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Lisa 1. AMFinderi meetodi programmide efektiivsusest ja vigadest....................
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Infoleht

Mulla elurikkuse vdhenemise ja voortaimede moju taimede ja krohmseente

vahelistele suhetele

Mulla elurikkuse vahenemine ja voorliigid ohustavad elukeskkonda globaalselt, kuid
nende koosmoéju kohalike liikide arbuskulaarsele mukoriisale (AM) pole teada.
Kasvuhoonekatses oli véortaimedel katsetaime, sustlehise teelehe biomassile positiivhe
moju. Mulla elurikkuse vahenemisel oli AM seente kolonisatsioonile katsetaime juurtes
negatiivne maoju. Mdolema teguri selgeid koosmojusid ei leitud. Lisaks klassikalisele
meetodile kasutati AM seente kolonisatsiooni maaramiseks masindppe programmi

AMFinder, mis osutus ebatapseks.

Marksonad: voorliigid, mulla elurikkuse vahenemine, slstlehine teeleht, arbuskulaarne

mukoriisa, masindpe
CERCS kood: B270 Taimedkolooga

The Impact of Soil Biodiversity Loss and Non-Native Species on Plant-

Glomeromycota Interactions

Soil biodiversity loss and non-native species are two major global threats to biodiversity,
but it is not well known how do these factors affect native plant species’ ability to form
arbuscular mycorrhiza (AM). In a greenhouse experiment, non-native species had a
positive effect on the biomass of focal plant species, Plantago lanceolata. Soil
biodiversity loss had a negative effect on AM fungal colonization in the roots of the focal
plant species, but no clear interactions between the two factors were found. In addition
to the the classical method, the machine learning program AMFinder was used for

determining AM fungal colonization, but it proved to be inaccurate.

Keywords: non-native species, soil biodiversity loss, Plantago lanceolata, arbuscular

mycorrhizal fungi, machine learning

CERCS code: B270 Plant ecology



Sissejuhatus

Mulla elurikkusel on Maa elusloodusest suur osa, moodustades 58% koikidest praegu
teada olevatest liikidest (Anthony et al., 2023). Samas on mullaelustiku liigirikkus ohus
maakasutuse intensiivistumise ja kliimamuutuste tottu (Yin et al., 2020). Maailma
elurikkusele kujutavad ohtu ka invasiivsed liigid, mida peale elupaikade kadumise

peetakse suurimaks ohuks elurikkusele (Bellard et al., 2016).

Arbuskulaarne mukoriisa (AM) on seene ja taime kooselu vorm (Smith & Read, 2010),
millega on maismaataimedest seotud 72% (Brundrett & Tedersoo, 2018). Kuna nii suur
osa taimedest saavad vajalikke toitaineid arbuskulaarmukoriisa kaudu (Smith & Read,
2010), on oluline uurida, kuidas eelnevalt mainitud suured globaalsed ohud mdjutavad
AM seente ja taimede suhteid. Toos uurisime, kuidas voorliigid ja mulla elurikkuse
vahenemine madjutavad Uhe tavalise taimeliigi, sUstlehise teelehe (Plantago lanceolata

L.) kasvu ja suhet AM seentega. T60 hupoteesideks olid:

1) Sdustlehise teelehe biomass on vaiksem madala mulla elurikkuse ning voorliikide
olemasolu korral, eriti madala mulla elurikkuse ja voorliikide koos esinemisel.
2) AM seente kolonisatsioon sustlehise teelehe juurtes on madalam madala mulla

elurikkuse ning voorliikide olemasolu korral.

Lisaks vorreldi to0 kadigus erinevaid juurtest AM seente maaramise meetodeid, tapsemalt
klassikalist meetodit (McGonigle et al., 1990) ja masindppe programmi AMFinderit

(Evangelisti et al., 2021). Nende pdhjal sdnastati kolmas hupotees:

3) AM seente kolonisatsiooni mustrid on paremini tuvastatavad masindppe

meetoditega, kuna see vdimaldab anallUsi kaasata suurema osa juurestikust.



1. Kirjanduse ulevaade

1.1. Mullaorganismide elurikkus ja tahtsus

Mullas elab 58 % kdigist planeedil Maal elavatest liikidest (Anthony et al., 2023).
Teadmised mullaelustiku kohta on suurenemas, kuna hinnang mullaelustiku kohta on
viimase kahekiimne aastaga kahekordistunud (Decaéns et al., 2006). Taksonite rthmad,
millest suurim osa elab mullas, on valgeliimuklased (Enchytraeidae; 98,6%), seened
(Fungi; 90%), taimed (Plantae; 85,5%) ja termiidilised (/soptera; 84,2%) (Anthony et al.,
2023). Lulijalgsetest (Arthropoda), maailma liigirikkaimast rihmast, elab mullas 30,4%
(Anthony et al., 2023). Uhes grammis mullas v&ib leiduda tle 10 000 bakteriliigi ja kuni
miljard bakterirakku (Roesch et al., 2007). Orgaaniline osa moodustab mullast enamasti

1-4% (Brookes, 2001).

Mulla elurikkus ei ole globaalselt Uhtlaselt jaotunud. Mullamikroobide biomass on
positiivses korrelatsioonis mulla orgaanilise susiniku sisaldusega (Fierer et al., 2009).
Samuti on naidatud mullaelurikkuse soltuvust taimede elurikkusest ja kasvukoha
tootlikkusest (Fierer et al., 2009) ning abiootiliste tingimuste mitmekesisusest ruumis
(Bardgett & van der Putten, 2014). Vaiksemad ja vabamalt kattesaadava susiniku ning
lAmmastikuga mullaagregaadid tdhendavad suuremat mikroobide mitmekesisust (Han
et al.,, 2021). Maa-alust liigirkkust uurides ei saa eeldada, et see Uhtib maapealse
liigirikkusega (T. Wu et al., 2011), samas on naidatud arbuskulaarmukoriissete seente
liigirikkuse Uhtimist maa-aluste ja maapealsete taimede liigirikkustega (Hiiesalu et al.,
2014). Siiski voiks arvestada mulla elurikkust maa-alusest elurikkusest eraldi ja selle

paiknemist rohkem uurida.

Mullaorganismidel on suur roll 6kosiisteemide funktsioneerimisel. Uldiselt on mulla
funktsiooniks orgaanilise susiniku lagundamine ja selle edasine hoiustamine voi tagasi
aineringesse paiskamine (Blum, 2005). Mullas on ookeanide jarel suuruselt teine
susinikuvaru ning muld hoiab endas rohkem susinikku kui atmosfaar ja taimestik kokku
(European Commission. Directorate General for the Environment., 2011). Vaiksem mulla
elurikkus tdhendab vaiksemat taimede maapealse ja -aluse osa biomassi ning vaiksemat

orgaanilise aine lagundamise kiirust (Hattenschwiler et al., 2005).



Erinevate mullaorganismide funktsioone on aga raske madarata. Naiteks Umarusside
(Nematoda) puhul ei tingi nende toitumistulp kohe kindlat funktsiooni (Lazarova et al.,
2021), bakteritoidulised liigid vbivad suurendada vdi vdhendada bakterite liigirkkust
olenevalt teiste liikide kohalolust ja abiootilistest tingimustest (Postma-Blaauw et al.,
2005). Lisaks voib mullaorganismide funktsionaalsuse maaramist raskendada piiratud
teadmine rihma 0Okoloogiast vdi ebatdpne maaramine, nditeks Umarusse maaratakse
enamasti vaid perekonnani, kuid nende funktsioonid erinevad liigi tasemel (Lazarova et

al., 2021).

Mullaorganismide elurikkus on tahtis ka inimeste tervisele. Suur mullaorganismide
elurikkus tdhendab nendega kokku puutudes vaiksemat vbimalust allergiate tekkimiseks
(Hanskietal., 2012). Kuna inimeste tervis on tihedalt seotud toiduga, on tahtsateks mulla
funktsioonideks kultuurtaimede patogeenide biotdrje ja sobivate mullaorganismidega
taimede produktsiooni toéstmine (Wall et al.,, 2015). Lisaks tdhendab suurem hulk
mullabaktereid rohkem voimalusi uute antibiootikumide leidmiseks, millest naiteks Uhte

on naidatud juba t6dtavana tuberkuloosi vastu (Ling et al., 2015).

1.1.1. Mulla elurikkuse vahenemine ja selle pohjused

Kaheks suureks mulla elurikkuse vahendajaks on maakasutuse intensiivistumine ja
kliima soojenemine (Yin et al., 2020). Rahvaarv ja toiduvajadus on kasvamas, mille téttu
ennustatakse 2040. aastaks 26% pdllumaadel intensiivistumist ja ainult 3% aladel
ekstensiivsemaks muutumist (van Asselen & Verburg, 2013). Maakasutuse
intensiivistumisel, alates niitudest ja l&petades intensiivsete péllumaadega, vaheneb
mulla dldine elurikkus, biomass ja ka funktsionaalsete rihmade hulk (Ponge et al., 2013;
Tsiafouli et al,, 2015). Rohkem on mdjutatud kdérgemate troofiliste tasemete
mullaloomad, nagu vihmaussid ja réovtoidulised hooghannalised, kes intensiivselt

majandatavatel aladel voivad taiesti puududa (Tsiafouli et al., 2015).

Kliima soojenemisega kaasnevatest teguritest, nagu k&rgenenud temperatuur,
evapotranspiratsioon, sademete suurenemine voi vidhenemine, vaesustab tulevikus
mullaorganismide kooslusi potentsiaalselt enim temperatuur (Shen et al., 2024; L. Wu et
al.,, 2022). Temperatuuri tdusu suurim moju mullakeskkonnale on mullaniiskuse

vahenemine, ning seetdttu on temperatuurikasvu tagajarjed suurimad nendes kohtades,



kus sademeid on juba vahe voi kliima soojenemine vahendab sademete hulka (L. Wu et
al., 2022). L. Wu et al. (2022) leidsid katses, kus testiti klimasoojenemise madjusid
mullakooslustele, et 3-kraadise temperatuuritdusuga vidhenes mitmekesisus bakteritel
9,6%, seentel 14,5% ja protistidel 7,5%. Soojenemine vahendas ka
arbuskulaarmukoriissete seente fulogeneetilist mitmekesisust, elurikkust ja biomassi (L.
Wu et al., 2022). Samas vdivad moéned mullaorganismid, nagu lagundajatest seened,

temperatuuri tdusuga ka hasti kohaneda (Crowther & Bradford, 2013).

1.2. Invasiivsed taimeliigid

Vo6orliik on liik, mis on uletanud loomulikke levimisbarjaare inimese abiga kas teadlikult
vOi teadmatult ning suudab uues kohas ilma inimese abita plusima jaada (Essl et al.,
2018). Invasiivseteks defineeritakse vdorliike, millel on negatiivne mdju elurikkusele,
Okoslsteemide funktsioneerimisele vdi inimese heaolule (International Union for

Conservation of Nature, 2025).

Uued invasiivid tekivad ka olemasolevate vdorliikide seast. Voorliigid, kes pole veel
muutunud invasiivseks, vdivad seda endiselt teha peale nn viivitusfaasi, raskendades
ohtlikke voorliikide tuvastamist (Robeck et al., 2024). Globaalsetest invasiivsetest
taimeliikidest omasid viivitusfaasi 35%, mis keskmiselt oli 34 aasta pikkune (Robeck et
al., 2024). Invasiivsed liigid muutuvad ajaga vahem konkurentsivdimeliseks, kui kooslus
hakkab uue liigiga kohanema (lacarella et al., 2015). Sama leidsid ka Dostal et al., 2013 -
hiid-karuputk (Heracleum mantegazzianum) saavutab suurima invasiivse moéju 30 a jarel,

ning 40-50 aastat peale invasiivseks muutumist taandub.

Invasiivseid liike peetakse elupaikade kadumise jarel suurimaks ohuks elurikkusele
(Bellard et al., 2016). Seebens et al. (2021) mudelid ennustavad, et aastaks 2050 touseb
voorliikide hulk vdrreldes 2005. aastaga 36%. Ainuuksi Euroopas ennustatakse
keskmiselt 24% voortaimeliikide arvukuse tdusu ehk umbes 800-1200 vodramaise

taimeliigi lisandumist keskkonda (Seebens et al., 2021).

Invasiivsetel taimdel on Umbritsevale elukeskkonnale suur moju. Metaanallusis leiti
invasiivsete taimede olulist moju teistele taimedele 76,2% , mullale 57,8% ja loomadele
50,2% uuringutest (PysSek et al., 2012). Kuigi selgitusi sellele, miks osad voorliigid uues

levikuareaalis invasiivseks muutuvad, on palju, on suurematest invasiivsete liikide
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hupoteesidest piisavalt kinnitust leidnud vaid kolm: uudse relva hlipotees (novel weapon
hypothesis), vaenlasest vabanemise hlUpotees (enemy release hypothesis) ja
invasioonilise lagunemise hupotees (invasional meltdown hypothesis) (Jeschke et al.,
2012). Uudse relva hlupotees vaidab, et voorliigil on eelis uues kohas, sest voorliigi
allelopaatiliste (teisi liike mojutavate) kemikaalidega pole uue paiga taimed
koevolutsioneerunud ja seetdttu on nendest kemikaalidest rohkem negatiivselt
mojutatud (Callaway & Ridenour, 2004). Vaenlasest vabanemise hupotees postuleerib,
et voorliik, kes joudis uude kohta, kaotas liikumisega oma loomulikud vaenlased ja saab
selle tottu uues kohas vabamalt kasvada ja levida (Keane & Crawley, 2002). Invasioonilise
lagunemise hupotees vaidab, et eelmise invasiooni jarel on jargmisel invasiivsel liigil
téendolisemalt suuremad &koloogilised mdjud ja kergem invasiivseks muutuda
(Simberloff & Von Holle, 1999). Teiste huipoteeside hulgast leidsid Jeschke et al. (2012),
et naiteks tihti viidatud kimnete reegel (Williamson et al., 1986), mille jargi 10% uutest
liikidest naturaliseeruvad ja nendest omakorda 10% muutuvad invasiivseteks, ei oma
eriti suurt toetust (28% artiklitest). Lisaks on korduvalt leitud, et invasiivsed taimed
saavutavad suurema edu madala elurikkusega OkosUsteemides ja liigirikkamad
OkosuUsteemid on invasiividele vahem vastuvétlikud (Cheng et al., 2024; Yang et al.,
2017), kuigi Jeschke et al. (2012) leidsid, et ka see hupotees leiab toetust vaid 29%

artiklites.

Invasiivsetel liikidel vdivad olla erinevad tunnused. Mitteinvasiivsed vdorliigid
sarnanevad funktsionaalsete tunnuste poolest kohalike liikidega rohkem kui invasiivsed
liigid (Divisek et al., 2018). See tahendab, et liik peab sarnanama kooslusega, et sinna
jaada, kuid olema piisavalt erinev, et muutuda probleemiks (DiviSek et al., 2018). Millised
voivad need invasiivide tunnused olla? Markimisvaarne moju liigirikkusele, liikide
ohtrusele ning mullanaitajatele oli tdendoliseim, kui invasiivne liik oli GUheaastane
rohttaim, omades olulist méju 88,9% uuringutest (PySek et al., 2012). Ohtlikuimad
invasiivsed taimeliigid on tuultolmlevad, omades olulist kahju liigirikkusele 91,4%
kordadest (PySek et al., 2012). Ainukesed sama mojukad teiste tolmlemisviisidega
taimed olid need, mis olid pikemad kui 2,8m, modjutades liigirikkust oluliselt, 73,1%
kordadest (PySek et al., 2012). Lisaks on naidatud, et invasiivseks muutuvad kergemini

kiire kasvuga taimed (Dawson et al., 2011). Metaanaluuside Ulevaates, kus vaadeldi, kas



voorliikide ja kohalike liikide tunnused erinevad ja kas méjud kohalikele on negatiivsed,
leiti, et 25% artiklitest ei leidnud taimeliikidel erinevusi véi moju, 44% juhtudest olid
tulemused mitmesugused ja kontekstist lAhtuvad ning 31% artiklitest olid vaorliigid
kohasemad kui kohalikud taimed voi kohalikele taimedele negatiivsete moéjudega
(Boltovskoy et al., 2021). See naitab, et kindlad tunnused ei ole alati vdorliikidega

seostatavad ning mdju pole alati negatiivne.

1.2.1.Invasiivsed liigid ja mullaelustik

Invasiivsetel liikidel on palju interaktsioone ka mullaelustikuga, naiteks vihmaussidega.
Eisenhauer & Scheu (2008) naitasid, et hariliku vihmaussi olemasolul ei suutnud
invasiivsed liigid nii hasti idaneda, sest arvatavasti nad polnud kohastunud vihmaussi
poolt sbomise ja/voi matmisega. Samas voiks eeldada, et valjaspool Euroopat, kus meie
vihmaussid on invasiivsed ja kohalikud taimed pole kohastunud vihmausside
tegevusega, vdivad Euroopa taimeliigid vihmausside olemasolul rohkem voita

(Eisenhauer & Scheu, 2008).

Invasiivsetel liikidel on ka modju mullamikroobidele. See mobju voib aga olla
taksonispetsiifiline, naiteks seente puhul naidati, et kottseente (Ascomycota) suhteline
arvukus voib invasiivsete liikidega tdusta, kuid seente hdimkonna Rozellomycota
esindajate suhteline arvukus vahenes (X. Wang et al., 2022). Bakterite hulgast oli suurim
invasiivide mdju aktinobakteritele (Actinobacteria), kelle suhteline arvukus tdusis
markimisvaarselt (X. Wang et al., 2022). X. Wang et al. (2022) ei leidnud oma t66s

invasiivsete liikide mdju mullamikroobide liigirikkusele.

Mullaelustik tervikuna mojutab ka invasiivsete liikide kasvu. Naiteks on leitud, et
invasiivsed taimeliigid saavad vorreldes haruldaste taimeliikidega enda poolt kujundatud
mullakooslustega (mullas, kus antud taim on juba varem kasvanud) paremini hakkama,
samas kui haruldased taimed kasvavad enda poolt kujundatud mullas halvemini kui
teiste taimede poolt kujundatud mullakooslustega (Klironomos, 2002; Meisner et al.,
2014). Kui katses eemaldati teised seened peale AM seente, oli nii haruldastel kui
invasiivsetel taimedel kasulikum kasvada enda mullas (Klironomos, 2002), mis viitab, et
molemal on patogeenidestvabanemisel kasvule postiviine moju. Sellistel uuringutel voib

aga olla probleemiks, et eksperimentides ei suudeta arvestada mullakoosluste
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muutumise pikaajalisemaid madjusid, mille téttu vdivad tulemused olla puudulikud

(Meisner et al., 2014).

1.3. Arbuskulaarne mukoriisa

Mukoriisa on seene-taime vaheline kooseluvorm, millel on 4 eri tuupi: erikoidne,
orhidoidne, ekto- ja arbuskulaarmukoriisa (Smith & Read, 2010). Koikidest
maismaataimedest moodustavad mukoriisat 80% liikidest ja 92% sugukondadest (B.
Wang & Qiu, 2006). Nendest kdige dominantsem on abruskulaarne mukoriisa (AM), mida
moodustavad 72-80% maismaataimede liikidest (Brundrett & Tedersoo, 2018).
Arbuskulaarset mukoriisat moodustavad seened kuuluvad hdéimkonda krohmseened
(Glomeromycota) (Schupler et al., 2001). Esimesed selged téendid arbuskulaarsest
mukoriisast on parit 410 miljoni aasta tagusest ajast, kus olid juba olemas mukoriissed
struktuurid (Willis et al., 2013). Kuna AM seente liike on veidi rohkem kui 340 (Opik et al.,
2013), kuid nendega seostuvaid taimeliike on kordades rohkem (Corlett, 2016), siis
peavad AM seente liigid seostuma paljude taimede liikidega ning olema selles suhtes

generalistlikumad kui taimed, kes saavad olla rohkem valivad.

Arbuskulaarne mukoriisa pakub taimedele mitmeid huvesid. AM seened ehk
krohmseened elavad mullas ja taimede juurtes, kus moodustavad spetsiaalseid
struktuure, arbuskuleid, milles toimub taimede ja seente vaheline ,kaubavahetus®
(Smith & Read, 2010). Taimed annavad enda juurtes elavatele krohmseentele 1-10% oma
toodetud susinikust (Konvalinkova et al., 2017) ja saavad vastu toitaineid, tdpsemalt 30-
40% taime poolt kasutatavast lammastikust ja kuni 50% fosforist (Smith & Read, 2010).
Peale toitainete kéattesaadavuse parandavad krohmseened ka peremeestaimede
stressitaluvust, naiteks pdua (Augé et al.,, 2015), soolsuse (Evelin et al., 2019),
raskmetallide (Kanwal et al., 2015) ning kuuma (Bunn et al., 2009) ja kiilma suhtes (S.
Chen et al.,, 2013). Lisaks suurendavad krohmseened taimede taluvust biootiliste
stressitekitajate, nagu patogeensete seente, bakterite, viiruste, Umarusside ja
herbivooride suhtes (Dowarah et al., 2022). Eelnevatest faktidest saab jareldada, et

arbuskulaarsel mukoriisal on globaalselt suur 6koloogiline tahtsus.

Mukoriisad on uldiselt mélemale poolele kasulikud ehk mutualistlikud, kuid kui taimele

maksab mukoriisa hoidmine rohkem kui selle kasud, vbib seda nimetada parasitismiks
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(Johnson et al., 1997). Keskkonnatingimustest sdltub, kas taime ja seente huvid kattuvad
vOi mitte, millest tuleneb taime-mukoriisa mutualismi-parasitismi kontiinumi ehk
pidevustiku teooria (Johnson et al., 1997). Lisakomponendina tekitab ajaline modde
mukoriisa mutualismi-parasitismi olemuse moistmises raskusi, naiteks naidati
lihilehise taakliilia (Yucca brevifolia Engelm.) puhul, et suur kulu arbuskulaarmukoriisale
oli alguses kasvule negatiivse mdjuga, kuid Uheksa kuud hiljem oli investeering
muutunud vorreldes teiste taimedega tulusaks (Harrower & Gilbert, 2021). Suhtes on ka
kolmas osapool: bakterid, kes samuti saavad AM seente vahendusel taime sUsinikku ja
aitavad AM seentel mineraalained omastada ning vdivad samuti olla parasitistlikud
(Duan et al., 2025). Need tegurid tdhendavad, et krohmseente ja taimede vahelised

seosed ei ole alati mutualistlikud ja kindlalt Ghtemoodi mdistetavad.

1.3.1.AM seened ja invasiivsed liigid

Arbuskulaarmukoriisa roll invasioonil on suurem, kui varem arvatud (Aslani et al., 2019).
Invasiivsed taimeliigid on keskmiselt sama palju arbuskulaarse mukoriisaga seotud ja
neil on keskmiselt sama suur osa juurtest AM poolt koloniseeritud kui kohalikel liikidel
(Bunn et al., 2015). Siiski on neil kohalike liikidega vorreldes AM seentega labikdimises

eriparasid.

Tohustatud mutualismi hupotees (ingl enhanced mutualism hypothesis) vaidab, et
invasiivid véivad uues asukohas paremini hakkama saada, sest nad parandavad voi
loovad uusi ja tdhusamaid mutualisme (Reinhart & Callaway, 2006). Seda hlpoteesi on
kinnitanud naiteks Sheng et al. (2022) artikkel, kus naidati, et kodumaal on invasiivsete
liikide biomass negatiivses seoses AM hulgaga, kuid uues kohas negatiivhe seos kaob. F.
Zhang et al. (2018) naitasid kahe invasiivse liigi (pujulehine ambroosia Ambrosia
artemisiifolia L. ja karvane ruse Bidens pilosa L.) puhul, et invasiivid saavad kohaliku
liigiga konkurentsis olles AM kulluse tottu eelise ja suudavad selle tdttu kohaliku liigi valja
térjuda. Ka kanada kuldvitsa (Solidago canadensis L.) puhul on naidatud, et tema
edukusel invasiivina mangib rolli kasvu kiirendamine AM seentega (Dong et al., 2021).
Lisaks on naidatud, et voorliigid kipuvad olema seotud generalistlikumate AM seente
liikidega (Moora et al., 2011), mis voib teha invasiivsele taimele uues kohas kohanemise

lihtsamaks, kuna téenéoliselt on sobiv AM seen uues kohas juba olemas.

12



AM jainvasiivsete taimede seost mojutavad ka teised tegurid, naiteks fosfori hulk mullas,
sest mukoriisa kaudu fosfori omastamine on Uks mukoriisa olulisemaid funktsioone
(Smith & Read, 2010). Chen et al. (2020) leidsid, et AM annab invasiivsetele taimedele
kohalike taimede vastu konkurentsieelise kui fosforit on keskkonnas vahe, kuid suure
fosfori sisaldusega ei olnud invasiivid enam nii vdimekad. Seetdttu vdivad AM seened
suurendada vahese fosforiga dkoslsteemide ohustatust invasiivsete taimede poolt
(Chen et al., 2020). Lisaks voib oluliseks osutuda fosfori molekulaarne vorm, mille

sobivuse tottu vdib invasiivne liik saada suurema eelise (L. Chen et al., 2023).

Invasiivid saavad edukad olla ka teiste liikide suhteid AM seentega alla surudes. Naiteks
naidati Zhang et al. (2018) uuringus, et invasiivsete liikidega koos kasvaval kohalikul
taimel oli madalam AM seente kolonisatsioon kui Uksi kasvades, kusjuures trend oli
invasiivsetel liikidel vastupidine. Invasiivse liigi mdju suurus AM seentele oleneb suuresti
invasiivsest liigist (Rezadova et al., 2021; Zubek et al., 2016). Invasiivsed liigid véivad
vahendada AM seente mitmekesisust (ﬁezééové et al., 2021; Zubek et al., 2016).
Mittemukoriissed invasiivsed liigid omavad suuremat moju, surudes uldiselt maha koiki
AM seeni (Stinson et al., 2006; Zubek et al., 2016). Stinson et al. (2006) leidsid, et
mittemukoriisse salukddriku (Alliara petiolata M.Bieb.) poolt varasemalt invadeeritud
maa-aladel oli seal idanevatel puudel abruskulaarmukoriisat tavalisest kordades vahem
voi see lausa puudus. See tahendas negatiivset moju idanevate puude biomassile,
limiteerides metsa taastumist, mis tegi salukédrikule 6kosusteemi sobivamaks (Stinson
et al., 2006). Samas on viimati leitud, et asi ei ole nii lihtne, sest vastupidiselt varasemalt
arvatule voib salukddrik ka ise AM seentest kasu saada (Trombley et al., 2025). Teiste

taimede AM seente maha surumine voib olla mdjukas tegur invasiivide edukuses.

1.3.2. Globaalsed mdjud ja arbuskulaarne mukoriisa

Mukoriisa tostab taimede vdimekust vastu panna kliimamuutustele, invasiivsetele
liikidele ja reostusele, toetades okosusteemide toimimist ka hairingute ajal (Bellgard &
Williams, 2011). Ajaloolised suured kliimamuutused on korduvalt tekitanud mukoriisale
vbimalusi laiendada oma peremeestaimede hulka, kuna muutuvad olud sunnivad taimi
uutes rasketes oludes kohastuma, mille téttu tekkisid peale arbuskulaarse mukoriisa ka
teised mukoriisatutbid (Bellgard & Williams, 2011). Praeguste suurte kliimamuutuste
jarel vdib mukoriisa jallegi suuri evolutsioonilisi arenguid teha.
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Kliimamuutuste eri teguritel saab olla varieeruv moju AM seentele. Naiteks on leitud, et
CO; tous ei muuda suuresti AM seente liigirikkust (Cotton, 2018; Duarte & Maherali,
2022). Samas voib CO, tdus muuta AM seente koosluse struktuuri, naiteks voib see tosta
seltsi Glomerales kuuluvate AM seente hulka (Cotton, 2018). Temperatuuritdus avaldab
aga suurt moju taimede AM kolonisatsioonile, kusjuures mdju soltus sellest, kas
peremeestaimeks oli kultuurtaim voi looduslik taim (Duarte & Maherali, 2022). Duarte &
Maherali (2022) katses t0i temperatuuri muutus varasemast madalamast temperatuurist
praegusele tavalisele temperatuurile (ingl subambient, ambient temperature) kaasa AM
seente kolonisatsiooni suurenemise looduslikel liikidel, kuid mitte pollukultuuridel. See
naitab, et minevikus vbis tbus praegusele temperatuurile AM seente rohkust tdsta
(Duarte & Maherali, 2022). Samas artiklis leiti ka, et vaiksem ja ebaselgem moju on sellel,
kui tulevikus temperatuur kérgemaks muutub, kuid ennustatakse, et taimede AM seente
kolonisatsioon tduseb (Duarte & Maherali, 2022). Uldiselt tdhendab temperatuuri kasv

taimede ja AM seente vahelise seose tugevnemist (Duarte & Maherali, 2022).

Veel Uks suur globaalne muutuja, maakasutuse muutus, voib vihendada arbuskulaarse
mukoriisa liikide ja biomassi hulka. Naiteks intensiivhe kindmine vahendab
arbuskulaarse mukoriisa kolonisatsiooni hulka vdrreldes harvema voi mitte kindmisega
ning vahendab ka krohmseente levimisvdimet (Dai et al., 2015). Lisaks on p&llul vaiksem

AM seente mitmekesisus kui metsades ja rohumaadel (Zhu et al., 2021).

Kui globaalsed mdjud vdivad vahendada AM seente rohkust, vdib samas AM seente
kasutamine aidata globaalsete modjudega, naiteks globaalse toiduvajaduse
suurenemisega toime tulla (Brito et al., 2021). Tulevikus vajab pdéllumajandus endiselt
suurt tootlikust, kuid vdhem mojusid Ulevaetamisest (Schaefer et al., 2021).
Krohmseentele sobivate tingimuste loomine suurendab taimede kasvu ning
vastupidavust ekstreemsete kliimaolude suhtes (Brito et al., 2021). Brito et al. (2021)
pakuvad valja meetodi, kus nn arendajataimed, millel on suur AM seente juurevaline
niidistik, aitaks tavalisest kiiremini kevadisel pollul AM seeni edasi levitada noortele
péllutaimedele, seeldbi varakult tdéstes nende taluvust abiootiliste ja biootiliste
stressorite vastu. AM seened vobivad olla jatkusuutliku péllumajanduse votmeks, et
vahendada vaetamise kahjulikke kulgi ja puudusi, naiteks lAmmastiku ammutamise suur

energiakulu vdi fosfori ressursi piiratus (Schaefer et al., 2021).
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1.4. Krohmseente arvukuse hindamine

Kuna krohmseened on mikroskoopilised, siis on nende arvukuse hindamine keerukas.
Kasutusel on naiteks fosfolipiidsete rasvhapete (ingl phospho lipid fatty acid ehk PLFA)
pdhine maaramine, kus teatud rasvhappeid on mukoriissete huufidega mullas rohkem,
mille jargi saab arvutada mukoriisa hulka (Olsson et al., 1995). Teiseks vdéimaluseks on
hinnata erinevate DNA v6i RNA jarjestuste pdhjal krohmseente liigirikkust, mis véimaldab
eristada ka ldhedaselt suguluses olevaid krohmseente liilke ning anda seeldbi tapset infot
AM seente koosluse kohta (Schlaeppi et al., 2016). Kolmandaks, ajalooliselt palju
kasutatud, on juurte varvimine, mille labi saab tumedamaks varvunud krohmseente
struktuuride olemasolu maarata puhastatud juure seest (Phillips & Hayman, 1970).
Viimasel ajal on selles valdkonnas arengud, on kasutama hakatud masindpet, et

mukoriisa hulka hélpsamini maarata (Evangelisti et al., 2021).

1.4.1.Masindpe ja AMFinder

Masindépe on tehisaru alaosa, mis suudab labi annoteeritud andmete labi to6tamise
Oppida ara nende sarnased jooned ning seejarel uuele infole anda oma hinnang (Bini,
2018). Bioloogilised andmestikud on viimaste aastakimnetega kasvanud aina
suuremaks ja keerulisemaks, mistottu on kasulikum kasutada masindpet (Greener et al.,
2022; Hoppe et al., 2022). Stvadpe (ingl deep learning) aitab bioloogias moista keerulisi
ja suuri andmeid, naiteks mahukaid mitme-dimensionaalseid andmeid oleks raske
manuaalselt anallusida (Tarca et al., 2007). Samas on bioloogilistes andmetes vaga suur
varieeruvus, mis tahendab, et samu meetodeid ei saa pidevalt kasutada ja peab uutele

andmestikele loovalt lahenema (Greener et al., 2022).

Evangelisti et al. (2021) to6tasid valja kaks narvivorku arbsukulaarse mukoriisa huufide
ja teiste struktuuride maaramiseks. Moélemad neist kasutavad konvolutsioonilisi
narvivorke (ingl convolutional neural network vdi CNN) (Evangelisti et al., 2021), mis
pdhinevad sisendpildi tootlemisel, rakendades erinevaid jarjestikuseid kihte pildist
olulise teabe eraldamiseks, et jouda soovitud valjundini vastavalt maaratud Ulesandele
(Tampuu, 2020). CNN1 on méeldud uldise juurekolonisatsiooni maaramiseks ja CNN2
juuresiseste mukoriisastruktuuride jaoks (Evangelisti et al., 2021). Antud t66s kasutatava

CNN1 pohiline treenimise andmestik koosnes 32-st tubaka perekonda kuuluva Nicotiana

15



benthamiana varvitud ja Clearsee lahusega toodeldud juurte piltidest (Evangelisti et al.,
2021). Testiti ka valehinnanguid, mida CNN1 andis kdige rohkem mukoriissete juurte ja

juurevaliste huufide kohta, pidades neid tavalisteks juurteks (Evangelisti et al., 2021).
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2. Metoodika

2.1. Kasvuhoonekatse ulesehitus

Testimaks mulla elurikkuse vahenemise ja voortaimede moju krohmseentele oli vaja
tekitada mulla elurikkuse gradient. Selleks tuli valmistada kolm erineva elurikkusega
mulda, mis saavutati elusa mulla lahjendamisel steriliseeritud mullaga. Muld
steriliseeriti gamma kiirgusega ning sellele lisati elusat mulda proportsioonides 1: 1000
ja 1: 1 000 000, et saada keskmise ja madala elurikkusega mullad. Kérge elurikkusega
mulla t66tluseks kasutati sama looduslikult kogutud mulda. Et hinnata ainult mulla
elurikkuse moju kasutati inokuleerimise meetodit, kus 80% mullast oli taielikult
steriliseeritud, ning selle peale lisati 20% ulatuses vastava elurikkusega mulda, et saada
kolme elurikkuse tasemega t60tlused. Teiseks mojuteguriks vdeti voorliigid, mille
idandeid istutati potti kas kolm voi mitte Ghtegi. V&orliike prooviti valida tunnuste poolest
vOimalikult erinevad, valituks osutusid kanada kuldvits, basiilikulehine seebilill
(Saponaria ocymoides L.) ja ida-kitsehernes (Galega orientalis Lam.). Keskseks
uurimisaluseks liigiks AM kolonisatsiooni maaramiseks vdeti sustlehine teeleht. Kuna
taimed kasvavad kooslustes, lisati pottidesse veel Eestis tavalisi taimeliike, millel vaadati
ka katse l6pus krohmseente kolonisatsiooni. Tavalisteks taimeliikideks valiti stgisene
seanupp (Scorzoneroides autumnalis L.), harilik karutubakas (Pilosella officinarum
F.W.Schultz ja Sch.Bip.), harilik kabihein (Prunella vulgaris L.), longus pdisrohi (Silene
nutans L.), liht-naistepuna (Hypericum perforatum L.), arujumikas (Centaurea jacea L.),
aasristik (Trifolium pratense L.), hariliku kuldvits (Solidago virgaurea L.). Igas potis oli
seitsmeliigiline taimekooslus, millest kdigil keskel kasvas sustlehine teeleht. Teelehe
Umber simmeetriliselt paigutatud kuus teist taime olid Uhegi voorliigita pottides
eelnevalt mainitud kuus kohalikku taimeliiki ning kolme eelmainitud vdérliigiga pottides
olid voorliikide asemel kasvamas kohalikud liigid longus pdsirohi, aasristik ja harilik
kuldvits. Kolme mulla elurikkusega potid kahe erineva vdorliikide tasemega andsid kokku

kuus permutatsiooni, millest tehti kimme kordust.

Taimi kasvatati kolm kuud kasvuhoones. Kasvuhoone keskmine temperatuuroli 21/16 °C

paev ja 60 ning lisaks loomulikult sisse paistvale valgusele olid kasvuhoones 400W
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halogeniidlambid. Taimi kasteti kolm korda nadalas ning potte liigutati juhuslikult

kasvuhoones iga kolme nadala tagant ringi.

2.2. Mukoriisa kolonisatsiooni maaramine

Katse l6pus taimejuured pesti mullast, kuivatati ja léigati 1 cm pikkusteks tukkideks ning
asetati kasettidesse. Juured puhastati 10% KOH lahusega 15 minutit keemise lahedase
temperatuuri juures ning seejarel varviti 4% Parkeri tindi ja 5% aadikhappe lahusega 10
minuti jooksul samuti kérgel temperatuuril (Vierheilig et al., 1998). See meetod tagab
juurerakkude algse labipaistvamaks tegemise ja tindi mdjul mukoriisastruktuuride
juurtest tumedamaks siniseks varvumise, mille koosmodjul saab juurest
arbuskulaarmukoriisat maarata. Teelehe juured olid tugevamalt pigmenteerunud, mille
tottu neid eelnevalt leotati lisaks keetmisele 24 tundi 10% KOH lahuses. AMFinderiga
vaatamiseks mbdeldud 60-st sustlehise teelehe juurest esimest 20 (mis langeb kokku
madala elurikkuse muldadega pottidega) ei leotatud 24 tundi lisaks, mille tottu jaid nad
tumedamad ja ebaselgemad. Kuna pildid jaid piisavalt erinevad, otsustati AMFinderi

treenimist ja analltsi teha mélemal pildikogumikul eraldi.

Juurte AM kolonisatsiooni maarati kahe meetodiga: klassikalise, kus manuaalselt
valgusmikroskoobiga vaadates maaratakse 100-s juure ristldikes huufide, arbuskulite ja
vesiikulite esinemine (McGonigle et al.,, 1990) ning masindéppega maaramine, kus
kasutati programmi AMFinder, et kolonisatsiooni osakaal maarata

mikroskoobikaameraga tehtud terviklikelt juurepiltidelt (Evangelisti et al., 2021).

Juurte kaamerale selgemaks tegemiseks leotati teelehe juuri 1 minut ja 20 sekundit
Clearsee lahuses (Kurihara et al., 2015). Klassikalise meetodiga maaramiseks satiti
juured slaidile paralleelsete joontena, AMFinderiga maaramiseks pandi juured
lihtsamaks skannimiseks slaidile lahestikku keskele kokku. AMFinderiga maaramiseks
skanniti juured ZEISS Labscope programmi Fast Panorama funktsiooniga. Fast Panorama
funktsioon n-6 6mbleb mikroskoobi kaadrid kokku Uheks tervikuks. Mitmeid pilte oli vaja
veel kokku monteerida, et saada slaidist tervik, mida tehti pilditdotlus-programmiga

GIMP.

18



2.3. AMFinder

AMFinderit kasutati masindppe vbimekuse testimiseks samade taimede juurtel nagu
klassikalisel meetodil. AMFinderi kood saadi Githubi saidilt
(https://github.com/SchornacklabSLCU/amfinder). Masinéppe mudelite kood on
kirjutatud Pythonis, mille jaoks oli vaja tapsemalt Python 3.9-t. Koodi jooksutati labi WSLi
(Windows Subsystem for Linux) ja AMFinderi kasutajaliidese Amfbrowseri to6tamiseks

oli vaja programmi Xming.
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Joonis 1. Kuvatdmmis Amfbrowseri kasutajaliidesest. Vasakul on varvitud pilt juurest ning
paremal mudeli ennustused ruutudele. Mukoriisne juur (M+), mittemukoriisne juur (M-) voi
taust/muu (X) (Evangelisti et al., 2021)

Selleks, et saada varvitud juurtepiltidele hinnangud mukoriisa esinemise osas, kasutati
mudeli CNN1 kasku predict. See kask teeb pildi ruudustikuks ja annab igale ruudule
hinnangu, kas tegemist on mukoriisse juurega (M+), mittemukoriisse juurega (M-) voi
taustaga (X). Toos kasutati vaikimisi ruudu suurust 126 pikslit. Peale predict kasu
kasutamist annoteeriti 5 pilti esimesest ja teisest pildikogumist, kasutades
kasutajaliidest Amfbrowser, mida on naha Joonis 1. Selleks anti juureruutudele
visuaalselt tdesed hinnangud, maarates need M+, M- vdi X klassi. Seejarel kasutati kasku
train, millega treeniti edasi narvivorku CNN1v2.h5, millest tehti kaks uut narvivorku

molema pildikogumiku jaoks, esimese pildikogumiku mudel sai nimeks col2 ja teise
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pildikogumiku mudel nimetati col3-ks. Moélemaid narvivérke treeniti kaks korda 100
epohhi (ingl epoch, Uks terviklik andmestiku labi to6tamine). Seejarel kasutati jalle kasku

predict, et saada masindppe meetodi l6plikud tulemused.

2.4. Andmeanaluus

Masindppe mudelite tapsuse hindamiseks arvutati masindppes tihti kasutuses olevad
veamaatriksid (ingl confusion matrix). Veamaatriksid naitavad masindéppe mudeli
tapsust, kus klassikaliselt ndidatakse klassidese (antud juhul positiivne ja negatiivne)
jaotamise Oigsust protsentides (Joonis 2) (Chicco & Jurman, 2020). Veamaatriksitel on

Uks diagonaal, mis naitab 6igeid ennustusi, praegusel naidisgraafikul esitatud rohelisena

(Joonis 2).
+ Oige Vale
) positiivne negatiivne
k.
x
0
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Ennustatud klass

Joonis 2. Veamaatriksi (ingl confusion matrix) naidis, mis naitab masindppe ennustatud klassi
vordluses paris klassiga ja vigade ning korrektsuste tulpe. Paris veamaatriks naitab ka
ennustatud ja paris klasside osakaalusid protsentides. Rohelisena kujutatud 6iged ennustused,
punasega valed.

Invasiivide ja mulla elurikkuse moju sustlehise teelehe muutujatele (Joonis 3;Tabel 1)
vaadeldi lineaarse mudeliga (Im) R paketist lme4 (Bates et al., 2015), kus soéltuvaks
muutujaks voeti logit transformeeritud AM kolonisatsiooni osakaal, logit
transformeeritud osakaal kogu biomassist, maa-alune ja maapealne biomass.
Voorliikide esinemine ja mulla elurikkuse tase olid nendes mudelites kategoorilised
muutujad, testiti ka nende kahe kategoorilise muutuja interaktsiooni. Logit
transformeerima pidi juurte AM kolonisatsiooni ja biomassi osakaalu tervest potist, sest

need muutujad varieeruvad vahemikus 0-1 ehk nad ei ole muidu sobivad lineaarse
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mudeliga. Nendele neljale mudelile tehti kodigile Il tiupi Anova (Fox & Weisberg, 2011),

millest saadud p-vaartused on esitatud Tabel 1.

AMFinderi ennustuste (Joonis 4) analliisimisel kasutati samuti lineaarset mudelit (lm)
(Bates et al., 2015). Kolonisatsiooni hulk logit-transformeeriti, masinéppe mudeli ja
mulla elurikkuse méju pandi Uheks kategooriliseks muutujaks kokku, sest Uks mudel
taielikult kattub madala elurikkusegaeiseks kategooriliseks muutujaks vdeti vdorliikide
olemasolu/puudumine. Lopuks tehti sellele mudelile Il tilpi Anova (Fox & Weisberg,

2011).

Klassikalisel meetodil méaaratud sustlehise teelehe ja teiste taimede kolonisatsiooni
vordluses kasutati lineaarset segamudelit (lmer) paketist Ilme4 (Bates et al., 2015). AM
kolonisatsioon vdeti séltuvaks muutujaks, séltumatuks muutujaks voeti kategooriline
muutuja, kas liik oli sustlehine teeleht vdi mingi muu liik ning juhuslikeks muutujateks

spetsiifiline taimeliik ja poti number.
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3. Tulemused

Sustlehise teelehe biomassi ja AM seente kolonisatsiooni méaara soéltuvalt mulla
elurikkusest ja invadeeritusest on ndha Joonis 3. VAorliikide olemasolul oli sUstlehise
teelehe kogu biomassile (Joonis 3a,Tabel 1. Lineaarsetele mudelitele arvutatud p-
vaartused, mis naitavad mulla elurikkuse, invadeerituse ja nende interaktsiooni moju
soltuvatele muutujatele: sustlehise teelehe AM seente kolonisatsioon, maapealne
biomass, maa-alune biomass ja biomassi osakaal. Mudel loeti oluliseks kui p < 0.05, ning
on margitud paksus kirjas.) ning maapealsele biomassile oluline positiivne moju (Tabel
1). Maa-alune biomass ei olnud Uhestki tegurist oluliselt méjutatud (Tabel 1). Lisaks oli

invasiividel oluline positiivne mdju teelehe osakaalule kogu biomassist (Tabel 1).

Sustlehise teelehe AM seente kolonisatsioon (Joonis 3b) oli koikides pottides vaga
madal, 58% juurtes ei leitud mukoriisat. Ainuke selge ja statistiliselt oluline AM
kolonisatsiooni erinevus oli korge ja muude elurikkusega muldade vahel (Joonis 3b,
p=0,0001). Kérgete elurikkusega muldade keskmine AM seente kolonisatsioon oli 5,4%,
mis oli kordades rohkem keskmisest (0,45%) ja madalast (0,0%). Seost invasiivide hulga
ja AM seente kolonisatsiooni vahel ei leitud, samuti polnud olulist m&ju mulla elurikkuse

jainvasiooni koosmojul.
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Joonis 3. Mulla elurikkuse ja vooérliikide moju slstlehise teelehe biomassile (a) ja AM seente
kolonisatsioonile (b). Kasti piirid naitavad 1. ja 3. kvartiili ning vurrud naitavad maksimaalselt 1,5
kordset 1. ja 3. kvartiili kaugust, joon kasti sees esitab mediaani ning punktid naitavad erindeid.

Tabel 1. Lineaarsetele mudelitele arvutatud p-vaartused, mis naitavad mulla elurikkuse,
invadeerituse ja nende interaktsiooni moju soéltuvatele muutujatele: suUstlehise teelehe AM
seente kolonisatsioon, maapealne biomass, maa-alune biomass ja biomassi osakaal. Mudel
loeti oluliseks kui p <0.05, ning on margitud paksus kirjas.

Mulla elurikkus Invadeeritus Mulla elurikkus
Invadeeritus
AM seente kolonisatsioon |5.779e-07 0.8434 0.7612
Maapealne biomass 0.4714 4.935e-05 0.2309
Maa-alune biomass 0.1905 0.6138 0.8889
Osakaal kogu biomassist 0.5594 2.808e-05 0.3093
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Joonis 4. AM seente kolonisatsioon kérge elurikkusega muldadega pottide seas sUstlehisel
teelehel ja teistel liikidel. Pottides 161-165 on kohalike liikidega kooslused ja 196-240
invasiividega. Kasti piirid naitavad 1. ja 3. kvartiili ning vurrud naitavad maksimaalselt 1,5 kordset

1. ja 3. kvartiili kaugust, joon kasti sees esitab mediaani.
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Joonis 5. AMFinderi (a) ja klassikalise meetodi (b) erinevus sustlehise teelehe AM seente
kolonisatsiooni maaramisel. Kasti piirid naitavad 1. ja 3. kvartiili ning vurrud naitavad
maksimaalselt 1,5 kordset 1. ja 3. kvartiili kaugust, joon kasti sees esitab mediaani, punktid

esitavad erindeid.
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Valimisse voetud korge elurikkusega muldadega pottides oli ststlehisel teelehel teistest
liikidest keskmiselt madalam arbuskulaarse mukoriisa kolonisatsioon (Joonis 4), kuid

kolonisatsiooni erinevus ei olnud statistiliselt oluline (p =0.118).

AMFinder hindas mukoriisset kolonisatsiooni pidevalt kérgemaks kui klassikalisel
meetodil maaratud tulemused (Joonis 5). AMFinderi tulemustes esines statistiliselt
oluline masindéppe mudeli ja mulla elurikkuse koosmdju (p<0,001), samuti oli
statistiliselt oluline méju mulla elurikkuse ja invasiivsete liikide interaktsioonil (p=0,02).
AMFinderi analliusi ja klassikalise meetodi vahel peale mudeli méju eemaldamist ei

olnud korrelatsiooni (p=0.28).

Veamaatriks col2 mudelile Veamaatriks col3 mudelile
a b
-+ 17.4% 0.0% M+ 28.7% 1.8%

o Protsent o Protsent
j - | =

5 l 75 S ! 60
2 v 282% | 679% 3.9% o 2w 520%  46.8% 1.2% 0
[ = [ =

b 25 = 20

0
X 0.5% 6.0% X 5.8% 19.7%
M+ M- X M+ M- X
Ennustus Ennustus

Joonis 6. Veamaatriksid (ingl confusion matrix) masindppe mudeliltele col2 (a) ja col3 (b), mis
naitavad erinevatesse klassidesse ennustatud andmepunktide osakaalu iga annoteeritud klassi
kohta. Mukoriisne juur (M+), mittemukoriisne juur (M-), taust/muu (X). Tapsem kirjeldus
veamaatriksite kohta metoodikas. Col2 mudel ennustas madala elurikkusega mulla juuri, col3
ennustas keskmise ja kérge elurikkusega mulla juuri.

Masindppe mudelite col2 ja col3 veamaatriksid, mis illustreerivad erinevatesse
klassidesse ennustatud andmepunktide osakaalu iga annoteeritud klassi kohta,
naitasid, et nii col2 kui ka col3 masinéppemudelid maarasid kdige korrektsemalt tausta,
sellest vahem tapselt mukoriisseid juuri ja seejarel mittemukoriisseid juuri (Joonis 6).
Mélemate mudelite levinuimad vead olid mittemukoriissete juurte maaramine
mukoriisseteks. Col3 maaras enamiku mittemukoriisseid juuri valesti mukoriisseteks
(52%). Mudelid erinesid tapsuse poolest suuresti Uksteisest, col2 tapsus oli 83%, col3-l

65%.
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Tabel 2. Masindppe mudelite col2 ja col3 annoteeritud treeningandmete ja ennustuste hulgad ja
osakaalud mukoriissete juurte (M+), mittemukoriissete juurte (M-) ja tausta (X) osas

M+ M- X
Col2 annoteeritud treeningandmed | 109 (0.8%) 5310 (40.2%) 7773 (58.9%)
Col2 ennustused 1628 (12.3%) 4096 (31.0%) 7468 (56.6%)
Col3 annoteeritud treeningandmed | 488 (3.2%) 5195 (33.6%) 9781 (63.3%)
Col3 ennustused 3608 (23.3%) 4501 (29.1%) 7355 (47.6%)

Mélemal mudelil oli treeningandmete hulgas proportsionaalselt vahe mukoriisseid juuri,
mille hulka mélemad maarasid keskmiselt kordades suuremaks (Tabel 2). Col3 sai
treenimiseks rohkem mukoriisseid juuri, kuid maaras neid ebatapsemalt kui col2 (Joonis

6).
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4. Arutelu

4.1. Voorlikide ja mulla elurikkuse moju sustlehisele teelehele

Esimene hlpotees, mis ennustas, et teelehe biomass on vaiksem madala mulla
elurikkuse ja vdorliikide olemasolu korral, ei leidnud tdestust. Sustlehise teelehe
maapealne biomass oli positiivselt mdjutatud voorliikide olemasolust, samuti oli
sUstlehise teelehe osakaal kogu biomassist suurem vodrliikidega koos kasvades. Mulla
elurikkuse tasemel polnud teelehe biomassile olulist mdju. Samuti ei leitud tegurite
koosmodju. Vdib seetdttu eeldada, et sellises luhiajalises katses oli slstlehine teeleht
konkurentsivdimelisem antud voorliikide suhtes kui rohkemate kohalike liikidega
kasvades. Sustlehine teeleht on Po6hja-Ameerikas invasiivne vaga varieeruvates
tingimustes (Hanley, 2012). Invasiivsuse Uks mehhanisme on looduslikest vaenlasest
vabanemine; kuna aga kasvuhoonekatses puudusid herbivoorid ning téenaoliselt ka
paljud 6hu kaudu levivad patogeenid, naiteks teelehe jahukaste (Podosphaera
plantaginis U. Braun & S. Takam.) (Laine & Hanski, 2006), siis saigi teeleht vaenlasteta
kasvada. Voib arvata, et sustlehine teeleht sai antud pottides kasvades endale sobivad
tingimused, mille tdttu ei pidanud taim kasutama mukoriisa abi. Kuigi teistes td6des on
naidatud, et sUstlehine teeleht on kdrgelt mukoriisne (De Deyn et al., 2009; Rasmussen
et al., 2020), on lisaks leitud, et teelehe biomass tervikuna ei ole mukoriisast séltuv (De
Deyn et al., 2009). Seda naitab ka praeguse t66 andmetes maa-aluse biomassi ja AM
seente kolonisatsiooni suurenemise puudumine invadeerituse mdjul, mis naitab, et
teeleht ei pidanud ka endale sobivamal hetkel panustama maa-alustesse

ressurssidesse, et endiselt olla konkurentsivbimeline maa peal.

Teine hupotees, et AM seente kolonisatsioon on sustlehisel teelehel madalam madala
mulla elurikkuse ning voorliikide olemasolu korral, pidas osaliselt paika. Madalal mulla
elurikkusel teelehe arbuskulaarmukoriisne kolonisatsioon peaaegu et puudus ja korge
elurikkusega pottides oli kolonisatsioon suurem. Voorliikide olemasolul ei olnud AM
seente kolonisatsioonile sUstlehise teelehe juurtes olulist moéju. Zubek et al. (2016)
leidsid looduses intensiivselt Uhe liigi poolt invadeeritud aladel tehtud katses, et
sustlehise teelehe kolonisatsioon muutus voorliikide liikidest soltuvalt kas suuremaks

voivaiksemaks. Selle t66 potikatse puhul vdis voorliikide mdju jaada olematuks, sest poti
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muld polnud monokultuurselt tle voetud nagu Zubek et al. (2016) t66s, samuti voib efekti
eemaldada looduslike mdjurite potikatsest puudumine. Voimaluseks on ka, et kui Zubek
et al. (2016) leidsid, et moju AM seente kolonisatsioonile séltus invasiivsest liigist, et
praeguse potikatse puhul kolme vdorliigi koosmoju sattus kokkuvottes olema neutraalne.
Uldiselt jai teelehe AM kolonisatsioon kéikides pottides vaga madalaks vérreldes teiste
t66de 15-80% osakaaludega (De Deyn et al., 2009; Rasmussen et al., 2020). On kull
naidatud, et teelehe kolonisatsiooni maar saab ajas langeda sdltuvalt aastaajast, kuid
see juhtub, sest ressursse suunatakse herbivooridega vditlemise vastu ja mitte
mukoriisale (Gange et al., 2002). Praeguses katses herbivoore polnud, kuid on véimalik,

et kasvamise algstaadiumis oli teelehel mukoriisat rohkem kui peale kolme kuud.

Vaheneva mulla elurikkusega vaheneb taimede elurikkus, tduseb rohttaimede
produktsioon ja suureneb fosfori mullast vélja leostumine (Wagg et al., 2014). Nende
tegurite tottu voiks vahenenud mullaelurikkusega dkosusteemides peale jdada kiiresti
kasvavad rohttaimed ehk ka invasiivsed voorliigid. Samuti voiks vahese fosfori
tingimustes vdita taimed, mis suudavad hasti dra kasutada arbuskulaarset mukoriisat ja
tapsemalt just need, mis leiavad ka madala elurikkusega mullast endale sobiva
seenpartneri. Praeguses katses suutis vahese mukoriisa kasutusega sustlehine teeleht
siiski edukas olla, mis voib ka viidata sellele, et mullas oli fosforit piisavalt. Sustlehine
teeleht on praeguste tulemuste néaitel mukoriissuse poolest plastiline, et ta suudab
edukas olla ka ilma mukoriisata. Kuigi teelehe biomassi osakaal tervest potist ei s6ltunud
elurikkuse tasemest, voiks ta madala elurikkuse puhul Uldiselt vbita, kui tal endal pole
efektiivselt kasvamiseks mukoriisat vaja. Sarnaselt voiksid mulla elurikkuse
vahenemisest kasu saada ka teised taimed, mis ei ole mukoriisast nii s6ltuvad voi selle
suhtes plastilisemad. Selle loogika jargi voiksid tdhustatud mutualismi hupoteesi
(Reinhart & Callaway, 2006) t6ttu edukaks saanud invasiivsed liigid olla vAheneva mulla
elurikkuse oludes tulevikus vahem edukad. Lisaks vdiksid tulevikus vaheneva mulla
elurikkusega suurema edu saada taimed, nagu salukddrik, mis segavad teiste taimede
mukoriisaga seondumist (Stinson et al., 2006), tehes taimede elu, mis seenpartneritest

rohkem séltuvad, veelgi raskemaks.
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4.2. AMFinderi meetodi puudused

Kolmas hupotees, et AM seente kolonisatsiooni mustrid on paremini nahtavad
masindppe mudeliga, osutus Uldiselt valeks. AMFinderi meetodi kasutamine osutus
ebaefektiivsemaks ja ebatapsemaks, kui klassikaline meetod. Piltide skanneerimisel oli
ZEISS Labscope programmil mitmeid programmivigu, mis vahendasid efektiivsust,
samuti polnud kdige efektiivsem AMFinderi programm (vaata tdpsemalt Lisa 1. AMFinderi

meetodi programmide efektiivsusest ja vigadest).

AMFinderiga treenitud masindppe mudelid col2 ja col3 olid mélemad Upriski ebatapsed
mukoriissuse maaramisel. Mélemad maarasid vaga suure osa mittemukoriisseid juuri
mukoriisseteks, mis tostis mitmekordselt ennustatud mukoriisa osakaalu. Selle tottu
saabjareldada, et statistiliselt olulised mojud AM kolonisatsioonija mulla elurikkuse ning
voorliikide olemasolu interaktsiooni vahel on vahe usaldatavad. Kuna mulla elurikkuse
madal tase ja col2 mudel kattuvad taielikult, on vbimatu eristada kummagi mdju ulatust,
kuid kuna col2 ja col3 erinevad suuresti veamaatriksite osas, vdib eeldada, et erinevus
voib peaaegu taielikult tuleneda mudelist. On modneti segadust tekitav, et miks, kui
mudelid tekitavad andmetesse palju mura, on naha siis voorliikide moju péordumist
positiivsest negatiivseks keskmise ja kdrge mulla elurikkuse juures. On voimalus, et kui
praegused mudelid AM seente kolonisatsiooni eriti hasti ei maara, siis need tajuvad
teistsugust Okoloogilist interaktsiooni. Interaktsioon vdib olla tingitud teelehe
konkurentsi muutumisest—teeleht suudab vaorliikidega pottides paremini konkureerida,
mistéttu vdis juurtes olla rohkem vdi vahem pigmente mida naiteks ks mudel (col3)
maaraks vahem ja teine mudel (col2) rohkem miukoriisseks, mille téttu tekib
interaktsiooni statistiliselt oluline p6dérdumine. Siiski peab seda hupoteesi kriitiliselt

votma, sest nagu varem valja toodi, ei ole AMFinderi tulemused usaldusvaarsed.

Tundub, et AMFinderi mudel oli praeguse andmestiku jaoks alasobitunud (ingl
underfitting), mis tadhendab, et andmestik oli mudeli jaoks liiga raske ning
treeningandmete pohjal ei suutnud mudel tunnuseid ara dppida (Tampuu, 2020). Voib
arvata, et AMFinderi mudel CNN1, mis oli treenitud vaga hasti puhastatud
tubakataimede juurtel, ei suutnud suure andmete erinevuse téttu halvemini puhastatud

sustlehise teelehe juuri nii hasti maarata. Puhastamist saaks paremaks teha teiste
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puhastusetappide lisamine nagu juurte Ule6d 70% etanoolis hoidmine enne KOH-is
keetmist vOi péarast keetmist 10 minutit 3% vesinikperoksiidis leotamine, mis olid
puhastamisel efektiivsed ka tumedalt pigmenteerunud ja puitunud juurtel (Moukarzel et
al., 2020). Alasobitumist oleks vdinud vahendada analllsiandmetega sarnaste
treeningandmete suurendamine. Samast andmestikust rohkemate andmete andmine
oleks nii vaikese andmestiku puhul olnud ebapraktiline vdi oleks hakanud juba tulemusi
kallutama, sest oleks siis suurema osa analulsiandmete pealt juba varem dppinud.
Laaspere (2024) leidis, et vdib-olla saaks AMFinderi anallusitulemusi paremaks, kui
treenida rohkem kui 100 epohhi, mida praeguses t66s ka tehtija jouti ka treenimise piirini,
mis tdhendab, et mudel rohkema treenimise peale enam ei paranenud. Praegused
tulemused naitavad, et kauem mudeli treenimine ei paranda AMFinderi tapsust ja
seetdttu oleks parem kasutusele votta moni raskem mudel, nagu Laaspere (2024) ka
vélja toob. Uheks AMFinderist keerulisemaks mudeliks on naiteks Mask R-CNN, millega
on samuti tehtud mukoriisa analulse (S. Zhang et al., 2024). Kui aga juuri ei saa vaga
selgelt puhtaks ja teiste mudelite kasutamine ei anna tapseid tulemusi voi ei vdida ajas,

on siiski parem kasutada klassikalist meetodit.
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Kokkuvote

To6 eesmargid uurida voorliikide ja mulla elurikkuse vahenemise mdju AM
kolonisatsioonile ning AMFinderi sobivust AM kolonisatsiooni maaramisel said taidetud.
AM seente kolonisatsiooni maar oli oluliselt suurem kérgema mulla elurikkuse juures,
kuid hupoteesiteisne pool - vdorliikide negatiivne moju — ei leidnud kinnitust. Sustlehise
teelehe biomass oli vastupidiselt hlupoteesile vodrliikidest positiivselt séltuv, mis vois
tuleneda algsest vaiksemast konkurentsist nendes pottides . Mulla elurikkuse tase
sustlehise teelehe biomassi ei mojutanud. Samuti polnud voorliikidel ja mulla elurikkuse
vahenemisel selget koosmoju. Sustlehise teelehe AM seente kolonisatsioon oli pidevalt
madalam kui teistes uuringutes, kuid see ei vahendanud isendite edukust, naidates

vahest soltuvust mukoriisast.

AMFinderiga AM kolonisatsiooni maaramine ei osutunud selles t66s eusaldusvaarseks.
Esiteks esines mitmeid programmivigu, mis tegid tdotamise ebaefektiivsemaks. Teiseks
ennustasid AMFinderi masindppe mudelid sustlehise teelehe AM kolonisatsiooni
piisavalt ebatdpselt, et meetodi tulemused ei olnhud Okoloogiliselt kasutatavad.
Metoodikat saaks parandada, tehes kas juuri puhtamaks ja/vdi vottes kasutusele

keerulisema mudeli, mis suudaks mukoriisat tuvastada ka segasematelt piltidelt.

Edasiliikumiseks tuleks voorliikide ja mulla elurikkuse vdhenemise mojusid uurida
looduslikes oludes. Vbéimalik, et lihiajalises potikatses ei omanud antud voorliigid
sustlehisele teelehele sama sugevat moju, kui looduslikult invadeeritud kooslustes.
Samuti ei pruugi madala mulla elurikkuse mojud kooslusele ja toitainete ringlusele

luhiajalise avalduda. Jargnevates uuringutes saaks vaadata juba tugevalt invadeeritud
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Summary

The aim of this thesis was to study the effects of non-native plant species and soil
biodiversity loss on the growth of common plant species and AM fungal colonization in
the roots of the test species as well as to test the efficiency of AMFinder for estimating
AM fungal colonization in the roots of test plant species. Contrary to the hypothesis, the
biomass of the test species, Plantago lanceolata, was higher when growing with non-
native species, which may have occurred because of lower competition in those pots.
Soil biodiversity level did not affect Plantago lanceolata biomass. Also, there was no
significant effect on the interaction between non-native species and soil biodiversity
loss. The results indicated that AM colonization rate was significantly higher at high soil
biodiversity, demonstrating that the loss of soil biodiversity limits the ability of native
plant species to form arbuscular mycorrhiza. The results also indicated that the presence
of non-native plant species and the interaction between non-native plant species and
decreasing soil biodiversity did not influence AM fungal colonization of a test species. In
general, Plantago lanceolata had lower AM colonization in the present study than in than
in earlier papers, but the plant species was competitive in the pots, which shows that it

is not very dependent on AM fungi.

The use of AMFinder to analyze AM colonization rate was found to be inadequate in this
thesis. First of all, the programs that were used contained many bugs, which made
working with them inefficient. Secondly, the AMFinder machine learning models
predicted the AM colonization rate with insufficient accuracy, making the results
unusable in ecological conclusions. Methodology could be improved if roots could be
better cleared and/or if another more complex machine learning model was

implemented to analyze mycorrhizal structures from visually messy pictures.

In future studies, to better understand the effects of soil biodiversity loss and non-native
species, longer experiments or studies in the natural environment are needed, as short-
term greenhouse experiments might not fully reveal the influence of non-native plant
species. Also, soil biodiversity loss has long-term effects on plant communities and
nutrient cycling that would not be evident in short-term experiments. Future studies

could take advantage of changes that have already occurred in the environment,
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incorporate heavily invaded habitats, and specify the effects of the invasion in

experimental settings.
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Tanusonad

Soovin tdnada oma juhendajaid, Kadri Kooremit ja Siim-Kaarel Seppa toetamise,
rahustamise ja suunamise eest. Soovin tdnada ka Monikat ja Janat, kes aitasid mind
praeguse t66 andmete kogumisel. Lisaks soovin tanada sdpru ja lahedasi, et suutsin

parast nendega koos aega veetes 160 jaksu jalle leida.
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Lisad

Lisa 1. AMFinderi meetodi programmide efektiivsusest ja vigadest

Arbuskulaarmukoriisa kolonisatsiooni mdaramine masindppe abiga, nagu seda selles
t0ds tehti, oli puudulik. Probleemid tekkisid juurte kaamerale piisavalt selgeks tegemisel,

tarkvara vigadest ning AMFinderi masinéppemudeli ennustuste madalast tapsusest.

Valgusmikroskoobiga téotades on kahel meetodil suured erinevused. Juurte vaatamine
klassikalise meetodiga on paindlikum, sest fookust muutes saab mukoriisat otsida
erinevatelt tasanditelt. Kaamerale on aga voimalik pildile saada ainult tUks tasand, milles
esinev mukoriisa voib jdada haguseks ja seetdttu eristamatuks. Samas, kui juured
paksuselt slaidide vahel erinevad, voib kaamerapilt kindla fookustasandiga anda
objektiivsema vaate. Silmaga maaramisel on veel plusse: vajadusel on voimalik
suurendust muuta, vaiksema kontrastiga juurtelt on endiselt vdimalik
mukoriisastruktuure eristada ja maarates on vdimalik kasutada kindla slaidi ja juure

konteksti, sest vaadata saab kaugemale kui hetkel analtdsitav koht.

AMFinderi meetodis kasutati valgusmikroskoobi tarkvara Labscope ja ka tapsemalt selle
programmi Fast Panorama funktsiooni, neil esines mitmeid programmivigu, mis
vahendasid efektiivsust. Naiteks ei olnud programmis vdimalik eksportida rohkem kui
Uhte pilti korraga. Vahel ei tulnud eksport digesti valja vdi eksportimise ajal sulgus
programm ning kaotas terve pildiga tehtud progressi. Lisaks ei todtanud hasti Fast
Panorama funktsioon, mis sattus tihti juurte skdnnimisel segadusse ja ei suutnud pilte
efektiivselt n-6 kokku 6mmelda. See tdhendas, et vahel arvas programm kaamera
valesse kohta, mis hakkas siis varasemat pilti Ule kirjutama, mille tdttu ei saanud sama
pilti jatkata ning pidi uuesti alustama. Lisaks oli programmil Uldiselt puudusi mdoda juuri
edasi liikumisega, kuna funktsioon on pigem moeldud keerulisemate kontuuridega
objektide skadnnimiseks. Need asjaolud tegid juurte skannimise ajamahukamaks ning

tllikamaks kui klassikalise meetodiga juurte vaatamine.

AMFinderi kasutamisega esines samuti probleeme. Vahemate IT-oskustega inimestel on
raske juba programmi paigaldada ning programm nduab mitmeid lisaprogramme, et

tootada. Isegi koos tehnilise abiga oli lisaprogrammide korrektne Ghildamine ja tekkivate
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probleemide kérvaldamine ajamahukas. Peale AMFinderi paigaldamist ei esinenud

suuremaid programmivigu.
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