7

Metropolia

Marjo Voivalin

T-RFLP-sormenjalkimenetelman kehittaminen
soiden hapettoman turpeen sieniyhteisojen
analysointiin

Metropolia Ammattikorkeakoulu
Insindoéri (AMK)

Bio- ja elintarviketekniikka
Insindorityo

13.12.2013



/ 7 /;Metl’OpoIia Tiivistelmé

Tekija Marjo Voivalin
Otsikko T-RFLP-sormenjalkimenetelman kehittaminen soiden hapet-
toman turpeen sieniyhteisdjen analysointiin

Sivumaara 36 sivua + 8 liitetta

Aika 13.12.2013

Tutkinto Insindoéri (AMK)

Koulutusohjelma Bio- ja elintarviketekniikan koulutusohjelma

Suuntautumisvaihtoehto

Ohjaajat tutkijatohtori, Heli Juottonen
koulutusvastaava Carola Fortelius

Insindoritydssa kehitettiin T-RFLP-sormenjalkimenetelmd, jonka avulla voidaan tunnistaa
sieniyhteisdja hapettomasta turpeesta. T-RFLP:ssa tutkittava ndyte PCR-monistetaan kayt-
tden fluoresoivaa aluketta. Tuotteet pilkotaan restriktioentsyymeilld, jolloin syntyy termi-
naalisia restriktio fragmentteja (T-RF). Fragmentit tunnistetaan kapillaarielektroforeesilla
fluoresoivan leiman avulla.

Tavoitteena oli etsia erilaisia sieniryhmia soiden hapettomasta turpeesta ja kehittaa sor-
menjalkimenetelmad, jonka avulla pystytédan vertailemaan erilaisia yhteisdja ja tuunista-
maan sieniryhmat. Tutkittavaksi alueeksi valittiin 18S-alue ribosomaalisesta RNA-geenistd,
joka oli hyvin konservoitunut. Konservoituneen alueen avulla oletettiin olevan helpompaa
tunnistaa hyvin erityyppisia sienig, silla etukdteen ei tiedetty mita sienid hapettomassa
turpeessa esiintyy.

Tybssa optimoitiin PCR-menetelmd, jonka avulla turvendytteiden PCR-monistaminen saa-
tiin toimimaan. Monistetut PCR-tuotteet transformoitiin kompetentteihin bakteerisoluihin ja
luotiin naytteista kloonikirjastot. Kloonikirjastojen naytteiden sekvenssit pilkottiin restriktio-
entsyymeilld, missa tavoitteena oli 16ytad mahdollisimman paljon erilaisia sienisekvensseja.
Naytteet lahetettiin sekvensoitaviksi ja sekvenssituloksien perusteella kehitettiin T-RFLP-
sormenjalkimenetelma analysoimaan turvenaytteiden sieniryhmia ja -yhteiséja.

Hapettomasta turpeesta I6ydettiin kaikkien neljan paaryhman sienia. Sekvenssien perus-
teella restriktioentsyymien I6ytaminen oli vaikeaa, koska sekvenssit olivat hyvin konservoi-
tuneita. Suondytteiden T-RFLP-ajon perusteella I6ydettyja sieniyhteisdja vertailtiin keske-
naan. Nain ollen pystyttiin madrittelemaan soiden anaerobisen turpeen erilaisia sieniyhtei-
sdja. Tulosten perusteella voitiin paatelld, etta soiden turvenaytteiden sieniyhteisét vaihte-
levat paljon ja eroavat toisistaan myds rinnakkaisndytteissa.
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The purpose of this study was to develop a T-RFLP-fingerprinting method for the identifi-
cation of fungal communities in anoxic peat. In T-RFLP, the sample to be analysed, is am-
plified by PCR using a fluorescent primer. The products are digested with restriction en-
zymes to produce terminal restriction fragments (T-RF). The fragments were identified by
capillary electrophoresis on the basis of the fluorescent label.

The aim was to detect a variety of fungal groups in the anoxic peat, and to develop a fin-
gerprinting method that allows to compare fungal communities and identify fungi. Ribo-
somal RNA gene area (18S) which is highly conserved, was selected for examination. Since
it was not known what kind of fungus sequences would be found, the comparison of con-
served sequences in a database was easier.

PCR optimization method was developed which makes PCR amplification of peat samples
successfully. The amplified PCR products were transformed into competent cells, and clone
libraries were created for samples. Sample sequences for clone libraries were digested
with restriction enzymes whereupon as many different types of fungal sequences as possi-
ble were found. The sample was sent to be sequenced. A T-RFLP fingerprint method was
developed on the basis of the sequence data. The method was to analyze the peat sam-
ples of fungal groups and communities.

All four major phyla of fungi were found in anoxic peat. Functional restriction enzymes
were difficult to find due to sequence conservation. Fungal communities found in soil sam-
ples by the T-RFLP method were compared with each other. Thus, it was possible to de-
termine different types of fungal communities in anaerobic peat. On the basis of the re-
sults, it was concluded that fungal communities had a variety of different levels.

Keywords soil, fungus, 18S, rDNA, PCR, T-RFLP
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1 Johdanto

Yleisesti sieniyhteisdja on tutkittu soiden pintakerroksessa olevasta hapellisesta tur-
peesta. Soiden hapettoman turpeen sieniyhteisdja ei ole vield tutkittu juurikaan. Sie-
niyhteisdja tiedetddn olevan hapettomassa turpeessa, mutta niiden osallistumisesta

esimerkiksi orgaaniseen hajotukseen ei ole paljoa tutkimustietoa.

Tassa insinddritydssa tutkitaan soiden sieniyhteisdja ja pyritdan kehittdmaan sormen-
jalkimenetelmd, jonka avulla voidaan analysoida erilaisten ndytteiden sieniyhteiséja.
Tutkimus tehtiin suonaytteista eristetystd DNA:sta. Taman jalkeen kehitettiin T-RFLP-

menetelma kuvaamaan erilaisia sieniyhteisoja eri soilla.

Insin6orityé tehtiin Helsingin yliopistolla tutkijatohtori Heli Juottosen tutkimushank-
keessa. Tyd tehtiin osana Soiden metaanituoton puuttuva mikrobiologinen lenkki —
fermentoivat bakteerit ja sienet -projektia. T-RFLP-ajo tehtiin Metsantutkimuslaitoksella
(Metla) Vantaalla.

2 Suotyypit

Suo madritetadn ekosysteemiksi, jonka merkittavimpia ominaisuuksia ovat korkea ve-
denpinta ja osittain hajonneen orgaanisen aineksen kerrostuminen turpeeksi (Vasander
1998: 10). Kuollut kasvimateriaali kerrostuu turpeeksi, jonka jalkeen se kokee muutos-
prosessin, jota kutsutaan hajotukseksi. Akrotelma on suon pintaosa, jossa on vapaata
happea. Tasta johtuen hajotus on pintaosassa nopeampaa kuin alaosassa. Hajotukseen
vaikuttavat erityisesti kasviaineksen laatu seka happipitoisuus, happamuus ja ravintei-
suus. Merkittavimmat hajottajat ovat aerobisia mikrobeja, jotka tuottavat hajotuskaa-
suina hiilidioksidia (CO,). Noin 80-90 % tuotetusta kasvimassasta poistuu kaasuina
ilmaan. Katotelma on suon vedenpinnan alapuolella sijaitseva hapettoman turpeen osa.
Katotelmassa anaerobiset bakteerit hajottavat turpeen hiiliyhdisteitd, jolloin syntyy hii-
lidioksidia ja metaania (CH,). Tahan hajotukseen vaikuttaa paikan kosteus, lampdtila ja

kasvimateriaalin koostumus. (Vasander 1998: 17.)



Soita luokiteltaessa ne jaetaan kolmeen paaryhmaan: korpiin, rameisiin ja avosoihin.
Avosuot ovat yleisesti puuttomia, ja ne jaetaan edelleen lettoihin ja nevoihin (Silvan
ym. 2008: 16). Paaryhmatyyppien jaottelua voidaan jatkaa jakamalla ne eri ravintei-
suusluokkiin hydrologian ja ravinneolojen perusteella, ombrotrofisiin ja minerotrofisiin
soihin. Ombrotrofiset suot eli sadevesisuot saavat vetensa ja ravinteensa sadeveden ja
ilmalaskeuman mukana, ja ovat tdsta johtuen vahdravinteisia. Nama suot syntyvat
suon kasvillisuuden kasvaessa pois pohjaveden vaikutuksesta. Minerotrofiset suot eli
pohjavesisuot saavat ravinteita sadeveden liséksi myds pohja- ja pintavesien mukana.

Ne toimivat pohjaveden vastaanottajina. (Silvan ym. 2008: 17-18.)

Suon ominaisuudet maaraytyvat valuma-alueelta tulevan veden laadusta ja maarasta.
Minerotrofiset suot jaetaan kolmeen eri ryhmaan: oligotrofisiin, mesotrofisiin ja eutrofi-
siin. (Vasander 1998: 10). Trofia eli ravinteisuus tarkoittaa turpeen fysikaalis-
kemiallisten kasvutekijoiden vaihtelua. Se kuvaa turpeen ravinteista typen, fosforin,
kalsiumin ja raudan maaraa. Trofian madritteena kaytetadn suokasveja ja niiden muo-
dostamia kasviyhteiskuntia, eli jokaiselle ravinteisuustasolle on ominaista tiettyjen kas-
viyhdyskuntien esiintyminen. Osa lajeista esiintyy usealla ravinteisuustasolla, mutta
jokaiselle tasolle voidaan nimeta lajeja, jotka esiintyvat vain tietylla tasolla. (Silvan ym.
2008: 17-18.)

Ombrotrofisilla soilla pH on yleensa alle 4,0, liséksi suoveden kalsiumpitoisuus on mata-
la. Na&illd sadevesisoilla ravinnesaatavuutensa suhteen aariolosuhteet. Ombrotrofisilla
soilla yleisia kasveja ovat rahkasammalet. Oligotrofiset suot ovat vahdaravinteisia ja
niiden pH on alle 4,5. Yleisia kasveja nailla soilla ovat suursarat. Mesotrofiset ovat kes-
kiravinteisia ja niiden pH on valilld 4,5-5,5. Mesotrofisilla soilla kasvaa suoruohoja,
esimerkiksi kurjenjalka. Eutrofisilla soilla eli letoilla pH on korkea (5,5-7,5). Turpeessa
on paljon typped, mutta kaliumia ja fosforia niukasti. Kalium ja fosfori voivat olla sitou-
tuneena esimerkiksi rautaan tai ne ovat huuhtoutuneet pois. Eutrofisilla soilla kasvaa
ruskosammalia. Minerotrofisten kasvien puuttuminen kertoo suon ombrotrofisuudesta.
(Silvan ym. 2008: 18-19; Vasander 1998: 10.) Yleisesti minerotrofiset ekosysteemit

ovat sarasoita ja ombrotrofiset rahkasoita (Thorman 2005: 281).

Rahkasuot ovat ombrotrofisia ekosysteemeja, eli ne saavat ravinteensa ja vetensa sa-
deveden mukana (Thorman 2005: 281). Niille on tunnusomaista huokoiset turvekerros-

tumat ja hapan vesi. Liséksi niiden paallys on peittynyt paksulla rahkasammalmatolla.



Rahkasoiden kasvit tulevat toimeen niukalla ravinnemaaralla, joten olosuhteet lisaavat
happaman turvesammaleen muodostumista. Rahkasuot voivat syntyd kahdella eri ta-
valla. Ne voivat muodostua sammaleen kasvaessa vahitellen vesiston (esimerkiksi
lammen) yli tayttden sen. Rahkasuo voi muodostua myds rahkasammaleen kasvaessa
mattona kuivalle maalle, jolloin se estda veden poistumisen pinnalta (Bogs 2013). Sa-
rasuot ovat minerotrofisia ekosysteemejd. Sarasuot voidaan jakaa karuihin ja rikkaisiin
sarasoihin. Karuilla sarasoilla on alhaisempi mineraalipitoisuus pintavedessa kuin rik-
kailla(Thorman 2005: 281). Sarasuot ovat rahkasoihin verrattuna vahemman happamia
ja niissa on enemman ravinteita. Nama suot ovat yleensa ruohon, sarojen ja kaislan
peittémid. Sarasoilla turpeen maara voi ajan kuluessa lisadntya ja eristda sen pohjave-
desta. Talldin sarasuo menettdd ravinteita ja saattaa muuttua rahkasuoksi. (Fens
2013.)

3 Sienien tunnistus

3.1 Sieniryhmat

Sienilla on useita erilaisia rooleja ekosysteemissa ja yhteiskunnassa. Ne kasittdavat suu-
rimman osan mikrobiomassasta maaperdssa, hajottavat orgaanista materiaalia, toimit-
tavat kasveille ravinteita ja voivat toimia ekosysteemissa myds indikaattoreina. Maata-
louden puolella sienet voivat joko tuhota pelloilta satoa tai ehkaista hyttykasvien tuho-
laisia. Ihmisille sienet voivat aiheuttaa tauteja, esimerkiksi aivokalvon tulehdusta. Toi-
saalta, biotekniikassa niita kaytetadn tuottamaan useita eri sekundaari aineenvaihdun-
tatuotteita ladkealalle. Sienia elda useissa elinymparistdissa ja ekologisissa lokeroissa,
joista kaikkia ei ole vield tutkittu. (Borneman & Hartin 2000: 4356.)

Sienten nelj@ suurinta padjaksoa ovat kotelosienet (Ascomycota), kantasienet (Basi-
diomycota), piiskasiimasienet (Chytridiomycota) ja yhtymasienet (Zycomycota) (Bor-
neman & Hartin 2000: 4356). Sienet kuuluvat eukaryootteihin eli aitotumallisiin. Niiden
yleisin elinymparisté on maapera, mutta niitd tavataan myds muissa elinymparistoissa.
Suurin osa sienista on koenosyytteja eli monitumaisia. (Ojamo 2007). Rakenteeltaan
ne voivat olla joko yksi- tai monisoluisia. Monisoluiset sienet ovat rihmamaisia. Rihmat
eli hyyfit koostuvat pitkdnomaisista soluista. (Sienet 2006.) Hiivat ovat yksisoluisia,

jotka kuuluvat paaasiallisesti kotelosieniin. Jotkut voivat olla my®ds monisoluisia. Hiivat



elavat kosteissa olosuhteissa. (Hiivat 2006). Homeet ovat sieniryhmd, jotka muodosta-
vat homemaista kasvustoa. Ne kasvavat monisoluisina rihmastoina. Kasvaakseen ho-
meet vaativat happea, mutta niukasti vetta. Homeet lisdantyvat suvuttomasti konidioi-
den valitykselld, mutta jotkin homeet voivat lisaéntya suvullisesti. Tunnetuin homesuku

on Penicillium. (Homeet 2006.)

Kotelosienet ovat suurin sienten paaryhma. Niitd esiintyy kdytanndllisesti katsoen kai-
kissa maa- ja vesiekosysteemeissa. Suurin osa kotelosieniryhmaan kuuluvista sienista
toimii biomassan hajottajina tai ne elavat loisina eldimissa ja kasveissa. Niitd on pystyt-
ty eristdmaan ymparistdn aariolosuhteista, esimerkiksi sedimenttikerroksesta ja Antark-
tiksen jadtyneista kasveista. Useimmat kotelosienet lisadntyvat suvuttomasti, ja niista
suurin osa on yksisoluisia hiivoja. (Schouch ym. 2009: 225.) Kantasienet ovat toiseksi
suurin sieniryhmd. Tunnetuimmat kantasienet ovat sy6tdvia sienid (lakkisienet), mutta
ryhmdan kuuluu myds hiivoja. Niita 16ytyy yleenséd maalta, mutta myoés makeasta ve-
desta ja meriolosuhteista. Kantasienet voivat olla yksi- tai monisoluisia. Kantasienet
lahottavat kuollutta orgaanista ainetta, joten ne osallistuvat hiilen kiertokulkuun, kuten

kotelosienetkin. (Basidiomycota 2003.)

Piiskasiimasienet eldvat vesistbissa ja kosteissa olosuhteissa, seka maalla. Yleisesti ne
elavat loisina. Rakenteeltaan piiskasiimasienet ovat yksisoluisia tai rihmamaisia. Ne
tuottavat varekarvojen avulla liikkuvia itiditd. (James 2006: 860). Yhtymasienet jaetaan
kahteen ryhmaan, Zygomycetes ja Trichomycetes. Ne ovat pienin paaryhma. Suurin
osa yhtymasienilajeista on loisia, mutta jotkut voivat toimia patogeeneinad kasveille,
eldimille ja muille sienille. Osa ryhmaan kuuluvista sienista on symbiootteja, ja osa on
nopeasti kasvavia homeita. Nama homeet ovat yleisia mansikoissa ja leivissa. Yhty-

masienia on tavattu seka maalla ettd vedessa. (White 2006: 872.)

3.2 Ribosomaalinen RNA

Ribosomit muodostuvat suuresta ja pienesta alayksikdsta. Niiden entsymaattisena osa-
na toimii ribosomaalinen RNA (rRNA). Eukaryoottien ribosomien koko on 80S, ja se
jaetaan suureen alayksikkdon (LSU) seka pieneen alayksikkdon (SSU). Suureen alayk-
sikk6dn (60S) kuuluu 5S, 5,8S ja 28S ribosomaaliset RNA-molekyylit. Pieneen alayksik-



kdon (40S) kuuluu 18S ribosomaalinen RNA-molekyyli. Kuvassa 1 on esitettyna rRNA
geeni. (Ribosomaalinen RNA 2006).

Nuclear ribosomal RNA gene cluster

28S rRNA

’ IGS y ETS TS 1 IS 2
s - : ~ P >
b 5S (RNA | | 18S RNAgene ! 5.85 rRNA + 285 RNAgene |y
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variable regions the most variable

Kuva 1: Eukaryootin rRNA geeni. (Mitchell & Zuccaro 2005: 65)

Sienten tunnistukseen ja analysointiin kaytetdan rRNA:ta. Eukaryoottien ribosomaalisen
RNA:n pienen alayksikén geeni on hyvin konservoitunut. Fylogeneettisten eroavaisuuk-
sien erottaminen saattaa olla ongelmallista. Geenialue on hyvin konservoitunut, joten
se soveltuu tutkimuksiin, joissa tarvitaan heimotason tunnistusta. Suuren alayksikon
rDNA on huomattavasti vaihtelevampaa, joten tunnistus voidaan tehda sukutasolle asti.
Eniten vaihtelua on ITS-alueilla (internal transcribed spacer). Naiden alueiden avulla
pystytdan tunnistamaan lajeja ja kantoja. Kuvasta 1 huomataan, ettd ITS-alueet sijait-
sevat padgeenien valissa. (Mitchell & Zuccaro 2005: 63). Toisaalta néama alueet saatta-
vat erota toisistaan my6s saman lajin ja jopa yksilon sisalla, jolloin my6s lajin tunnis-

taminen voi osoittautua hankalaksi (Rajala 2009: 151).

Useita PCR-alukkeita on kehitetty sienten ribosomaalisen RNA-geenin tutkimiseen, mut-
ta vain osa niistd toimii ymparistonaytteiden analysoinnissa. 18S alueen tutkimiseen
nimenomaan ymparistondytteissa on kehitetty kolme aluketta, jotka on suunniteltu
ilmentdmaan rDNA:ta neljaltd suurimmalta sieni paaryhmalta. Alukkeista saadaan kaksi
paria (Kuva 2). Niilld on vahva spesifisyys sienten ribosomaaliseen DNA sekvenssiin.
(Borneman & Hartin 2000: 4357).
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nu-S3U-0817-5 nu=-35U-1126-3" nu-55U-1536-3

Kuva 2: Eukaryootin pienen alayksikdn rDNA. Kuvassa kolme aluketta, joiden avulla saadaan
monistettua ribosomaalisen RNA:n geenia. (Borneman & Hartin 2000: 4357).

4 PCR-menetelman optimointi

4.1 PCR-optimoinnin tarkoitus

PCR-menetelman avulla saadaan monistettua DNA- tai RNA-ndytteesta haluttua tuotet-
ta. Menetelman epdonnistuessa saattaa syntya epaspesifisia tuotteita, tai tuotetta ei
monistu ollenkaan. Optimoinnin tarkoitus on saada aikaan tehokas tutkittavan geeni-
alueen spesifinen monistuminen. Tarkeimmat asiat optimoinnissa ovat annealing-
vaiheen eli hybridisaation Iampdtila, magnesiumin konsentraatio, puskurin pH ja syklien
olosuhteet. (Roux 2003.)

4.2 Parametrien muutokset

Parametrien muutoksilla tarkoitetaan PCR-ohjelman lampdtilojen ja niiden aikojen muu-
toksia. PCR on herkka menetelma, joten pienetkin muutokset saattavat vaikuttaa on-
nistumiseen. Muutosten tekeminen aloitetaan perusohjelmien pohjalta. Kuvassa 3 on
esitetty PCR-menetelman yhden syklin vaiheet ja yleisesti kdytetyt lampétilavaihtelut.
PCR-ohjelman alussa tehdaan alkudenaturaatio. Taman jalkeen toistetaan haluttu maa-
ra sykleja, joihin sisdltyy denaturaatio-, hybridisaatio- ja ekstensiovaihe. Syklien jalkeen

tehdaan loppuekstensio.
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Kuva 3. PCR syklin vaiheet. Kuvassa nuolen oikealle puolelle merkitty optimoinnissa yleisesti
kaytettavat lampdétilan muutokset.

Yleisesti kaytetty denaturaatioldmpdtila on 94 °C, talldin emasparit irtoavat toisistaan
ja syntyy yksijuosteista DNA:ta (Brown 2006: 186). Alkudenaturaatio toimii parhaiten,
jos sen kestona pidetdan 2-5 minuuttia. Denaturaatioaikana pidetaan usein 30-60 se-
kuntia, koska Taq polymeraasi -entsyymia ei suositella pidettavaksi pitkia aikoja korke-
assa lampdtilassa. Denaturaatioaikaa voidaan vahentdada myos alle 30 sekuntiin. (PCR
and Multiplex PCR guide 1997). Annealing-vaiheessa alukkeet kiinnittyvat templaattiin
(Brown 2006: 186). Annealing-vaiheen lampdtila saadaan laskettua alukkeiden sulamis-
ldmpétilan avulla (T,,). (PCR and multiplex PCR guide 1997.)

Alukkeiden sulamislampdtila vaihtelee useimmiten 45-55 °C:een valilld. Kuvassa 4 on
geelikuva annealing-vaiheen lampétilaan tehtyjen muutosten vaikutuksia. Lampétilan
muutoksilla voi olla vaikutusta spesifisyyteen ja tuotteen vahvuuteen Annealing-
vaiheen kesto pidetdaan 30-60 sekunnin valilld. Toistaiseksi ei ole todettu olevan hyotya
pidemmastd ajasta. Ekstensioaika on usein 1-2 minuuttia, jos kaytetdan pidempaa
aikaa saattaa syntya epdspesifisyytta. Ekstensiolampétilana pidetdan 65—-72 °C:tta.

Matalassa lampétilassa on todettu syntyvdn vahemman epaspesifisyyttda. Tag-



polymeraasin optimi lampdétila on 72—78 °C, joten on pysyttava lahella kyseista lampo-
tilaa. Loppuekstension kesto on 5—10 minuuttia. Talléin saadaan viimeisteltya viimeisen
syklin aikana alkaneiden tuotteiden valmistus. Syklien maara pidetadn yleensa 30—40
valilla. (PCR and multiplex PCR guide 1997.) Syklien lisdéédminen saattaa vahvistaa mo-

nistumista, mutta se voi myos saada aikaan epaspesifisyytta (Roux 2003).

Kuva 4. Annealing-vaiheen lampdtilan muutokset. 1A on 48 °C, 1B 51 °C, 1C 53 °Cja 1D 55 °C.

PCR-ohjelmaan voidaan tehdd myds muita lisdyksia ja muutoksia. Hot Start -
menetelman tarkoitus on poistaa epaspesifisyytta (Hot Start PCR 2013). Koska lyhyet-
kin inkubaatioajat voivat aiheuttaa alukkeiden epaspesifista sitoutumista, aluksi reak-
tioseoksen lampétila nostetaan yli annealing-vaiheen lampétilan ilman Taq polymeraasi
-entsyymia. Taman jalkeen seokseen lisdtaan entsyymi, joten epdaspesifisia sitoutumisia
ei tapahdu reaktioseoksen alkulammitys vaiheessa. Seuraavaksi PCR-ohjelmaa jatke-
taan normaalisti. (Roux 2003.)

My6s touchtdown-PCR -menetelma lisaa reaktion spesifisyytta. Siind annealing-vaiheen
perakkaiset syklit ajetaan vahitellen laskevassa lampdétilassa. Tallaisia sykleja ajetaan
ohjelman alussa 5-6 kertaa, jonka jdlkeen ohjelmaa jatketaan normaaliin tapaan. Ta-
man ohjelman lisdayksen avulla varmistetaan, ettd ensimmaisen aluke-templaatti hybri-
disaation osallisina on vain ne alukkeet ja templaatti-DNA joilla on suurin yhtenevai-
syys. Yleista on tehda Hot Start ennen Touchdown-vaihetta. (Roux 2003.)



4.3 Reaktioseoksen muutokset

Puskuri sisaltad kaliumkloridia (KCl) ja magnesiumkloridia (MgCl,), joten se maaraa
reaktioseoksen suolakonsentraation. Puskurin tehtdvana on tukea polymeraasin toimin-
taa. Suolakonsentraatio tulisi suhteuttaa nukleotidien maaraan. Spesifisyyden lisdami-
seksi voidaan kokeilla dNTP konsentraation lisdamistd. Polymeraasientsyymi vaatii toi-
miakseen magnesiumia, jota on puskurissa tai sitd voidaan lisdtéd reaktioseokseen.
Magnesiumkloridi (MgCl,) vaikuttaa tuotteen spesifisyyteen. Pitoisuus reaktioliuoksessa
voi olla valiltd 1-10 mM. Liian suurista maarista ei ole hydtya. Kuvassa 5 olevissa nayt-
teissa templaatit ovat samat, mutta reaktioseokset ovat erilaiset. Naytteen A reak-
tioseokseen ei ole lisatty magnesiumkloridia, kun taas ndytteen B reaktioseokseen on.
Alukkeita voidaan kdyttda PCR-menetelmadssa usealla eri konsentraatiolla. Alukkeiden
konsentraatio on yleensa 10-25 pM. Talldin niiden maaraksi riittdaa 0,5-1,0 pl, jos ky-
seessa on 25—-100 pl:n PCR-reaktio. Tag-polymeraasin korkea konsentraatio voi johtaa
epaspesifisyyteen, joten sen konsentraatiota liuoksessa ei kannata nostaa liilan suurek-
si. Templaatin maara vaikuttaa PCR-monistumiseen. Jos templaattia on vahan, PCR-

olosuhteet on muutettava mahdollisimman tehokkaaksi. (PCR and multiplex PCR guide
1997.)

Kuva 5: Magnesiumin lisdéaminen reaktioseokseen. A nayte ilman magnesiumia ja B ndytteeseen
lisatty magnesiumia. M on kokomarkkeri.

DNA-eristamisen jalkeen naytteisiin voi jaada inhibiittoreita, jotka hairitsevdat PCR-

menetelman toimintaa. BSA (bovine serum album) on adjuvantti eli tehostava aine.
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Sita kdytetaan usein monistettaessa ymparistondytteiden DNA:ta, joissa on usein inhi-
bioivia aineita. Naita ovat esimerkiksi humushapot. Lisaamalla BSA:ta reaktioseokseen
saadaan tehostettua inhibiittoreita sisdltavan templaatin monistuvuutta (Kreader 1996).
BSA:n loppukonsentraatioksi suositellaan 0,1-0,8 pg/ul (PCR and multiplex PCR guide
1997.)

5 Sormenjdlkimenetelmat

5.1 Yleisimmat yhteisdjen sormenjalkimenetelmat

Yhteis6jen sormenjalkimenetelmia on kaytetty tutkittaessa bakteerien ekologiaa, mutta
nykyisin niitd kdytetdan myods tutkittaessa soiden sieniyhteisgja. Tallaisia tekniikoita
ovat DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis), TGGE (temperature gradient gel
electrophoresis), SSCP (single-strand conformation polymorphism), T-RFLP (terminal
restriction length polymorphism), ARDRA (amplified rDNA restriction analysis), ARISA
(amplified ribosomal intergenic spacer analysis) ja kloonikirjastojen analysointi. Teknii-
koiden lahestymistavat ovat erilaisia, mutta tekniikat perustuvat DNA:n erotteluun sek-

venssierojen perusteella. (Anderson & Cairney 2004: 772).

5.2 T-RFLP-menetelma

T-RFLP-menetelmaa kaytetdaan analysoitaessa ymparistosta erilaisia mikrobiyhteisoja.
Menetelmaa kaytetddn monenlaisessa ekologisessa tutkimuksessa: mikrobiologisessa,
ekosysteemin toiminnan ja mikrobiyhteisdjen valisessa tutkimuksessa. T-RFLP-
menetelmd on hyddyllinen tutkittaessa lajirikkaita ymparistéja (Mitchell & Zuccaro
2005: 67). T-RFLP -menetelmda on kaytetty eniten analysoitaessa bakteereja 16S
rRNA geenin perusteella, mutta sitd voidaan kayttdad myods arvioidessa sieniyhteisdjen
erilaisuutta 18S rDNA:n perusteella. (Thies 2007: 579-582.)

T-RFLP-menetelmd@ on muunnelma perinteisesta RFLP-menetelmastda (Anderson &
Cairney 2004: 773). RFLP-menetelman avulla voidaan erottaa emadsjdarjestykseltadn
eroavia DNA-juosteita toisistaan. Siind DNA pilkotaan erikokoisiksi fragmenteiksi kayt-
tdmalld yhta tai useampaa restriktioentsyymia. Restriktioentsyymit tunnistavat yleensa

noin 4-6 emasparia pitkia spesifisia kohtia sekvenssista. Kuvassa 6 on esimerkki Hinfl
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restriktioentsyymin tunnistus- ja katkaisukohdasta. (Restriction fragment Length Poly-

morphism).

B ...GANTC... 3
3 ...CTNA|G... ¥

Kuva 6: HinfT restriktioentsyymin tunnistus- ja katkaisukohta. (HinfI 2005).

T-RFLP-analysointi aloitetaan eristamalla ndytteestd DNA/RNA. Seuraavassa vaiheessa
tehddan PCR-monistaminen, jossa alukkeeseen on lisatty fluoresoiva leima. Fluoresoi-
vaa leimaa voidaan kayttad joko 3’- tai 5-pddssa tai molemmissa. Monistettu tuote
puhdistetaan, jotta esimerkiksi ylimaardiset suolat ja nukleotidit eivat hairitsisi tuotteen
jatkokasittelya. Seuraavaksi puhdistettu tuote pilkotaan fragmenteiksi restriktioentsyy-
milld. On mahdollista kayttaa yhtd tai useampaa entsyymia, mutta yleistd on kayttaa
yhta tai kahta. Restriktion avulla saadaan terminaalisia restriktiofragmentteja (T-RF).
Nadiden fragmenttien toisessa paassa on fluoresoiva leima. Fragmenttien pituudet maa-
raytyvat sekvenssin emasjarjestyksen perusteella, johon vaikuttaa restriktioentsyymin
katkaisukohdan sijainti. Terminaaliset restriktiofragmentit analysoidaan kapillaarielekt-
roforeesilla, jossa ne erotellaan ja tunnistetaan koon perusteella automaattisesti. Ku-
vassa 7 on esitettyna T-RFLP -menetelman eri vaiheet. (Thies 2007: 579-580.)

= oO———
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Kuva 7: T-RFLP-menetelman vaiheet. 1) DNA eristdminen, 2) PCR fluoresoivalla leimalla 3) tuot-
teen pilkkominen restriktioentsyymeilla 4) TRF:t erotellaan kapillaarielektroforeesilla ja 5) fluo-
resoivan leiman havaitseminen. (Terminal Fragment Length Polymorphism).
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T-RFLP -menetelman avulla saadaan analysoitua tutkittavan nadytteen profiili eli sor-
menjdlki. T-RFLP -ajon jdlkeen saadaan tutkittavasta ndytteestd sen terminaalisten
restriktiofragmenttien piikit. Kuvassa 8 on esimerkki naytteen T-RFLP -profiilista. Punai-
sella varilld nakyvat standardipiikit ja sinisella ndytteen piikit. Pystyakselilla kuvataan
fluoresenssia ja vaaka-akselilla fragmentin kokoa emaspareina (bp). Tuloksia analysoi-
taessa on huomioitava kaytettavan kapillaarielektroforeesilaitteen havaitsemiskyky, silla
se voi olla rajoitettu ja riippuu kaytetystd DNA-maarasta. Talldin piikkien puuttuminen

ei valttamatta tarkoita lajin puuttumista. (Anderson & Cairney 2004: 774).
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Kuva 8: T-RFLP-piikit. Punaisella vérilla nakyy standardipiikit ja sinisella varilla naytepiikit.
Pystyakselilla on piikin korkeus ja vaaka-akselilla piikin koko.

T-RFLP -menetelma on tehokas menetelma yhteiséjen vertailuun. Silti siind on useita
huomioitavia asioita, jotka saattavat vaikuttaa lopputuloksiin. Naytteen eristamisessa,
ja tyon eri vaiheissa tapahtuvat mahdolliset kontaminaatiot saattavat vaikuttaa loppu-
analysointiin. Lisaksi PCR-monistamisen optimointi on tdrkeda, jotta aluke-templaatti
hybridisaatio onnistuisi mahdollisimman hyvin, jotta monistuminen olisi spesifista tutkit-
tavalle geenialueelle ja elidryhmalle. Talldin PCR-monistuksessa saadaan monistettua
ainoastaan tutkittavaa kohtaa sekvenssista. Restriktioentsyymit on valittava huolellises-
ti, koska kahdella eri lajilla saattaa olla sama T-RF. Entsyymit on valittava niin, etta
tutkittavat mikrobit pystytaan erottelemaan halutulla taksonomisella tasolla. (Anderson
& Cairney 2004: 774). On mahdollista, etta terminaalisen restriktiofragmentin pituuden

avulla voidaan tunnistaa ndytteessa esiintyva mikrobiryhma.
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6 Tyon tavoitteet

Tydssa tutkitaan turvenaytteista eristettyd DNA:ta, josta tutkitaan sienten ribosomaali-
sen RNA:n geenid. Tutkittava sekvenssi sijaitsee rDNA:n pienessa alayksikdssa (18S),
ja se on pituudeltaan 760 bp. Aluksi suunniteltiin PCR-optimointi -menetelmd, jonka
avulla kaikki ndytteet saatiin toimimaan. Seuraavaksi naytteista tehtiin kloonikirjastot,
joita analysoitiin kdyttden RFLP:td. RFLP:n perusteella ndytteitd valitaan sekvensoita-
vaksi, ja sekvenssit analysoitiin kayttamalla erilaisia tietokoneohjelmia. Sekvenssiana-
lyysin perusteella tuotteille tehdaan fylotyypitys. Lopuksi sekvenssianalyysien pohjalta

suunnitellaan ja toteutetaan T-RFLP -ajo. Taulukossa 1 on esitetty tydvaiheiden jarjes-

tys.

Taulukko 1: Ty6vaiheet.

DNA > | PCR | > Klooni- - | RFLP | & |Sekvenssit | > Fylo-

T-RFLP
eristys kirjasto tyypitys i

7 Materiaalit ja menetelmat

7.1 Naytteet

Tybssa tutkittiin turvendytteitd, jotka oli kerdtty 20—-30 cm turpeenpinnan alapuolella
olevasta hapettomasta turpeesta. Naytteet oli otettu vedenpinnan alapuolelta. Ne oli
keratty elokuussa 2011. Naytteita oli kerdtty kolmelta eri suolta: kahdelta eri suolta
Orivedeltd ja yhdelta suolta Siikajoelta. Jokaisesta ndytteenottopaikasta on kolme rin-

nakkaisnaytetta. Taulukossa 2 on esitettyind perustiedot kyseisista soista.
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Taulukko 2: Tiedot naytteidenottopaikoista.

Paikka Lyhenne Suotyyppi Ravinteisuusluokka pH
Lakkasuo (Orivesi) MES Rikkaampi sarasuo Mesotrofinen 5,1
oLl Karu sarasuo Oligotrofinen 4,7

OMB Rahkasuo Ombrotrofinen 4,0

Siikaneva (Orivesi) SNB Rahkasuo Ombrotrofinen 3,9
SNF Karu sarasuo Oligotrofinen 4,2

Siikajoki Sl4 Sarasuo Mesotrofinen 5,2
SJ5 Sarasuo ->rahkasuo  Oligotrofinen 4,4

SJ6 Rahkasuo Ombrotrofinen 4,2

Turvenaytteistd oli eristetty DNA kdyttden Genomic DNA from Soil -kittid (NucleoSpin
Soil). Eristdmisessa oli noudatettu kitin ohjeita, mutta siihen oli tehty muutamia vaihto-
ehtoisia muutoksia. Jokaista turvendytettd punnittin 250 mg. Puskurina kaytettiin
SL2:sta, koska sen oli todettu toimivan paremmin kuin puskuri SL1:n. Vahvennetta SX
lisattiin ndytteisiin ainoastaan 10 pl. Vahvenne SX mahdollistaa korkean DNA-saannon
suurimmasta osasta erilaisia ndytteitd. On mahdollista, ettd vahvenne SX pienentaa
DNA:n puhtautta joissain naytteissa vahvistamalla humushappojen vapautumista solun

hajoamisen eli lyysin aikana. Lisaksi puskuri SE:ta lisattiin DNA:n elutoinnissa 50 pl.

7.2 PCR

7.2.1 Perus-PCR

Monistettavaksi alueeksi valittiin kohta ribosomaalisesta RNA-geenista. Valittu kohta ol
osa ribosomaalisen RNA:n pienen alayksikon alueelta. Alukkeina kaytettiin nu-SSU-
0817-5" (TTAGCATGGAATAATRRAATAGGA) ja nu-SSU-1536-3" (ATTGCAATGCYC-
TATCCCCA), jolloin monistettavan sekvenssin pituus oli 760 bp (Borneman & Hartin
2000: 4356). Aluksi etsittiin sellaiset olosuhteet ja reaktioseos, ettd monistus saataisiin
onnistumaan. Positiivisena ndytteend kaytettiin vahvaa sieni DNA:ta ja negatiivisena
naytteena Milli Q -vettd. Restriktioentsyymina kaytettiin DreamTaq DNA polymeraasia

(Thermo Scientific).
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Reaktioseos:

10x DreamTaq -puskuri 2,5yl
dNTP (10 mM) 0,5 ul
aluke nu-SSU-0817 (10 pM) 1,0 pl
aluke nu-SSU-1536 (10 pM) 1,0 pul
vesi 18,9 pl
DreamTaq DNA polymeraasi (5U/ul) 0,1 pl
Templaatti 1,0 pl
Yhteensa 25
PCR-ohjelma:

94 °C 3 min

94 °C 30s

52 °C 1 min 40 syklia

72 °C 1 min

72 °C 5 min

PCR-monistumisen onnistuminen tarkistettiin geelielektroforeesiajolla, kayttamalla 1-
prosenttista agaroosigeelia 1 x TAE-puskurissa (TRIS-asetaatti-EDTA -puskuri). Turve-
naytteiden PCR-monistaminen osoittautui haastavaksi. Lisdksi osa ndytteista monistui

helpommin kuin toiset.

7.2.2 PCR optimointi

PCR-menetelmaa alettiin optimoida, jotta kaikkien ndytteiden monistuminen saataisiin
onnistumaan samanlaisella ohjelmalla. Tarkoituksena oli myds vahentda epaspesifista
monistumista ja saada tuotteet vahvemmiksi. Jotta PCR saataisiin mahdollisimman hy-
vin toimimaan ja spesifiseksi, aloitettiin ohjelman parametreja ja reaktioseosta muut-

tamaan.

PCR-ohjelman parametreja muutettiin usealla eri tavalla. Alkudenaturaatiossa lampdtila

pidettiin kokoajan 94 °C:ssa, ja aikana pidettiin 3 minuuttia. Perusparametrit valittiin
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Borneman & Hartin (2000: 4356) artikkelin perusteella. Kyseisessa PCR-ohjelmassa
denaturaatioaikana oli nolla sekuntia. Oletettavasti tama tarkoitti, etta lampdétila nostet-
tiin 94 °C:seen vain hetkeksi. Tastd johtuen ohjelmassa lyhennettiin denaturaatioaikaa
30 sekunnista viiteen sekuntiin. Seuraavaksi muutettiin muita l[dmpétiloja. Tehtiin lam-
pétilagradientti seka annealing-vaiheen lampdétilaan ettd ekstensiolampdtilaan. An-
nealing-vaiheen lampétilaa kokeiltiin neljalla eri Iampdtilalla. Ekstensiovaiheen lampdti-
laksi kokeiltiin kahta eri lampdtilaa. Ohjelman syklien maaréna pidettiin kokoajan 40,
jotta monistuvuus saataisiin paremmaksi. Lisaksi kokeiltiin erilaisia PCR-ohjelman vai-

heita, kuten touchdown- ja hotstart-vaihetta.

Reaktioseoksen muutoksiin kokeiltiin useita eri vaihtoehtoja. Templaatin maaraa muu-
tettiin, jotta monistuminen saataisiin onnistumaan. Templaatin maaraa muuteltiin li-
saamalla sita, ja laimentamalla ndytettd. Reaktioseosta kdytettiin templaattia joko 1 tai
2 mikrolitraa. Kokeiltiin my6s laimentaa naytettd 1:10, jolloin laimennettua templaattia
kaytettiin 1 pl. Lisdksi reaktioseoksessa muuteltiin alukkeiden, Tag-polymeraasin ja
dNTP:n pitoisuutta. Alukkeiden madrana kaytettiin joko 1,0 pl tai 1,5 pl. DNA polyme-
raasin maarana kokeiltiin 0,1 pl ja 0,2 pl ja dNTP:n maarana kaytettiin joko 0,5 pl tai
0,75 pl. Reaktioseokseen lisattin myos eri pitoisuuksia MgCl,:a ja BSA:ta. PCR-
monistamista kokeiltiin lisadmalla reaktioseokseen 1,5 pl BSA:ta. Lisaksi reaktioon lisat-
tiin MgCl,:a joko 1,0 pl tai 2,0 pl. BSA:n konsentraatio oli 10 pg/pl ja MgCl,:n 25 mM:a.

7.3 Naytteiden geelieristys

PCR-menetelman optimoinnin jdlkeen osassa tuotteita oli mukana epadspesifisyytta.
Jotta epaspesifisyydesta paastaisiin eroon, kaikille tuotteille tehtiin geelieristys. Aloitet-
tiin tekemalla PCR-monistaminen optimoinnin perusteella, ja tuotteet ajettiin geelielekt-
roforeesiajolla 1-prosenttiseen agaroosigeeliin. Geelilta leikattiin talteen tutkittavat sek-

venssit, jotka puhdistettiin.

Monistaminen tehtiin kaikille alkuperdisille turpeesta eristetyilla DNA-ndytteille. Nayt-
teenottopaikkoja oli yhteensd kahdeksan kappaletta ja jokaisesta paikasta oli kolme
rinnakkaisnaytettd. Yhteensa PCR-tuotteita, eli geelieristettdvia tuotteita, oli 24. PCR-

ohjelmana kaytettiin seuraavanlaista ohjelmaa.



Reaktioseos:

10x DreamTaq -puskuri

BSA (10 pg/pl)

MgCl, (25 mM)

dNTP (10 mM)

aluke nu-SSU-0817 (10 uM)

aluke nu-SSU-1536 (10 uM)

Milli Q -vesi

DreamTaq DNA polymeraasi (5U/ul)

templaatti

Hot Start:
1x DreamTaq -puskuri

DreamTaq polymeraasi (5U/ul)

Yhteensa

PCR-ohjelma:

70 °C 3 min Hot Start
94 °C 30s

94 °C 5s

52 °C 30s 40 syklia
68 °C 1 min

68 °C 7 min

2,3yl
1,5 ul
1,0 pl
0,5 pl
1,0 pl
1,0 ul
14,7 ul
-l
1,0 pl

1,9 ul
0,1 pl

25 pl

17

Kun kaikkien ndytteiden PCR-monistaminen saatiin toimimaan, rinnakkaisnaytteet yh-

distettiin keskenaan. Jokaista rinnakkaisndytettd otettiin 10 pl. Tallin jokaisen nay-

teseoksen kokonaismaaraksi tuli 30 pl:aa. Nayteseoksiin lisattiin 1,5 pl naytepuskuria

(6x Loading dye), ja ne pipetoitiin 1-prosenttiseen agaroosigeeliin. Seuraavaksi ajettiin

geelielektroforeesiajo. Naytteitd ajettiin 45 minuuttia 120 V:n jannitteelld. Ajon jalkeen

geeli laitettiin varjaytymaan etidiumbromidi-liuokseen, jossa geelia liotettiin 30 minuut-

tia. DNA saadaan nakyviin geelista kayttamalla etidiumbromidia. Etidiumbromidi kiinnit-

tyy DNA:n emadsparien valiin ja fluoresoi UV-valon avulla.
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Agaroosigeeli asetettiin UV-valon paadlle ja jokaisesta ndytteesta leikattiin tutkittava
sekvenssikohta talteen. Koska naytteissa oli epaspesifisyyttd, oikean kohdan l6ytami-
seksi apuna kaytettiin agaroosigeeliin ajettua kokomarkkeria. Naytteita pyrittiin pita-
maan mahdollisimman vahan UV-valossa, jotta UV-valo ei vaurioittaisi DNA:ta. Geelipa-
lat punnittiin, jonka jalkeen ne puhdistettiin kayttamalld Wizart SV Gel and PCR Clean
Up System -kittia (Promega). Naytteiden puhdistus tehtiin kitin ohjeiden mukaan, ja
eluointiin kaytettiin 20 pl nukleaasivapaata vettéd (Nuclease-Free Water). Eluointimaa-
réa pienennettiin, jottei naytteiden konsentraatio laskisi liian alhaiseksi. Tuotteiden
konsentraatio mitattiin UV/vis-spektrofotometrilla (NanoDrop2000). Tuotteiden kon-

sentraatiot on esitettyna taulukossa 3.

Taulukko 3: Geelieristettyjen tuotteiden konsentraatiot.

Konsentraatio (ng/pl) Abs. 260/280 |Abs. 260/230
MES 17,20 1,66 0,57
oLl 28,80 1,90 0,68
omB 23,00 1,88 0,57
SNB 19,30 1,90 0,47
SNF 26,90 1,92 0,61
SJ4 23,90 1,89 0,66
SJ5 27,20 1,80 0,73
SJé 15,30 1,85 0,55

Absorbanssisuhteen 260/280 nm avulla voidaan arvioida DNA-liuoksen puhtautta ja
pitoisuutta. Suhdeluvun (Axeo/Azs0) Ollessa 1,8 kyseessa on puhdas DNA. Absorbans-
sisuhteen 260/230 nm pitdisi olla suurempi kuin 260/280 suhteen. Jos suhde on pie-

nempi, saattaa naytteessa olla ainesosien jaamia, jotka hairitsevat mittausta.

7.4 Kloonikirjaston luominen

7.4.1 Kloonikirjastojen suunnittelu

Naytteet jaoteltiin neljaksi eri kirjastoiksi suotyypin sekd suon sijainnin mukaan (Tau-
lukko 4). Jokaista suota ei laitettu omaksi kirjastokseen, koska se olisi tehnyt nayttei-
den kasiteltdvyydesta haastavampaa. Siikajoella eli pohjoisemmassa sijaitsevat suot
SJ4, SJ5 ja SJ6 yhdistettiin yhdeksi kirjastoksi. Toiseen kirjastoon yhdistettiin karut
sarasuot eli OLI ja SNF. Kolmanteen yhdistettiin rahkasuot OMB ja SNB. Neljanteen
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kirjastoon laitettiin ainoastaan rikkaampi sarasuo MES, koska se oli huomattavasti eri-

laisempi muihin verrattuna.

Taulukko 4: Naytteiden jaottelu kloonikirjastoiksi.

Luokittelu peruste
SJ:t Pohjoisessa sijaitsevat suot
OLI+SNF Karut sarasuo
OMB+SNB Rahkasuot
MES Rikkaampi sarasuo

7.4.2 Kasvatusalustojen valmistus

Maljojen valmistukseen kaytettiin valmista Luria Bertani agaria. Aluksi kiinted agar
lammitettiin mikroaaltouunissa tasaiseksi nesteeksi. Agarin annettiin jaahtyd noin 50
°C:seen, jonka jdlkeen siihen lisattiin ampisilliini. Ampisilliinin konsentraatio oli 100
mg/ml. Luria Bertani agaria otettiin 200 ml ja siihen lisattiin 200 pl ampisilliinia, jotta
agarin lopulliseksi ampisilliini-pitoisuudeksi saataisiin 100 pug/ml. Agar valettiin petrimal-

joille ja niiden annettiin kuivua laminaarissa.

Maljojen kuivuttua jokaiseen lisattin 40 pl isopropyyli-B-D-thiogalaktopyranosiidia
(IPTG), jonka konsentraatio oli 100 mM ja 30 ul X-gal-liuosta (20 mg/ml) seka 30 pl
Milli Q -vetta. Lisatyt aineet levittiin tasaisesti maljoille lasisauvalla. Maljat laitettiin kui-

vumaan +37 °C:seen 30 minuutiksi.

7.4.3 Ligaatio

Ligaation avulla DNA-jakso saadaan liitettya vektoriin. Ligaasientsyymi muodostaa
DNA-palojen valille kovalenttisen sidoksen, jonka avulla palat kiinnittyvat toisiinsa. Ylei-
sesti kaytetdan T4-bakteriofaagista saatua ligaasia. (Ligaatio 2006.)

Koska kloonikirjastoja varten eri soiden naytteita yhdistettiin keskenaan, laskettiin nii-
den konsentraation perusteella ndyteseoksiin tarvittavien naytteiden maara. Tama teh-
tiin siksi, etta haluttiin jokaista ndytettd saman verran jokaiseen kirjastoon. Nayteseok-
sia valmistaessa periaatteena oli, ettd jokaista ndytettd otettaisiin vahintaan 3 pl:a.

Laskut ovat esitettyina liitteessa 1.
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Ligaatioon kaytettin pGEM® Vector Systems -kittid (Promega). Laskettiin kitin ohjeen
mukaan tarvittava PCR-tuotteen maara. Tuote maara puolitettiin, koska ohjeessa ol-
leen 10 pl sijaa tehtiin 5 pl seos. Laskut ovat esitettyna liitteessa 2. Taulukossa 5 on

esitettyna ligaatioseokset. Seoksia inkuboitiin +4 °C:ssa yon yli.

Taulukko 5:Ligaatioseosten reagenssimaarat (ul).

Si:t MES OLI + SNF OMB + SNB
2x Puskuri 2,5 2,5 2,5 2,5
Vektori 0,5 0,5 0,5 0,5
PCR tuote 0,9 1,1 0,7 0,9
T4 DNA Ligase 0,5 0,5 0,5 0,5
Milli Q -vesi 0,6 0,4 0,8 0,6
yht. 5,0 5,0 5,0 5,0

7.4.4 Transformaatio

Transformaatiossa geneettinen materiaali siirtyy DNA-molekyylien valitykselld solusta
toiseen. Solun on oltava kompetentti, jotta se pystyy vastaanottamaan esimerkiksi
plasmidin. Vaikka jotkut bakteerit ovat kompetentteja luontaisesti, kompetenssi voi-
daan saada aikaan kasiteltdessa soluja laboratorio-olosuhteissa. Escherichia coli solut
voidaan muuttaa kompetenteiksi kasittelemalla ne kalsiumkloridi-liuoksella. Menetel-
massa soluja liuotetaan yleensa 50 millimolaarisessa (mM) CaCl,-liuoksessa. Todenna-
kdisesti tama tekee muutoksia soluseinamassa, jolloin plasmidin vastaanotto mahdollis-
tuu. (Brown 2006: 90-91).

Otettiin jokaista naytetta varten kompetentteja soluja. Kompetentteja soluja sailytetdan
-70 °C:ssa, joten aluksi niitd sulatettiin jailla kymmenen minuuttia. Jokaiseen ligaa-
tioseokseen lisattiin 100 pl kompetentteja soluja. Seokset laitettiin jaille 20 minuutiksi.
Jailla olon jalkeen seokset siirrettiin 42 °C:seen lampdblokkiin 45 sekunniksi, ja heti
tdman jalkeen takaisin jdille kahdeksi minuutiksi. Seuraavaksi valmistettiin SOC-liuos.
Otettiin 10 ml:an SOC-lient3 ja siihen lisattiin 10 pl Mg** (1M, MgCl, x 6H,0 + MgSO, x
7H,0) ja 100 pl glukoosia (2M Cg¢H1,06). Nayteseoksiin lisattiin SOC-liuosta 800 pl:a.

Soluja kasvatettiin + 37 °C:ssa 90 minuuttia ja kierrosnopeudeksi asetettiin 150 rpm.

Ravistelun jdlkeen naytteet maljattiin. Jokaista ndytetta varten otettiin kaksi maljaa.
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Toiseen naytetta laitettiin 50 pl ja toiseen 100 pl. Soluja eli transformantteja kasvatet-

tiin 37 °C:ssa yon yli.

7.4.5 Kloonipesakkeiden talteenotto ja sailytys

Aluksi valmistettiin Luria + ampisilliini -liuos. Luria-lientd mitattin 50 ml ja siihen lisattiin
50 pl:a ampisilliinia (100 mg/ml). Jokaista naytettd varten otettiin yksi 96-kuoppalevy.
Kuoppalevyn kuoppiin laitettiin 150 pl Luria-liuosta, joka sisdlsi ampisilliinin. Tehtiin
sinivalkoseulonta, eli maljoilta siirrettiin puutikuilla talteen valkoisia pesdkkeitda 96-
kuoppalevylle Luria-liemeen kasvatusta varten. Levyjen paalle laitettiin muovi, ja soluja

kasvatettiin ravistelussa +37 °C:ssa yon yli.

Kloonipesékkeiden analysointia varten jokaisesta 96-kuoppalevysta nesteviljelmana
kasvatetuista pesdkkeista valmistettiin laimennokset veteen. Uudelle 96-kuoppalevylle
laitettiin 45 pl Milli Q -vettd, ja jokaiseen kuoppaan lisattiin 5 pl kasvatusta. Laimennet-
tuja naytteitd sailytettiin jadkaapissa +4 °C:ssa. Loput kasvatuksista pakastettiin. Pa-
kastusta varten alkuperdisten kuoppalevyjen kuoppiin lisdttiin 90 ml 50-prosenttista

glyserolia, ja ne sekoitettiin varovasti pipetoimalla. Kuoppalevyt laitettiin -70 °C:een.

7.5 Restriktio, RFLP

Restriktiota varten tehtiin aluksi kokeilu kahdella eri restriktioentsyymilla. Se entsyymi,
jonka avulla saadaan enemman erilaisuuksia geelikuvissa, valitaan kaytettavaksi ent-
syymiksi. Aluksi otettiin jokaiselta kuoppalevylta kaksi kloonia. Tehtiin PCR-monistus,

jonka avulla varmistettiin naytteiden toimivuus etta kloonit sisaltdvat oikean insertin.



Reaktioseos:

10x DreamTaq -puskuri
MgCl, (25 mM)

dNTP (10 mM)

aluke nu-SSU-0817 (10 pM)
aluke nu-SSU-1536 (10 uM)
vesi

DreamTaq DNA polymeraasi (5U/ul)

templaatti

Yhteensa

PCR-ohjelma:

94 °C 30s

94 °C 5s

52 °C 1 min 30 syklia
68 °C 1 min

68 °C 7 min
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2,5yl
1,0 pl
0,5 pl
1,0 pul
1,0 pl
17,9 pl
0,1ul
1,0 pl

25

Kokeilussa kaytettiin seuraavia restriktioentsyymeja: Mspl (10 U/ul) ja HinA (10 U/ul).

Restriktioentsyymi Mspl:n kanssa kaytettédva puskuri oli BufferTango (Fermentas) ja

Hinfi:n kanssa kaytettava BufferB (Promega). Seokset laitettiin inkuboitumaan kolmek-

si tunniksi +37 °C:seen.

Restriktioentsyymien reaktioseos:

10x puskuri 1,5l
Entsyymi 0,3 pl
Milli Q -vesi 11,2 i
PCR-tuote 7,0 ul

Yhteensa 20 pl



23

Jokaisesta kloonikirjastosta tehtiin PCR-monistus useille klooneille, jotta oikean insertin
sisaltévia klooneja loydettaisiin tarpeeksi. Koska MES kloonikirjasto koski vain yhta suo-
ta, siitd etsittiin 20 toimivaa naytteitda. Kirjastosta SJ4, S15 ja SJ6 etsittiin 50 toimivaa
naytettd. Kahdesta muusta kirjastosta etsittiin 40 toimivaa ndytettd. Toimiville PCR-
tuotteille tehtiin restriktio. Taman jdlkeen niille tehtiin geelielektroforeesiajo, jolloin
geelina kaytettiin 3 %:sta synergeelia (Diversified Biotech). Synergeeli on tiheampaa
kuin 1-prosenttinen agaroosigeeli, joten fragmenttikirjot erottuvat siind paremmin. Sy-
nergeelin tilalla voitaisiin kayttda 2-prosenttista agaroosigeelid, mutta agaroosigeeli

rikkoutuu helpommin kasiteltdessa.

7.6  Sekvensointiin valmistelu

RFLP:n perusteella valittiin 50 kloonia, jotka lahetettiin sekvensoitavaksi. Valituille nayt-
teille tehtiin PCR-monistus, jossa monistetaan myds osa vektoria. Talldin tutkittava
DNA |6ytyy vektorin valista.

Reaktioseos:

10x DreamTaq —puskuri 2,5l
dNTP (10 mM) 0,5l
aluke M13 RP (10 uM) 1,0 pl
aluke M13 FP (10 pM) 1,0 pl
Milli Q -vesi 18,9 pl
DreamTaq DNA polymeraasi (5U/ul) 0,1ul
templaatti 1,0 pl
Yhteensa 25 ul
PCR-ohjelma:

94 °C 3 min

94 °C 15s

52 °C 1 min 40 syklia

72 °C 1 min

72 °C 7 min
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Tuotteiden puhdistukseen kaytettiin ExoSAP:ia (Affymetrix). ExoSAP:in tehtdva on pois-
taa PCR- ndytteestd yksijuosteiset alukkeet ja ylimaaraiset yksijuosteiset DNA-tuotteet.
Lisaksi se poistaa ylimaaraiset nukleotidit. ExoSAP laimennettiin 1:5. PCR-tuotetta otet-
tiin 6 pl, ja lisattiin 2,4 pl:a laimennettua ExoSAP:ia. Aluksi seosta inkuboitiin 30 mi-
nuuttia 37 °C:ssa, jonka jalkeen sita pidettiin viela 15 minuuttia 80 °C:ssa. Loppukuu-
mennuksen tarkoituksena on saada ExoSAP inaktivoitumaan. (ExoSAP-IT). Ennen kuin
tuotteet lahetettiin sekvensoitaviksi, tarkistettiin geeliajon perusteella tuotteen konsent-
raatio. Sekvensointiin lahetettiin 5 pl puhdistettua PCR-tuotetta, johon lisattiin 5 pl T7-
aluketta (5 mM). Sekvenssoinnin teki GATC Biotech -yritys. T7-alukkeen avulla tunnis-

tetaan vektori ja I6ydetadn halutun sekvenssin aloituskohta.

7.7 Sekvenssien tutkiminen

Sekvensointitulokset tulivat kromatogrammeina, joista Chromas Lite —ohjelman avulla
saatiin FASTA-muotoiset sekvenssit (kuva 9). Sekvenssirinnastukset tehtiin CLUSTALW-
ohjelmalla, jonka avulla voidaan rinnastaa useita sekvensseja samanaikaisesti. Rinnas-
tusten valissa sekvensseja muokattiin kayttdmalld GeneDoc-ohjelmaa. Sekvensseja
kdannettiin toisinpdin, jotta kaikki olisivat samoin padin. Kdantamista jouduttiin teke-

maan, koska tutkittava sekvenssi saattaa kiinnittyd vektoriin kumminpain vain.

El 100 110 120
G AT T TCCOCG G GG CC TG TCG G CCALALG G CAA TAETAC TCG T TG A4 T2LHC

Kuva 9: Sekvensointitulos kromatogrammina.

Sekvenssirinnastuksen avulla saatiin sekvensseista muodostettua fylogeneettinen puu.
Puutyyppina kaytettiin fenogrammia. Fenogrammissa puun oksien pituudella on merki-
tys. Oksan pituudella kuvataan tapahtuneen evoluution maaraa eli se kuvaa myds nuk-
leotidimuutosten maaraa. (Tuimala 2003: 352.) Fylogeneettisessa puussa sekvenssit
rinnastettiin aluksi CLUSTALW-ohjelmalla. Puun teossa kaytettiin neighbour-joining-

menetelmad. Taman pohjalta muodostettiin puu kayttdmalla ilmaisohjelmaa Mega5.
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Sekvensseille etsittiin vastaavuuksia BLAST (basic local aligment search tool) -haulla.
Kaytettiin BLASTN -ohjelmaa. Se on hakutydkalu, jonka avulla voidaan etsia sekvenssi-
tietokannoista (GeneBank) samankaltaisia sekvensseja. Haun perusteella etsittiin vas-
taavuuksia sekvensseille, jotta voitiin paatella onko kyse sienistd, vai jostain muista
elidista. Sekvensseja verrattiin tunnettujen sienilajien sekvensseihin. Pyrittiin tunnista-
maan mita sienten padryhmaa sekvenssit edustavat ja kuinka samankaltaisia sekvens-

sit olivat tietokantasekvensseihin verrattuna.

7.8 T-RFLP

Aluksi valittiin sekvenssirinnastuksen avulla sellaiset restriktioentsyymit T-RFLP:ta var-
ten, joiden avulla eri sieniryhmien tunnistus olisi mahdollista. Lisaksi huomioitiin kumpi
terminaalifragmentti (3'- vai 5’-paan) erottelee sieniryhmida paremmin. Taman perus-
teella valittiin kumpaan alukkeeseen fluoresoiva leima tulee, Valinnan apuna kaytetaan

tietokoneohjelmia, ja ndistéa GeneDoc-ohjelma todettiin parhaimmaksi.

Aluksi tehtiin PCR-monistus kaikista alkuperdisista suondytteistda (24 kpl). PCR-
ohjelmana kaytettiin optimoinnin avulla parhaiten toimivaa. Fluoresoivaa D4-leimaa
(Sigma) kaytettiin 3'-paan alukkeessa. Kun todettiin naytteiden PCR-monistumisen on-
nistuneen, tuotteet geelieristettiin. Geelieristettyjen tuotteiden puhdistus tehtiin Wizard
SV Gel and PCR Clean-Up System:illa. Puhdistettujen naytteiden konsentraatiota ei
pystytty mittaamaan NanoDrop:illa fluoresoivan leiman takia, joten arviointiin kaytettiin
geelielektroforeesia. Taman perusteella naytteet jaettiin heikkoihin ja vahvoihin jatko-

kasittelya varten.

Tuotteet pilkottiin restriktioentsyymeilla Bfal (5 000 U/ml, valmistaja New England Bio-
labs) ja HinfT (10 000 U/ml, valmistaja New England Biolabs). Vahvoja tuotteita laitet-
tiin seokseen 4 pl ja heikkoja 6 ul. PCR-tuotteiden joukkoon lisattiin restriktioentsyymit,
puskuri ja Milli Q -vesi. Lopputilavuudeksi tuli 20 pl. Restriktioliuokset ovat esitettyina
Taulukossa 6. Seosten annettiin inkuboitua kolme tunti 37 °C:ssa.
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Taulukko 6: Tuotteiden pilkkominen restriktioentsyymeilla.

Heikot pl Vahvat ul
PCR-tuote 6,0 PCR-tuote 4,0
Bfal 0,6 | |Bfal 0,6
Hinfl 0,3 | |Hinfl 0,3
Buffer 4 2| |Buffer4 2
Milli Q -vesi 11,1 | | Milli Q -vesi 13,1

Taman jalkeen tehtiin etanolisaostus. Lisattiin restriktioseokseen 2 ul natriumasetaattia
(3M), jonka pH oli 5,2; ja 50 pl etanolia (100-prosenttinen). Etanolin lampétila oli -20
°C:tta. Naytteet sekoitettiin koeputkisekoittajalla ja laitettiin 20 minuutiksi pakastimeen
(-20 °C). Loppuvaihe etanolisaostuksesta tehtiin 4 °C:ssa kylmahuoneessa. Naytteet
sentrifugoitiin 30 minuuttia kierrosnopeudella 13 000 rpm. Poistettiin supernantti varo-
en koskemasta pellettiin. Lisattiin 500 ul 70-prosenttista etanolia (-20 °C) ja sekoitet-
tiin. Taman jalkeen putket asetettiin uudelleen sentrifuugiin. Kierrosnopeus pidettiin
samana (13 000 rpm), mutta aika muutettiin 15 minuutiksi. Lopuksi poistettiin varovas-
ti supernantti. Nayte haihdutettiin kuivaksi huoneenlammdssa valolta suojattuna. Eta-
nolisaostuksella saadaan nukleiinihapot puhdistettua ja konsentroitua. Liuokseen, joka
sisdltéa DNA:ta, lisataan suolaa ja etanolia. Suola ja etanoli saostavat DNA:n, jolloin se
saadaan pelletting talteen. T-RFLP:ta varten suolasaostuksen tarkoituksena on poistaa
naytteesta ylimaardinen leimattu aluke ja suolat. Suolat hairitsevat kapillaarielektrofo-
reesia. (Zumbo 2013).

Ennen kuin kaikki nadytteet ajettiin T-RFLP laitteessa eli kapillaarisekvensaattorissa
(CEO 8000 Genetic Analysis System, Beckman), tehtiin kokeilu kahdella vahvalla ja
kahdella heikolla naytteelld. Etanolisaostuksesta saatu pelletti liuotettiin 20 p Hi-Di for-
mamidia. T-RFLP koeajo tehtiin kaikilla neljalld naytteelld kahdessa eri ndytepitoisuu-
dessa. Naytteita laitettiin 3 ja 5 pl. Jokaiseen naytteeseen lisattiin 0,2 pl standardiliuos-
ta (GenomeLab DNA size Standard Kit 600 D1, Becman Coulter) ja loput SLS-liuosta
(Sample Loading Solution, Becman Coulter), jotta lopputilavuudeksi saataisiin 30 pl.
Naytteet pipetoitiin kuoppalevylle. Pipetoinnin aikana mahdollisesti syntyneet ilmakup-
lat poistettiin, jotteivat ne hairitsisi ajoa. Naytteiden pinnalle laitettiin pisara mineraa-
lidljya. Toiselle kuoppalevylle laitettiin puskuria (GenomeLab, Becman Coulter) ja kuop-
palevyt asetettiin T-RFLP laitteeseen. Naytteet ajettiin T-RFLP ohjelman mukaan, ja
taulukossa 7 on ajoparametrit.
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Taulukko 7: T-RFLP —ajon ajoparametrit.

Capillary temperature |50 °C

Wait for temperature |yes

Denature 90 °C, 120 s
Inject 2,0kV; 10s
Separate 4,8 kV; 90 min

Koeajon perusteella paatettiin loput naytteista liuottaa 15 pl:an Hi-Di formamidia. Nayt-
teitd laitettiin 5 pl. Neljd naytetta jouduttiin niiden heikkouden takia ajamaan suurem-
malla maaralla. Ajossa kaytettiin naytteitéd 3—-10 pl PCR-tuotteen konsentraation perus-

teella. Muuten toimittiin samalla tavalla kuin koeajossa.

T-RFLP-ajon perusteella saatiin jokaisesta ndytteesta terminaalisten fragmenttien piik-
kien koot (bp) ja niiden pinta-alat. Laskettiin piikkien osuudet ja tulokset taulukoitiin.
Pystyriville merkattiin fragmenttien koot ja vaakariville naytteet. Tuloksien analysointiin
monimuuttujamenetelmalld kdytettiin Past-ohjelmaa (PAleontological STatistics, ilmais-
ohjelma). Aluksi taulukon tiedot sydtettiin ohjelmaan. Kaytettavdksi analysointi mene-
telmaksi valittiin non-metric MDS ja etdisyysmitaksi Bray-Curtis. Yhteistja verrataan

NMDS-oordinaatiolla (non-metric multidimensional scaling).

8 Tulokset

8.1 PCR optimointi

Optimoinnin perusteella huomattiin, ettd PCR-ohjelmaan tarvitaan Hot Start -vaihe ja
reaktioseokseen on lisattava seka BSA:ta ettéd magnesiumkloridia. Polymeraasin puskuri
sisdltéa valmiiksi MgCl,:a, mutta tdssa tapauksessa sita oli vield lisattdvéa enemman.
Naiden avulla kaikki naytteet saatiin monistumaan. PCR-ohjelmassa denaturaatioaikaa
lyhennettiin viiteen sekuntiin. Lisdksi anneling-vaiheen lampétila pidettiin 52 °C:ssa ja
ekstensiovaiheen lampdtila laskettiin 68 °C:seen. Syklien maara pidettiin neljassakym-

menessa.
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8.2 RFLP

Restriktion avulla haluttiin 16ytda kirjastoista mahdollisimman paljon erilaisia sienia ja
sieniryhmia. Restriktioentsyymiksi valittiin sellainen, joka erottelee sieniryhmat mahdol-
lisimman hyvin. Todettiin, ettd restriktioentsyymi Mspl saa aikaiseksi enemman eroa-
vaisuuksia kuin restriktioentsyymillda Hinfl. Mspl entsyymin avulla fragmenttiryhmien
erot nakyivat selkeammin, ja niiden jaottelu oli helpompaa. Kuvassa 10 on esitettyina,

milla tavalla samat kloonit restriktoituina kahdella eri entsyymilld eroavat toisistaan.

M 1A 2A 3A 4A  S5A M 1B 2B 3B 4B 5B

100

Kuva 10: RFLP. M kuvaa markkeria, A naytteisiin on kaytetty Mspf ja B naytteisiin AHinfl. Huoma-
taan, ettd naytteissa 1A ja 2A eroavaisuudet ovat selkeammat kuin ndytteissa 1B ja 2B.

RFLP:n perusteella erilaiset fragmenttiryhmat taulukoitiin, jotta nahtdisiin erilaisten
fragmenttiryhmien esiintymismaara kloonikirjastoissa. Liitteessa 3 olevassa Taulukossa
1 on esitettyna kloonikirjastot ja fragmenttiryhmat. Lisdksi siind nakyy erilaisten frag-
menttiryhmien maarat. Koska tutkittavan sekvenssin pituus oli noin 760 bp, hylattiin yli
800 bp pitkat fragmentit ja ne fragmenttiryhmat, joiden yhteispituus oli yli 800 bp. Ky-
seiset sekvenssit on merkitty taulukossa harmaalla. Tédman taulukon perusteella valittiin
sekvensointiin |ahetettavat kloonit. Suurista ryhmista sekvensointiin |ahetettiin useita
naytteitd. Sekvensointiin lahetettdvia naytteitd valittiin 48. Yleisimmat fragmenttiryh-
mat ovat (600 + 200) bp, (600 + 150) bp ja (400 + 350) bp. Naitd fragmenttiryhmia
I6ytyi jokaisesta kloonikirjastosta. Liitteessa 3 kuvassa 1 on kaaviomuodossa esitettyina
erilaisten fragmenttien prosenttiosuudet. Siitda huomataan, kuinka erilaisia kaikki kloo-

nikirjastot ovat keskenaan.
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8.3 Sekvenssien analysointi

8.3.1 Sekvenssien tunnistus

Aluksi sekvenssitiedot muutettiin FASTA-muotoon. Sekvenssien tunnistukseen kaytettiin
BLAST-ohjelmistoa. Liitteessa 4 olevassa Taulukossa 1 on esitettyind nadytteet ja yleis-
tys sekvenssien vastaavuudesta. Kaksi naytettda eivat onnistuneet sekvensoinnissa, ja
ne on taulukossa merkitty harmaalla. Lisdksi sekvensseista neljd oli selkeasti jadnyt alle
500 bp:n ja yksi oli yli 800 bp, joten myds ne on merkattu harmaiksi. Naita sekvensseja

ei otettu mukaan analysointiin, koska ne olisivat voineet vaaristaa tuloksia.

Sekvenssien joukosta I6ytyi my6s muita eukaryooteja kuin sienid. Huomataan, etta
kaytetyilla alukkeilla monistuu muitakin eukaryootteja. Nematodat eli sukkulamadot
ovat monimuotoinen ryhma parasiitteja ja maaperaeli6itd, ja Katableharidophyta on
yksisoluinen eukaryootti. Kaikille sekvensseille ei 16ytynyt tarkkoja vastaavuuksia, joten

ne merkattiin vain yleistaen sieniksi (Fungi).

8.3.2 Sekvenssi-rinnastus

Sekvenssien rinnastukseen ja muokkaamiseen kaytettiin CLUSTALW- ja GeneDoc-
ohjelmaa. CLUSTALW-ohjelma rinnastaa useita sekvensseja samanaikaisesti, ja Gene-
Doc-ohjelmalla sekvensseja pystyttiin tarkastelemaan ja muokkaamaan. Sekvensseja
kaannettiin toisinpdin, jotta ne kaikki alkaisivat samasta paasta (3'- tai 5'-paa). Kuvassa
11 on nahtavilld GeneDoc-ohjelmalla tehty sekvenssien tarkastelu. Kuvassa on yksi
kohta sekvenssirinnastuksen perusteella saaduista tuloksesta. Kuva on keskelta sek-

vensseja, ja siitd ndkyy kaksi hyvin konservoitunutta aluetta.
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S6CC50
S6CC59
SECC36
SeCC44
S56CC54
S6CCS33
SeCcc43
S56CCS55
SeCC31
S6CCS37
SeCCZ0
S56CCZ25
SeCCeS
SEeCC35
Secc4l
S56CC38
S6CCE2
SeCC4Z
SeCC64
S56CCZ24
SeCCe0
SeCCZ7
SeCC30
SeCC49
SeCC45
SECCS6
S5eCCZ21

Kuva 11: Sekvenssirinnastuksen tarkastelu Genedoc-ohjelmalla.

* 160
CAGACCTGTTATTGC NS
CAGACCTGTTATTGC NS
CAGACCTGTTATTGC NS
CAGACCTGTTATTGC NS
CAGACCTGTTATTGCISINS
CAGACCTGTTATTGCISINS
CAGACCTGTTATTGCIsIHe
CAGACCTGTTATTGC IS

GACCTGTTATTGCIeL
ACCTGTTATTGC IS

CAGACCTGTTATTGC s
CAGACCTGTTATTGCIsIHe
CAGACCTGTTATTGC IS
CEGRCCTGTTBTTG(CTC
CAGACCTGTTATTGCIsIHe
CAGACCTGTTATTGCISINS
CAGACCTGTTATTGC IS
CAGACCTGTTATTGCISINS
CAGACCTGTTATTGCIsIHe
CAGACCTGTTATTGCIsNS
CAGACCTGTTATTGC IS
CAGACCTGTTATTGCISINS
CAGACCTGTTATTGCIsIHe
CAGACCTGTTATTGC IS

8.3.3 Fylogeneettinen puu

LY T CiNe T CCAGS
LY T Cale CTCCAGS
¥ T Chle T S AGS
LY T Cale C T CCAGS

A C T e ST CEGE
ALY CTUReC ST CEA
By C TS C AT TS A
ALY CTUNeC AT T EA -
ALy CTReC AT T A
ALY CTUReCATTGS
By C TR C AT TS A
AL CTUNeCATTCG ™
GACCTGTTATTGCleE e A Ali s T'Clel e & C
AL C TN e C S CCAGS
L C TN e C S CCAGS
ALy C T eC S CCAGE
AL C TS C AT CEE
By C TS C T SO C A
ALY CTUNeCATCAGS
AL CTUNeCATC G
ALY CTReCATCCES
By C TR e C A TCEE
ALY CTUNeCATCSE®
AL CTUNeC A CCEEw
ALY CTReCATCCES
By C TR e C A TCEE
AL CTUNeCATC G

AGTC
AGETL

FGT(
NG
JGTC
SETT

Sekvenssirinnastuksen perusteella tehtiin fylogeneettinen puu, jonka avulla nahdaan

kuinka samankaltaisia sekvenssit ovat keskenaan. Puutyypiksi valittiin fenogrammi,

jossa oksien pituudet kuvaavat erilaisuutta. Kuvassa 12 (s. 31) on fylogeneettinen puu,

jossa mukana BLAST vastaavuudet. Fylogeneettisessa puussa on mukana myds ne

sekvenssit, jotka eivat BLAST-haun perusteella olleet sienid. Lisdksi sinne on lisatty jo

tunnettuja sienisekvensseja.
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Glaciozyma antarctica
56CC52
56CC64

L TP

56CC32

Pachylepyrium carbonicola
56CC37

56CC34

Lactarius deceptivus
56CC39

Hypochnicium geogenium

56CC22

Doassansia hy
56CC33
56CC21

=

Teberdinia hygrophila

56CC45

Infundichalara micrechona

56CC49

Hyaloscypha aureliella

Hyaloscypha albohyalina var. spiralis
56CC56

56CC27

E Discinella schimperi
56CC30

L Pezoloma ciliifera
56CC24

-E Neobulgaria lilacina
56CC60

—[ Tricladium splendens

56CC61

Neobulgaria premnophila
56CC29
56CC46

Elaphocordyceps ophioglossoides

1
Endogone sp. T26631
Endagane oregonensis
Endogone aggregata
Endagane pisiformis
56CC31
56CC20
56CC57
56CC43
56CC55
Mucoromycotina sp. MIB 8827

Spizellomycete sp. JEL371
56CC53
56CC62

Monoblepharis sp. UBCT0-1
Monoblepharis hypogyna
Monoblepharis macrandra
56CC35

56CC41

56CC38

56CC42

56CC65

Nematoda

Basidiomycota
Microbotryomycetes

Basidiomycota
Agaricomycetes

Ascomycota
Leotiomycetes

Ascomycota
Helotiales

Mucoromycotina

I Katablepharidophyta

Chytridiomycota

31

L

=Y

Kuva 12: Sienisekvenssien fylogeneettinen puu.

Kuvasta 12 huomataan, etta ylimpana ryhmana ovat sukkulamadot (Nematoda), jotka

eivat ole sienid, mutta niitd monistuu sienialukkeilla. Lisdksi fylopuussa on myo6s Katab-
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leharidophyta, joita my6s monistuu sienialukkeilla. Seuraavana ovat kantasienet (Basi-
diomycota). Ne ovat jakautuneet kahteen ryhmaan: Microbotrymycetes ja Agaricomy-
cetes. Taman jalkeen on kotelosienet (Ascomycota). Ensimmadisena ovat luokaltaan
Leotiomycetes. Seuraavat kotelosienet on merkitty lahkon mukaan eli Helotiales. Seu-
raavaksi ryhma on Mucoromycotina, jotka kuuluvat yhtymasieniryhmaan (Zygomyco-

ta). Naiden jalkeen piiskasiimasienet (Chytridiomycota).

Fylogeneettiseen puuhun on lisdtty myds tunnettuja sienisekvensseja, jotka ovat lahella
naytesekvensseja. Fylogeneettisen puun perusteella voidaan paatelld, ettd kaikki sek-

venssit ovat hyvin samankaltaisia ja eroavaisuudet ovat pienia.

8.4 T-RFLP

T-RFLP-menetelmdn onnistumisen edellytys on, etta pystytaan I6ytdmaan restriktioent-
syymit, joiden avulla sekvensseista voidaan erotella terminaalinen restriktiofragmentti.
T-RFLP-menetelmda varten |6ydettiin kaksi entsyymid, joilla pilkkomalla sekvensseista
voidaan tunnistaa hapettoman turpeen sieniryhmiad. Fluoresoivaksi alukkeeksi valittiin
3’-paan aluke. Restriktioentsyymeiksi valittiin B7alja Hinfl.

T-RFLP-ajon perusteella saatiin naytteiden sieniyhteisdjen T-RFLP-profiilikuvat, ja
fragmenttipiikkien koot emaspareina (bp) seka niiden pinta-alat. Naiden tulosten perus-
teella laskettiin jokaisen ndytteen terminaalisten restriktiofragmenttien (T-RF) prosen-
tuaaliset osuudet. Lahelld toisiaan olevat piikit yhdistettiin. T-RFLP-ajossa saattaa olla
sen verran vaihtelua, ettda yhden emasparin erot eivat valttamatta ole luotettavia. Kui-
tenkin joissain ndytteissa oli selvasti havaittavissa kaksi eri piikkia, joten ne jatettiin
erilleen. Naytteiden terminaalisten restriktiofragmenttien kuvat ovat liitteessa 5. Kuvat
eivat olleet kovin tarkkoja, jollei ollut aihetta yhdistaa, piikkeja ne jatettiin erilleen. Tu-
losten kasittelysta hylattiin piikit, joiden pinta-alan prosentuaalinen osuus oli alle 2 pro-
senttia. Lisaksi hylattiin piikit joiden pituus oli yli 600 bp. Niita ei pystytty maarittdmaan
luotettavasti, koska suurin standardipiikki oli 600 bp. Naytteiden perustiedot ovat Liit-
teessa 6. Siinad on taulukot jokaisesta tuloksissa kaytetysta ndytteestd. Lisdksi Liitteessa

7 on Past-ohjelmaan syotetty Taulukko 1, jonka perusteella saatiin NMDS-oordinaatio.
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Kuva 12: NMDS-oordinaatio soiden sieniyhteisdjen T-RFLP-tuloksista.

Periaatteena kuvan (Kuva 12) tulkinnassa on, ettd lahekkadin toisiaan olevat ndytteet
ovat keskenaan samanlaisia. Aluksi katsottiin ovatko saman suon naytteet Iahelld toisi-
aan. Maaperassa olevilla mikrobiyhteiséilla saattaa olla suurta vaihtelua, joten myds
rinnakkaisndytteet saattavat erota keskendan toisistaan. Lisaksi katsottiin ettd eroavat

erilaisten soiden sieniyhteisét toisistaan.

Samojen soiden rinnakkaisndytteiden oletetaan olevan ldhekkdin. Kuvassa naytteiden
OLI, S35 ja SJ6 rinnakkaisndytteet ovat suhteellisen lahelld toisiaan. Lisaksi ndytteen
SJ4 kaksi rinnakkaisndytetta ovat Iahella toisiaan. Voidaan paatelld, ettéd naiden soiden
rinnakkaisnaytteissa ei ole suurta eroa. Toisaalta ndytteiden SNF yksi rinnakkaisndyte
eroaa muista. Tastd voidaan paatelld, ettd kyseisessa ndytteessa on jotain erilaista.

Naytteiden MES ja OMB rinnakkaisndytteet ovat kaukana toisistaan, joten myds niissa
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voidaan paatelld olevan eroavaisuuksia. Lisdksi ndytteesta SNB onnistui vain yksi rin-

nakkaisndyte, joten sen perusteella on vaikeaa paatelld mitaan.

Kuvan perusteella voidaan analysoida, onko erilaisten soiden valilld eroja. Tutkitaan,
onko pohjoisten ja eteldisten soiden valilla suuria eroja, ja ovatko suotyypiltdan saman-
laiset suot lahekkain. Huomataan, etta ndiden valilla ei ole selkeitd erovaisuuksia. Ku-

van perusteella voidaan paatelld, etta jokaisella suolla on omanlaisensa sieniyhteiso.

9 Yhteenveto

Tydssa kehitettiin T-RFLP-sormenjalkimenetelma, jonka avulla voidaan vertailla erilaisia
sieniyhteisdja ja niiden eroja soiden turvendytteista. Tutkittava sienisekvenssi oli alue
ribosomaalisen RNA-geenin 18S alueelta. Alue on hyvin konservoitunut, joten sekvens-
seissa olleet erot olivat vahaisia. Tama alue valittiin, koska etukateen ei tiedetty millai-
sia sienid naytteista 10ytyisi. Konservoituneen alueen perusteella on helpompi tunnistaa

tietokantasekvensseistd poikkeavia sekvensseja.

PCR-menetelman optimointi oli tarkead, jotta kaikki ndytteet saataisiin monistumaan
samalla ohjelmalla eika syntyisi epaspesifistd monistumista. Naytteissa ohi hieman epa-
spesifisyyttd, joten PCR-monistuksesta saadut tuotteet oli eristettava geelista. T-RFLP-
menetelmassa on tulosten kannalta tarkead, etta nayte sisdltad ainoastaan tutkittavaa

geeni-aluetta.

T-RFLP-menetelmaa varten I8ydettiin sellaiset restriktioentsyymit, joiden avulla voidaan
erotella hapettoman turpeen sienia. Tuloksien perusteella turvendytteista 16ytyi kaikki-
en neljan sienipadryhman sienia. Tuloksista voidaan paatelld, etta sieniyhteisot eri soil-
la olivat keskenaan erilaisia. Taman perusteella ei |0ydetty selkeda eroa erityyppisten

soiden valilla. Myds soiden rinnakkaisndytteiden valilla oli eroja.
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T-RFLP-sormenjalkimenetelmaa voitaisiin kehittdad tehokkaammaksi etsimalld muita
restriktioentsyymeja, joiden avulla eri sieniryhmien tunnistaminen olisi tarkempaa. Tal-
I6in T-RFLP-ajon perusteella saadut piikit saataisiin tarkemmin eroteltua soilla esiintyvi-
en sieniryhmien omiksi piikeiksi. Kun tiedetdan mita sieniryhmia soilla esiintyy, voitai-
siin valita my6s vaihtelevampi geenialue. TallGin voitaisiin erotella sieniryhmia parem-
min.
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Kloonikirjaston luominen
Lasketaan jokaista ndytetta tarvittava maara ndyteseokseen, sekd jokaisen ndyteseoksen lop-
pukonsentraatio.
m
c=3 (1)

jossa c on konsentraatio, m on massa ja V on tilavuus

Kloonikirjasto SJ:t

Si6: 15,3 ﬁ—f x 5,5 ul =84,15ng
SI5: 27,2 ’:l—f Xa =84,15ng =>a = 3,09 ul
SJ4: 23,9 ﬁ—f Xb =8415ng =>b = 3,52 ul

3 X84,25ng ng
Ckok = (55+3,09+352)ul 8 ul

Kloonikirjasto OLI + SNF

OLl: 28,8 ’;—f x 3,0 ul = 86,4 ng

SNF: 26,90 ’:l—f xd=2864pug =>d=3,2pul

_ 2Xx864ng __ ng
Ckok = Gosaul 8 ul
Kloonikirjasto OMB +SNB

OMB: 23,0 ’;—f x 3,0 ul = 69,0 ng

SNB: 19,3 ’;—fxf =690ng =>f =3,6ul

2 X69,0 ng

_ _ ng
Ckok = Zo+3.6)ul 20,9 ul
Kloonikirjasto MES

ng
c =17,2 =
kok , ul
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LIGAATIO
Lasketaan ligaatiota varten tarvittavan tuotteen maara Kaavan 2 perusteella.
ng of vector xXkb size of insert , . ,
X insert: vector molar ratio = ng of insert (2)

kb size of vector

jossa ng of vector on 50, kb size of insert on 0,76, kb size of vector on 3,0 ja vector

molar ratio on 3/1

50 ng vector X 0,76 kb insert
3,0 kb vector

3
ng of insert = X 1= 38,0 ng

SJ:t s =182l
862

OLI +SNF 279 — 1 37

27,829
nl

OMB +SNB 29 — 1 82 i

20,9 4
ul

MES: 38MmI 2,21l

17,224
nl

Tuotemaarat puolitetaan, koska ligaatioseosta valmistetaan puolikas maara.
Si:t 0,9 ul
OLI + SNF 0,7 pl
OMB +SNB 0,9
MES 1,1 pl
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Taulukko 1: Restriktiofragmentit. harmaalle merkityt fragmentit on hylatty tuloksista, koska

niiden pituus on yli 800 bp.

Fragmenttien pituus (bp)

S

MES

OMB + SNB

OLI + SNF

yht.

800+

1

1

4

800/700

2

11

650 + 150

600 + 500 + 400 + 150

3
1
1

600 + 250

600 + 200

13

14

w
DN =

600 + 150

13

w
o

600 + 100

600 + 50

= |00 | wun

550 + 250

500 + 350

500 + 300

500 + 250

500 + 200

500 + 150

450 + 350

450 + 150

R R INFR[(RR[DIW|N (O

400 + 350

10

11

()
N

400 + 300

350 + 300 + 200

350 + 300 + 150

300 + 250

300 + 150

300 + 100

300 + 250 + 150

300 + 200 + 100

300 + 100 + 50

300

WP INWIN (P =

yhteensa

50

24

41

40
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100 %

. 300
005 300 + 100 + 50
300 + 200 + 100

300 + 250 + 150

80 % 300 + 100
#1300 + 150
300 + 250

0% w350 + 300 + 150
# 400 + 300

60 % 400 + 350
450 + 150
M 450 + 350

50 % m 500 + 150
#1500 + 200

40 % 500 + 250
500 + 300
¥ 500 + 350

30 % 550 + 250
600 + 50
B 600 + 100

20 %
600 + 150
B 600 + 200

10% 600 + 250
W 650 + 150
= 800/700

0%

OMB + SNB OLI + SNF

Kuva 1: Fragmenttityhmien prosentuaaliset-osuudet Kloonikirjastoissa.



BLAST tulos

Taulukko 1: Sekvensoitujen naytteiden tiedot ja Blast-vastaavuudet.

Suo Fragmentit (bp) | koodi | bp Blast tulos
SJ 400 + 350 | 56CC20 | 767 | Mucoromycotina
S 600 + 200 | 56CC21 | 748 | Ascomycetes Helotiales
SJ 600 + 150 | 56CC22 | 767 | Basidiomycetes Agaricomycota
MES 550 +250| 56CC23 | - |-
MES 600 + 200 | 56CC24 | 767 | Ascomycetes Helotiales
OMB+SNB 450 + 350 | 56CC25 | 764 | Katablepharidophyta
OMB+SNB 300 | 56CC26 | 370 | Chytridiomycota
OLI+SNF 800 | 56CC27 | 766 | Ascomycetes Helotiales
OLI+SNF 650 + 150 | 56CC28 | 387 | Ascomycetes Helotiales
OLI+SNF 350 + 300 + 200 | 56CC29 | 536 | Ascomycetes Helotiales
SJ 800 /700 | 56CC30 | 766 | Ascomycota helotiales
SJ 400 + 350 | 56CC31 | 768 | Mucoromycotina
SJ 600 + 100 | 56CC32 | 769 | Basidiomycetes Agaricomycota
SJ 600 + 200 | 56CC33 | 768 | Ascomycetes Helotiales
SJ 600 + 150 | 56CC34 | 768 | Basidiomycetes Agaricomycota
SJ 550 + 250 | 56CC35 | 746 | Chytridiomycota
SJ 300 + 100 | 56CC36 | 761 | Nematoda
SJ 300 | 56CC37 | 521 | Basidiomycetes Agaricomycota
SJ 500 + 250 | 56CC38 | 771 | Chytridiomycota
MES 600 + 150 | 56CC39 | 768 | Basidiomycetes Agaricomycota
MES 300 + 250 | 56CC40 | 481 | Nematoda
MES 500 + 300 | 56CC41 | 768 | Chytridiomycota
MES 300 + 150 | 56CC42 | 760 | Fungi
OMB+SNB 400 + 350 | 56CC43 | 769 | Mucoromycotina
OMB+SNB 300 + 150 | 56CC44 | 761 | Nematoda
OMB+SNB 600 + 200 | 56CC45 | 768 | Ascomycetes Helotiales
OMB+SNB 800 | 56CC46 | 764 | Ascomycota
OMB+SNB 500 + 350 | 56CC47 | 524 | Katablepharidophyta
OMB+SNB 600 + 250 | 56CC48 | 299 | Chytridiomycetes
OMB+SNB 600 + 150 | 56CC49 | 765 | Ascomycetes Helotiales
OMB+SNB 300 + 100 | 56CC50 | 760 | Nematoda
OMB+SNB 300 + 100 +50 | 56CC51 | 462 | Nematoda
OMB+SNB 450 + 150 | 56CC52 | 552 | Basidiomycota Microbotryomycetes
OMB+SNB 400 + 300 | 56CC53 | 766 | Chytridiomycota
OMB+SNB 350 + 300 + 150 | 56CC54 | 841 | Chytridiomycota
OMB+SNB 400 + 350 | 56CC55 | 765 | Mucoromycotina
OLI+SNF 600 + 200 | 56CC56 | 766 | Ascomycetes Helotiales
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Taulukko 2: Sekvenssoitujen naytteiden tiedot ja Blast-vastaavuudet.

Suo Fragmentit (bp) | koodi | bp Blast tulos
OLI4+SNF 400 + 350 | 56CC57 | 767 | Mucoromycotina
OLI+SNF 500 +150 | 56CC58 | - |-
OLI+SNF 300 + 100 | 56CC59 | 760 | Nematoda
OLI+SNF 600 + 100 | 56CC60 | 766 | Ascomycetes Helotiales
OLI+SNF 600 + 150 | 56CC61 | 766 | Ascomycetes Helotiales
OLI+SNF 500 + 350 | 56CC62 | 768 | Mucoromycotina
OLI+SNF 500 + 200 | 56CC63 | 763 | Basidiomycota Microbotryomycetes
OLI+SNF 300+ 250 + 150 | 56CC64 | 763 | Basisiomycota
OLI+SNF 300 + 200 + 100 | 56CC65 | 768 | Fungi
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T-RFLP -profiilikuvat
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Kuva 1: Naytteiden SJ61, SNB3-5, SNF3-5 ja MES2-3 T-RFLP -profiilit.
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Kuva 2: Naytteiden SJ63, SJ61, SNB3-3 ja SNF3-6 T-RFLP -profiilit.
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Kuva 3: Naytteiden OLI2-5, SJ62, SJ53-5 JA MES 2.6 T-RFLP -profilit.
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Kuva 4: Naytteiden MES3, SJ41, SJ43 JA OLI1-5 T-RFLP -profiilit.




Liite 5
3(4)

177115, 1412.261

12500 £
_ 10000
2
5 7500 A
w
w5000

=
O 2500 4
0

189,18 4874

14912
A

36132

36373
362 .60

AL

553.E05_12083115KM

222670, 88730
Zuuu

1750
1500
1250
1000
750
= 500
0 250

e Signal

253701, 3408 035

18007

4000 4
3500

T 3000
£ 2500 A
i 2000 4
o 1500
= 1000
500

0 =

14820

3hf1.405_12083115K)

268 426, 62102210

s0000

wn
=1
=1
=1
=1
!
TITITTITTTT

in 30000 4

2 20000

O qpono 4
il

T2

6340

22709

2436
283 .47

21122
w3 2144

204.05

14917
Ll

omb2. G04_120831156K]

[=]

|
100

| |
200 300

400
Size (nf)

Kuva 5: Naytteiden S153, OMB1, SNF1 JA OMB2 T-RFLP -profiilit.
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Kuva 6: Naytteiden S151 ja SJ52 T-RFLP -profiilit.
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Kuva 7: Naytteen OLI 3 T-RFLP -profiili.
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Kuva 8: Naytteen SNF2 T-RFLP -profiili.



T-RFLP -piikit

Taulukko 1: T-RFLP-piikkien tiedot naytteistd MES2, MES3, OMB1, OMB2, SNB3 ja SNF1.

Nayte Fragmentti (bp) Piikin ala Osuus

MES2-3 68 745 0,2281
189 1654 0,5064

509 723 0,2214

671 144 0,0441

MES3 63 1190 0,0514
69 2241 0,0968

105 574 0,0248

159 463 0,0200

182 5855 0,2529

189 1050 0,0454

220 8618 0,3723

239 919 0,0397

241 703 0,0304

251 554 0,0239

OMB1 119 300 0,1315
150 612 0,2683

189 823 0,3608

252 546 0,2394

OMB2 77 31330 0,7247
214 2287 0,0529

291 1270 0,0294

293 924 0,0214

295 2198 0,0508

361 1466 0,0339

362 1526 0,0353

SNB3-5 62 5407 0,1585
69 2819 0,0826

89 3496 0,1025

105 3994 0,1171

220 11541 0,3382

232 686 0,0201

241 1136 0,0333

254 1425 0,0418

345 1046 0,0307

SNF1 148 1808 1,0000
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Taulukko 2: T-RFLP-piikkien tiedot naytteistd SNF2, SNF3, OLI1 ja OLI2.

Nayte Fragmentti (bp) Piikin ala Osuus

SNF2 77 8829 0,2560
149 1226 0,0355

182 1249 0,0362

211 727 0,0211

214 742 0,0215

226 4174 0,1210

264 1197 0,0347

291 1383 0,0401

294 1685 0,0489

296 1054 0,0306

360 1448 0,0420

362 3256 0,0944

365 3456 0,1002

555 1592 0,0462

SNF3-5 148 1126 0,2125
150 1063 0,2006

252 1810 0,3416

364 1299 0,2452

OLI1-5 62 2833 0,5632
149 885 0,1759

209 640 0,1272

212 672 0,1336

OLI2-5 68 1238 0,0612
69 2926 0,1447

149 8895 0,4400

178 1058 0,0523

182 918 0,0454

189 843 0,0417

226 862 0,0426

250 1488 0,0736

252 1235 0,0611

253 753 0,0372
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Taulukko 3: T-RFLP-piikkien tiedot naytteistd OLI3, SJ41, SJ43 ja SJ51.

Nayte Fragmentti (bp) Piikin ala Osuus

OLI3-5 77 8476 0,0797
95 3070 0,0289

104 4845 0,0456

108 2217 0,0209

182 8618 0,0811

189 7032 0,0662

210 2319 0,0218

213 2858 0,0269

226 13890 0,1307

264 4713 0,0443

290 2946 0,0277

293 2131 0,0200

294 6350 0,0597

361 7892 0,0742

363 3068 0,0289

364 2675 0,0252

365 4208 0,0396

SJ41 78 1868 0,0552
149 13098 0,3871

189 2363 0,0698

201 737 0,0218

250 697 0,0206

291 716 0,0212

293 963 0,0285

297 736 0,0218

324 2741 0,0810

361 2680 0,0792

363 4468 0,1320

365 681 0,0201

SJ43 189 6077 0,1692
361 18144 0,5053

362 9455 0,2633

488 1277 0,0356

SJ51 77 9081 0,1739
178 1912 0,0366

189 2096 0,0401

191 1841 0,0353

361 18007 0,3448

363 15412 0,2951

489 2293 0,0439
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Taulukko 4. T-RFLP-piikkien tiedot naytteista SJ52, SJ53, SJ61, SJ62 ja SJ63.

Nayte Fragmentti (bp) Piikin ala Osuus

SJ52 191 1997 0,0654
294 1267 0,0415

361 4478 0,1465

363 19138 0,6263

365 1172 0,0384

529 2506 0,0820

SJ53 149 647 0,0493
189 2105 0,1605

249 2329 0,1775

361 5182 0,3950

363 1103 0,0841

364 1753 0,1336

SJ61_5 69 6062 0,2231
77 1649 0,0607

153 572 0,0211

191 6491 0,2389

217 713 0,0262

219 935 0,0344

250 3751 0,1381

253 5137 0,1891

294 724 0,0266

363 600 0,0221

SJ62-5 77 795 0,3116
294 1756 0,6884

SJ63-4 77 3678 0,4373
214 676 0,0804

292 308 0,0366

294 741 0,0881

363 1703 0,2025

365 1147 0,1364
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T-RFLP piikkien osuudet

Taulukko 1:T-RFLP -piikkien prosentuaaliset osuudet. Pystyrivilld fragmenttien pituudet (bp), vaakarivilld naytteet.

MESZ(3ul] MESS omMBL omMB2 SMBI(SUl)|SMFL SME2 SMFE3(Sul}| oL oLz ouE(Sul) |siax S1a3 S5 S152 S153() s161(5ul) |Si62 SI63
&2 o o o o| o.1s=as1 o o o| o.se3231 o o o o o o o o o o
&3 0.051411 o o o o o o o o o o o o o o o o o
sa| o.z228108 o o = o o o o| o.o81235 o o o = = o o o o
&9 o| o.o096816 o o| o,.osz261 o o o o| o,1aaza7 o (=) o =) =) o| o.22313 o o
Erd o o o| o.7zarzs o ol o.2ss9s o o o| o.ororsa o o ©0.1739 o o| o.ocoe9s| 0.3116a2] 0.asFsss
75 o o o o o o o o o o o 00,0552 o o o o o o o
a9 o o o o| o.10zase o o o o o o o o o o o o o o
a5 o o o o o o o o o o| o.0zsas88 o o o o o o o o
10a o o o = o o o o o o| o.0ass77 o o = = o o o o
105 o| o.ozazas o o| c.ixvFos1 o o o o o o o o o o o o o o
108 o o o =) o o o o o o| o.0z08ss o o =) =) o o o o
119 (=) of o.azi1s21 o o o o o o o o o o o o o o o o
FET=) o o o o o 1 o| 0.212533 o o o o o o o o o o o
1a5 o o o o o o| o0 o| o,1755aa| o,azs9s o 0,3871 o o o| o.casza o o o
150 o o| o.zeszoz o o o o| o.zoosaz o o o o o o o o o o o
153 o o o = o o o o o o o o o = = o| o.0z105a o o
159 o| o.o0zo0002 o o o o o o o o o o o o o o o o o
1vs o o o o o o o o| o.052355 o o o 0.0366 o o o o o
182 o| o.z2s39as5 o o o| o.03s21 o o| o.oasax 0.,08107 o o o o o o o o
1s9| o.so0eaz| o.oaszsz| o.zs0807 o o o o o o 00417 o.065151 o.0698 0.1692 o.0a01 o| o.1e0as5a o o o
191 (=) o o o o o o o o o o o o ©0.0353 0,0654 o| o,zaas21 o o
201 o o o = o o o o o o o 0,0218 o o o o o o o
zo09 o o o o o o o o| o.1z7z37 o o o o o o o o o o
210 o o o o o o o o o o| o.oz181s o o o o o o o o
FEEY o o o o o o| o.ozio7s o o o o o o o o o o o o
212 o o o o o o o o| o.135598 o o o o o o o o o o
213 o o o o o o o o o o| o.0z6885 o o o o o o o o
z1a o o o| o.oszs03 o o| oc.ozisis o o o o o o o o o o| o.ososs
217 (=) =) =) = o o o o o o o o o = = o| o0 o o
219 o o o o o o o o o o o o o o o o| o,0zaa1s o o
=220 o| o.372316 o ol o.358238 o o o o o o o o o o o o o
2326 o o o o o o| o.12101 o o| o.0azs33| o.130684a o o o o o o o o
FEFY o o o o| o.ozoioa o o o o o o o o o o o o o o
239 o| 0.035703 o =] o o o o [=] [=] [=] [=] o =) =) o o o o
2a1 o| o.030371 o o| oo 2 o o o o [= [= o o = o o o o o
zas o o o o o o o o o o o o o o ol o.avFsza o o o
250 o o o o o o o o o| o.o073sos o 0,0206 o o o o| o.138087 o o
EETY o| o.o0zz93a o o o o o o o o o o o o o o o o
252 o of 0.239369 o o o o| 0.341638 o| o.06109 o o o o o o o o o
253 o o o =) o o o o o| o,0z7zas o o o =) =) o| o,1ss083 o o
25a o o o o| o.caxzez o o o o o o o o o o o o o o
zea o o o o o o| o.ozaz7os o o o| o.0aazas o o o o o o o o
290 o o o o o o o o o o| o.0277as o o o o o o o o
EEEY o o o| o.ozazrs o o| o.0acoar o o [= [= 0,021 o = = o o o o
z92 o o o o o o o o o o o o o o o o o| o.03s623
293 o o o| o.02137a o o o o o o| o.0200as o0,0285 o = = o o o
294 o o o o o o| o.0asss53 o o o| o.0s59735 o o o 0.0415 ol o 23| O 0,088109
295 o o o| o.o0s50844 o o o o o o o o o o o o o o o
296 o o o o o o| o.0z05s53 o o o o o o o o o o o o
z97 o o o o o o o o o o o o.0za8 o o o o o o o
224 o o o = o o o o =) o o 0,081 o = = o o o o
=as5 o o o o] o.oz06: o o o o [=) [=) o o o o o o o o
S0 o o o o o o| c.oaxssz o o o o o o o o o o o o
EEEY o o o| o.ozzs12 o o o o o| o.o7azax o.0792 ©0.5053 ©O.3aa8 o0.14a6 o0.,395 o o o
262 o o o 0.0253 o o| o.o9aa01 o o o o 0.2633 o o o o o
363 [=] o o o o o o o o o| o.0z8861 0,132 o ©0.2951 0.6263| 0.084077| 0.022085 o o
264 o o o o o o o o o o| o.02516a o = o| o.1z36 o o o
365 o o o o o o o o o o| o.oz9s585 o0.0z01 o o 0.0384 o o o o
369 o o o o o o o o o o o o o o o o o o| o.202aa7
249 o o o o o o o| o.2a5187 o o o o o o o o o o o
365 o o o o o o 0, 1002 o o o o o o o o o o o| o.136385
ass o o o o o o o o o o o o| o.0z556a o o o o o o
asg o o o o o o o o o o o o o o.0a39 o o o o o
so9| 0.221372 o o o o o o o o o o o o o o o o o o
529 o o o o o o o o o [=) [=) o o o 0,082 o o o o
555 o o o o o o] c.oacasy o o o o o o o o o o o
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Materiaalit

Taulukko 1: 50x TAE-puskuri.

121g Tris

286 ml Glacial Asetic Adic
50 ml EDTA (0,5 M)
Lisataan vetta (lopputilavuus 0,5 1).

Taulukko 2: 1-prosenttinen agaroosigeeli

Agaroosi 10g

1x TAE 100 ml

Taulukko 3: 3-prosenttinen synergel.

1,15¢g Synergel

0,7g Agaroosi

Lisatdaan 96-prosenttista etanolia,

ettd aineet liukenevat.

Lisataan TAE-puskuri.

Lopputilavuus 100 ml

Taulukko 4: LB (Luria Bertani) agar.

Tryptoni 10g

Hiivauute |5g

NaCl 10g

Agar 15¢g

Lisataan vetta (lopputilavuus 11).

Taulukko 5: RFLP:ssa kaytetyt restriktioentsyymit.

Entsyymi | Puskuri Valmistaja
Hinfl BufferB Promega
MSpl BufferTango | Fermentas

Taulukko 5: T-RFLP:ssé kaytetyt restriktioentsyymit.

Entsyymi | Puskuri

Valmistaja

Bfal Bufferd

New England Biolabs

Hinfl Buffer4

New England Biolabs
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