Hiibridisatsioon ja heteroploidsus Kkui bioloogilise
mitmekesisuse allikad hiiiife moodustavatel seentel

Bellis Kullman

Seentel on Maa toitumisahelates véga tdhtis osa. On nii majanduslikult
kasulikke liike, nagu miikoriisaseened, kui ka patogeenseid seeni, mis
laastavad taimepopulatsioone. Seente evolutsiooni uurimine on olnud
kuni molekulaarse fiillogeneetika esilekerkimiseni &éretult raske.
Viimase aastakiimne jooksul on neid uusi meetodeid rakendades tehtud
jahmatavaid avastusi, mille hulka kuulub ka seente liikidevahelise
hiibridisatsiooni voime (Schardl & Craven, 2003).

Seeneriigis valitsevad haploidid, vahel kiill dikariiootsel viisil. Kui
inimesel saavad ema munarakk ja isa seemnerakk kokku, siis
seeneeosed, munaraku ja seemneraku ekvivalendid, idanevad eraldi
hiitifideks. Tavaliselt peetakse seeneks selle viljakeha, tegelikult on seen
ise aga maa all ja ajab seal oma niidistikku laiali. Noiaringis kasvavad
seened on tegelikult koik iiks ja sama seen, selle erinevad viljakehad.
Nagu dunapuu ja dunad.

Teineteise dratundmiseks vdivad kaks tihetuumsete rakkudega hiiiifi
kasutada feromoone. Seejdrel vGib toimuda midagi sellist, mida me
oleme harjunud seksiks pidama. Kui hiilifide tuumadel on erinev nn
paarumisfaktor, siis moodustatakse nende vahele torujas kanal, mille
kaudu kumbki hiiiif saab teiselt tuuma, mida siis kogu hiiiifi pikkuses
paljundatakse. VOiks Oelda, et kandseente haploidsete hiiiifide
anastomoseerumisel on toimunud tuumade ,ristsiire®. Sissetunginud
tuum migreerub kiiresti rakust rakku, ise mitootiliselt jagunedes. Selle
tulemusel muutub monokariiootne miitseel dikariiootseks,
kaksiktuumseks. ~ Migratsiooniteed = markeerivad  hiiiifirakkude
vahekohale tekkivad pandlad (fenotiilibi muutus!?). Niiiid voib ehk
hakata geeniekspressioon toimuma sarnaselt diploididele, s.t. meile,
inimestele. Tahelepanuvddre erinevus voOrreldes nditeks inimese
genoomiga on asjaolu, et vanematelt saadud geneetilist materjali
hoitakse eri tuumades. Seentele on iseloomulik suletud mitoos:
tuumamembraan sdilib tuuma jagunemisel, tuuma jagunemine
meenutab tihti amitoosi (Kullman, 2004).
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Seentele on tiiiipiline kromosoomi pikkuse poliimorfism (CLP)
aneuploidsus, mtDNA rekombinantsus ning transposonite, viiruste ja
mitmesuguste funktsioonidega plasmiidide (nt. Kkillerplasmiidid)
olemasolu rakus (Weber, 1993, Zolan, 1995, Saville et al., 1998, Beadle
et al., 2003 ); esineb horisontaalne geeniiilekanne (Kullman, 2002). See
kdik annab mitmeid varuvariante mitmekesisuse suurendamiseks ka
siis, kui puudub suguline paljunemine.

Seentele kdige olulisem isedrasus on hiiiifi tipmine kasv, mis tagab
genoomi sobilike muutuste edasikandumise, parandumise vegetatiivse
kasvu kéigus. Radiaalselt levivad hiilifid vdivad oma tippudes kanda
erinevaid genoome (tekkinud mutatsioonide, tuumade ,ristsiirde®,
paraseksi jm. tulemusel) ja neid erinevates tingimustes, erinevatele
kasvusubstraatidele levides 1abi katsetada. (Seened on vélispidise
seedimisega, nagu bakteridki absorbeerivad nad toitaineid, olles neid
eelnevalt ensiliiimidega lagundanud.)

Loeb see, mis juhtub hiiiifi tipurakus. Iduplasma ja somatoplasma on
siin iiks ja seesama. Nad pole eristunud nagu teame selle olevat
loomariigile iseloomuliku, kus munaraku tekkele jargneb kudedeks
diferentseerumine. Uldjuhul seentel pole kudesid (erandiks on selts
Laboulbeniales) ja ,,munarakk*, kui see tuumade liitumisel eoskoti voi
eoskanna n#ol tekib, taandub kohe haploidseteks eosteks — siigootne
meioos.

Mutatsioonid on toormaterjal evolutsiooniks, kuid moningail juhtudel
annab liikidevaheline hiibridisatisioon evolutsiooniks lisavdimalusi,
poOhjustades  laiaulatuslikke —muutusi  genoomi  struktuuris ja
geenivahetust ldhedaste liikide vahel.

Liikidevahelist hiibridisatsiooni tunti taimedel juba ammu. Seentel on
hiibridiseerimiseks mitmeid erinevaid mehhanisme. Hiibriidid vodivad
moodustuda kas osalise voi tédieliku seksuaaltsiikli voi paraseksuaalse
protsessi kdigus.

Sugulise paljunemise kdigus liituvad sobivate ristumistiiiipidega isas- ja
emasstruktuurid kahetuumse faasi tekkeks. Kahetuumses olekus
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viibimise ajaline kestus erineb liigiti. Hiibriidid vdivad séilitada
kaksiktuumse faasi pikkadeks aastateks. Kui aga tuumad liituvad,
jargneb sellele kohe meioos — siligootne meioos, mis taastab esialgse
euploidse oleku (paljude seente jaoks tihendab see haploidset olekut).
Mitte-euploidsed ehk heteroploidsed hiibriidid vodivad tekkida
ebanormaalse meioosi kdigus. Kromosoome vdi kromosoomifragmente
kaotades peavad nad oma genoomis sdilitama vdhemalt need geenid,
milleta elu pole vd&imalik, et paljuneda edaspidi kasvdi ainult
vegetatiivselt.

Heteroploidsuse kohta voib kirjanduses leida vastukdivaid andmeid
(Tolmsoff 1983, Beadle 2003, Bresinsky et al. 1987). Meie poolt
koostatud seente genoomi suuruse andmebaas http://www.zbi.ee/fungal-
genomesize (Kullman et al. 2005a, Tamm et al., 2005) sisaldab {ile
1000 kirje. Vilja on toodud kasutatud meetodid, genoomi suurus,
kromosoomide arv jm. Uurides pohiliselt mittesuguliselt paljunevaid
seeni ja kasutades elektroforeetilist kariiotiipiseerimist on leitud, et
seeneliigi sees on genoomi suuruse ja kromosoomide arvu varieerumine
pigem reegel kui erand (Beadle 2003). Vastuoksa, suguliselt
paljunevaid seeni tsiitofluoromeetriliselt uurides on leitud, et liigi sees
on tiivede ja varieteetide tuumade DNA sisaldus stabiilne; samas on
leitud suuri erinevusi liikide vahel {ihe perekonna piires ja seltsi piires
perekondade vahel (Bresinsky et al., 1987). Niib, et sugulise
paljunemise voimeta liigi genoomi suurus on ebapiisivam kui suguliselt
paljunevatel liikidel, mis viitab meioosi osale liigispetsiifilise genoomi
suuruse kujunemisel.

Kummatigi esineb sugulise paljunemise kaotanud vegetatiivselt
paljunevatel seentel rekombinatsioone. Nende teket v3ib seostada
horisontaalse  geeniiilekande  (HGT) (Kullman, 2002a) ja
paraseksuaaltsiikli olemasoluga seentel (Kullman, 2004). Nii on seen
Penicillium chrysogenum saanud oma penitsilliini tootva geeni HGT
kdigus Dbakterilt (Penalva et al., 1990.) Riikide vahel esineb
geenililekannet harva kuid {ihe seeneperekonna liikide vahel voib
introgressioon ja hiibridiseerumine olla {isana tavaline ning avalduda
vorkja evolutsioonina.
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Paraseksuaalset hiibridisatsiooni on {ildiselt peetud liigisiseseks
mehhanismiks, kuid rohttaimede endofiilitidel ja arbuskulaarset
miikoriisat moodustavatel seentel esineb ka liikidevahelist
hiibridiseerumist (Schardl & Craven, 2003). Paraseksuaalne tsiikkel
algab vegetatiivsete rakkude liitumisega ja kahe erineva genotiiiibiga
paljutuumsete rakkude tekkimisega. Tuumade liitudes vdib
kromosoomide vahel toimuda mitootiline ristsiire. Stohhastiliste
protsesside kéigus kaob kromosoome ja tekib palju uusi genotiilipe
(Papa 1979; Caten 1981).

Seened, eriti kottseened on kohastunud kiireks evolutsiooniks tdnu
haploidsusele, lithikesele generatsiooniajale ja  anastomooside
olemasolule, mis vdimaldab sugulist ja/vdi paraseksuaalset
geenivahetust genetite voi isegi litkide vahel. Haploidse genoomi kiire
replitseerumine tagab suure hulga mutatsioonide kiire leviku, samas
paraseksuaalsus ja  liikidevaheline ristumine aitavad kaasa
introgressioonile ja genoomi laiaulatuslikele iimberkorraldustele.
Hiibriidide tunnused ei ole mitte ainult segu vanemate tunnustest.
Hiibriidid vdivad omada tdiesti uusi vOimeid ja asustada uusi
okoloogilisi nisSe. Jarjest enam tehakse kindlaks nii sugulise kui
mittesugulise pédritoluga hiibriide. Liikidevahelisi hiibriide voib kohata
enamikus seenehdimkondades (Schardl & Craven, 2003).

Réadkides liikidevahelistest hiibriididest ldhtume sellest, et nende
vanemad on liigid, mis vastavad kindlatele kriteeriumitele (Clardige et
al., 1997; Taylor et al., 1999, 2000; Schardl & Craven, 2003). Kohn
(2006) tdodeb oma iilevaateartiklis, et seencliigi tekkemehhanismid
vajavad pohjalikumat analiilisi. Seente liigikontseptsioonile on péoratud
vihe tihelepanu, kuigi seeneliike on kirjeldatud 100 000 kuni 1 500
000. Valitsevad kolm liigikontseptsiooni: morfoloogiline, bioloogiline
ja fiilogeneetiline, millest viimane leiab miikoloogide hulgas jarjest
enam poolehoidu. Fiilogeneetilise liigikontseptsiooni puhul ldhtutakse
monofiileetiliste gruppide olemasolust, kuid kuna selline grupp vdib
esindada iga taksonoomilist tasandit, mitte ainult liiki, siis on vaja
inkorporeerida morfoloogilise voi ka bioloogilise liigi kriteeriumid
fillogeneetilisse liigikontseptsiooni (Schardl & Craven, 2003).
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Paljudel juhtudel langevad erinevate kriteeriumide jérgi eristatud liigid
ithte, kuid harvad pole juhud, kus morfoloogilise ja/vdi bioloogilise
kontseptsiooni kriteeriumide jérgi eristatud liigid moodustavad {iihe
fiillogeneetilise liigi. Heidi Tamme (2004) uuringud néitasid, et
morfoloogiliste kriteeriumite jérgi eristatud liigid Peziza varia ja P.
violacea kompleksides moodustavad vastavalt vaid iihe voi siis kaks
fillogeneetilist liiki. Konflikt fiilogeneetiliste ja teiste liigikriteeriumite
vahel ilmnes perekonna Epichloé uuringutes, kus fiilogeneetiliste
kriteeriumite alusel polnud voimalik eristada liike E. typhina ja E.
sylvatica hoolimata sellest, et need kaks liiki pole interfertiilised,
kasvavad erinevatel peremeestaimedel ja on eristatavad morfoloogiliselt
(Schardl & Craven, 2003, Box 1). Veelgi enam, selle perekonna liigid
moodustavad mittesugulises staadiumis omavahel heteroploidseid
hiibriide (Kuldau et al., 1999). Liikidevaheline hiibridisatsioon on
ilmselt palju tdhtsam evolutsiooniline protsess paljudes seeneriihmades,
kui seni arvatud.

Kuigi liikidevaheline hiibridiseerumine teeb liikide piiritlemist
fiillogeneetilise analiiiisi abil keerulisemaks, vihendades toetust ristuvate
liikide klaadidele, annab just fillogeneetiline liigikontseptsioon kdige
kindlama evolutsioonilise baasi seente siistemaatikale. Liikidevahelised
hiibriidid on identifitseeritavad teatud markerite abil. Epichloé/
Neotyphoideum liikide puhul on kasutatud hiibriidsete tlivede
tuvastamiseks markerina B-tubuliini geeni (fub2) (Schardl & Craven,
2003). Kim et al. (2001) kasutasid geenidevahelise speisserregiooni
(intergenic spacer, 1GS) RFLP mustreid perekonna Armillaria
liigisisese  ja  liikidevahelise  hiibridiseerumise  tuvastamiseks.
Fiilogeneetilistest uuringutest néhtub, et iga heteroploid omab mingit
osa vOi kogu geneetilist materjali, mis on périt kahelt vdi enamalt
eellaselt (Moon et al. 2000, 2002; Craven et al. 2001a).

Seda, mis juhtub hiibriidse genoomi suurusega siligootses meioosis,
nditab ilihe viljakeha eosproovi (sisuliselt F1) DNA-sisalduse analiiiis.
Meie poolt tehtud uuringud néitasid, et Pleurotus, Lentinula, Phellinus
ja Cystoderma liikide eosproovides voib esineda kahesuguse genoomi
suurusega aneuploidseid v&i  heteroploidseid eospopulatsioone
(Kullman, 2000, 2002b, Kullman et al., 2005b, Irja Saare ja Margus
Pedaste avaldamata materjalid).
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Seentel on liikidevahelise hiibriidi vormiks kaksiktuum (dikaariion), kus
tuumad périnevad eri litkidesse kuulunud vanematelt (Schardl &
Craven, 2003). Looduses kasvades voib kompleksi Pleurotus ostreatus
kuuluva seene miitseel sisaldada kahe erineva teisikliigi testtiivedega
sobivaid tuumi. Voib arvata, et selline seen on hiibriid. Antud juhul
moodustavad dikaariioni tuumad, mis sobivad kahe bioloogilise
liigikriteeriumi alusel eristatud liigi tuumadga. Nimelt selliste
tuumadega monospoorsed hiilifid kultuuris kokku ei kasva, nad on
interinkompatibiilsed.

Moddunud aastal Moskva Ulikoolis kaitstud doktoritdds (IlusipeBa,
2005) kasitleti uut genotiilipide rekombinatsiooni tiilipi looduses, kus
substraadil kasvav viljakehi moodustav dikariiootne miitseel vdib
vahetada tuumi eostest kasvama hakanud (homokariiootsete) hiilifidega,
ise sel viisil korduvalt dikariiotiseerudes. Teiste sdnadega, dikariiootne
miitseel liitub monokariiootsega ja moodustub miitseel kolme
geneetiliselt erineva tuumaga, millede jaotumine sellel miitseelil
kasvavatesse viljakehadesse on juhuslik. Shnyreva (IIIaeipeBa, 2005)
nimetab uut rekombinatsioonitiilipi kitsamas mdttes mittemeiootiliseks.
Kirjeldatud asjaolu ndib kokku sobivat M. Opiku (1995) poolt saadud
tulemustega, kus ta sai di-mono ristustel dikariiootse miitseeli sobivuse
kolme liigi monokariiootsete testtiivedega.

Hiibriidide esinemist kandseente looduslikes populatsioonides niib
kinnitavat erineva genoomi suurusega eospopulatsioonide lahknemine
meioosis. Looduses kasvanud seen, kelle eosproovis avaldus eoste
divergents DNA ja valgu sisalduse alusel, oli oma viljakeha ja
kultuuritunnuste poolest liikide P. osteratus ja P. pulmonarius
vahepealsete tunnustega (A. Kollomi méirang). Seente genoomi
suuruse andmebaas (Kullman, et al., 2005a) niitab, et liigi P. ostreatus
genoomi varieeruvus kirjandusandmete alusel ja meie poolt saadud
genoomi suurused jadvad samadesse piiridesse. Saadud kromosoomide
arvu ja genoomi suuruse erinevus avaldub kui aneuploidsus ja
heteroploidsus. Austerservikul tuntakse ka konidiaalset, mittesugulist
paljunemist, mis vdib omakorda olla ks genoomi suuruse
mitmekesisuse allikas.
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Toostuslikult kasvatatava tiive eosproovis avaldus divergents veelgi
markantsemalt (Kullman, 2002b). Naaberperekondade Pleurotus ja
Lentinula liikide, austerserviku ja shiitake, kunstlikul ristamisel saadud
titved (Ramirez Carillo & Leal Lara, 2002) produtseerisid kahesuguse
genoomi suurusega coseid, mis olid ldhedased nende eellastiivedele
genoomi suurustele (Kullman et al., 2005b). Voib arvata, et selline
divergents kajastab hiibriidse genoomi saatust meioosis (Kullman,
2000, 2002b).

Kottseente Peziza varia ja P. violacea kompleksi liikidel vdib leida
poliispoorsetest ~ kultuuridest heteroploidseid hiiiife  (avaldamata
andmed), seetdttu voib kahtlustada neil paraseksuaalse tsiikli olemasolu.
P. varia ja P. violacea kompleksi liikidel esineb konidiaalstaadiumis
anamorf Oedocephalum sp. (Opik, 1998). Tuleks kontrollida, kas
monospoorsete tiivede ristamisel kultuuris esineb anastomoose,
tuumade liitumist ja haploidiseerumist ning koniidide DNA-sisalduse
heteroploidsust (NB! sugulisel paljunemisel liituvad tuumad alles
viljakehas, vahetult enne eoskoti teket).

P. varia ja P. violacea kompleksid erinevad oma paljunemistiiiibi
poolest. Esimene on homotalne, teine heterotalne (Weber, 1992).
Valitseva seisukoha jérgi on sugulise paljunemise puudumine
taandareng (Yun et al., 1999). Voimalik, et paraseksuaalsusest tingitud
heteroploidsus on {iheks pohjuseks, miks paljudel kottseentel on
suguline paljunemine kadunud. Pealtiha vegetatiivselt paljunevates
seenchiiiifides toimub geneetilise materjali rekombineerumine ja uute
titvede teke, mis ei allu populatsioonigeneetika seadustele.

Hiibridisatsioon ja heteroploidsus seentel alles ootab tdpsemat uurimist
ja rakendamist.
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