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ALKULAUSE

Tama opinndytetyd tehtiin metsantutkimuslaitoksella Vantaan toimipisteessa vuoden
2010 tammikuusta kesékuulle. Tyén tekeminen oli erittdin mielekasté ja tahdon erityi-
sesti kiittad tyon ohjaajaani FT Tiina Rajalaa sekd FT Raisa Makip&&ta erinomaisesta
ohjauksesta sekd neuvoista. Tahdon myos kiittdd muita laitoksen tutkijoita. FT Mikko
Peltoniemed ja FT Leena Hambergia avustuksesta monimuuttujamenetelmaanalyysei-
hin, seka koko muuta metsépatologian osaston henkilokuntaa loistavasta porukkahen-

gesta, seké yhteisista hetkista.

Vantaalla 30.5.2011

Matias Hayrynen

1 LAHOPUUN MONIMUOTOINEN SIENIYHTEISO

Puun lahoaminen luonnossa on metsaekosysteemin toiminnan kannalta valttamatonta,
koska siina vapautuu kuolleeseen puumateriaaliin sitoutuneita ravinteita seka hiilta

organismien uudelleen kaytettavaksi.

Lahoaminen on merkki metsien hyvinvoinnin tasosta, mutta lahoaminen aiheuttaa
myos paljon taloudellista vahinkoa sekéd metsissa ettd rakennuksissa. Lahottajasienten
myonteiset vaikutukset ovat kuitenkin vahingollisia vaikutuksia suuremmat. Ne hajot-
tavat esimerkiksi maahan pudonneen oksan tai kaatuneen puun vaikeasti sulavia mo-
lekyyleja muille maaperan mikrobeille kelpaaviksi yhdisteiksi, mika mahdollistaa
metséekosysteemissa ravinteiden kierron. Lahottajasienet ovat siten avainasemassa

metsien ravinnetasapainon yllapidossa.

Metsien monimuotoisuus ja sen yllapitdminen ovat viime vuosina olleet entista
enemman seka tutkimuksen kohteena ettd metsien kasittelyn tavoitteena. Luonnonti-
laisen kaltaisissa metsissé on paljon lahoavaa puuta, joka luo monimuotoisuutta tar-

joamalla elinympariston monille sienille, hyonteisille, sammalille ja jakélille.
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Lahopuulla eldvid makrosienid tunnetaan Suomessa noin 1500, mutta niiden liséksi
monet huonommin tunnetut sienet ovat riippuvaisia lahopuusta (Siitonen. 2001). La-
hopuussa elavét sienilajit ovat hyvin keskeisid metsien monimuotoisuudelle. Kaiken
kaikkiaan lahottajasienilajien monimuotoisuudesta ja lajien elinympéristdjen vaati-
muksista on vain vahan tietoa. Silmin havaittavat sienilajit, kuten k&avat, ovat perin-
teisesti olleet tutkimuksen kohteina mutta niiden lisaksi lahopuulla elda paljon huo-
nosti tunnettuja sienid, joiden havainnointi ilman DNA-tekniikoita on vaikeaa tai jopa
mahdotonta. Eri sienilajien ja niiden monimuotoisuuden vaikutus puun lahoamisno-
peuteen tunnetaan myos huonosti.

Lajiston monimuotoisuuden vaihtelu lahoamisen edetesséa on yksi oleellisia kysymyk-
sid ekologiassa. Lahosukkessiossa hajotettava resurssi tasaisesti vahenee ja laatu
muuttuu. Oletettavasti samalla muuttuu hajoavassa substraatissa eldva sienilajisto.
Kuollut maapuu tarjoaa hyvan mahdollisuuden tutkia lahottajasienien runsauden vaih-

telua ja yhteisdrakennetta lahosukkessiossa.

Metséntutkimuslaitoksella Vantaan yksikdssa on tutkittu vuodesta 2008 kolmen eri
koealan, Rostrandin, Lopen sek& Lapinjarven lahottajasienien monimuotoisuutta.
Vuonna 2009 tutkimukseen lisattiin kaksi koealaa, Petéjajarvi sekéd Vesijako. Kaikki
viisi koealaa kuuluvat yhteistutkimukseen nimeltd “’Sienilajiston monimuotoisuus ja
sukkessio lahoavalla puulla”. Vesijaon sekd Petdjdjarven tutkimuskohteet ovat viimei-
sid ja ne on aloitettu vuonna 2009. Kaikki koealat ovat luonnontilassa olevia, kuusi-
valtaisia metsikoitd. joissa metséa ei hoideta ja niissa on paljon lahopuuta. Tutkimus-
rahoitus on saatu Suomen Akatemialta vuosille 2008 — 2011. Tutkimus on osa isom-
paa metsantutkimuslaitoksen hanketta nimeltd ”Thmistoiminnan vaikutus metsien hiili-

taseeseen ja monimuotoisuuteen”, joka on alkanut vuonna 2006.

Metséntutkimuslaitoksen tutkimuksen tarkoituksena on analysoida lahopuussa elavén
sienilajiston muutosta lahoamisen alusta lahoamisen loppuun, seka sienilajiston suh-
detta puun laatuun. Tutkimuksessa testataan hypoteesia, etta lahottajasienilajien mo-
nimuotoisuus on huipussaan siind hajoamisen vaiheessa, kun hajoamisnopeus on suu-

rin.

Tama opinndytety0 keskittyi Vesijaon koealan néytteisiin. Tavoitteenani oli selvittaa
koealan lahopuundytteiden lahottajasieniyhteiséjen monimuotoisuus DNA- menetel-

milla, sek& puun tiheyden ja kosteuden vaikutus sienilajidiversiteettiin. Yhteensa
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108:sta eri lahovaihetta edustavasta kuusirungosta eristettiin totaali-DNA, josta mo-
nistettiin sienien DNA PCR-tekniikalla. Sienilajit eroteltiin DGGE (denaturoiva gra-
dienttigeelielektroforeesi) sormenjélkianalyysilla ja lajisto tunnistettiin DNA-
sekvenssoinnilla. My6hemmin puundytteista tullaan vielda maarittdmaan hiili-, typpi-
ja ligniinipitoisuudet mutta ne eivat sisaltyneet tdéhan opinnédytetyohon.

Ty0 suoritettiin metsantutkimuslaitoksella Vantaan toimipisteesséd metsépatologian

osastolla.

2 METSAN PIENET ELAJAT

“Everything happens for a reason”

John Locke

2.1 Metsan monimuotoisuus (diversiteetti)

Biodiversiteetti eli luonnon monimuotoisuus kasittad laajimmillaan kaiken elollisen
kirjon, jota maapallolla esiintyy. Metsan monimuotoisuudella tarkoitetaan kaikenlaista
vaihtelua metsédluonnossa. Monimuotoisuutta ovat eldin-, kasvi- ja sienilajien runsaus,
elinymparistdjen vaihtelevuus seka lajien sisdisen perinndllisen aineksen rikkaus.
Luonnon monimuotoisuuden vaalimisessa kotimaisilla puulajeilla on suuri merkitys.
Myos kuollut puusto ja sen jattdminen metsadn edistdd monimuotoisuutta, koska
huomattava osa uhanalaisista metsélajeista on riippuvainen lahopuusta. (Metséverkko
2011, verkkosivut)

Metséluonnon monimuotoisuudella tarkoitetaan erilaisten metsaymparistotyyppien,
elidyhteisojen, ekosysteemien seka metsissa eldvien eliélajien ja niiden geneettisen
periman runsautta ja monipuolisuutta. Monimuotoisuutta pyritdan sailyttdmaan mm.
perustamalla luonnonsuojelualueita, turvaamalla uhanalaisten lajien elinympéristja ja
ottamalla huomioon monimuotoisuustavoitteet metsataloudessa. Talousmetsissd mo-
nimuotoisuutta vaalitaan séilyttdmalla luonnontilaisina metsalain mukaiset, erityisen
tarkeat elinympéristot ja luonnonsuojelulain mukaiset metsaiset luontotyypit seké
muut arvokkaat luontokohteet. (Siitonen 2001, 57)

Luonnon monimuotoisuuden méé&ran tai tason arviointi on vaikeaa, koska yksittaisella

luvulla voidaan kuvata vain yhtd osatekijaa. Yhtd ainoaa arvoa tai lukua biodiversitee-
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tille ei voida antaa. Jos lasketaan pelk&stdan lajien lukumé&érad, muutama vuosi met-
sédnhakkuun jalkeen lajimaéara alueella voi olla korkeampi kuin alkuperdisessad metsas-
sé. Lajit ovat aivan erilaisia lahtotilanteeseen verrattuna, silla mukana on sekad metsé-
ettd avomaan lajeja. Liséksi niiden runsaussuhteet ovat muuttuneet. (Metséteollisuu-

den tietopalvelu, 2011, verkkosivut)

Suomalaisella metséntutkimuksella on alusta alkaen ollut kiinted suhde biologisiin
tieteisiin, varsinkin kasvitieteeseen. Monimuotoisuuden sailyttdmisessa keskeisena
tavoitteena on luontaisen lajiston séilyttdminen. Olennaista tutkimuksissa on tehda
vertailuja luonnonmetsien ja talousmetsien vélilla.

Usein monimuotoisuudesta erotetaan seuraavat kolme tasoa: geneettinen eli perinnol-
linen monimuotoisuus, lajistollinen monimuotoisuus ja maisemallinen eli elinympéris-
t0jen monimuotoisuus. (Hotanen, Nousiainen, Makipaa, Reinikainen & Tonteri. 2008,
37)

Geneettisella monimuotoisuudella tarkoitetaan jonkin yksittaisen eliélajin periman
vaihtelua joko populaation siséll& tai eri populaatioiden valill4. Esimerkiksi monista
puulajeista tavataan erilaisia muotoja ja muunnoksia. (Hotanen ym. 2008, 37)

Lajistollinen monimuotoisuus yksinkertaisimmillaan tarkoittaa esimerkiksi metsikdssa
esiintyvien lintulajien lukumé&éaraa. VVoidaan vertailla kahta samankokoista mutta eri-
tyyppistd metséa. Lajistollista monimuotoisuutta voidaan tutkia joko tiettyjen lajiryh-
mien osalta tai koko eli6lajiston osalta. Jalkimmainen tarkastelutapa on hankala, koska
kaikkien elidlajien tutkiminen ja tunnistaminen on aikaa vievaa ja vaikeaa tyota. Ta-
man vuoksi yleensd tutkitaankin vain osa lajistosta: tutkitaan joku tietty lajiryhma.
(Hotanen ym. 2008, 36)

Késite maisemallinen ja elinymparistdjen monimuotoisuus pitaa sisalladn mm. met-
sikkokuvioiden lukumaarén ja koon, ikdjakauman, puulajisuhteet seka metsélain ja
luonnonsuojelulain tarkoittamat arvokkaat elinymparistot. Tarkastellaan siis metsassé

esiintyvaa vaihtelua suuressa mittakaavassa. (Hotanen ym. 2008, 36)

Lis&ksi voidaan puhua rakenteellisesta monimuotoisuudesta seka toiminnallisesta mo-
nimuotoisuudesta. Rakenteellisessa monimuotoisuudessa tarkastellaan pelkan lajilu-
kumaéaran lisaksi myos elidyhteison lajien runsaussuhteita. Toiminnallisella monimuo-

toisuudessa tarkoitetaan puolestaan erilaisten luonnon hairi6- ja sukkessioprosessien
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(metsapalot, kuolleen puuston lahoaminen) esiintyminen ja jatkuvuus. (Hotanen ym.
2008, 37)

2.2 Mikrobien vaikutus metsikkdon

Mikrobeilla on keskeinen asema metsan ravinteiden kierrossa. Ne vaikuttavat lisaksi
hyvin monin eri tavoin muiden elididen selviytymiseen mm. aiheuttaen tauteja tai niil-
t4 suojaten. (Muller. 2001, 174)

Metsén hyvinvointi ja biomassan tuotto ovat todennékoisesti kytkoksisséd mikrobiston
monimuotoisuuteen. Mahdollisia uhkatekijoitd metsan mikrobidiversiteetille ovat li-
saantyva UV-siéteily, lahopuun véhyys talousmetsissd sekd ilman epapuhtaudet. (Mul-
ler. 2001, 174)

Metsamme jaotellaan kangasmetsiin ja lehtoihin. Kangasmetsia on maamme metsista
valtaosa. Ne luokitellaan eri ravinneisuutta vastaaviin metsatyyppeihin pintakasvilli-
suuden mukaan. Havumetsat ovat yleensa metsatyypiltdén tuoreita kankaita (MT) tai
lehtomaisia kankaita (OMT). (Hotanen ym. 2008, 36) Useissa maailman maissa met-
sét luokitellaan niissé kasvavien puulajien perusteella. Meilla Suomessa puulajeja on
kuitenkin vain muutamia, ja ne voivat kasvaa varsin monenlaisilla kasvupaikoilla.
Esimerkiksi ménty pystyy kasvamaan toisaalta kaikkein karuimmilla kalliomailla ja

toisaalta rehevissa lehdoissa. ( Hotanen ym. 2008, 36)

2.3 Sienet elidina

Sienet ovat aitotumallisia eli6ita eli eukaryootteja. Ne sisaltavat aidon tuman, jossa
kromosomit sijaitsevat. Suurelle osasta ihmisia sana "sieni* tuo mieleen lakkisienten
syotdvan osan eli itibeman. Biologiassa sieni on kuitenkin paljon laajempi késite.
Maanpééllinen iticema on kanta- ja kotelosienien suvullinen lisdé&ntymisrakenne. Met-
séssa suuri osa sieniorganismista kuitenkin kasvaa maan alla tai lahoavassa materiaa-
lissa haaroittuvana rihmastona, joka voi ulottua useiden nelidmetrien alalle. Sienten
voivat lisdantyé suvullisesti tai suvuttomasti ja solut jakautuvat meioottisesti ja mioot-
tisesti. Sienten soluseiné sisaltaa kitiinia ja selluloosaa. Sienilla ei ole viherhiukkasia,

joten ne eivét pysty yhteyttdmaan ja ovat néin ollen toisenvaraisia. Tarvitsemansa
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energian sienet saavat joko hajottamalla kuollutta tai eldvéa materiaalia, tai symbiont-

tiselta iséntakasvilta. (Kasanen. 2009, 20)

Metsdymparist0ssé sienilajisto vaihtelee paljon puuston ién ja lajikoostumuksen, to-
pografian, 1ampo- ja kosteusolojen sek& maaperan ravinneisuuden ja happamuuden
mukaan, silla sienilld on kasvien tapaan lajityypilliset kasvuoptiminsa elinymparistén
suhteen. Esimerkiksi ménnyn mykorritsalajisto poikkeaa olennaisesti kuusen mykor-
ritsalajistosta, ja méannikdssa neulaskariketta hyodyntavat eri lajit kuin kuusikossa.
Koivikossa, haavikossa, lepikossa ja tuomiviidassa on kussakin oma tyypillinen sieni-
lajistonsa. Tammella, vaahteralla, padhkinapensaalla jne. on niin ikdén padosin omat

mykorritsa- ja lahottajasienensa. (Kasanen 2009, 21)

Monet kaatuneiden puunrunkojen luonnollisten lahoamislinjojen peruslajeista ovat
metsédnhoidon vuoksi rajusti vahentyneet, silla hoidetuissa metsissé ei ole riittavasti
lahopuuta, etenkdan suuria runkoja. Kuollutta ja lahoavaa puuainesta hyédyntavien
lajien viimeisi& turvapaikkoja ovat suojelualueilla sijaitsevat vanhat luonnontilaiset
metsat. (Renvall 2005, 37)

Sienilld on suuri merkitys metsaekosysteemissa, silla ne lahottavat puuainesta ja ovat
talléin hyvin suuressa asemassa ravinteiden kiertokulussa metséassa. Sienilla on tarkea
rooli myds metsan perustuotannossa, silld suurin osa kasvilajeista muodostaa sienijuu-
ren eli mykorritsan. Mykorritsaksi kutsutaan sienen ja puun valista symboosia, jossa
sieni antaa isdntapuulleen maasta ravinteita ja vastavuoroisesti saa puulta hiilta ener-
gian lahteeksi. (Kasanen. 2009, 19,20)

2.4 Lahoaminen ja lahopuun merkitys

Puun biologista hajoamista nimitetd&n lahoamiseksi. Lahotessa puuaines pilkkoutuu,
jolloin puun huokoisuus kasvaa, tiheys pienenee ja puun vari voi muuttua. Suurin osa
lahottajaorganismeista on sienid. Ne hajottavat entsyymeilldan puun hiilihydraatteja,
pektiini& ja ligniinejd. (Méakinen ym. 2006)

Puun alkaessa lahota ensimmaiseksi lahoavat helposti ja nopeasti hajoavat yhdisteet
kuten sokerit, jonka jalkeen hajoavat selluloosa ja hemiselluloosa. Lopuksi hajoaa
vaikeasti hajoavaa ligniini. Hajoamisnopeus on kuusella n. 60-80 vuotta (Makinen
ym. 2006). Aluksi hajoaminen on hidasta puun viel& kuivaessa, jolloin puu ei paase
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koskettamaan maata. Tdma on myos epdsuotuista elinymparisto sienille. Keskivaiheil-
la hajoaminen on nopeimmillaan, jolloin koko puu on maakosketuksessa. Lopuksi ha-
joaminen taas hidastuu kun jéljell& on enaé vaikeasti hajoavat yhdisteet kuten ligniini.
(Hotanen ym. 2008, 36).

Lahottajien merkitys luonnon ravinnekierrossa on erityisen tarked, silla ilman niita
kuolleen puun tai muun organismin sisaltdamaét ravinteet jaisivat kayttamatta. Talldin
hajoamatonta materiaalia kasaantuisi luontoon suuret maarat. Metséekosysteemissé
tarkein hajotettava materiaali on kuolleet puut seké lehti- ja neulaskarike. (Muller
2001, 174)

Lahopuulajeihin kuuluu paljon sieni, etenkin kadpid ja orvakkaita seka jakalia, sam-
malia ja hyOnteisid. N&it4 lahopuusta riippuvaisia lajeja eli saproksyylejé on eri
elioryhmissa arvioitu olevan Suomessa yhteensa noin 4000-5000 lajia. Lahopuulla
elavia sienilajeja tunnetaan noin 1500 mutta todellinen sienilajilukumaara on todenna-
koisesti paljon suurempi. Lahopuut siis tarjoavat elinympariston monille elitille mutta
lisdksi lahonneet rungot ovat puuston uudistumiselle tarked taimettumisalusta. (Siito-
nen 2001, 57)

Metséntutkimuslaitoksen mukaan reilun kymmenen vuoden aikana lahopuun méaéra
Suomen talousmetsissa on kasvanut uusien metsanhoitosuositusten ansiosta. Korjuu-
alueille nykyisin jatettavat saastopuut kuolevat ja kaatuvat aikanaan ja muodostavat
lahopuuta pitkélle tulevaisuuteen. (Metsateollisuuden tietopalvelu, 2011). Etela-
Suomessa kuollutta puuta on nyt keskimaarin 3,2 m®ha, kun maara 1990-luvun lopus-
sa oli 2,8 m%ha. Pohjois-Suomessa lahopuuta on tuplasti enemman, keskimaarin 7,6
m*/ha. Sen sijaan luonnontilaiset metsat ovat vahentyneet, mika selvasti vahentaa la-
hopuun maaraa metsissimme, silla luonnontilaisissa metsissa lahopuuta on enemman
kuin talousmetsissa: 20-130 m*/ha riippuen kasvupaikasta ja sijainnista. Sopivien
elinympadristdjen vaheneminen onkin uhka monelle lahopuusta riippuvalle elidlle ja
esimerkiksi k&apasienistéd jopa 37% on luokiteltu vaarantuneiksi tai uhanalaiseksi (Sii-
tonen 2001).

Lahopuun maara luonnonmetsissa riippuu periaatteessa kolmesta eri tekijasta. Kasvu-

paikan puuntuottokyvystd, joka vaikuttaa lahopuun muodostumisnopeuteen, kuollei-


http://www.tracker-software.com/buy-now
http://www.tracker-software.com/buy-now

den puiden lahoamisnopeudesta seka hairidistd, jotka vaikuttavat lahopuun muodos-

tumisnopeuteen ja metsikén sukkessioon. (Siitonen 2001, 57)

Tieto lahopuun tilavuudesta on oleellisen tarkea tarkasteltaessa lahottajasienilajien
mé&araé. Puun lahotessa pidemmélle sen tiheys pienenee ja tdten myos sen lahotta-
jasienilajiston diversiteetti kasvaa. Kaytdnndssa lahopuun tilavuus saman metsikon
sisalla pysyy harvoin pitkia aikoja tasapainossa, ja eri sukkessiovaiheiden valilla voi

olla jopa kymmenkertainen ero kuolleen puuston tilavuudessa. (Siitonen 2001, 57)

Vaikka lahoaminen onkin luonnollinen ja elamén kiertokulun kannalta oleellinen pro-
sessi, talousmetsassé lahoaminen voi olla haitta ja védhentaa saatavia hakkuutuloja.
Useimmissa tapauksissa lahoaminen alkaa rungon tyviosasta; juurik&avén aiheuttama
tyvilaho, vanhojen puiden lahot, ihmisten ja eldinten aiheuttamat tyvi- ja juurivauriot.
Talousmetséssa lahoaminen on erityisesti vanhojen puustojen ongelma. Ohjeellista
kiertoaikaa vanhempien kuusikoiden lahovikaisuus Pohjois-Suomessa on suorassa li-

neaarisessa suhteessa puuston ik&én. (Kasanen 2009, 21)

3 LAHOTTAJAT

3.1 Lahottajasienien toiminta ja ryhmittely

Lahottajat ovat metsédekosysteemin toimivuuden ja metsén ravinteiden kierron kannal-
ta erittdin tarked elioryhma. Lahottajasienet ovat tyypillisia madéansydjia eli saprotro-
feja. Selkeésti kuolleen puuaineksen lahottamiseen erikoistuneet lahottajasienet eivét
pysty yksin esiintyessadn vaurioittamaan eldvaa puuta. Elaviin puihin iskeytyvat sie-
net aiheuttavat tauteja ja niitd kutsutaan patogeeneiksi. Useat ja merkittdvimmat met-
sépuiden patogeenit osallistuvat myos puiden lahottamisprosessiin ja metsanpuiden
taudinaiheuttajan ja lahottajan ero on usein vaikeaa tunnistaa. Lahottaja sienet luoki-
tellaan paatyyppien mukaa.rusko-, valko- ja katkolahottajiin seka sinertymasieniin.
(Kurkela. 1994, 266)

Ruskolahottaja (engl. brown-rot) hajottaa péaasiallisesti puun polysakkarideja eli sel-
luloosaa. Ruskolahottaja voi myds aiheuttaa muutoksia ligniinid-yhdisteissa vaikka ei
merkitsevasti pystykkaan hajottamaan ligniinid . Ruskolahottajsienen seurauksena puu

muuttuu ruskeaksi ja hauraaksi. Liséksi puun lujuus heikkenee. Ruskolahottaja on
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paéosin havupuiden lahottajasieni. Ruskolahossa puu muuttuu ensin variltaan keller-
tavéksi tai ruskeaksi ja lahoaminen tapahtuu tasaisesti. Kuivaessaan puu kutistuu ja
halkeilee. Ruskolahon valtaama puu muistuttaa paljon hiiltynytta puuta. Puu menettéa
lujuutensa hyvin nopeasti jo lahon alkuvaiheessa. Pitkélle lahonnut puu voidaan mu-
rentaa sormissa pieneksi jauheeksi. Ruskolahossa alussa hajoamien alkaa solujen si-
séltd hajottaen selluloosan. Jéljelle jaavat ruskeat ligniiniaineet. 27 % ruskolahottajista
on erikoistunut lahottamaan lehtipuita ja noin 58 % lahottamaan havupuita. (Kurkela
1994, 266; Niemel& 2005, 13)

Valkolahottajat (engl. white-rot) ryhméan kuuluvat lahottajasienet tuhoavat niin lig-
niinia kuin polysakkaridejakin, -padasiallisesti kuitenkin ligniinid. Useimmat valkola-
hosienet suosivat lehtipuita. Puuaines muuttuu vaaleaksi ja pehmedksi. Liséksi puun
lujuus heikkenee. VVakolaho on saanut nimensa siitd, ettd ligniinin hajotessa puuaines
vaalenee. Valkolahosienet lahottavat seka havu- ettd lehtipuita. Valkolahoa aiheutta-
via patogeenejé ovat esimerkiksi juurikdapa, mesisieni, mannynkaapéa seké taulukaa-
pa. Useimmat valkolahottajat ovat kantasienid, mutta joillakin lehtipuilla esiintyy val-
kolahoa aiheuttavia kotelosieniéd. Valkolahon tunnistaa varistd, mutta vield véaria pa-
rempi tunnistusmerkki on pitkélle lahonneen puun rakenne. Alkuvaiheessa olevaa val-
kolahoa on vaikea havaita, silla puu sailyttda lahoamisen alkaessa lujuutensa viela
jonkin aikaa. Valkolahottavat valtaavat kuitenkin puun solukon lapikotaisin ja hyvin
nopeasti. Usein valkolahossa on mustia sek& tummanruskeita alueita lahoalueen ja
terveen puun rajalla. Nama ns. pseudosklerootiot tekevat puuaineen marmorimaiseksi,
jolloin joskus puusta tehdyissa astioissa seka koriste-esineissa saattaa nakyé alkuvai-

heessa olevaa valkolahoa. (Fengel & Wegner 1989, 385)

Erityyppisia valkolahottajia ovat

taulakadpa (Fomes Formentarius)
silkkivyok&apa (Trametes Versicolor)
mannynkaépé (Phellinus Pini).

Valkolahoa tunnetaan monta erityppié. Useilla valkolahottajilla on kyky hajottaa se-
lektiivisesti ligniinid, mutta lahotusaktiivisuus jakautuu puussa epéatasaisesti. Valkola-
hottajat hajottavat ensiksi puun ligniineja. Usein puu muuttuu vield vaaleammaksi

kuin normaali puuaines. Lahon alkuvaiheessa puun lujuus heikkenee, mutta myo6-
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hemmin puuaines pehmenee ja alkaa halkeilla. Tdssa vaiheessa suuri osa selluloosasta
on myos hajonnut ja lopuksi puuaines muuttuu kuitumaiseksi massaksi. Valkolahotta-
jat ovat avainasemassa kehitettaessa biologista puumassan valmistusprosessia. Lahot-
tajasieni, joka on hyvin tehokas ligniinin hajottaja, mutta samalla jattaa selluloosa-
kuidut koskemattomiksi on t&ssa tilanteessa paras. Valkolahottajat kuitenkin hajotta-
vat ligniinid saadessaan energiaa hiilihydraateista, jolloin valkolahoprosessissa tapah-

tuu ligniinin ja selluloosan yhtaaikaista hajoamista. (Kurkela. 1994, 266, 267)

Katkolahottajiin (engl. soft-rot fungi) kuuluvien lahottajasienten entsyymit pystyvat
muokkaamaan soluseindan komponentteja. Katkolahottajien hajottamisnopeus ja selek-
tiivisyys riippuu paljon lahottajasienityypista. Katkolahottajia esiintyy havu- ja lehti-
puissa. Sienen toiminnan seurauksena puumateriaalin lujuus heikkenee. (Fengel &
Wegener 1989, 394)

Katkolahottajan saastuttama puu sailyttaa alkuperdisen muotonsa hyvin pitkéan. La-
hottajasienten hyyfit lapéisevét lahoamisen alkaessa solujen seinét jonka jalkeen ent-
symaattinen hajotus lisdantyy hyvin nopeasti. Katkolahoa aiheuttavat monet kote-
losienet (Ascomycota) ja vaillinaissienet (Deuteromycota). Katkolahottaja kayttaa no-
peasti puun liukoiset sokerit. Katkolahottajat tarvitsevat vahemman happea toimiak-
seen kuin kantasienet. Taman vuoksi kaikki kyllastysaineet eivat aina esté katkolahot-
tajien paasya puuhun. Esimerkiksi painekyllastetyissa pylvaissé on tavattu katkolahot-
tajia. (Kurkela 1994, 267)

Sinistymasieni (engl.blue-stain fungi). Esiintyy p&&osin havupuissa. Sinistymasieni
VoI rajoitetusti hajottaa polysakkarideja. Tyypillisin tdman sienityypin aiheuttama

vaurio on sininen tai musta varjaytyma. (Fengel & Wegener 1989, 374)

Lahottajasienet jaotellaan esiintymisen mukaan metsélahottajiin, varastolahottajiin
sekd puurakenteiden lahottajiin. Metsalahottajat eldvat padsaantoisesti metséssa pys-
typuissa, vaikka sienten elama tavallisesti jatkuukin vield puun kaatumisen jalkeen.
Osa metsalahottajista on puita tappavia taudinaiheuttajia, mutta suurin osa on kuiten-
kin vain kuolleessa puuaineksessa eldvia saprofyytteja. Varastolahottajiin kuuluvat
sienet elévat kaadetuissa puissa, puutavarassa ja jossakin mééarin kosteudelle alttiina
olevissa puurakenteissa. Puurakenteiden lahottajasienet elévét rakennusten puuosissa,

missé kosteus on sienten kehitykselle riittdva. (Fengel & Wegener 1989, 374)
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3.2 Lahottajasienien elinolovaatimukset

Monet lahottajasienilajit ovat hyvin erikoistuneita, ne elavat vain tietyn puulajin ja -
koon lahopuulla, joka on tietyssa, niille sopivassa lahoamisen asteessa. Kun lahoami-
nen edistyy pidemmalle, niiden tulisi 16ytaa l1&histoltd uusi, sopivaa lajia ja lahoastetta
edustava puu. (Kasanen 2001, 21)

Myaos paikan pienilmastolla on lahoamisprosessille tarked merkitys ja lahoamisnopeus
on riippuvainen seké lampatilasta ettd puun siséltamasta vesimaarasta.. Mikali laho-
puu kuivuu liikaa, se voi muuttua hyodyttoméksi esimerkiksi monelle kaapalajille.
Lahoaminen on yleensa nopeinta lampdtilan ollessa noin +25 astetta ja puun ollessa
puolikuiva, jolloin puun painosta 70-80 % on vettd. Lahoamista ei tapahdu alle 0-
asteen lampotiloissa eikd endd kun lampotila nousee yli +40:n asteen. Lahoamista el
myo6skaan tapahdu kun kosteusprosentti on yli 25 - 70 prosentin. (Kasanen 2001, 21)
Lahottajasienet tarvitsevat elddkseen myos vettd, happea, lampda ja ravinteita. Lampo-
tilan on useasti oltava reilusti nollan ylapuolella. Useimmat sienet kasvavatkin no-
peimmin +15 ja + 25 Celsiusasteen valilla, mutta jotkin sienilajit pystyvat kasvamaan
lampdatilan ollessa lahes nolla. Sienet tarvitsevat oikean lamp@tilan, jotta niiden sieni-
rihmastot kasvaisivat. Kosteuden tarpeellisuus ja merkitys on lahottajasienilla kahden-
laista. Lahoamisen alkuunpéasyyn tarvitaan aina kostetutta, mutta liiallinen kosteus
solukoissa puolestaan on sienille haitallista solukon hapen puutteen vuoksi. Lahoami-
sen alettua sieni selvidé puun sisaltdman kosteuden avulla, sill4 orgaanisen puuainek-
sen lahoamisprosessissa vapautuu hiilidioksidia, ravinteita ja vettd. (Kasanen 2001,
21)

Kosteus on arvioidusti yksi tarkeimmista puun lahoamista estévista tekijoista. Sienila-
jeilla on erilaiset kosteusvaatimukset, jolloin 1&hes kaikkiin kosteusolosuhteisiin 10y-
tyy joku lahottajasieni joka pystyy eldmaan siind vallitsevassa kosteudessa. Happea
taytyy olla sienen saatavilla riittavasti, jotta se pystyy elamaan. Puun lahoaminen hi-
dastuu huomattavasti sen ollessa suojassa sateelta, mutta ei estd lahoamista. On myos
olemassa sienilajeja kuten ratapdlkkysieni (Lentineus lepideus) ja aidaské&épa
(Gloephyllum sepiarium), jotka viihtyvat hyvin kuivissa olosuhteissa ja kuivassa puu-

aineksessa. (Kasanen 2001, 21)
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Lahottajat ovat olosuhteiden pakosta kehittyneet ja taten tottuneet sietdméan korkeita f
hiilidioksidipitoisuuksia. Lahottavat kantasienet eivat kuitenkaan tule toimeen taysin
anaerobisissa olosuhteissa. Korkea hiilidioksidipitoisuus liséd monen lahottajasienen
itiiden itdvyyttd, sekd rihmaston kasvua. Hiilidioksidipitoisuuden ollessa 10-20 pro-
senttia rihmaston kasvu kiihtyy, mutta yli 30 %:n pitoisuus sen sijaan hidastaa kasvua.
Hiilidioksidipitoisuus myos vaikuttaa lajienvéliseen kilpailuun lahoavassa puussa.
Kuitenkin, vaikka hiilidioksidipitoisuus vaikuttaa sienirihmaston kasvuun on paras

mahdollinen pitoisuus l&hell& normaalin ilman pitoisuutta. (Kurkela. 1994, 271)
Kantasienet eivat pysty kasvamaan taysin anaerobisissa olosuhteissa, mutta happipi-
toisuus voi olla hyvin alhainen puun sydanpuussa. VVoidaan olettaa. ettd sydanpuun

lahottajat pystyvat kasvamaan mantopuun lahottajia alhaisemmissa happipitoisuuksis-
sa. (Kurkela. 1994, 272)

3.3 Lahottajasienilajeja

Alla on lueteltu joitakin hyvin tunnettuja lahottajasienilajeja. Suluissa on sienilajin
latinankielinen nimi, jossa ensimmadinen sanan viittaa sienisukuun ja jalkimmaéinen
lajiin suvun sisalla. (Kurkela. 1994, 277)

Katkokaapa (Amyloporia xantha)

Katkokadpa on yleinen kelopuilla jotka ovat kaatuneina maassa.

Rivikaapa (Antrodia serialis)

Rivikadpa on yleinen pohjoisella pallonpuoliskolla olevilla havupuilla. Lahottaa kaa-

tuneita runkoja metséssa seka puurakenteita.
Kelokaapa (Antrodia sinuosa)

Kelok&&pa lahottaa yleisimmin metsdin kaatuneita havupuita sek& puurakenteita.
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Mesisieni (Armillaria)

Mesisieni on yksi pahimmista havupuiden juuristotautien aiheuttajista. Se muodostaa

ilmassa leviévid itioita, jonka vuoksi ne voivat levité laajalle alueelle ilmassa.

Porrokaapa (Cerrena unicolor)

Lahottaa tavallisimmin kuollutta kuorellista lehtipuuta. Porrokadpa on Suomessa ylei-

nen.

Pohjankéaapa (Climacocystis borealis)

Pohjankaapa esiintyy yleisimmin kuusella. Pohjank&4pa on yleinen vanhojen kuusten

lahottaja. Kuusipuussa laho kuivaa lahoa.

Kellarisieni (Coniophoa puteana)

Kellarisieni muistuttaa elintavoiltaan paljon lattiasientd, mutta vaatii enemman ulkois-

ta kosteutta kasvaakseen.

Sokkelokaapéa (Daedalea querina)

Sokkelokéaapé esiintyy lahoissa tammissa tai tammen kannoissa.

Harankieli (Fistulina hepatica)

Hérankieli toimii tammen lahottajana. Taulukaavéan kaakaon ruskean varisen lahon

takia puu on hyvin haluttua materiaalia koristetarkoituksiin.
Taulakaapa (Fomes fomentarius)
Taulakaapa esiintyy yleisimmin lehtipuilla mutta on merkittava koivulla. Taulakdapa

on yleinen koko Suomessa. On merkittava lahottaja koivulla. Laho on yleensa kirja-

vaa.
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Kantokaapa (Fomitopsis pinicola)

Kantokaépa esiintyy havupuilla mutta ylisimmin lehtipuilla. Kasvaa tavallisimmin
kannoissa. Kantokadpaé tavataan vanhoissa kuusikoissa, jotka elévét elavienkin kuus-
ten rungoissa. Laho on kuusella usein sydéan- ja mannyll& pintalahoa. Lahoalue on va-

riltdan ruskeaa.

Juurikadpa (Heterobasidion annosum)

Juurikddpa on myos mahdollisesti toinen pahimmista havumetisen juuristotautien ai-
heuttaja. Juurikaapa leviad maassa tai kasvien juurissa kasvattamalla rihmastoaan.
Juurikadpa levida maan kautta puusta toiseen puiden vélisten juuriyhteyksien kautta.
Juurikd&pa muodostaa mesisienen tapaan ritsomorfeja, jolloin sieni voi kasvaa pitkia
matkoja.

Ratapolkkysieni ( Lentinus lepideus)

Ratapdlkkysieni on luonnossa lahoa nahdaén palaneiden havupuiden kannoilla.
Harmaaorvakka (Phlebiopsis gigantea)

Harmaaorvakka on tavallinen lahottaja kuolleessa havupuussa. Esiintyy erityisesti
méannyn kannoissa hakkuun jalkeen. Lahon paéstessa alkuun on sienen diversiteetti
l&hes ylivoimainen muihin sieniin verrattuna.

Kuusenkaapa (Poropadaedalea chrysoloma)

Kuusenk&épéa pidetadn mannynk&avéan variaationa, vaikka lajina se onkin itsendinen.

Kuusenké&apa on merkittava vanhan puuston lahottaja.
Lattiasieni (Serpula lacrymans)
Lattiasieni on ruskolahottaja ja kaikkialla tunnettu nopea puurakennusten lahottaja.

Lahon véri on ruskeaa destruktiolahoa. Lattiasieni tarvitsee kasvaakseen hyvin kosteaa

puuta tai 1&hes 100 % ilman suhteellisesta kosteudesta.


http://www.tracker-software.com/buy-now
http://www.tracker-software.com/buy-now

Verinahakka (Stereum sanguinolentum)

Verinahakka esiintyy havu- etté lehtipuilla. Verinahakka on yleinen kasvavien havu-
puiden ja erityisesti kuusen lahottaja. Esiintyy tavallisesti tuoreissa kannoissa. Ve-
rinahakka lahottaa kasvavia puita sekd puutavaraa. Laho on variltdan ruskeaa kor-

rosiolahoa.
Silkkivyokaapa (Trametes versicolor)

Silkkivyokaapa esiintyy havu- ja lehtipuilla, mutta on harvinaisempi Suomessa. Silk-
kivyokaapa on tehokas puutavaran lahottaja, jota kaytetdan paljon valkolahon tutkimi-

seen.
Kuusenkynsikaapa (Trichaptum abietinum)

Kuusenkynsikadpa on valkolahottaja. Se on yleinen kuusipuilla koko Suomessa. Tart-
tuu elédvéan kuuseen sydanpuuhun ulottuvista haavoista. (Kurkela. 1994, 277-291)

3.4 Lahottajasienten levinta

Lahottajasienet voivat levita kuolleeseen puuhun itididen avulla. Metséssa ilmassa on
suuri maara sienien itioita, yleisimpia lahottajasienien itiditd mahdollisesti lahes joka
puolella. My6s hyonteiset ja muut pieneliot voivat levittaa sieni-itiditd. Toinen tapa
sienelle levitd lahoavaan puun runkoon on rihmaston avulla maasta. Osa lahopuulla

elavista sienista on kuitenkin levinnyt puuhun sen viela eldessa.

El&avaén puuhun lahottajasienet iskevét kaikentyyppisten puun saamien vaurioiden
kautta. Myrskyvauriot latvassa seké juurissa seka pakkashalkeamat antavat monille
lahottajille sisddnpaasyreitin. Kuitenkin suurin osa puiden vaurioista on ihmisten itse
aiheuttamia, esimerkiksi karsintavauriot seka ajovauriot. Useimmat sydanpuun lahot-
tajat tarvitsevat kasvaakseen puussa suuremman vaurion. Naiden tartunta tapahtuukin
yleensé vain syvélle sydanpuuhun ulottuvista vaurioista, esimerkiksi vanhan puun ok-
san repeamastd. Muutamat juurilahottajat voivat lisaksi levitd metsassa puiden valisten
juuriyhteyksien kautta tai maassa vapaasti kasvavien ritsomorfien eli sienironmojén-

teiden avulla. Selvitakseen elévéssa puussa sienten taytyy ensin infektoida eli tartuttaa
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isdntékasvinsa. Infektiovaihe on sienten elinvaiheista kriittisin, jolloin itiot eivéat
yleensé selvié pitkaan elinkelpoisena. Itdmisaika, iturihman kasvattaminen seka isén-
takasvin solukkoon tunkeutuminen pitaa tapahtua nopeasti. Infektiota ei yleensé syn-
ny, koska suuri osa iséntdkasvin pinnalle levinneista itdmiskykyisista itidista kohtaa
isantakasvin puolustusmekanismin. (Kurkela. 1994, 274, 275)

4 METSAN TAUDIT

4.1 Taudinaiheuttajat

Metsépatologia on oppi metsan taudeista. Se on yleisen kasvipatologian erikoisala,
joka tukeutuu myds moniin muihin tieteisiin. Siihen kuuluvat metsan ja puiden taudit,
puutavaran pilaantuminen sekad puurakenteiden lahoaminen. Metsépatologiaan ei lueta
eldinten aiheuttamat vauriot metsélle, vaikka hyonteiset ym. pieneldimet saavat kas-
vissa aikaan voimakkaita tautitiloja ja usein hyonteisten tekemat vioitukset ovat tau-
dinaiheuttajien eli patogeenien sisaanpaasyteind. Kasvitauti on kasville haitallinen
poikkeama normaalista fysiologisesta toiminnasta. Yksityiskohtaisemmin méériteltyna
se on fysiologinen hairio tai rakenteellinen epanormaalisuus, joka on tuhoisa kasville,
sen osalle tai siitd saataville tuotteille. Metsépuiden taudit ovat myos kasvitauteja.
taudin ja vaurion ero voidaan selvittdé seuraavasti: Tauti johtuu aiheuttajansa pitkaai-
kaisesta vaikutuksesta ja vaurion syntyyn tarvitaan vain jonkin tekijan hetkellinen vai-
kutus. ( Kurkela 1994, s 1)

Tauti maaritellaan isantakasvissa nakyvien oireiden ja mahdollisesti samanaikaisesti ja
samassa yhteydessa esiintyvan taudinaiheuttajan perusteella. Abioottisten taudinai-
heuttajien madrittdminen vaatii tarkkoja ympaéristotekijoista tehtyja havaintoja. Biotti-
set taudinaiheuttajat on perinteisesti maaritetty morfologisten tuntomerkkien avulla.
(Kurkela. 1994, 5, 6)

Abioottisia taudinaiheuttajia voivat olla
- ilmastolliset tekjiat

- maaperéatekijat
- mekaaniset tekijét.
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Tauti voi olla yhden tai useamman tekijan aiheuttama. Usein abioottiset taudinaiheut-
tajat heikentavat kasvin, minka jalkeen bioottiset tekijét voivat aiheuttaa taudin. Tél-
laista ilmi6ta kutsutaan predispositioksi, joka nykyisemmin tunnetaan sanalla stressi.
Presdispositio voi olla lyhytaikainen tai se voi kestéa kasvin altistumishetkesté koko
kasvin jaljella olevan elinian. (Kurkela. 1994, 5, 6)

Bioottisia taudinaiheuttajia voivat olla

- virukset

- bakteerit, mykoplasmat, riketsiat, sadesienet
- sienet

- levét

- loiskasvit

- elaimet. (Kurkela. 1994, 5, 6)

5 SIENTEN MONIMUOTOISUUDEN TUTKIMINEN

Itideman tunnistaminen

On perinteinen tapa ja sitd kdytetaan edelleen paljon arvioitaessa esim. metsien suoje-
luarvoa. Tutkimusmenetelména se on halpa ja nopea. mutta edellytyksena on, etta tut-
kimushenkilokunta osaa tunnistaa sienilajit niiden itiGemien ulkon&on ja morfologian
perusteella. Liséksi tunnistuksessa vain murto-osa lajistosta selviad, koska kaikki sie-
net eivat tee helposti havaittavia itioGemia puun pinnalle tai tekevat niita harvakseltaan.
(Rajala. 2011, haastattelu)

Maljaviljelyt
Maljaviljelyja kaytetadn myds hyvin paljon. T&ma tapa on hyvin myds selektiivinen,

silla vain murto-osa sienistd kasvaa laboratoriossa valmistetulla keinotekoisella kasva-

tusalustalla. (Rajala. 2011, haastattelu)
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DNA-menetelmat

Molekyylibiologisten menetelmien kayttdé ympéristotutkimuksissa on kasvanut 90-
luvulta asti. DNA- tutkimuksilla voidaan saada selville periaatteessa kaikki sienilajit.
Huonona puolena DNA-menetelmissé ovat kalliit hinnat, seka hitaus. Lajilleen tunnis-
tus edellyttéa, etta kaytossd on kattava ja luotettava geenipankki. Ongelma kuitenkin
on se, etté geenipankissa ei ole kaikkien sienilajien DNA-sekvensseja ja siksi sekvens-
sit jaavat usein tuntemattomiksi. Esimerkiksi geenipankissa on lahottajasienista paa-
asiassa vain hyvin tunnetut lajit, jotka muodostavat helposti havaittavia itibemia tai

lajit, joita voidaan kasvattaa laboratoriossa. (Rajala. 2011, haastattelu)

5.1 DNA-Eristys

DNA:n eristamistapoja ympéristonaytteistd voidaan raportoida useita tekniikan kehit-
tyessa. DNA:n eristdminen voidaan erotella kahteen eri tyyppiin: 1. solujen erotus tut-
Kittavasta naytteesta erityyppisten pesujen, seka sentrifugointien avulla, minka jalkeen
solut voidaan hajottaa, 2. Suora hajotus, jossa solut hajotetaan muiden nukleiinihappo-
jen, seka komponenttien ollessa ndytematriisissa mukana. Taman jalkeen voidaan tie-
tyt nukleiinihapot saada eristettyd nukleiinihappouutolla. Useimmiten erityksissa on
kaytossa kaupallisia kittejad. Molemmilla menetelmilla on niin edut kuin haitat. (Laan-
to, 2003)

DNA:n eristyksessa on tarke&a ottaa huomioon, mik& menetelma on eristettavalle
naytteelle sopiva. Milla menetelmalld nukleiinihapot saadaan eristettyd mahdollisim-
man puhtaasti, ettei eristyksen mukana siirry muitakin polynukleotideja kuten
RNA:ta. Tarkein tekija joka vaikuttaa halutun DNA:n saantoon on tarkkuus, jolla eris-
tettdva kohdemikrobi saadaan hajotettua, sekd nukleiinihappojen tehokas erottelu
néytteestd ja sen orgaanisista epapuhtauksista. (Laanto, 2003)

Haluttaessa tutkia lajiston monimuotoisuutta mahdollisimman laajasti on valttamaton-
t4 eristdd DNA suoraan ympéristonaytteesté. Lajiston tutkiminen DNA-menetelmilla
on kuitenkin hyvin hankalaa DNA:n hyvin pienen konsentraation vuoksi. Tutkimuk-
sen mahdollistamiseksi on tutkittavaa DNA.ta saatava suuri maara. Tamé on mahdol-
lista polymeraasiketjureaktion avulla, jolloin haluttua osaa DNA:sta saadaan monis-

tamalla jopa 10000- kertainen maara alkuperéiseen konsentraatioon nahden. Ympaéris-
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tonaytteiden DNA on usein hyvin epépuhdasta, jolloin ennen polymeraasiketjureaktio-
ta ndytteet on useasti puhdistettava. Jokainen puhdistuskerta vahent&é haluttua
DNA:ta, jolloin onkin ensisijaisen tarkeda optimoida puhdistusmenetelma ja puhdis-

tuksien madré sopivaksi. (Laanto, 2003)

DNA juosteen koodaavat jaksot ovat usein konservoituneita eivétka siis ilmenna tar-
peeksi vaihtelua sienilajien valilla niiden erottamiseksi toisistaan. Nailla jaksoilla on
kuitenkin merkityksensa etédisempien sukulaisuuksien sekd evoluution my6ta tapahtu-
van lajien polveutumisen eli fylogenian tutkimisessa. Ribosomaalisen DNA:n ITS-
alueita (eng. internal transcripted spacer) on kaytetty sienien tunnistukseen lajitasolla.
(Laanto, 2003)

5.2 Polymeraasiketjureaktio

PCR eli polymeraasiketjureaktio on yksi tarkeimmistd molekyylibiologian menetel-
mistd, jolla esimerkiksi yksittdinen geeni tai mikéa tahansa DNA-pétkéd voidaan monis-
taa eksponentiaalisesti. PCR suoritetaan kayttéen erityistd PCR-laitetta, joka nostaa ja
laskee lampdtilaa hyvin nopeasti. PCR:n avulla hyvin pienestd DNA-madrésta saadaan
muutamassa tunnissa monistettua miljardikertainen maara haluttua DNA:ta. DNA.n
monistamiseksi on kehitetty monia erilaisia entsyymejd, jotka voivat olla hyvinkin
herkkid monistamaan kaikentyyppistd DNA:ta. On myos kehitetty monia eri alukepa-
reja jotka ovat spesifisid vain tietyille DNA- jaksoille. Talldin on mahdollista monis-
taa DNA.sta vain haluttu osa. (Suominen & Ollikka 1999, 107, 108)

PCR-reaktion ainesosat ovat

templaatti-DNA

alukkeet
polymeraasientsyymi
dNTP:t eli deoksinukleotidit
puskuriliuos

Vesi.

Reaktiossa on tarkoitus kopioida templaatti- DNA:ta moninkertaisesti. Kopiotavan

DNA:n puhtaus on ensiarvoisen térkeda reaktion onnistumiselle ja sille kuinka hyvin
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tuotetta saadaan reaktiossa. Reaktiossa kdytetdan alukkeita, jotka ovat 15-50 nukleo-
tidia pitkia DNA-jaksoja, jotka tunnistavat monistettavan DNA-alueen péét ja kiinnit-
tyvat niihin eméasparisddnnon mukaisesti. Alukkeet rajaavat monistettavan alueen, jol-
loin voidaan monistaa vain haluttua osaa DNA:sta. Alue rajataan sen 5'- ja 3'-pdista,
joista lahtien polymeraasientsyymi monistaa halutun DNA-pétkan. (Suominen & Ol-
likka 1999, 107, 108, 109)

Reaktiossa kaytetty entsyymi rakentaa alukkeista ja yksittéisistda ANTP-molekyyleista
(dATP, dTTP, dCTP ja dGTP) uuden DNA- juosteen, joka on samanlainen kuin mo-
nistettava DNA. Nukleotidien konsentraatio on yleensa reaktiossa sama. (Suominen &
Ollikka 1999, 107, 108, 109)

PCR-reaktion kulku

Polymeraasiketjureaktiossa on kaytanndssa kolme eri vaihetta (ks. KUVIO 1.)

denaturaatiovaihe (Denaturation)
alukkeiden liittymisvaihe (Annealing)

pidentymisvaihe (Extension).

Reaktion aikana DNA:n vastinjuosteet irtoavat korkean lampatilan vaikutuksesta toi-
sistaan. Alukkeet liittyvat itsestaan yksijuosteiseen DNA:han niille sopiviin paikkoi-
hin ja polymeraasi kiinnittyy 5"-p&ahén ja alkaa rakentaa uutta juostetta deoksinukle-
otideistd 3"-suuntaan. Nama vaiheet toistuvat reaktion aikana useasti, jolloin tarvitta-
van DNA:n kopioiden méara kasvaa eksponentiaalisesti. (Suominen & Ollikka 1999,
107, 108, 109)

Denaturaatiovaiheessa reaktioseos kuumennetaan polymeraasista riippuen lampoti-
laan, jolloin DNA:n vastinjuosteet irtoavat toisistaan korkean lampétilan vaikutukses-
ta. Denaturaation lampdétila on noin 94 - 98 °C. Ennen varsinaisia toistettavia PCR-
kierron vaiheita tehddan usein alkudenaturaatio, jossa lampdtila nostetaan pidemmaksi
aikaa denaturaatiolampdétilaan. Alkudenaturaation tarkoituksena on aktivoida polyme-
raasi ja avata kopioitava DNA- molekyyli tdydellisesti. Alkudenaturaatio on ns. lisa-
denaturaatio, joka tapahtuu ennen PCR- kierrossa toistettavaa denaturaatiota. (Katso
KUVIO 1.) (Suominen & Ollikka 1999, 108, 109)
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Alukkeiden liittymisvaiheessa reaktioseos kuumennetaan lampdtilaan jossa alukkeet
liittyvat DNA:han. Sopiva lampdtila riippuu kdytettavista alukkeista ja on usein noin
55 - 60 °C(melting temperature, merkitdan Tp,). Liittymisvaiheessa tutkittavalle DNA-
kohdalle spesifiset alukkeet kiinnittyvéat yksisaikeiseen DNA:han emasparisdannon
mukaisesti. (Katso KUVIO 1.) (Suominen & Ollikka 1999, 107, 108, 109)

Pidentymisvaiheessa polymeraasi aloittaa DNA- vastinjuosteen luomisen toiselle yksi-
juosteiselle DNA:lle 5 — 3’-suunnassa. Polymeraasi kiinnittaé alukkeista ja nukleo-
tideista valmistetun juosteen pariksi yksijuosteiselle DNA:lle. Pidennysvaiheen lam-
potila on useasti 72 °C. Denaturaatio-, liittymis- ja pidennysvaiheet toistetaan useita
kertoja, tyypillisesti 20 - 40 kertaa. Naiden kierrosten jalkeen suoritetaan viela lop-
puekstensio , joka kest&& useasti noin 5 - 8 minuuttia. T&méan tarkoituksena on varmis-
taa, ettd polymeraasi rakentaa kaikki aloitetut DNA-kopiot loppuun asti eika reak-
tioseokseen jaa ylimaardisia partikkeleita. (Ks. KUVIO 1) (Suominen & Ollikka 1999,
107, 108, 109)
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KUVIO 1. Polymeraasiketjureaktion kulku. 1. vaihe: denaturaatio (denaturation). 2.
vaihe: liittyminen (annealing). 3. vaihe: pidentyminen (extension). (KUVI1O otettu:
Googlen kuvahaku, PCR)
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Polymeraasit

PCR:ssa kaytetyt polymeraasit on alunperin eristetty termofiileista bakteereista, nyky-
aan niita voidaan myos valmistaa synteettisesti. PCR- reaktion onnistumisen kannalta
polymeraasin taytyy olla lampdstabiili. Erilaisia entsyymeja on olemassa markkinoilla
lukuisia varustettuna erilaisin ominaisuuksin. Joihinkin entsyymeihin on lisétty hot
start -ominaisuus, jolloin niihin liitetty vasta-aine irtoaa ja ne alkavat toimia vasta de-
naturointi- lampdotilassa. N&in voidaan vahentaa epéspesifisten tuotteiden maaraa.
(Suominen & Ollikka 1999, 107, 108)

Tdassa opinndytetydssa kaytettiin Biotools- polymeraasia. Biotools- polymeraasin de-

naturointilampdtila oli 94 °C.

Templaatti

Monistettava DNA voi olla esimerkiksi genomista, mitokondriaalista, plasmidi-
DNA:ta, cDNA tai vaikka PCR-tuote. Yleensa DNA:n koko ei ole Kriittinen, mutta
kuitenkin vaikuttava tekija PCR- tuotteen vahvuuteen. Hyvin G+C -pitoinen templaat-
ti aiheuttaa usein ongelmia PCR:ssé. Templaatin denaturaatiota voidaan talldin tehos-
taa nostamalla alkudenaturointilampétilaa ja pidentamélla denaturointiaikaa. (Suomi-
nen & Ollikka 1999, 107)

ITS-alukkeet

Sienten DNA:n kopioimiseen kaytetédédn eniten ITS- alukkeita (Engl. internal transcri-
bed spacer), koska eri lajien tunnistuksessa on evoluution kuluessa tapahtunut paljon
mutaatioita ITS- alueilla. ITS- alukkeet sopivat hyvin lajien tunnistukseen, koska ITS-
alueet vaihtelevat paljon eri sienilajien vélilla. (Tiina Rajala haastattelu 2011). Ri-
bosomit siséltdvat koodaavia ja koodaamattomia jaksoja. ITS- alukkeet ovat tdmén
geeniklusterin koodaamattomia jaksoja.
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Jaksoa jossa koodaavat ja koodaamattomat jaksot sijaitsevat kutsutaan ns. geenikluste-
riksi. (ks. KUVIO 2.) Koodaamattomia alueita on vain eukaryoottisoluissa, joita on

vain sienilld, kasveilla seka elaimilla. (Gardes & Bruns, 1993)

ITS1fungal
ITS1,
IS5, ITS3,
18S |11 58S|rs2) 288
rDNA r rDNA
752 “Tsa4  “iTs4vasidio
"T54-5

KUVIO 2. Kopioitava DNA-alue. ITS- alukkeiden liittyminen geeniin, sekd koodaa-
vien 18S rDNA, 5.8S rDNA ja 28S rDNA jaksojen sijainnit. KUVIO otettu:
http://nature.berkeley.edu/brunslab/picts/results/its-map.GIF

rRNA-geenien koodaamattomina jaksoina ITS1- ja ITS2-alueet (ks. KUVIO 2.) ovat
muuttuneet evoluution myo6té koodaavia jaksoja nopeammin, minka vuoksi sekvenssi-
en variaatio on suurempi laheisten lajien vélilla. Usein DNAsta monistetaan molem-
mat ITS-alueet, jolloin myds 5.8S rDNA sisaltyy sekvenssiin. 5.88 rDNA on kuiten-
kin lajitunnistuksessa hyddyton. (Laanto, 2001, 21) Koodaavat alueet 18S, 5.8S ja 28S
ovat ribosomaalisia DNA- jaksoja, joissa on geneettinen informaatio ribosomien pro-
teiinisynteesia varten. rDNA on hyva monistuksen kohde, silla niité alueita on kopioi-
tavassa DNA.ssa paljon. Geeniklusteri luetaan 5°- paasta 18S rDNA, 5.8S rDNA seka
28S rDNA. Ribosomaalisten DNA- jakson vilissa sijaitsevat koodaamattomat ITS-
alueet. (Gardes & Bruns, 1993, 113-118)

Tassa opinndytetydssa kaytettiin alueparina ITS1F (Gardes & Bruns, 1993, 113-118)
sekd ITS2 (White , Bruns, Lee & Taylor 1990, 315-322). DGGE- ajoihin naytteet
monistettiin alukeparilla ITS1F-GC sekd ITS2.
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5.3 Denaturoiva gradienttigeelielektroforeesi (DGGE)

Denaturoiva gradienttigeelielektroforeesi on molekyylibiologiassa kaytetty menetel-
mé, jossa DNA kulkee sédhkovirran vaikutuksesta denaturoivassa gradienttigeelissa.
Menetelmalld voidaan todeta samana pituisten, mutta eri eméasjarjestykseltdén olevien
DNA- juosteiden eroavaisuuksia. Menetelm&é kéytetdan todentamaan jopa yhden
eméksen eroavaisuuksia DNA- juosteissa. (Ali- Kovero 2008, 16; Bio-Rad Laborato-
ries 1996, 11)

Urea sekd formamidi toimivat geelissé denaturoivina ainesosina. DNA- naytteet ajau-
tuvat geelin ylapaasta, jossa denaturoivien ainesosien maaré on pienin kohti geelin
alapaatd, jota kohti denaturoivien ainesosien maara kasvaa tasaisesti. (Bio-Rad Labo-
ratories 1996, 11)

DNA- juosteet kulkeutuvat tasaisesti geelissa kunnes saavuttavat geelissa kohdan,
jossa denaturoivien ainesosien mééara on tarpeeksi suuri avaamaan DNA:n kaksois-
juosteen. Talloin kulkeutuminen alkaa hidastua ja lopulta kulkeutuminen pyséhtyy.
DNA:n kaksoisjuosteen avautuminen riippuu siitd millainen emésjarjestys kullakin
DNA- jousteella. (Bio-Rad Laboratories 1996, 11)

6 TYON SUORITUS
6.1 Esikasittely

Tyon tarkoituksena oli selvittdd Vesijaon koealan lahottajasienilajien diversiteetti eri
lahoasteella olevissa kuusipuissa. Koealalta kerétyt lahopuut luokiteltiin viiteen eri

lahoasteeseen. Lahoaste oli mééritelty puukon ter&n uppoamisen mukaan seuraavasti.

Lahoaste 1. Puuaines on kovaa ja puulla on kuori. Runko on vahan aikaa sitten kaatu-

nut. Puukon terd uppoaa puuhun vain muutaman millimetrin.

Lahoaste 2. Puuaines melko kovaa ja puulla on kuori. Puukon ter& uppoaa puuhun 1-

2 cm.
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Lahoaste 3. Puuaines on melko pehmeé&a. Kuori on repeillyt, sek irtoillut laajalta

alueelta puusta. Puukon terd uppoaa puuhun helposti noin 3-5 cm.

Lahoaste 4. Puuaines on jo lahonnut pehmedksi. Puun runko on epifyyttien peittdma.

Puukon terd uppoaa puuhun helposti kahvaan saakka.

Lahoaste 5. Puuaine on hyvin pehmeéa ja hajoaa kasiin. Puun pinta on ldhes koko-

naan epifyyttien peittdma. (Yli-Kojola. 1995, 97)

Néytteet oli sahattu koealalla kiekoiksi, joista jokaista lahoastetta edustavaa néytettéa
oli keréatty koealalta useampia. Yhteensa naytekiekkoja oli 108 kpl. Koeala oli luon-
non tilassa oleva metsikkd, jonka pinta-ala oli noin 75 m x 75 m. (ks. KUVIO 3. & 4.)
Néaytepuiden suunnat, ndytteenottokohdat seka lahoasteet koealalla oli piirretty kuvak-
si. (ks. KUVIO 3.)
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KUVIO 3. Piirros koealasta. Piirrokseen on merkitty lahopuiden suunta, ndytteenotto-
kohta seké lahoaste. Eri vareilla merkityt kuuset kuvaavat puun lahoastetta. Nayt-

teenottokohta on merkitty puuhun vaalealla pallolla. (KUVIO: Metséntutkimuslaitos,
Markku Tamminen)
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Néaytekiekot tuotiin koealalta (ks. KUVIO 4.) metsantutkimuslaitokselle, jossa niita
séilytettiin —20 °C:ssa. Kiekoista porattiin puupurua ristiin, siten ettd poran terds meni
kauttaaltaan 1api kiekoista, talléin purua saatiin mahdollisimman laajalta alueelta. Tal-

16in my0s saatiin mahdollisimman hyvin informaatioita lahottajasienien lajistosta

puun pinnalla seké lahell& puun ydinta.

KUVIO 4. Vesijaon luonnontilassa oleva koeala, josta lahopuunéytteet olivat peraisin.

Ennen purun poraamista néytekiekon pinta vuoltiin paljaaksi vastakkaisilta sivuilta
neljasta eri suunnasta 70-prosettisella etanolilla steriloidulla puukolla, jotta kontami-
naation riski vahentyisi. Naytekiekko kiinnitettiin ruuvipenkkiin poraamisen helpot-
tamiseksi. Puupuru porattiin akkuporakoneella kahdesta eri suunnasta (ks. KUVIO 5).
Porantera terd oli myos steriloitu etanolilla. Puru porattiin Minigrip-pussiin joka oli
kiinnitetty naytekiekon kylkeen, jolloin porattaessa puru saatiin helposti suoraan pus-
siin, eikd itse puruun ollut tarvetta koskea kasin. Purua kerattiin pussiin noin 20 ml.

Pussit merkattiin jokaiselle kiekolle ominaisella koodilla.
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KUVIO 5. Néytekiekon poraussuunnat 1 ja 2.

Osa kiekoista oli pitkalle lahonneita (ks. KUVIO 6.), mika vaikeutti purunéytteen

saamista. Osa kiekoista oli my®s erityisen pienikokoisia, jonka vuoksi ndytepurua

jouduttiin poraamaan useammasta reidsta vierekkain.

KUVIO 6. Osa lahopuunéytteista. Vareista voidaan nahda eri lahovaiheissa olevat
naytteet. Vaaleat purut ovat vdhemman lahonneita ja tummat purut ovat pitemmalle
lahonneita.
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6.2 Tiheyden ja kosteuden maaritys

Puukiekkojen tiheyden médritysté varten lahopuukiekoista sahattiin vannesahalla ta-
sasivuinen pala. Oli tarkeaa saada palanen sahattua siten, ettd palasen sisaan ei jaisi
porausreikia. Nama reiat aiheuttaisivat ilmataskun ja vaikuttaisivat talléin tiheystulok-
seen. Palanen kiinnitettiin metallipiikkiin, jonka avulla se voitiin upottaa veteen, siten
ettd palanen ei koskettanut astian laitoihin. Vesi astia oli vaa'an paallg, josta voitiin

lukea puupalan syrjayttdma tilavuus. (ks. KUVIO 7.)

Tiheyttd varten otetun painon jalkeen naytteet laitettiin lampdkaappiin kahdeksi vuo-
rokaudeksi lampdtilan ollessa 103 °C. Naytteet punnittiin ja haihtuneesta kosteudesta
voitiin laskea kappaleen kuivapaino ja kosteus- %. Tilavuudesta ja kuivapainosta voi-

tiin laskea puukappaleen tiheys.

KUVIO 7. Lahopuukiekosta sahattu tiheysnayte punnituksessa.
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6.3 DNA- eristys

DNA- eristykset aloitettiin suoraan ndytepurujen porausten jalkeen. Eristdmiseen kay-
tettiin Omegan valmistamaa E.Z.N.A SP Plant DNA Mini-eristyskittid. (Omega, tuo-
tenumero: D5511-01).

Eristyspakkaus sisélsi seuraavat osat.
Liuokset

Puskuriliuos 1
Puskuriliuos 2
Puskuriliuos 3
SPW-pesuliuos
RNaasi A
Eluointipuskuriliuos

Reaktion tasapainoliuos.
Putket

2 ml:n nukleaasi-vapaa kerailyputki (50 kpl)
Omega-homogenisoijaputki suodattimella (50 kpl)
HiBind- DNA Mini suodatinputki suodattimella. (50 kpl)

Ennen DNA-eristyksen aloittamista SPW-pesuliuokseen liséttiin 80 ml 99.4 v-%:sta
etanolia seka steriloitiin kvartsihiekkaa. Naytteiden homogenisointia varten valmistel-
tiin 2 ml:n tasapohjaiset eristysputket lisadmaélla pohjalle kvartsihiekkaa, jonka jalkeen

putket steriloitiin autoklavoimalla 20 min 120 baaria.

DNA-eristettdvaa puupurua pyrittiin punnitsemaan noin 80 mg. Puruja, jotka olivat
pitkalle, lahonneet pyrittiin punnitsemaan véhemman. Ennen ndytteenottoa purua se-
koitettiin hyvin pussissa, jotta ndytteeksi saatiin mahdollisimman edustava néyte.
Néaytteeseen lisattiin 400 ul puskuriliuos 1:t4, seké 4 pl RNaasi A:ta. RNaasi:n tarkoi-
tus oli erotella RNA-molekyylit erilleen eristettavasta DNA:sta. Naytteiden késittely

tapahtui jailla.
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Solujen hajotus

Néaytepuru siirrettiin kvartsihiekkaa sisaltavaan eristysputkeen, jossa solut hajotettiin
Fast prep-laitteella. Laite ravisteli putkia edestakaisin 4m/s, kahdenkymmenen sekun-
nin ajan. Ravistelu toistettiin 3 kertaa. Solujen hajotuksen jalkeen naytteitad inkuboitiin
lampdokaapissa tunnin ajan. 65 °C:ssa, jonka aikana putkia k&&nneltiin varovasti

ylosalaisin noin 20 minuutin valein.

Proteiinin ja polysakkaridien erotus

Solujen hajotus putkiin lisattiin 140 pl puskuriliuos 2:ta. Naytteet sekoitettiin vortexil-
la ja inkuboitiin 5 minuuttia jailla. Inkuboinnin jalkeen naytteet sentrifugoitiin 10 mi-
nuuttia (16100 G). Sentrifuugauksen jélkeen neste pipetoitiin erilleen ja siirrettiin
Omega- homogenisoijaputkeen (vihred). Putki asetettiin 2 ml:n kerdilyputkeen, johon
nayte suodatettiin sentrifugoimalla putkia 2 minuuttia (16100 G). Ensimmaisella suo-
datuksella saatiin poistettua mahdollisimman paljon jéljelld olevaa saostumaa seka
soluj&énteitd. Suodatettu ndyte pipetoitiin puhtaaseen 1,5 ml:n Eppendorff- putkeen
sekd mitattiin liuoksen sen hetkinen tilavuus. Naytteeseen liséttiin 1,5- kertainen maéa-

ra puskuriliuos 3:a. Néaytteita sekoitettiin vortexilla.

DNA:n puhdistus ja erotus

HiBind- DNA Mini suodatinputkeen (sininen) liséttiin 100 pl tasapainotusliuosta.
Tama liuos sentrifugoitiin suodattimesta 1api, jolloin eristettdvda DNA saatiin parem-
min irti suodattimesta. Samaan HiBind- DNA Mini suodatinputkeen lisattiin 650 pl
naytettd. Naytetta sentrifugoitiin minuutin ajan (10000 G) suodattimesta lapi, jolloin
haluttu DNA jai kiinni filtteriin. Lapi tullut neste heitettiin pois. Néytetté ollessa yli
650 pl toistettiin pipetointi sek& sentrifugointi.

HiBind- DNA Mini suodatinputkiin liséttiin 650 pl SPW pesuliuosta, jotka asetettiin
puhtaisiin keréilyputkiin. Ndytteet sentrifugoitiin suodattimesta lapi keréilyputkeen,
jolloin haluttu DNA jéi kiinni filtteriin. L&pi tullut neste kaadettiin pois. Filtterissa
olevaa DNA:ta pestiin toisen kerran SPW- pesuliuoksella. Nayte sentrifugoitiin ja lapi

tullut neste kaadettiin pois.
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DNA:n eluointi

HiBind- DNA Mini suodatinputki siirrettiin steriloituun 1,5 ml:n Eppendorf-putkeen.
Suodattimeen lisattiin 50 pl eluointipuskuriliuosta, joka oli lammitetty 70 °C:ksi. Elu-
ointiliuoksen annettiin vaikuttaa filtterissa noin 5 minuuttia huoneenlammassé, jonka
jalkeen nayte sentrifugoitiin 1 minuutin ajan. Sentrifugoitu ndyte pipetoitiin uudestaan
HiBind- DNA Mini suodatinputkeen, jonka jalkeen naytettd inkuboitiin 65 °C:ssa 5
minuutin ajan. Tdman jalkeen nayte sentrifugoitiin 1 minuutin ajan, jolloin Eppendorf-

putken pohjalle saatiin eristetty DNA.

PEG- saostus

DNA: n puhtauden parantamiseksi oli DNA saostettava. Tdmé voitiin suorittaa PEG-
liuoksella (polyetyleeniglykoli) Vainion, Korhosen & Hantulan (1998) esittamélla ta-

valla.

PEG- liuosta liséttiin DNA- naytteeseen siten, ettd DNA:PEG suhde oli 10:6. Eppen-
dorf- putkessa ja eluointiliuoksessa olevan DNA:n tilavuus oli 50 pl, jolloin PEG- liu-
osta pipetoitiin 30 pl. Naytteitd sekoitettiin voimakkaasti Vortexilla. Valittomasti se-
koituksen jalkeen néytteita pidettiin 20 minuutin ajan jailla, jonka jalkeen saostuma
pyrittiin samaan Eppendorf- putken pohjalle 20 minuutin sentrifugoinnilla. DNA:ta oli
usein vaikeaa havaita silmin sen ollessa lapikuultavaa. Tdman takia oli tarkeda asettaa

putket sentrifugiin siten, ettd tiedettiin kumpaan putken alareunaan saostuma tuli.

Sentrifugoinnin jalkeen neste pyrittiin pipetoimaan mahdollisimman hyvin pois put-
kesta. Supernatantin poiston jalkeen DNA:ta pestiin 70 %:lla etanolilla, joka oli jaa-
kylmaa. Nayteputkea heiluteltiin kevyesti ja sentrifugoitiin 5 minuutin ajan. Etanoli
pipetoitiin pois putkesta, jonka jalkeen putkeen jd&neet etanoli jadmat pyrittiin kui-
vaamaan mahdollisimman hyvin vakuumikuivurilla 45 °C:ssa 2 minuutin ajan maksi-
minopeudella. Kuivauksen jélkeen etanolijagdmié saattoi jaadéa vield naytteisiin, jolloin
kuivaus toistettiin. Lopuksi naytteet suspendoitiin 30 pl:aan TE- liuosta. ja inkuboitiin

néytteitd 1 tunnin ajan 50 °C:ssa
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Taman opinndytetyon aikana DNA- eristyksissa testattiin myo6s auttaako SPW- pesu-
liuoksella pesujen lisédminen DNA:n puhtauteen, seké parantamaan DNA:n kopio
tumista PCR:ssé. Pesukertoja liséttiin kahdesta kolmeen, mutta lisdéamisella ei todettu

olevan merkitystd DNA:n puhtauteen tai parantamaan monistumista.

6.4 Naytteiden monistus

DNA- eristyksen jélkeen tutkittavan DNA:n mééra oli hyvin pieni, joten tutkimuksen
edetessé tarvittiin DNA:ta myds suurempi maara. Erityisen tarkeéa oli, ettd PEG- sa-
ostuksessa jadneet etanolijgamaét oli saatu haihtumaan vakuumikuivurissa, silla PCR-

reaktioon jaanyt etanoli inhiboi reaktiota.

PEG- saostuksen jalkeen naytteista tehtiin suoraan 1:10 laimennokset steriloituun ve-
teen, jonka oli todettu olevan suurimalle osasta ndytteitd paras monistumisen kannalta.
Néytteiden kéasittely seké reaktioseoksen (Mastermix) valmistaminen tehtiin laminaa-

rissa. Reaktioputkina kaytettiin 500 pl:n Eppendorf- putkia.

PCR- reaktio tehtiin kahdessa eri faasissa (ks. TAULUKKO 1 & 2), jolloin valmistet-
tiin yl&- seka alafaasi. Kahden faasin reaktiossa alafaasi liséttiin ensin reaktioputkeen,
joka sisdlsi vain alukkeet, puskurin, veden seké templaatti DNA:n. Alkudenaturaatio
tapahtui vain alafaasissa. Taman tarkoituksena oli parantaa DNA- juosteiden avautu-
mista ja vahentaa ei- spesifisen DNA:n monistumista. Talléin myds polymeraasi ei
paassyt vaikuttamaan viel& reaktioon. Alafaasiseoksen péélle tiputettiin tippa mineraa-
lioljya estaméén haihtumista. Kahden faasin reaktio on vanha tapa tehd4 ns. "hot start"

reaktio.

Alkudenaturaation annettiin vaikuttaa alafaasissa 7 minuutin ajan, jonka jalkeen reak-
tioon lisattiin ylafaasi. Ylafaasi sisalsi nukleotidit, puskurin, veden seka DNA- poly-
meraasin. Alkudenaturaatio kesti 8 minuuttia, jonka jalkeen reaktion annettiin jatkaa
ohjelman loppuun asti (ks. TAULUKKO 3). Reaktion kontaminaatioita tarkkailtiin
negatiivisella kontrollilla, joka ei siséltanyt templaatti- DNA:ta. My6s reaktion toimi-
vuutta kontrolloitiin positiivisella kontrollilla, johon templaatiksi lisattiin tunnettua

sienen DNA:ta, jonka piti monistua varmasti.
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TAULUKKO 1. PCR-alafaasiseoksen ainemaarat yhté reaktiota kohde.

Reaktion osa Maara (ul)
Vesi (DDW) 19,5
10 x Puskuri (Biotools) 2,5
Aluke ITS1F 1
Aluke ITS2 1
Templaatti- DNA 1

TAULUKKO 2. PCR-yl&faasiseoksen ainemaéarat yhté reaktiota kohden.

Reaktion osa Maara (pl)
Vesi (DDW) 21,3
10 x Puskuri (Biotools) 2,5
Nukleotidit (ANTP) 1
DNA- polymeraasi 0.2

Yhden reaktion kokonaistilavuudeksi tuli 50 pl. Ainemaarét kerrottiin sen mukaisesti
kuinka suuri nayte maara oli kyseessa.

TAULUKKO 3. Tyossé kaytetty PCR-ohjelma.

Vaihe Lampdétila (°C) Aika (min.)
1. Alkudenaturaatio 95 8
2. Denaturaatio 95 1
3. Liittyminen 58 1
4. Ekstensio 72 1
5. Loppuekstensio 72 7
6. Jaahdytys 8

Vaiheet 2-4 toistettiin 34 kertaa. Ohjelman loputtua reaktioputket otettiin pois PCR-
koneesta ja PCR- tuote siirrettiin mineraalioljyn alta uuteen 1,5 ml:n Eppendorf- put-
keen.
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6.5 Monistuksen tarkistus elektroforeesilla

Ennen elektroforeesiajoa PCR- tuotteen sekaan liséttiin 12,5 pl 5 x TD:t&. TD- liuos
oli variltaan sinisté ja sen tarkoituksena oli auttaa pitdmaan PCR- tuote agaroosigeelin
kaivossa, sekd antamaan PCR- tuotteelle vérin, jotta pipetoiminen geeliin helpottuisi.
Elektroforeesiajoissa kaytettiin 1 %:sta agaroosigeelid. Elektroforeesilla haluttiin tar-

kistaa onko DNA:n monistuminen onnistunut, seka oliko reaktioseos kontaminoitunut.

Agaroosia punnittiin 2,3 g ja liuotettiin 230 ml:an 1- kertaiseen TAE- puskuriin kuu-
mentamalla seosta mikroaaltouunissa. Agaroosin liuettua TAE- puskuriin, liséttiin liu-
okseen etidiumbromidia 1 tippa/50 ml liuosta. Agaroosiliuos valettiin kelkkaan, johon
asetettiin kammat. Geelin annettiin jahmetyttyd noin 45 minuuttia, jonka jalkeen

kammat irrotettiin, jolloin kampojen kohtiin jaivét kaivojen paikat.

Agaroosigeeli asetettiin ajolaitteistoon, johon liséttiin 1- kertaista TAE- puskuri geelin
paalle siten ettd geeli oli puskuriliuoksen peitossa. Naytteitd pipetoitiin kaivoihin noin
5 ul. Ajolaitteiston jannitteeksi asetettiin 120 mV, sekd ajoajaksi tunti.

6.6 Naytteiden denaturoiva gradienttigeelielektroforeesi

Elektroforeesiajon jalkeen DNA:sta haluttiin selvittaa sienilajiston monimuotoisuus.
Tama onnistui DGGE:I4, jossa eri lajit saatiin erottumaan geelissé denaturoivien ai-
nesosien ansioista erilleen (ks. TAULUKKO 4). DGGE-liuokset ja gradienttigeeli

valmistettiin vetokaapissa niiden tekoon tarkoitetuilla pipeteilla.

TAULUKKO 4. DGGE liuosten (0- % ja 100- %) aineelliset koostumukset.

Reagenssi 0-% 100-%
Urea 42 g
Akryyliamidi 18,75 mi 18,75 mi
50 x TAE 2ml 2ml
Formamid 40 ml
Ultrapuhdas vesi 100 ml:ksi 100 ml:ksi
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Taulukosta 4. ndhd&éan, ettd 0- prosenttiseen gradienttiliuokseen ei tule lainkaan dena- Y
turoivia ainesosia. Gradienttigeeli valmistettiin DGGE-liuoksista seka kolmesta muus-
ta liuoksesta (ks. TAULUKKO 5). Téll6in heikon ja vahvan gradienttiliuosten sekoit-
tuessa tasaisesti toisiinsa saatiin geeliin tasaisesti kasvava gradientin pitoisuus. Tassa

opinndytetydssd DGGE- ajoissa kéytettiin 18-58-prosenttista denaturointigradienttista

akryyliamidigeelia.

TAULUKKO 5. Gradienttigeelin aineelliset koostumukset.

Liuos Heikko Vahva
0-% gradienttiliuos 12,3 ml 6,3 mi
100-% gradienttiliuos 2,7ml 8,7 mi
Bromifenolisininen 60 pl
Ammoniumpersulfaatti (APS) 150 pl 150 pl
TEMED (N,N,N',N' tetrametylee- 15 ul 15 pul
nidiamiiini)

APS seka TEMED toimivat geelin jahmettdja reagensseina.

Laitteiston kasaus

Ajolaitteisto kasattiin kahdesta lasilevystd, joiden véliin asetettiin muoviliuskat (spa-
cer) pitaméaan lasit irti toisistaan. Lasit kiinnitettiin valutelineeseen puristimien
(clamp) avulla siten, ettd muoviliuskat olivat suorassa. Lasien kulmat tiivistettiin viela

0,5 %:1la agaroosilla suojaamaan akryyliamidigeelin vuotamista.

Gradienttigeelin valaminen

Heikko sekd vahva gradienttiliuos valmistettiin omiin astioihinsa. APS ja TEMED
pipetoitiin kumpaankin viimeiseng, jolloin liuokset alkoivat véhitellen jaghmettya.
Heikko liuos kaadettiin ensimmaisend gradientin muodostajaan, joka oliyhdistetty
pumppuun ja edelleen lasilevyihin letkuilla. Heti perdén gradientinmuodostajaan kaa-
dettiin vahva liuos. Heikon ja vahvan liuoksen sisaltaméat kammiot yhdistettiin avaa-

malla hana ja geelinvalupumppu kaynnistettiin, jolloin heikko sekd vahva liuos alkoi-
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vat sekoittua keskendén. Sekoitusta avustettiin magneetilla, joka oli vahvan liuoksen
kammiossa.

Liuosten sekoittuessa, lasien valiin muodostui gradienttigeeli, jonka denaturoivien ai-

nesosien pitoisuus kasvoi tasaisesti ylh&élta alaspain. Taman jalkeen lasien valiin ase-

tettiin kampa, jolla geeliin saatiin kaivot naytteitd varten. Akryyliamidigeelin annettiin

jahmettya noin kahden tunnin ajan.

Geeli asetettiin telineeseen, joka siirrettiin ajolaitteistoon. Ajolaitteistossa oli 60 °C:sta
1- kertaista TAE- puskuria. Naytteita pipetoitiin kaivoihin 15 - 40 pl, riippuen PCR-

tuotteen vahvuudesta. Naytteiden ajoaika oli 16 tuntia, seké jannite 75 volttia.

Geelin varjays ja kuvaus

Ajon loputtua geeli irrotettiin ajolaitteistosta. Pienempi lasi irrotettiin, jolloin geeli jai
toiseen lasiin. Geeli varjaykseen kéytettiin fluoresoivaa Sybr- Gold vérig, joka sitoituu
2-juosteiseen DNA:han SybrGold on mahdollisesti karsinogeeninen eli syopééa aiheut-
tava, joten sitd kasiteltiin myrkkyné. SybrGold kerattiin ongelmajatteeseen. Geelin
paalle pipetoitiin tasaisesti 15 ml vérjdysliuosta, jonka annettiin vaikuttaa pimeéssa

tilassa noin 30 minuuttia.

Pipetoitu vérjaysliuos kaadettiin geelin paalta pois ja geeli siirrettiin lasilevylld kuva-
uspoydalle. Kuvausohjelmana kaytettiin AlphaDigiDog- ohjelmaa, jolla kuvan kont-

rastia ja variolosuhteita voitiin muokata.

Tdassa opinndytetydssa tarkasteltiin DGGE:lla lahottaja sienien DNA:n kulkeutumista.
Lahopuut siséltavat useasti hyvin monia sienilajeja, jonka vuoksi oli tarkeda pystya
vertailemaan lajeja keskendan. Vertailua varten on olemassa erilaisia ohjelmia tieto-
koneelle kuten Gel Compar Il -ohjelma. Téta ohjelmaa kéytin vertaillessani eri lajeja
toisiinsa. Tall4 ohjelmalla voidaan geelikuvia suoristaa ja muokata erittdin laajasti.

Geelikuvia voidaan vertailla keskenaén, jolloin lajien vélinen vertailu on helpompaa.

DGGE- kuvien analysoinnin jalkeen merkattiin ne DNA- juosteet jotka tulkittiin tut-
kittavaksi sieneksi. Tamén jalkeen koko aineistosta koottiin 0/1 binaaridata, josta néh-
tiin kuinka monella puunaytteelld oli tietty4 sienilajia. Téasté datasta voitiin tehd& ku-
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vaaja, josta néhtiin ne OTU- luvut eli eri sienilajit, joita esiintyi lahopuissa eniten (Lii-

tel). Tastd kuvasta valittiin sekvensoitavaksi laitettavat sienet.

Sekvensoitavaksi valitut naytteet oli tarkoitus saada mahdollisimman puhtaaksi, silla
halutun ndytteen mukana tuli usein myos muiden sienien DNA:ta. Puhdistus tapahtui
leikkaamalla DNA- juosteet irti DGGE- geelista. Irti leikattu DNA- juoste eluoitiin
vuorokauden ajan 100 pl:aan tislattua vettd, jonka jalkeen voitiin eluoituneesta
DNA:sta tehdd uusi PCR. Uudelleen monistettu PCR- tuote ajettiin DGGE. geeliin ja
leikattiin uudestaan irti geelistd. Ndma vaiheet toistettiin niin monta kertaa kunnes
DGGE- geelissa olevassa néaytteessa ei enda ndkynyt muita DNA- juosteita, jotka oli-

sivat voineet vaikuttaa sekvensointi tuloksiin. (Liite 2)

Sekvensoitavien naytteiden kokonaismaaréksi tuli 42 naytetta. Tarkoituksena oli sek-
vensoida ndytteiden ITS1 alue 5” ja 3 * suunnasta kéyttden ITS1F- sekd ITS2- alukkei-

ta.
Naytteiden lahetys sekvensointiin

Néytteiden sekvensointi tehtiin Eteld- Koreassa Seoulin kaupungissa yrityksessa ni-
meltd Macrogen. Néaytteet jotka valittiin sekvensoitaviksi, monistettiin vield kerran

alukeparilla ITS1F-1TS2. PCR:n onnistuminen tarkistettiin 1 %:ssa agaroosigeelissé,
jonka jalkeen PCR- tuote puhdistettiin puhdistuskitillg, jotta sekvensointia haittaavat

aineet saatiin poistettua. Puhdistuskittiné oli High pure PCR product purification kit

Pakkaus sisalsi seuraavat osat:
Liuokset
Sidontapuskuriliuos

Pesupuskuriliuos

Eluointipuskuriliuos.
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Putket

High Pure- suodatinputki (50 kpl)

Keraysputki (50 kpl)

Aluksi 100 pl:aan PCR- tuotetta lisattiin 500 pl sidontapuskuria, jonka jalkeen seosta
sekoitettiin Eppendorf- putkessa. Seos siirrettiin High Pure- suodatinputkeen ja puh-
distettiin PCR- tuote alla olevan (ks. TAULUKKO 6.) taulukon mukaisesti.

TAULUKKO 6. PCR- tuotteen puhdistus vaiheet.

Vaihe Aika Lisays (ul)

1 Sentrifugointi 1 min./13000 G

2 Lé&pi tullut neste heitettddn pois

3 Pesupuskuriliuos lisays 250

4 Sentrifugointi 1 min./13000 G

5 Lépi tullut neste heitettddn pois

6 Pesupuskuriliuos lisdys 100

7 Sentrifugointi 1 min./13000 G

8 Lépi tullut neste heitettddn pois

9 Eluointipuskuriliuoksen lisays 50

Viimeisen sentrifugoinnin jalkeen kerdysputkeen saatiin puhdistettu PCR- tuote.
Puhdistuksen jalkeen naytteet sail6ttiin 1,5 ml:n Eppendorf- putkiin. Macrogen tarvitsi
tiedot néaytteiden nimistd, naytteiden konsentraatioista, ssekvensointireaktiossa kéytet-
tavista alukkeista, alukkeiden konsentraatiosta, tuotteen emaspituudesta seké alukkei-

den sekvenssista.

Naytteiden konsentraatiot mitattiin NanoVue spektrofotometrilld, jonka jalkeen putket
pakattiin lahetysta varten kuoreen. Fed-Ex toimitti lahetyksen Koreaan.

Macrogen l&hetti tiedot sekvensseistd, jotka muokattiin Geneious- ohjelmalla. Kunkin
néytteen vastinjuosteet linjattiin ja niistd muodostettiin konsensussekvenssi. Konsen-
sussekvenssin 5”- (ITS1F-alukkeen sitoutumiskohta), seka 3"- paasta (ITS2-alukkeen
sitoutumiskohta) poistettiin huonolaatuiset ja epaluotettavat jakson, ja sekvensseista
korjattiin emaksid, joita automaattisesti ei ollut saatu tunnistettua oikein. Siivotut sek-

venssit rinnastettiin geenipankin nukleotidisekvenssitietokantaan (NCBI, National
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Center of Biotechnology Information). Tietokannasta saatiin jokaiselle sekvenssille
lahimmat lajit. Naita lajeja tarkastellaan TULOKET- osiossa.

7/ TULOKSET

7.1 Puun laadun muutos lahosukkessiossa

Kuviosta 8. voidaan néhda, etté lahopuiden tiheys pieneni mita pidemmaélle lahoami-
nen oli edennyt. Kuviosta 9. ndhdaan, etta lahoamisen edetessa pidemmélle lahonnei-
den puiden kosteus lisdantyi. (Ks. KUVIO 8. & 9.)
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7.2 Sieniyhteisbrakenteen muutos lahosukkessiossa

DGGE menetelma erotteli lahopuunéytteen sienilajit siten, ettd DNA sekvenssiltaan

eri lajit nékyivét varjatyssa geelissa eri kohtiin kulkeutuneina juovina. (Ks. KUVIO
10.)

KUVIO 10. DGGE-geelikuva. Néytteet 1-15, sek& L- kirjaimilla merkityt DGGE-
ladderit.

Sieniyhteisérakennetta lahoavissa puun rungoissa analysoitiin ei-parametrisella moni-
ulotteisella skaalauksella (non-metric multidimensional scaling, NMDS). Menetelméa
ryhmitteli puun rungot oordinaatiokuvaan niiden sienilajiston samankaltaisuuden pe-
rusteella. Sienilajistoltaan samanlaiset lahopuut olivat lahelld toisiaan, ja sienilajistol-
taan erilaiset lahopuut kaukana toisiltaan (Ks. KUVIO 11a.). Kuvasta 11a. nahdaan,
ettd lahopuut olivat ryhmittyneet osittain lahoasteen mukaan sienilajiston perusteella.
Menetelmalla tehtiin myés kuvio, joka ositti mité sienilajeja (OTU -luku) puutukeissa
tyypillisesti esiintyi (Ks. KUVIO 11b.).
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KUVIO 11. Lahopuiden NMDS- sovitus niiden lahottajasienien yhteisorakenteiden
perusteella (a.) seké sienilajien (OTU-arvot) ryhmittyminen oordinaatioon (b.).

Lahoasteilla 1-2 olevien lahopuukiekkojen sienilajistot olivat pdéséantoisesti ryhmit-

tyneet lahelle toisiaan. Myos lahoasteilla 3-5 olevien lahopuukiekkojen sienilajistot

olivat ryhmittyneet lahemmas toisiaan. Tasta voitiin sanoa etta lahoasteilla 1 ja 2 ole-

vien purunéytteiden sienilajistojen diversiteetti ja/tai lajistorakenne oli samankaltaista.

Puolestaan lahoasteilla 3-5 olevien purundytteiden yhteisérakenne oli samankaltaista.

Eri lahoasteilla olevien puundytteiden lahottajasienien lukuméaéaraa analysoitiin myos.
(Ks. KUVIO 12.)
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KUVIO 12. Sieniyhteisdrakenteen muutos lahosukkessiossa (keskiarvotkeskihajonta
SD). Kuviosta 12. ndhdaan, ettd lahoasteen 5 puun rungoissa lahottajasienia oli kes-
kimaaraisesti eniten, kun taas lahoasteen 2 puissa sienié oli vahiten.
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7.3 Sienilajisto lahopuussa

Lajinimia etsittdessa nukleotidisekvenssitietokanta antoi joidenkin sekvenssien koh-

dalla lajinimeksi “uncultured fungus”. Tietokanta kuitenkin antoi osuvimmat vaihto-

ehdot joista nahtiin prosentuaalisesti sekvenssien tdsmaavyys. Suurimmalle osalle la-

jeista loydettiin tdydellinen suomenkielinen nimi. Lajeille joille ei 16ydetty koko suo-

menkielistd nimed annettiin suvun nimi. Alla olevaan taulukkoon (ks. TAULUKKO

7.) on listattu tutkimuksessa l16ydettyja lahottajasienid. Taulukosta ilmenee OTU- lu-

ku, joka viittaa lajin kulkeutumaan matkaan DGGE- geelissg, lahoaste seka lajien lati-

nan- sek& suomenkieliset lajinimet. Lajinimet on listattu lahoasteen 1-5 mukaan.

TAULUKKO 7. Lahottajasienten latinankieliset sekd suomenkieliset lajinimet

OTU- luku Lahoaste Lahin laji NCBI- sekvenssitieto- | TAsmaavyys Suomenkielinen nimi
kannassa (%)
28,80 1 Coniophora olivacea 86 Tummakesikka
47,50 1 Phellinus nigrolimitatus 99 Aarnikdapa
46,40 2 Uncultured fungus 99
35,90 2 Oxyporus corticola 99 Tattiainen
53,70 2 Coniophora olivacea 98 Tummakesikka
65,90 2 Lecythophora 93
19,80 2 Resinicium bicolor 100 Maitotahra
49,60 3 Phellinus viticola 98 Riukukaapa
25,20 3 Pseudoplectania nigrella 93 Sysimaljakas
32,50 3 Pseudomerulius curtisii 98 Rypykkéa
54,00 3 Russula bicolor 98 Hapero
44,40 3 Russula decolorans 97 Kangashapero
43,40 3 Sekvenssointi epdonnistunut
39,60 3 Serpula himantioides 98 Suklaakesikka
21,60 3 Coniophora prasinoides 98 Kesikka
24,00 3 Amylocorticium subsulphureum 86 Rikkivanukka
41,10 3 Serpula himantioides 98 Suklaakesikka
58,00 3 Amylostereum areolatum 98 Paksunahakka
26,50 3 Galerina sp. 99
30,00 4 Phialophora 99
18,20 4 Candida ergastensis 97 Hiiva
50,60 4 Uncultured ascomycete 98 Kotelosieni
48,60 4 Heterobasidion parviporum 97 Juurikaapa
27,80 4 Amanita pseudoinculta 100 Kéarpassieni
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4 Russula vinosa 100 Viinihapero
4 Russula 99 Hapero

4 Russula vinosa 99 Viinihapero
4 Uncultured Piloderma 98 Orvakka
5 Pycnoporellus fulgens 81 Rusokaapa
5 Russula sanguinea 92 Verihapero
5 Trichoderma atroviride 99 Home

5 Lecythophora 100

5 Russula bicolor 98 Hapero

5 Uncultured fungus/Ascomycota 98 Kotelosieni
5 Uncultured fungus/Ascomycota 100 Kotelosieni
5 Uncultured fungus/Ascomycota 95 Kotelosieni
5 Uncultured Pezizomycotina 96 Kotelosieni
5 Exidia glandulosa 100 Nystyhytykka
5 Saccharomycetes 97 Hiiva

5 Uncultured Russula/Russula bicolor 91 Hapero

5 Cortinarius 100 Seitikki

5 Trichoderma atroviride 98 Home

8 PAATELMAT

Tyon tavoitteena oli selvittdd Vesijaon luonnonsuojelualueen lahottajasienien moni-
muotoisuus lahoavassa puussa, seké lahoasteen vaikutus lajiston monimuotoisuuteen,
lahopuiden tiheyteen ja kosteuteen. Lajiston monimuotoisuus saatiin selville ja tulos
tuki hypoteesia, jossa lajisto ryhmittyy lahoasteen mukaan ryhmiksi joissa lahoasteella
1-2 olevat lajit ovat ryhmittyneet lahelle toisiaan seka lahoasteella 3-5 olevat lajit ovat
ryhmittyneet lahelle toisiaan. Tutkimuksessa todettiin, ettd lahottajasienien maéara oli
suurinta pitkalle lahonneissa puissa. Tdma johtuu siité, ettd maassa elda paljon eri la-
hottajia, jotka siirtyvét véhitellen maassa makaavaan puun runkoon. Pitkalle lahon-
neissa puissa lahottajien méaara on tdmén vuoksi suurin ja kattavin. Tiheys muuttui
pienemmaksi mitd pidemmalle lahoaminen oli edennyt puussa. Kosteus sen sijaan

kasvoi lahon edetessé puussa.

Lajiston sukkessio

NMDS- sovitusten perusteella voidaan sanoa, ettd lajisto muuttui lahon edetessé. Tu-

lokset tukivat tutkimuksen hypoteesia siten, ettd puut joiden lahottajasienilajisto on
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samankaltainen ryhmittyvat l&helle toisiaan. Tutkimuksessa kavi myos ilmi, ettd puut
joiden lahoaste on lahelld toisiaan ryhmittyvat lahelle toisiaan. NMDS- sovituksien
perusteella hajonta on hieman suurempaa kuin oletettiin, mutta NMDS- sovituksista
néhdaan selvaa ryhmittymisté lajien seké lahoasteiden valilla. Sienilajisto oli koealalla
olevissa lahopuissa hyvin monimuotoista. Vahan lahonneissa rungoissa on erilainen

sieniyhteiso verrattuna pitkalle lahonneisiin puihin. (Ks. 2.4 Sienet elidind)

Lajiston diversiteetti

Sienilajien lukuméara oli kaikkein suurimmillaan lahosukkession loppuvaiheessa, jol-
loin lahoasteen 5 lahottajasienid esiintyy puussa eniten. Tama tulos oli samanlainen
kuin Rajala, Peltoniemi, Hantula, Mékipad, Pennanen (2011) tutkimuksessa, jossa
lahottajasienten sukkessiota tutkittiin RNA-analyysien avulla. Tdma tulos on vastoin
tutkimuksen hypoteessia, jossa oletettiin lajidiversiteetin olevan suurimmillaan la-
hoamisen keskivaiheella (Stenlid ym. 2008), jolloin lahotusnopeus on suurimmillaan
(Makinen ym. 2008). Lahottajasienien diversiteetti on kuitenkin loogisesti ajateltuna
suurinta lahoasteen 5 puissa, jolloin lahoaminen on pisimmillaan sekd maasta siirtyy
maassa makaavaan puuhun kokoajan enemman lahottajasienid. Tallgin lahoaminen oli

nopeinta.

Lajiston tunnistus

Lajinimia etsittdessa I0ydettiin myos mykorritsasienid, jotka ovat juurisienia. Mykor-
ritsasieniin kuului mm. Russula- sukuun kuuluvat sieni, jotka ovat haperoita. T&ma
16yt6 oli mielenkiintoinen havainto, silld haperoita ei yleensé esiinny suhteellisen ko-
vassa puussa. Lajistosta ldydettiin myds juurikadpad, joka on maamme metsissa pahin
patogeenisieni. Se aiheuttaa metséteollisuudelle vuosittain 15-35 miljoonan euron tap-
piot heikentdmalla puidenlaatua ja tappamalla niitd. (Rotstop n.d. Verkkosivut)
Lajinimien selvittdminen oli osittain hidasta mutta lajinimia saatiin hyvin. Osalle nayt-
teista saatiin tulokseksi tuntematon sienilaji, koska siita seuraavan lajin sekvenssin
tdsméaavyys tutkittavaan sekvenssiin oli niin heikko etta tulokseen ei voitu luottaa tar-
peeksi. Sekvensointituloksia verrattaessa nukleotidisekvenssitietokantaan huomattiin,
ettd kaikille sekvensseille ei NCBI:n tietokannassa ollut lajinimed, jolloin tietokanta
merKkitsi lajin tuntemattomaksi. Samanlaiseen ongelman havaitsivat myos Rajala, Pel-

toniemi, Hantula, Mé&kip&4, Pennanen (2011). Lajien tunnistusongelmat johtuivat siité,
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ettei kyseiselle sienelle 10ytynyt tdssmadvaa sekvenssié seké siité, ettd suuri osa sie-
nisekvensseista vield puuttuu tietokannasta. Naissa tapauksissa tulokseksi Kirjattiin
tuntematon sienilaji. Lajinimien selvittdminen tehtiin loppuvaiheessa tdmén opinnay-
tetyon valmistumista, jotta saataisiin mahdollisimman uudet tiedot geenipankissa ole-
vista sekvensseistd. Vain murto-osa sienistd on kuvattu ja nimetty, joten geenipankin
sekvenssitietojen paivittyessa naméa tuntemattomat sienilajit voidaan mahdollisesti

my06s nimeta.
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LIITTEET

Liite 1. Sekvensoitavat naytteet.
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OTU (Operational Taxonomic Unit)

OTU- arvo (Opertational Taxonomic unit) kuvaa yksil6llista lahottajasienilajia. Sini-
sella merkityt pylvaat kuvaavat naytteitd, jotka sekvensoitiin. Pylvaiden korkeus ku-
vaa naytteessa esiintyneiden lahottajasienien lukumaaraa. Valkoiset pylvaat kuvaavat
naytteitd, joita ei otettu sekvensointiin mukaan. Valkoisella merkattujen lajidiversi-
teetti oli heikointa.
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Liite 2. Kuva DGGE- geelista sekvensointia varten puhdiste- ap
tuista naytteista.

rras il T RO 14 L

1-14. Naytteissa 2, 5,10 sekd 14 nékyy useampi DNA- juosteet, joita puhdistettiin vie-

14 liséé. Laidoissa L- kirjaimilla merkityt markkerit.
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