajutavate ja neelavate ainete, nditeks setteosakeste ja orgaanilise aine kontsentratsioonist,
aga ka fltoplanktoni hulka kuuluvate liikide rakkude arvukusest, mille massvohamised vahendavad
veekogu pinnakihist siigavamale joudvat valgust. (Kdse ja Geuer, 2018)

Fiitoplanktoni seas leidub nii prokartioote kui ka eukartioote. Eukartiootide hulka kuuluvad naiteks
dinoflagellaadid ja rénivetikad, aga ka kokolitofoorid, pelagoftitidid ja prasinofiitidid (Pierella Karlusich
et al., 2020). Prokariootidest kuuluvad fitoplanktoni hulka tsiinobakterid, mis sarnaselt eukariootsele
futoplanktonile voivad esineda nii Uksikute rakkude, filamentide v&i kolooniatena (Laugaste et al.,
2013).

1.1.1 Rohevetikad

Rohevetikad on mitmekesised ning laialt levinud vee- ja mdnedes maismaakeskkondades ning nad on
manginud olulist rolli globaalses 6koslisteemis juba sadu miljoneid aastaid (Leliaert et al., 2012).
Maismaataimede arenemine rohevetikatega Uhisest esivanemast oli maismaa 6koslisteemide arengu
seisukohast votmesindmus, mis on toonud kaasa markimisvaarseid muutusi maakera keskkonnas,
nditeks suurendanud biosfadrile kattesaadavat energiat, muutunud aineringeid ning atmosfaari
koostist (Bowles et al., 2022). Fotosiinteesivad eukartioodid arenesid arvatavasti kui heterotroofne
eukarliootne peremeesrakk pliidis kinni prokartiootse tstianobakteri, mis integreerus eukariiootsesse
rakku ning arenes Idpuks plastiidiks. See esmane endoslimbioos toimus tdendoliselt 1-1,5 miljardit
aastat tagasi ning tahistas kdige varasemate fotosiinteetiliste eukartiootide teket. (Leliaert et al., 2012)

Rohevetikate (ks hoimkondadest on Chlorophyta, mille alla kuulub suurem osa kirjeldatud
rohevetikaliike (7698 liiki 12987-st AlgaeBase andmebaasi pShjal, Guiry, 2023). Chlorophyta himkonda
kuuluvaid liike leidub mage- ja merevees ning isegi maismaal. Kdesolevas t66s keskenduti liigile, mis



kuulub perekonda Chlamydomonas Ehrenberg (selts Chlamydomonadales). (Leliaert et al., 2012) Selle
perekonna liigid on levinud kogu maailmas, neid leidub parasvootmes, troopikas ning ka polaaraladel.
Praeguseks kirjeldatud liike on isoleeritud mageveejarvedest ja -tiikidest, mere- ja riimveest,
kanalisatsioonitiikidest, lumest, aia- ja p&llumullast, metsadest, kGrbetest ning turbarabadest. (Harris,
2009)

Traditsiooniliselt hdlmab perekond Chlamydomonas kodiki kahe viburiga rohevetikaid, kelle viburid on
Uhepikkused ja asuvad Uksteise vahetus laheduses ning rakud sisaldavad thte kloroplasti koos
plrenoidi(de)ga. Kuna neid tunnuseid leidub ka teistes perekondades, siis ei ole véimalik ainult nende
pohjal perekonda kuuluvaid lilkke maaratleda. Seeparast peetakse perekonda Chlamydomonas
kunstlikuks taksoniks, mis hdlmab kaiki viburitega Giherakulisi rohevetikaid, millel esinevad tlalmainitud
tunnused, aga puuduvad muud iseloomulikud jooned. Liikide piiritlemine selles perekonnas on
keeruline, kuna paljud algsete liikide iseloomustused pdhinevad valgusmikroskoobiga tehtud tksikutel
vaatlustel, arvestamata raku morfoloogiliste tunnuste varieeruvusega populatsioonis voi elutsiiklis.
Lisaks puudub paljude Chlamydomonas-e perekonda kuuluvate liikide kohta geneetiline iseloomustus.
(Préschold et al., 2001) Markimisvaarseks erandiks on Chlamydomonas reinhardtii, mille terve genoom
suurusega 120 mega aluspaari on sekveneeritud. Chlamydomonas reinhardii on mudelorganism
uurimaks eukariootset fotoslinteesi, eukartiootsete viburite struktuuri ja funktsiooni ning erinevate
geenide funktsioone. (Merchant et al., 2007; Fauser et al., 2022 )

1.1.2 Limnomonas gaiensis

Uheks naiteks, et Chlamydomonas-e perekond vdib sisaldada uusi liike, on kdesolevas to6s uuritud L.
gaiensis, mille Tesson ja Proschold 2022. aastal kirjeldasid. Kirjeldamiseks kasutatud tived parinesid
eutroofsetest Rootsi jarvedest, millest oli eelnevalt tuvastatud Chlamydomonas-e perekonda kuuluvaid
vetikarakke, mida polnud varasemalt liigini tuvastatud. Valiste tunnuste pdhjal eristab L. gaiensis-st
teistest Chlamydomonas-e perekonda kuuluvatest liikidest lapik ja sfaariline rakukuju, raku Glemises
otsas asuv rakust eemale ulatuv osa, millele kinnituvad kaks Ghepikkust viburit ja raku kiljel asub
valgustundlik tapp. Rakkude keskmine pikkus on 6.8 um ja laius 2.7 um. Lisaks iseloomustab antud liiki
ka rakkude pendelliikumine. Seda, et L. gaiensis-e puhul on tegemist uue liigiga, nditas ka 18S
ribosomaalse DNA (rDNA) pdhjal 1abi viidud flilogeneetiline anallilis, kuna uuritud tived paigutusid
paljudest teistest varasemalt kirjeldatud liikidest eraldi paiknevasse klaadi. Limnomonas gaiensis-st
leidub Rootsi ja Inglismaa eutroofsetes jarvedes. Liik esineb vabalt elavate rakkudena, kuid ménikord
moodustavad rakud ka rihmi ning suudavad kasvada koos potentsiaalselt kahjuliku Microcystis-e
perekonda kuuluva tstianobakteri liigiga. (Tesson ja Préschold, 2022)

1.2 Molekulaarsed markerid

Rohevetikate identifitseerimine vdib osutuda keeruliseks, kuna paljudel liikidel puuduvad konkreetselt
eristuvad tunnused ning lisaks vdivad samasse liiki kuuluvad rakud olla valimuselt vaga erinevad. Tihti
kasutatakse eristuvate tunnuste uurimiseks valgus-, fluorestsents- voi elektronmikroskoopi, mille abil
vaadatakse nende rakkude dldist kuju, kloroplastide ja plrenoidide kuju ning asukohta ja



arenguetappe. (Hall et al., 2010) Rutiinse fUtoplanktoni seire kadigus kasutatava valgusmikroskoobiga
vOib mdénede rakkude liigini tuvastamine olla voimatu, kuna rakud on liiga vaiksed (< 20 um), puuduvad
eristuvad tunnused voi on nende liigisisene varieeruvus liialt suur (John et al., 2005; Galluzzi et al.,
2008). Valimuse pohjal raskesti tuvastatavate liikide paremaks identifitseerimiseks keskkonnast parit
proovidest vGib kasutada molekulaarseid meetodeid, naiteks polimeraasi ahelreaktsiooni (PCR)
liigispetsiifiliste markeritega, metatriipkoodimist vGi kvantitatiivset pollimeraasi ahelreaktsiooni (qPCR)
(Hall et al., 2010). Tavaliselt kasutatakse selleks spetsiifilise geeni varieeruvat osa, mille pdhjal on
vOimalik tuvastada erinevaid liike (Fawley ja Fawley, 2020).

Vetikate tuvastamiseks on valja pakutud mitmeid geene ja geenipiirkondi. Naiteks, mitokondriaalse
DNA geeni tsitokroom oksitidaasi | (COI) 5’ otsa kasutatakse laialdaselt looma- ning mdningate
vetikarihmade (pruun- ja punavetikate) liigiliseks tuvastamiseks. (Hall et al., 2010) COIl markerit on
kasutatud ka erinevatest geograafilistes piirkondadest parit fltoplanktoni liikide fillogeneetiliseks
anallisiks (Lebret et al., 2015; Song et al., 2021; Zou et al., 2021). Teiseks tavaparaselt fitoplanktoni
fllogeneetilistes uuringutes kasutavaks markeriks on sisemine transkribeeriv vahetikk (ITS; Stern et
al., 2012; Allewaert et al., 2015; Lebret et al., 2015; Darienko et al., 2021), mis asub suure ja vadikse
ribosomaalse subiihiku geenide vahel ning sisaldab ka 5.8S ribosomaalse DNA (rDNA) geeni. Soltudes
taksonist voib ITS pikkus olla mdnisada v6i rohkem kui tuhat aluspaari (ap) pikk. (Hall et al., 2010) Ka
ribosomaalse DNA geene kasutatakse tuvastamaks potentsiaalseid erinevusi erinevatest
geograafilistest piirkondadest parit vetikatlivede DNA jarjestustes. Kdige sagedamini kasutatakse
selleks vidikese sublhiku (SSU) geeni (16S — prokartootidel rakutuumas/eukariiootidel kloroplastis ja
18S — eukartiootidel rakutuumas). (Tartar et al., 2003; Flechtner et al., 2013; Johansen et al., 2014) Ka
suure sublhiku (LSU) geeni (prokartiootidel rakutuumas/eukariiootidel kloroplastis: 23S ja rakutuumas:
28S) saab kasutada mikroorganismide liikidevaheliste ja liigisiseste geneetiliste erinevuste
tuvastamiseks (Watanabe et al., 2006; Steven et al., 2012; Ewing et al., 2014; Possmayer et al., 2016;
Ferro et al., 2018). 23S rDNA geeni pikkus on keskmiselt 2900 ap, mis on umbes kaks korda pikem kui
16S rDNA geen, mistGttu on see informatiivsem marker (Yilmaz et al., 2011).
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2 To0 eesmark

Kaesoleva bakalaureuseto6 eesmargiks oli iseloomustada rohevetika L. gaiensis DNA jarjestusi kolme
molekulaarse markeri: 23S, ITS ja COI pdhjal ning tuvastada jarjestuste flilogeneetilise anallilisi pdhjal
geneetilisi erinevusi uuritavate tliivede vahel. T66 hlipoteesiks oli, et neljast erinevast geograafilisest
asukohast parit sama liigi esindajad naitavad uuritud markerite pdhjal geneetilisi erinevusi.
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3 Materjalid ja meetodid

3.1 Proovide paritolu

Loputdds kasutatud rohevetika tiived parinevad kolmest eutroofsest Rootsi jarvest: Ryssbysjon (18
tlve), Skedviken (7 tlive) ja Vastra Ringsjon (5 tlive) ning Uhest eutroofsest jarvest Suurbritannias
(Blelham Tarn, Inglismaa) (Joonis 1). Suurbritanniast parit tivi telliti vetikate ja algloomade
kultuurikollektsioonist (Culture Collection of Algae and Protozoa, tivi CCAP 11/119). Rootsi jarvedest
parit vetikatlivede puhul proovivott, rakkude isoleerimine ja kasvatamine viidi l1abi Sylvie V.M. Tesson-
i poolt (Aarhusi Ulikool, Taani) ja selle tdapne kirjeldus on valja toodud Tesson-i ja Proschold-i 2022.
aastal avaldatud artiklis. Kokku kasutati kdesolevas t66s 31 L. gaiensis-e tiive (Lisa 1).

Joonis 1. Proovivotukohtade kaart, muudetud Google Maps (2023) pdhjal
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Tabel 1. Ulevaade Rootsi ja Suurbritannia jarvedest, kust parinevad t66s kasutatud vetikatived.

Parameetrid Skedviken Ryssbysjon Vastra Ringsjon Blelham Tarn
Koordinaadid 59°47.30° N; 57°54.78' N; 55°54.78' N; 54°23'44"N;
18°17.44' E 14°37.68' E 13°27.17' E 2°58'41"W
Temperatuur 5.8-24.3(20) 1.5-23.4(23) 1.3-23.6(25) 3.2-194
(cQ)*
Hagusus (FNU) 6-30 4-86 3-26 -
pH 7.9-9.1 6.8-9.1 7.6-9.1 6.74 — 8.02
Aluselisus 1.9+0.1 0.4+0.1 1.9+0.2 -
(mekv/l)
Juhtivus (mS/m) 23.1%15 154+2.4 26.9+2.2 9.1+1.3

Soolsus (psu)

<0.5, magevesi

<0.5, magevesi

<0.5, magevesi

<0.5, magevesi

Gldlammastik 1206 + 140 1376 + 566 961.2 + 256.3 653.15+191.4
(mg/1)
uldfosfor (ug/l) 80+ 22 107 £ 58 98.3+33.0 23.9+9.42
S04 (mg/l) 59+4.0 57122 6.9+4.8 5.2+0.1
Andmepunktide 2588 6171 1314 138
arv
Andmete 2006 — 2020 2004 - 2020 1998 - 2021 2000 — 2022
ajavahemik
Andmete august —november | august —november | august — november jaanuar —
periood detsember

* Veetemperatuur proovi vétmise ajal on naidatud sulgudes. Tabel on muudetud Tesson ja Proschold (2022) artikli pdhjal ning

Rootsi jarvede andmed périnevad Rootsi Pdllumajandusilikooli andmebaasist (https://miljodata.slu.se/mvm/). Blelham Tarn-
i andmed on périt Suurbritannia Okoloogia ja Hiidroloogia Keskuse andmebaasist (UK Centre..., 2023). FNU - formasiini

nefelomeetriline Ghik (hdgususe Ghik)

13




3.2 Molekulaarne t60

3.2.1 DNA eraldamine

Rootsi jarvedest parit vetikatlivede DNA eraldati Sylvie V. M. Tesson-i poolt Aarhusi tlikoolis kasutades
CTAB eraldamisprotokolli nagu Tesson-i ja Proschold-i (2022) artiklis mainitud. Suurbritanniast parit
tive puhul viidi DNA eraldus ldbi Tallinna Tehnikailikoolis, Keemia- ja biotehnoloogia instituudis
kasutades sama metoodikat.

3.2.2 Poliimeraasi ahelreaktsioon

Kontrollimaks pustitatud hipoteesi uuriti kolme markeri: ITS, COI ja 23S DNA jarjestusi kdikidest
jarvedest parinevatel tivedel. Kdikide uuritavate markerite paljundamiseks viidi Iabi poliimeraasi
ahelreaktsioon (PCR). Uhe proovi jaoks kasutati 4 pl PCR-i kokteili komplekti HOT FIREPol Blend Master
Mix (Solis BioDyne), 0,5 pl praimereid (10 uM), 14 pl DNA/RNA vaba vett ning 1 ul DNA-d. Uhe PCR
reaktsiooni kogumaht oli 20 pl.

23S rRNA geeni paljundamiseks kasutati praimereid p23SrV_f1 ja p23SrV_r1 (Sherwood ja Presting,
2007) (Lisa 2). 23S PCR programm algas Ghekordse ensiidmi aktivatsiooniga: 15 minutit 95°C juures
ning sellele jargnes 35 tsuklit: denaturatsioon: 20 sekundit 95°C juures, praimerite hiibridisatsioon: 30
sekundit 55°C juures ja elongatsioon: 30 sekundit 72°C juures. Seejarel pikendati amplifitseeritud DNA
fragmente 72°C juures 10 minutit.

ITS puhul kasutati ITS-A ja ITS-B praimereid (Goff ja Moon, 1993) (Lisa 2). ITS PCR programmi esimeseks
etapiks oli tUhekordne enstimi aktivatsioon: 15 minutit 95°C juures, millele jargnes 35 tsuklit:
denaturatsioon: 30 sekundit 95°C juures, praimerite hibridisatsioon: 30 sekundit 60°C juures ja
elongatsioon: 1 minut 72°C juures. Viimases etapis pikendati amplifitseeritud DNA fragmente 5 minutit
72°C juures.

COI PCR praimeriteks olid LCO1490 ja HCO2198 (Folmer et al., 1994) (Lisa 2). COI PCR programm algas
Uihekordse enstiimi aktivatsiooniga: 15 minutit 95°C juures. Sellele jargnes 35 tsiiklit: denaturatsioon:
1 minut 95°C juures, praimerite hibridisatsioon: 1 minut 50°C juures ja elongatsioon: 2 minutit 65°C
juures. Viimasena pikendati amplifitseeritud DNA fragmente 65°C juures 10 minutit.

3.2.3 Geelelektroforees

Saadud PCR tulemuste kontrollimiseks tehti geelelektroforees, mille jaoks valmistati 150 ml 1% geeli,
kasutades agaroosi ja tris-atsetaat-etlileendiamiintetradadikhappe (TAE) puhvrit ning varvaineks lisati
etiidiumbromiidi (Naxo Smart Mix, Naxo OU, I8ppkontsentratsiooniga 0,5 pg/ml). Geelile pipeteeriti 5
pl PCR-i reaktsiooni, millele oli lisatud 1 pl laadimispuhvrit (6x TriTrack DNA Loading Dye, Thermo
Scientific). Geeli jooksutati 120 V 30 minutit. Jarele jddnud PCR segud saadeti puhastamiseks ja
sekveneerimiseks Tartu Ulikooli Genoomika tuumiklaborisse.
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3.2.4 DNA puhastamine PCR-i segust ja kloneerimine

Kuna Tartu Ulikooli Genoomika tuumiklaborist saadud kahe paralleelse Suurbritanniast périt vetikatiive
ITS PCR proovi sekveneerimistulemused naitasid erinevusi, siis otsustati jarjestuse tapsustamiseks
kasutada kloneerimist. Selleks sadestati varasemalt ITS markerite abil paljundatud DNA, mille jaoks
lisati 20 pl PCR-i segule 80 pul DNA/RNA-vaba vett, 10 pul NH,CH3CO> ja 200 pl etanooli ning segati
keerissegajal. Segu hoiti -20°C juures 30 minutit. Seejarel tsentrifuugiti sade tuubi pdhja (14 minutit
13,2 x 1000 tdispooretel) ning eemaldati vedelik ja lisati 300 pl 70% etanooli. Segu tsentrifuugiti (4
minutit 13,2 x 1000 taispooretel), eemaldati vedelik ja lasti kuivada. Sadestatud DNA lahustati
DNA/RNA vabas vees ning m&&deti NanoDrop spektrofotomeetriga (ThermoFisher Scientific) DNA
kontsentratsioon 260 nm juures. Kloneerimiseks kasutati Thermo Scientific CloneJET PCR Cloning Kit-i.
Tombistamisreaktsioon tehti puhastatud DNA ja puhastamata PCR-i produktiga. Kahele mikroliitrile
puhastatud DNA-le lisati 10 pl 2x reaktsioonipuhvrit, 5 pl DNA/RNA-vaba vett ja 1 pl DNA
tdmbistamisensiiiimi. Uhele mikroliitrile puhastamata PCR produktile lisati 10 pl 2x reaktsioonipuhvrit,
6 pl DNA/RNA-vaba vett ja 1 pl DNA tombistamisensiimi. Segu segati drnalt ja tsentrifuugiti paar
sekundit ning inkubeeriti 5 minutit 70°C juures ja jahutati jaal. Ligeerimiseks lisati eelnevalt valmistatud
reaktsioonile 1 ul pJET1.2/blunt kloonimisvektorit ja 1 ul T4 DNA ligaasi. Reaktsioon segati drnalt ja lasti
5 minutit seista toatemperatuuril. Reaktsioonisegu hoiustati -20°C juures.

3.2.5 Kompetentsete rakkude valmistamine ja transformatsioon

Kompetentsete rakkude valmistamiseks kasutati Escherichia coli DH5a kultuuri ja Luria-Bertani (LB)
sdodet. Uhe liitri LB s66tme tegemiseks kasutati 10 g triiptooni, 5 g parmiekstrakti ja 10 g NaCl. Ule66
kasvanud DH5a kultuurist inokuleeriti 500 pil 50 ml-sse LB s66tmesse ja kasvatati absorptsioonini (Asoo)
0,5 loksutil 37°C juures. Seejarel segati rakkudega s6ddet jaal, et nende kasvamine peatada. Segu
tsentrifuugiti 5 minutit 5000 tadispooretel. Rakkudelt eemaldati s66de dekanteerides.
Resuspendeerimiseks lisati 50 ml jadkilma transformatsiooni ja hoiustamise lahust (transformation
and storage solution, TSS), mille tegemiseks lisati 50 ml-le LB s66tmele 500 pl 2M MgCl,, 5 g PEG-4000
ja 2,5 ml DMSO-t. Suspensioon jagati 100 ul kaupa 1,5 ml tuubidesse. Tuubid kilmutati vedelas
lammastikus ning hoiustati -80°C juures.

Kompetentsete rakkude transformatsiooni efektiivsuse maaramiseks lisati 100 pl rakkudele 1 ug
plasmiidset DNA-d. Segu hoiti jadl 30 minutit ning siis tehti kuumasokk 1,5 minutit 42°C juures ja
jahutati jaal. Segule lisati 900 ul LB so6det ning see pandi loksutile 30 minutiks 37°C juures. 10 ul segule
lisati 990 pl LB soodet, millest kilvati valja 10 ul ja 100 pl. Transformeeritud bakterid kilvati LB
tardsootmega tassidele, mis sisaldasid 100 pg/ml ampitsilliini. Tasse inkubeeriti (ile66 37°C juures.
Tassidel kasvanud bakterikolooniad loendati. Ligatsiooni produktide transformeerimiseks kasutati
kompetentseid rakke transformatsiooniefektiivsusega 106.

3.2.6 Koloonia PCR

Inkubeeritud tassidelt korjati kiilvinGelaga laminaari all kimme kolooniat, millest igatiks lisati 20 pl-le
PCR segule (3.2.1). PCR-i tingimused olid samad nagu varasemalt kirjeldatud (ITS). Koloonia PCR
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tulemuste kontrollimiseks tehti geelelektroforees 1% agaroosgeelil. Jarele jadnud PCR segud saadeti
puhastamiseks ja sekveneerimiseks Tartu Ulikooli Genoomika tuumiklaborisse.

3.2.7 DNA jarjestuste kontroll, joondamine ja fiillogeneetiline analiiiis

Kdikide sekveneeritud DNA jarjestuste kvaliteeti kontrolliti visuaalselt kromatogrammide pdhjal,
kasutades MEGA 11.0 tarkvara (Tamura et al., 2021). Lisaks vorreldi saadud DNA jarjestusi NCBI
GenBank andmebaasiga, et kontrollida, kas saadud DNA jarjestused annavad ldhima vaste andmebaasis
olevate rohevetikaliikide, eriti Chlamydomonas spp. DNA jarjestustega. Koik t66 kadigus saadud
jarjestused on esitatud registreerimiseks rahvusvahelisse DNA jarjestuste andmebaasi (European
Nucleotide Archive). MEGA 11.0 tarkvara kasutati ka erinevatest jarvedest parit tivede DNA jarjestuste
joondamiseks erinevate markerit pShjal (sh. kloneeritud ITS jarjestuste joondamiseks ja vordlemiseks
teiste ITS jarjestustega). Joondamiseks kasutati standardparameetritega ClustalW algoritmi. Joondatud
jarjestustes otsiti Gles kasutatud praimerite jarjestused ja uuriti nende vahele jadvaid DNA jarjestusi
vOimalike erinevuste tuvastamiseks. Erinevatest jarvedest parit vetikatiivede geneetiliste erinevuste
visualiseerimiseks kasutati flilogeneetilist analliiisi. Flilogeneetilises anallilsis kasutati iga jarve kohta
konsensus DNA jarjestust, kuna samast jarvest parit tlived olid omavahel kdikide markerite puhul
identsed. Selleks, et réhutada erinevust Rootsi jarvedest parit vetikatlivede ja Inglismaalt parit tlive
vahel lisati iga DNA markeri jarjestuste joondusesse ka Chlamydomonas reinhardii ja valisrihmana
mone teise rohevetikate hdimkonda kuuluva vetikaliigi vastava markeri DNA jarjestused. Nende DNA
jarjestused saadi NCBI nukleotiidi andmebaasist ning nende registreerimisnumbrid on valja toodud
joonistel 2-4. Flilogeneetiliste puude konstrueerimiseks kasutati MEGA 11.0 tarkvara ning maksimaalse
sarnasuse meetodit ja Tamura-Nei mudelit (Tamura ja Nei, 1993). Fllogeneetiliste puude aluseks
olevate DNA jarjestuste puhul kasutati k&iki antud markeri joondatud jarjestusi (sh. kohti, mis
sisaldavad lisandunud voi eemaldunud nukelotiidide). Puude topoloogiat hinnati 100 replikaadi abil.
Puudel olevad numbrid nditavad protsentuaalselt, kuivord eristunud on konkreetse puu
konstrueerimiseks kasutatud DNA jarjestused. Joonistel olev skaala naitab DNA jarjestustes muutust
Uhe aluspaari kohta (joonised 2-4).
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4 Tulemused

Kdik sekveneeritud jarjestused andsid NCBI andmepangas kdige lahemaks vasteks rohevetikate
hdimkonda kuuluva liigi vGi perekonnaga seotud DNA jarjestuse (Lisa 3). KGik 23S markeri péhjal saadud
jarjestused andsid parimaks vasteks Chlamydomonas geitlerii vdi C. chlamydogama. Seevastu ITS ja CO/
markerite puhul olid parimateks vasteteks teise rohevetikate perekonda kuuluv Dunaliella salina voi
rohevetika hdimkonda kuuluvad liigid, mille kohta tapsem taksonoomiline kirjeldus puudub.

4.1 23S rDNA jarjestuste fiilogeneetiline analiiiis

23S rDNA jarjestused jaid vahemikku 396-402 ap ning potentsiaalsete erinevuste tuvastamiseks eri
jarvedest parinevate tlivede vahel kasutatud 349 ap DNA jarjestuste vordlus ei ndidanud erinevusi.
Samuti ei olnud erinevusi Rootsi ja Inglismaa tlivede vahel.

Limnomonas galensis
Ryssbysjon, SW

- Limnomonas gaiensis
Skedeviken, SW

Limnomonas gailensis
Vastra Ringsjon, SW

Limnomonas gaiensis
Blelham Tarn, GB

Chlamydomonas reinhardtii

X01977

Tetraselmis marina HE610166

0.020

Joonis 2. Filogeneetiline anallitis 23S rDNA jarjestuste maksimaalse sarnasuse pdhjal (344 aluspaari). Rootsi
jarvede puhul on kasutatud iga jarve kohta Uhte DNA jarjestust. Valisrihmana on kasutatud rohevetikate
hdimkonda kuuluvat Tetraselmis marina-t. SW tahistab Rootsist parit tlivesid, GB Suurbitanniast parit tiive.
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4.2 Tsiitokroom oksiidaas | (COI) jarjestuste fiilogeneetiline analiiiis

COl jarjestused jaid vahemikku 678-689 ap ning potentsiaalsete erinevuste tuvastamiseks eri jarvedest
parinevate tlivede vahel kasutatud 598 ap DNA jarjestuste vordlus ei ndidanud erinevusi. Inglismaa
tlves esines neljas positsioonis erinevus: joondatud tlivede 48. positsioonis oli T asendunud C, 165.
positsioonis T asendunud A-ga, 297. positsioonis oli A asendunud T-ga ja 444. positsioonis oli T
asendunud A-ga.

Limnomonas gaiensis
Ryssbysjon, SW

100
Limnomonas galensis

Skedeviken, SW
Limnomonas gaiensis

100 N b daiatin
Vastra Ringsjon, SW

Limnomonas gaiensis
Blelham Tarn, GB

Chlamydomonas reinhardtii
X54860

Tetraselmis maculata
AF116777

0.050

Joonis 3. Fiilogeneetiline anallilis COI jarjestuste maksimaalse sarnasuse pdhjal (646 aluspaari). Rootsi jarvede
puhul on kasutatud iga jarve kohta Ghte DNA jarjestust. Valisrilhmana on kasutatud rohevetikate hdimkonda
kuuluvat Tetraselmis maculata-t. SW tahistab Rootsist parit tlvesid, GB Suurbitanniast parit tive.
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4.3 Sisemise transkribeeritava sisetiiki (ITS) jarjestuste fiilogeneetiline
analuiis

Suurbritannia tiive CCAP 11/119 ITS jarjestuste esialgse sekveneerimise tulemusel selgus, et tiks DNA
jarjestus oli identne Rootsi jarvedest parit vetikatlivede jarjestustega, samas kui teine samast tlivest
sekveneeritud DNA jarjestus erines rohkem kui kiimnes positsioonis. Kuna mdlema jarjestuse
elektroferogrammid olid visuaalse hinnangu pd&hjal piisava kvaliteediga (nukleotiidide signaalid olid
Uksteisest selgesti eristatavad), siis kasutati peamise jarjestuse tuvastamiseks kloneerimist. Kimnest
sekveneeritud kloneeritud DNA jarjestusest neli nditasid erinevusi peamiselt Gihes positsioonis. Esimese
klooni 525. positsioonis oli T asendunud C-ga, 2. klooni 274. positsioonis oli A asendunud G-ga ning 3.
klooni 316. positsioonis oli A asendunud G-ga. Neljas kloon naitas erinevusi kahes positsioonis (143: T
— C; 523: G — A). Samas olid koik kloneerimisel saadud jarjestused identsed voi erinesid paaris
positsioonis esimesel sekveneerimisel saadud jarjestustega (sama tiivi) ning tihtlasi ka Rootsi jarvedest
parit vetikatlivede DNA jarjestustest. Kuna kloneeritud DNA jarjestustes tuvastatud asendused olid
leitavad korraga ainult Uihes jarjestuses, siis eeldati, et tegemist oli sekveneerimisvigadega ning neid ei
voetud flilogeneetilises anallilisis arvesse. Flilogeneetiliseks anallitisiks kasutatud ITS jarjestused jaid
vahemikku 635-662 ap ning potentsiaalsete erinevuste tuvastamiseks eri jarvedest parinevate tiivede
vahel kasutatud 518 ap DNA jarjestuste vordluses ei esinenud erinevusi.

Ryssbysjon, SW

Limnomonas gaiensis
100 | Skedeviken,

Limnomonas gaiensis
Vastra Ringsjon, SW

Limnomonas gaiensis
Blelham Tarn, GB

Chlamydomonas reinhardtii

AF033290

Pyramimonas tetrahyncus
HE 610152

010

Joonis 4. Fiilogeneetiline anallits ITS jarjestuste maksimaalse sarnasuse pdhjal (621 aluspaari). Rootsi jarvede
puhul on kasutatud iga jarve kohta Ghte DNA jarjestust. Valisrilhmana on kasutatud rohevetikate hdimkonda
kuuluvat Pyramimonos tetrahyncus-t. SW tahistab Rootsist parit tlvesid, GB Suurbritanniast parit tlve.
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5 Arutelu

Kaesoleva t00 tulemused pakuvad esialgse lilevaate 2022. aastal kirjeldatud rohevetikaliigi L. gaiensis-
e geneetilisest mitmekesisusest kolme laialdaselt kasutatava molekulaarse markeri pdhjal. Erinevatest
jarvedest ning riikidest parit vetikatlived olid kahe markeri, 23S ja ITS pdhjal identsed, mis on sarnane
Tesson-i ja Proscholdi (2022) saadud tulemustele. Nad naitasid fllogeneetilise anallilisi pohjal, et L.
gaiensis on teistest Chlamydomonas-e perekonda kuuluvatest liikidest 18S rDNA geeni pdhjal selgelt
eristuv, kuid nii Inglismaalt kui kahest Rootsi jarvest parit tiived olid antud markeri pdhjal geneetiliselt
identsed. Kdesolevas t66s COI markeri pohjal tehtud fllogeneetiline anallilis nditas erinevusi Rootsist
ja Inglismaalt parit tivede vahel. Saadud tulemused on olulised iseloomustamaks selle hiljuti
kirjeldatud liigi levikut PGhja-Euroopas ning alusinfoks edasistele uuringutele tema leviku kohta. Lisaks
on t66 kaigus sekveneeritud DNA jarjestused morfoloogia pdhjal tuvastatud rakkudest oluliseks
taienduseks rahvusvahelistes DNA jarjestuste andmebaasides olevale geneetilisele informatsioonile,
mis vOimaldab liiki paremini tuvastada naiteks keskkonna DNA-pdhistes uuringutes.

Saadud tulemus vastab (ildjoontes ka Hall-i ja teiste (2010) poolt ldbiviidud erinevate molekulaarsete
markerite vordluse tulemustele erinevate magevee rohevetikaliikide perekondade tuvastamiseks ja
eristamiseks. Sarnaselt antud todle naitas COl marker suurt liigisisest geneetilist varieeruvust, samal
ajal kui 18S ja 23S markerid néitasid madalamat varieeruvust (Hall et al., 2010). ITS marker naitas
vordluses kasutatud perekondade pohjal suurt liigisisest geneetilist varieeruvust (Hall et al., 2010),
samas kdesolevas t06s antud markeri pohjal geneetilisi erinevusi Rootsi ja Inglismaa jarvedest parit
tlivede vahel ei tuvastanud. ITS markeri liigisisene varieeruvus oli madal ka Halli ja kaasautorite (2010)
vordluses kasutatud rohevetika perekonna (Chlorosarcinopsis) puhul, mis voib selgitada ka antud t66
tulemusi ITS markeri puhul. Erinevate markerite informatiivsuse tapsemaks vordlemiseks ja L. gaiensis-
e edasisteks geneetiliseks iseloomustamiseks on jargnevates uuringutes oluline kaasata rohkem tiivesid
erinevatest geograafilistest piirkondadest.

Lisaks tasub antud liigi erinevatest jarvedest parit populatsioonide uurimiseks kasutada ka
populatsioonigeneetikas kasutatavaid markereid, naiteks mikrosatelliite v6i Uhe nukleotiidi
polimorfisme (SNP-d) (Rengefors et al., 2017; 2021). See voimaldaks paremini hinnata populatsioonide
geneetilist erinevust. Populatsioonigeneetika abil on Rootsi jarvedes varasemalt uuritud magevees
kahjulikke ditsenguid pdhjustava mikrovetika Gonyostmum semen-i populatsioone, kuna antud liik on
viimase viiekiimne aasta jooksul oma levikut PGhja-Euroopas (k.a. Eestis) laiendanud (Rengefors et al.,
2021). Ka nendes uuringutes saadi tulenevalt markerist ja selle informatiivsusest erinevad tulemused.
Naiteks, amplifitseeritud fragmendi pikkuse poliimorfismi (AFLP) markerite pShjal ei leitud G. semen-i
Rootsi, Norra ja Soome jarvedest parit populatsioonide vahel geneetilisi erinevusi, mis sobib kokku liigi
hiljutise leviku laienemisega (Lebret et al., 2013). Hilisem terve genoomi pdhjal tehtud SNP-de uuring
naitas G. semen-i populatsioonide geneetilist erinevust ida-ladne/kirde-kagu suunal, mida seostati
vetikarakkude potentsiaalse transpordiga randlindude poolt (Rengefors et al., 2021). Laborikatsete
pohjal on mdnede mikrovetikaliikide puhkestaadiumid vdimelised lile elama transpordi lindude
sulestikule kinnitatult vGi nende seedetraktis (Tesson et al., 2018). Ka L. gaiensis-e leviku uurimiseks on
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plaanis labi viia laborikatsed, kus jaljendatakse lindudega seotud transporti iseloomustavaid tingimusi
(temperatuur, pH, kuivamine).
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6 Kokkuvote

Kdesoleva bakalaureusetod eesmargiks oli geneetiliselt iseloomustada 2022. aastal kirjeldatud
rohevetikaliiki Limnomonas gaiensis ning vorrelda uuritavaid vetikatlivesid flilogeneetilise analliisi
abil. Selle jaoks kasutati kolmest Rootsi jarvest ja Ghest Suurbritannia jarvest parit vetikattivesid, mida
uuriti kolme molekulaarse markeri: 23S rDNA, COI ja ITS pdhjal.

Erinevatest Rootsi jarvedest ja Suurbritanniast parit tiived olid identsed kahe markeri, 23S ja ITS pdhjal,
aga kolmas marker COI naitas erinevust Rootsi ja Suurbritannia tliivede vahel.

T606 hipotees, et neljast erinevast geograafilisest asukohast parit sama liigi esindajad naitavad uuritud
markerite pohjal geneetilist erinevust, leidis kinnitust ainult COI markeri pdhjal ning erinevus oli
tuvastatav ainult Rootsi ja Suurbritannia paritolu vetikatlivede vahel, kuid mitte erinevatest jarvedest
parit tiivede puhul.

Limnomonas gaiensis-e edasiseks geneetiliseks iseloomustamiseks peaks edasistes t6ddes kaasama
rohkem tlivesid erinevatest geograafilistest piirkondadest, et saada rohkem informatsiooni
potentsiaalsete geneetiliste erinevuste kohta.
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Abstract

The aim of this Bachelor’s thesis was to genetically characterize the green algal species Limnomonas
gaiensis. The hypothesis was that the algal strains from four different geographical locations display
genetic differences based on the investigated markers.

The DNA sequences from 30 L. gaiensis strains from three Swedish lakes and one strain from Great
Britain were analyzed based on three molecular markers: 23S rDNA, internal transcribed spacer (ITS),
and cytochrome oxidase | (CO/). The DNA sequences obtained based on the three markers were used
for phylogenetic analysis. Strains from different lakes and countries were identical based on the 23S
and ITS markers but the COI marker showed differences between the strains from Sweden and Great
Britain.

The initial hypothesis was not confirmed based on 23S and ITS markers as there were no differences
between the sequences obtained by the two markers. Although it was possible to detect differences
between the Swedish and English strains based on the COI marker but among the strains from three
Swedish lakes no genetic differentiation was detected.

Future studies aiming to characterize L. gaiensis should include more strains from different
geographical locations to cover more of the potential genetic variability.
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Lisad

Lisa 1. Uuritud tiived ja nende iseloomustamiseks kasutatud molekulaarsed

markerid
Tived coi 23S ITS
Vastra Ringsjon
VR66-02 X X X
VR66-04 X X X
VR66-05 X X X
VR66-07 X X X
VR66-10 X X X
Ryssbysjon
R86-45 X X X
R86-47 X X X
R86-48 X X X
R86-51 X X X
R86-53 X X X
R86-54 X X X
R86-56 X X X
R129-31 X X X
R129-32 X X X
R129-33 X X X
R129-34 X X X
R129-35 X X X
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R129-36

R129-37

R129-38

R129-39

R129-40

R129-42

Skedviken

SK147-17

SK147-19

SK147-21

SK147-23

SK147-25

SK147-26

SK147-28

Blelham Tarn

CCAP 11/119
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Lisa 2. T60s kasutatud praimerid

Marker | Praimeri | Praimeri jdrjestus (5’-3’) Praimeri | Praimeri jéirjestus (5’-3’)
nimi nimi
23S p23SrV_f | GGACAGAAAGACCCTATGAA | p23SrV_ | TCAGCCTGTTATCCCTAGAG
1 rl
col LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATA | HCO219 | TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAA
TTGG 8 TCA
ITS ITS-A GGGATCCGTTTCCGTAGGTGA | ITS-B GGGATCCATATGCTTAAGTTCAG
ACCTGC CGGG
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Lisa 3. Ulevaade saadud DNA jirjestuste vastetest NCBI andmebaasis

Tabelis ndidatud vasted kehtivad kdikide antud markeri abil saadud DNA jarjestuste kohta, kuna Ghe

markeri abil saadud jarjestused olid identsed. Ka Suurbritannia tlve ITS jarjestuse puhul olid parimad

vasted samad, kuid esinesid vdiksed erinevused DNA jarjestuste kattuvuse ja sarnasuse protsentides

vorreldes Rootsi jarvedest parit jarjestuse pdhjal tehtud paringuga.

Marker DNA jarjestuste | Sarnasus (%) Taksonoomiline Registeerimisnumber
kattuvus (%) info
23S 99% 95% Chlamydomonas L43353.1
geitlerii
99% 95% Chlamydomonas X68892.1
geitlerii
99% 94.17% Chlamydomonas NC _068623.1
chlamydogama
Col 98% 78.80% Dunaliella salina KP691601.1
72% 74.02% Chlorella sp. MK226127.1
72% 72.69% Chlorella sp. KF554428.1
ITS 100% 99.68% uncultured HQ219442.1
Chlorophyta
100% 99.52% uncultured HQ219423.1
Chlorophyta
69% 83.38% Chlamydonomas MN738563.1
sp.
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