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1. Sissejuhatus

Lddnemere meredkosilsteemide seisundi hindamine ja muutuste jalgimine eeldab
usaldusvaarseid liigimdaaramise meetodeid ning kvaliteetseid vordlusandmeid. Zooplankton on
oluline osa mere toiduvdrgustikust ning selle koosseis ja arvukus peegeldavad hasti keskkonnas
toimuvaid muutusi, sealhulgas kliimamuutuste ja inimtegevuse mdju. Viimastel aastatel on
geneetilised ja molekulaarsed meetodid loonud uusi vdimalusi liikide maaramiseks ning
elurikkuse uurimiseks, kuid nende edukas rakendamine soltub otseselt kvaliteetsete
referentsandmebaaside olemasolust. Kui kohalike liikide geneetilised jarjestused puuduvad vdi
on andmebaasides ebatdpsed, ei ole véimalik DNA-p&hiseid analiilise usaldusvaarselt kasutada.

Kdesoleva projekti keskmes on Eesti rannikumere zooplanktoni geneetilise referentsandmebaasi
loomine ja rahvusvaheliste andmebaaside taiendamine. Projekti eesmark on siduda
morfoloogiliselt maaratud zooplanktoni liigid nende geneetiliste jarjestustega ning luua Eesti
oludele vastav kontrollitud DNA raamatukogu. Selline andmebaas véimaldab tulevikus tapsemalt
vorrelda keskkonnaproovidest (eDNA) saadud DNA jarjestusi kohalike liikidega ning vahendab
rahvusvahelistes andmebaasides esinevatest vigadest tulenevaid méaaramisprobleeme.
Varasemates uuringutes on ilmnenud, et mitmete Eesti rannikumere liikide puhul puuduvad
usaldusvaarsed referentsjarjestused v6i on need seotud vale liigiga, mistdottu voivad
molekulaarsed analiilisid anda eksitavaid tulemusi ning raskendada liikide korrektset maaramist.

Projekti kaigus koguti ja anallsiti Eesti rannikumere zooplanktoni liike, et taiendada
olemasolevaid andmebaase kvaliteetsete ja taksonoomiliselt kontrollitud DNA jarjestustega. T66
kaigus hinnati ka erinevate geneetiliste markerite sobivust zooplanktoni liikide maaramisel ning
optimeeriti metoodikaid kvaliteetsete jarjestuste saamiseks. Loodud referentsandmebaas loob
olulise aluse molekulaarsete seiremeetodite edasiarendamiseks ning vdimaldab tulevikus
usaldusvaarsemalt rakendada ka keskkonna DNA ehk eDNA pdéhiseid analiilise. Lisaks toetab
projekt Eesti merestrateegia eesmarke, aidates parandada merekeskkonna seire kvaliteeti ning
vOorliikide varajase avastamise vOimekust. Pikemas perspektiivis aitab andmebaasi loomine
kaasa Laanemere elurikkuse paremale mdistmisele ning teaduspdhiste keskkonnaseire
meetodite arendamisele Eestis.

Té66 on teostatud ja aruanne koostatud Tartu Ulikooli Eesti mereinstituudi ja
tehnoloogiainstituudi tootajate poolt. Aruanne ja kogutud andmestik on leitavad KESE
infoslisteemist  seiretoost koodiga ST00003774 ,Zooplanktoni geneetilise materjali
vordlusandmebaasi loomine“ ning TU Eesti mereinstituudi kodulehelt
https://mereinstituut.ut.ee/et/sisu/projektid.

Projekti rahastas Keskkonnainvesteeringute Keskus (KIK) KIK keskkonnaprogrammist.



Vilitoodel osalesid: Arno Pollumae, Mette Liiskmaa (end. Keskila), Lauri London ja Maria
P&ldma.

2. Materjal ja metoodika

2.1. Proovide kogumine, metoodika ja anallus

Zooplanktoni proove koguti nii riikliku keskkonnaseire programmi mereseire allprogrammi
raames kui ka sihipdraste valitoode kdigus konkreetsete liikide leidmiseks. Proovide kogumisel
kasutati HELCOMi poolt valjatootatud metoodilisi standardeid (https://helcom.fi/action-
areas/monitoring-and-assessment/monitoring-guidelines/combine-manual/).

Organismide morfoloogiline maaramine ning proovide ettevalmistamine DNA analitsideks viidi
labi Tartu Ulikooli Eesti mereinstituudis. Organismid sorteeriti morfoloogiliste tunnuste alusel
liigiti ning iga liigi puhul koguti loomad kolmes korduses. Lisaks registreeriti iga proovi puhul
sorteeritud isendite arv, mis varieerus liikide 18ikes ning sdltus otsitavate isendite esinemisest
kogutud proovides.

Suuremate organismide (nt aerjalgsete) proovist eraldamiseks kasutati preparaadindela, et
vdhendada teiste organismide sattumist proovimaterjali hulka. Vdiksemate organismide (nt
keriloomad) puhul, mida ei olnud vdimalik ndelaga eraldada, kasutati kapillaarpipetti.
Kapillaarpipeti kasutamisel on suurem tdenaosus, et koos soovitud isenditega satub proovi hulka
ka muud mittesoovitud materjali.

Proovide puhtuse tagamiseks viidi organismide sorteerimine labi kahes etapis. Esmalt eraldati
sama liigi isendid eraldi Petri tassile ning kontrolliti stereomikroskoobi (Olympus SZX7, Leica MZ6
vOi Leica M125) abil, et proov ei sisaldaks teistest liikidest isendeid. Seejarel tosteti organismid
pipeti abil proovituubidesse. Kogutud proovid séilitati kuni DNA eraldamiseni stigavkiilmas
temperatuuril =20 °C vaheses koguses 96% etanoolis. Proovivotukohtade koordinaadid ja
kogutud liigid on esitatud tabelis 1.

Tabel 1. Proovivétukohtade ning kogutud liikide Glevaade.

Liik Arv  Kogumise Proovivotu Laiuskraad = Pikkuskraad Eraldamise Korgem
kuupdev  koht kuupdev takson

Amphibalanus 3 04.10.24 Viljakai (Muuga 59,49387 24,95745 11.10.24 Toruvahk
improvisus sadam)
Amphibalanus 3 04.10.24  Viljakai (Muuga = 59,49387 24,95745 11.10.24 Toruvahk
improvisus sadam)
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Marenzelleria 32  22.04.25 K5 (Pérnu laht) 58,33960 24,41879 27.02.26 Hulkharjasuss
sp. vastne

Marenzelleria 1 08.02.25 = Wetest 19 58,95012 23,47280 04.03.26 Hulkharjasuss
sp. (Haapsalu laht)

Marenzelleria 1 08.02.25 = Wetest 19 58,95012 23,47280 04.03.26 Hulkharjasuss
sp. (Haapsalu laht)

Marenzelleria 1 08.02.25 = Wetest 21 58,94776 23,48134 06.03.26 Hulkharjasuss
sp. (Haapsalu laht)

2.2. DNA metoodika ja anallUs

Loomadest DNA eraldamiseks kasutati NucleoSpin® Tissue komplekti (Macherey-Nagel,
Saksamaa). DNA saagise suurendamiseks optimeeriti tootja protokolli mitmes etapis. Proovide
mehhaanilisel eel-liusimisel kasutati PowerWater helmeid (DNeasy PowerWater komplekt;
QIAGEN). Seejarel inkubeeriti proove lile66 temperatuuril 56 °C ning DNA elueeriti 50 pl
elueerimispuhvris.

DNA eraldumise jarel amplifitseeriti PCR-meetodil kahte laialdaselt kasutatavat ja varasemates
uuringutes edukalt evalveeritud geneetilst markerit. Liikide maaramiseks ning taksonoomilise
mitmekesisuse hindamiseks kasutati mitokondriaalse tsiitokroom c oksiidaasi | (COl) geeni
piirkonda, mille amplifitseerimiseks kasutati praimeripaari LCO1490 (Folmer et al., 1994) ja
jgHCO02198 (Geller et al., 2013). Antud praimerikomplekt véimaldas amplifitseerida ligikaudu 650
aluspaari pikkuse DNA-fragmendi. Lisaks amplifitseeriti eukarliootsete organismide
tuvastamiseks ja taksonoomilise koosseisu kirjeldamiseks 185 rRNA geeni V4 piirkonda,
kasutades praimeripaari TAReuk454FWD1 ja TAReukREV3 (Stoeck et al., 2010). Nimetatud
marker on varasemates uuringutes laialdaselt kasutatud ning véimaldab amplifitseerida ligikaudu
380 aluspaari pikkuse DNA-fragmendi.

Valitud markerid ja praimerid pdhinevad rahvusvaheliselt tunnustatud ning varasemates
teadusuuringutes korduvalt valideeritud metoodikal, vdimaldades usaldusvaarselt hinnata
proovides esinevat liigirikkust ja taksonoomilist koosseisu.

Toode kaigus optimeeriti COIl-markeri amplifikatsiooni parendamiseks PCR-i protokolli. Selleks
teostati kokku 14 PCR-i katset, milles muudeti tkshaaval reaktsioonisegu koostist v6i PCR-i
programmi parameetreid. Selline [ahenemine  vdimaldab hinnata erinevate
reaktsioonikomponentide ja amplifikatsioonitingimuste mdju PCR-i reakstiooni edukusele.

Parimad tulemused saadi FirePol MasterMix 7.5 reakstiooniseguga (Solis BioDyne, Eesti).
Alternatiivina katsetati ka Qiagen Multiplex Master Mix’i (Qiagen, Saksamaa). Amplifikatsiooni
edukust parandasid BSA (Bovine Serum Albumin) lisamine reaktsioonisegusse, praimerite
I6ppkontsentratsiooni suurendamine reaktsioonisegus ning praimerite kinnitumistemperatuuri
alandamine. Samuti osutus t6husaks touchdown PCR-i protokolli rakendamine, mida kasutati
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amplifikatsiooni  spetsiifilisuse  suurendamiseks. Vdimalike PCR-i inhibiitorite mdju
vahendamiseks katsetati DNA proovide lahjendamist, kuid see amplifikatsiooni edukust ei
parandanud.

PCR-protokolli optimeerimise tulemusena énnestus oluliselt parandada amplifikatsiooni edukust
ning tagada piisava kvaliteediga PCR-produktide saamine jargnevaks sekveneerimiseks.
Optimeeritud PCR-protokoll véimaldas edukalt amplifitseerida nii COI- kui ka 18S rRNA-markeri
sihtpiirkondi.

Saadud PCR-i produktide pohjal koostati proovide alustabel ning proovid saadeti
sekveneerimiseks Tartu Ulikooli Genoomika tuumiklaborisse, kus need analiiisiti Sanger
sekveneerimise meetodil.

2.3. Sekveneerimistulemuste bioinformaatiline to6tlus

Sekveneerimise tulemusena saadi kromatogrammifailid, mida analliisiti ja toodeldi programmis
Geneious Prime (Ver. 2026.02., Dotmatics). Saadud sekventsid olid valdavalt hea kvaliteediga,
ning enamiku proovide puhul oli v&imalik pari- ja vastassuunalised jarjestused joondada.
Joondamisel esines Uksikuid nukleotiidseid mittevastavusi, mille korral
sekveneerimiskromatogrammid viitasid mitme nukleotiidi vdimalikule esinemisele samas
positsioonis. Madalama kvaliteetiga jarjestustele olid iseloomulikud ebaselged ja kattuvad
sekveneerimispiigid, mis raskendasid nukleotiidide Gheselt maaramist antud positsioonil.

Sekventside kvaliteet on dldjuhul kérgeim vahetult parast praimeri kinnitumispiirkonda ning
vaheneb jarjestuste I8puosas. Seetdttu eemaldati kvaliteedikontrolli kdigus jarjestuste algus- ja
I6puosadest madalama kvaliteediga piirkonnad.

Konsensusjarjestused koostati nende piirkondade p&hjal, mille kvaliteet oli piisavalt hea nii pari-
kui vastassuunalise sekveneerimise korral. Kui sama liigi kohta oli olemas mitu paralleelproovi,
valiti edasiseks analtitisiks proov, mille sekveneerimistulemused olid kdrgeima kvaliteediga ning
mille puhul péri- ja vastassuunalise jarjestused kattusid kdige ulatuslikumalt véimaldades luua
koige pikema ja usaldusvaarseima konsensusjarjestuse.

3. Referentsandmebaasid

Geneetilised referentsandmebaasid sisaldavad standardiseeritud geneetilisi jarjestusi ehk DNA
triipkoode, millele on omistatud kindel taksonoomiline mé&arang. Need andmebaasid
vdimaldavad siduda geneetilisi jarjestusi teadaolevate organismidega ning vdimaldavad vorrelda
proovist saadud tundmatuid jarjestusi eelnevalt madratud referentsjarjestustega. Sellise



vordluse alusel saab hinnata, millistele liikidele, perekondadele voi teistele taksonoomilistele
rihmadele anallitisitud DNA jarjestused kdige téendolisemalt vastavad (Deiner et al., 2017).

Referentsandmebaasid on DNA triipkoodistamise ja metatriipkoodistamise meetodite oluline
0sa, kuna liigiline maaramine sbltub otseselt andmebaasides sisalduvate jarjestuste kvaliteedist,
tapsusest ja taksonoomilisest katvusest. Referentsjarjestuste puudumine vdi ebatdpne
taksonoomiline maarang voib pdhjustada liigimdaarangute ebatdpsust voi vahendada anallisi
usaldusvaarsust.

Kdige laialdasemalt kasutatavaks geneetiliseks referentsandmebaasiks on GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), mis on rahvusvaheline avalik nukleotiidijarjestuste
andmebaas ja sisaldab vadga suurel hulgal erinevate organismiriihmade DNA jarjestusi. SILVA
(https://www.arb-silva.de/) andmebaas keskendub kvaliteedikontrollitud ribosomaalse RNA
(rRNA) jarjestustele ning seda kasutatakse eriti mikroorganismide ja protistide uurimisel. Barcode
of Life Data System (BOLD) (https://www.boldsystems.org/) on spetsiaalselt DNA
triipkoodistamise jaoks loodud andmebaas, mis sisaldab peamiselt loomade COIl-markeril
pdhinevaid referentsjarjestusi koos neid toetava taksonoomilise ja geograafilise infoga.
MetaZooGene (https://metazoogene.org/mzgdb/) on mereelustikule suunatud
referentsandmebaas, mis toetab mereliste zooplanktoni- ja metazoakoosluste molekulaarset

uurimist.

Lisaks rahvusvahelistele andmebaasidele kasutatakse ka kohalikke andmehalduskeskkondi, mis
vBimaldavad andmeid detailsemalt hallata ning avalikustada. PlutoF (https://plutof.ut.ee/) on
Tartu Ulikoolis arendatud elurikkuse ja loodusteaduslike andmete haldamise platvorm, mida
kasutatakse uurimisandmete kogumiseks, sdilitamiseks ja jagamiseks. Platvorm vdimaldab
hallata erinevaid bioloogilisi andmeid, sealhulgas vaatlusi, proove, DNA jarjestusi ja liigikirjeid.
PlutoF-i saab kasutada ka referentsandmebaasina, kuna see vdimaldab andmeid
siistematiseerida, siduda taksonoomia ja kirjandusallikatega ning teha need masinloetaval kujul
kattesaadavaks. Kasutajad saavad oma andmeid platvormile (les laadida ning vajadusel
avalikustada need DOI-ga andmestikena voi jagada rahvusvaheliste andmevérgustike, naiteks
GBIF-i kaudu (Abarenkov et al., 2010).

Parast kvaliteedikontrolli ja konsensusjarjestuste koostamist vorreldi saadud DNA jarjestusi
rahvusvahelistes geneetilistes referentsandmebaasides sisalduvate jarjestustega.
Liigimdarangute tegemiseks kasutati GenBanki ja Barcode of Life Data System (BOLD)
andmebaase, mis sisaldavad suurel hulgal eelnevalt taksonoomiliselt maaratud organismide DNA
jarjestusi. Jarjestuste vordlemisel hinnati nende sarnasust referentsjarjestustega ning maarati
proovidele kdige tdendolisem taksonoomiline kuuluvus. Mitme andmebaasi kasutamine
vBimaldas suurendada liigimdarangute usaldusvaarsust ning kontrollida saadud tulemuste
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omavahelist kooskdla. Saadud liigimadrangud olid aluseks projekti kdigus koostatud kohaliku
referentsjarjestuste kogu tdiendamisele ja valideerimisele.

4. Tulemused ja jareldused

Kokku sekveneeriti 91 PCR-amplikoni, millest 49 kuulusid COI- ja 42 18S rRNA-markerile.

18S rRNA-markeri sekveneerimistulemuste pdhjal dnnestus koostada konsensusjarjestused 35le
proovile 42-st, mis moodustas 83% sekveneeritud proovidest. Seitsme proovi puhul oli vihemalt
Uihe jarjestuste kvaliteet ebapiisav, mistéttu ei olnud véimalik usaldusvaarset konsensusjarjestust
luua. Liikidele saadud jarjestused koos loomade fotodega on toodud eraldi failis (Lisa 1).

COI-markeri sekveneerimistulemuste pdhjal oli vdimalik luua usaldusvaarne konsensusjarjestus
35-le proovile 49-st, mis moodustas 71% sekveneeritud proovidest. 11 proovi puhul ei
vdimaldanud sekveneerimistulemuste kvaliteet konsensusjarjestust koostada. Kolme proovi
puhul  oli  konsensusjdarjestuse loomine v&imalik, kuid vdrdlus rahvusvaheliste
referentsandmebaasidega ei andnud piisavalt usaldusvaarset liigimaarangut, ehk tegemist vois
olla teise proovi DNA-st tingitud voimaliku ristsaastumisega v&i polnud konsensusjarjestuse ja
andmebaasis leiduva referentsjarjestuse kattuvus piisav, et neid omavahel seostada.

Andmebaasidega vordlemise kaigus selgus, et liikide Evadne anonyx ja Keratella cruciformis kohta
puudusid avalikud jarjestused COI-markerile. Projekti tulemusena saadi nende liikide jaoks COI-
markeri pdhised jarjestused, mis aitavad tdita puudusi olemasolevates referentsandmebaasides.
Enne avalikku referentsandmebaasi Gleslaadimist ning antud jarjestuste kasutamist referentsina
vajavad saadud jarjestused siiski tdiendavat valideerimist s6ltumatute proovide voi tdiendavate
geneetiliste markerite abil

T66 tulemusena koostati COI-markeri pohised konsensusjarjestused 17 liigile ning 18S rRNA-
markeri pohised konsensusjarjestused 18 liigile. Mdlema markeri pdhjal nnestus koostada
konsensusjarjestus 12 liigile: Bylgides sarsi, Eurytemora dffinis, Acartia bifilosa, Acartia tonsa,
Centropages hamatus, Mesocyclops leuckarti, Amphibalanus improvisus, Evadne nordmanni,
Cercopagis pengoi, Leptodora kindtii, Rhithropanopeus harrisii ja Palaemon elegans. Vahemalt
Uhe markeri pdhjal saadi konsensusjarjestus kokku 23 liigile.

5. Vordlus andmebaasidega

Loodud konsensusjarjestusi vorreldi esmalt NCBI BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LIN
K _LOC=blasthome) tooriista abil nukelotiidijarjestuste andmebaasis GenBank avaldatud
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referentsjarjestustega. Vordluse kdigus maarati iga konsensusjdrjestuse jaoks parim vaste ning
hinnati jarjestuste omavahelist sarnasust. Saadud liigimdarangute usaldusvaarsuse
kontrollimiseks vorreldi tulemusi tdiendavalt Barcode of Life Data System (BOLD) andmebaasis
sisalduvate referentsjarjestustega. GenBanki ja BOLD-i tulemused olid omavahel hasti kooskdlas.
Parimad vasted, jarjestuste sarnasusprotsendid ja GenBanki ligipddsunumbrid (accesssion
numbers) on esitatud tabelis 2.

Tabel 2. Konsensusjarjestuste vordlus referentsandmebaasidega ning parimate vastete

sarnasusprotsendid ja GenBanki ID-numbrid.

Morfoloogiline Marker Parim BLAST vaste Sarnasus (%) GenBANK ID

maddrang

Keratella quadrata  COI Keratella quadrata 100% DQ297774.1

Synchaeta baltica col Synchaeta baltica 98% MK905848.1

Mertensia ovum 18S rRNA Mertensia ovum 99% AF293679.1

Bylgides sarsi 18S rRNA Bylgides sarsi 100% 0OP476761.1

Bylgides sarsi col Bylgides sarsi 99% JN852925.1

Marenzelleria sp. col Marenzelleria viridis ' 100% MZ458354.1

Limnocalanus 18S rRNA Limnocalanus 100% HQ407006.1

macrurus macrurus

Eurytemora affinis 18S rRNA Eurytemora dffinis 100% KX400980.1

Eurytemora affinis col Eurytemora affinis 100% HM473963.1

Acartia bifilosa 18S rRNA Acartia bifilosa 99% JX995289.1

Acartia bifilosa col Acartia bifilosa 98% JX995249

Acartia tonsa 18S rRNA Acartia tonsa 99% JX995285.1

Acartia tonsa col Acartia tonsa 100% EU196702.1

Temora longicornis  18S rRNA Temora longicornis  99% JX995308.1

Centropages 18S rRNA Centropages 100% JX995292.1

hamatus hamatus

Centropages COl Centropages 97% JX995182.1

hamatus hamatus

Pseudocalanus 18S rRNA Pseudocalanus 100% MG660871.1

acuspes acuspes

Cyclopidae 18S rRNA Mesocyclops 100% FJ825599.1
leuckarti

Cyclopidae col Mesocyclops 100% MN567205.1
leuckarti

Amphibalanus 18S rRNA Amphibalanus 100% MK625481.1

improvisus improvisus

Amphibalanus col Amphibalanus 100% 0L877170

improvisus improvisus

Pleopis col Pleopis 97% U675914.1

polyphemoides polyphemoides

Podon intermedius  18S rRNA Arthropoda sp. 96% ON255952.1

Evadne anonyx 18S rRNA Arthropoda sp. 92% ON255952.1
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Evadne nordmanni  18S rRNA Arthropoda sp. 100% ON255952.1

Evadne nordmanni  COI Evadne nordmanni 99% KT209401.1
Bosmina Col Eubosmina 99% LS991483.1/
(Eubosmina) corgeoni/Eubosmina MH321382.1
coregoni longispina

Cercopagis pengoi 18S rRNA Cercopagis pengoi 100% EF189620.1
Cercopagis pengoi col Cercopagis pengoi 100% OP830033.1
Leptodora kindtii 18S rRNA Leptodora kindtii 100% EF189626.1
Leptodora kindtii col Leptodora kindtii 100% HM802806.1
Rhithropanopeus 18S rRNA >10 erinevat liiki 99%

harrisii

Rhithropanopeus col Rhithropanopeus 99% DQ882141.1
harrisii harrisii

Palaemon elegans 18S rRNA Palaemon elegans 100% DQ079764.1
Palaemon elegans col Palaemon elegans 99% DQ882102.1

Referentsandmebaasidega tehtud vordlused naitasid, et COl-marker vGimaldas enamasti tiheselt
liigitasemel maarangut, kuna kdrge sarnasusega vaste saadi tavaliselt vaid Gihe konkreetse liigi
referentsjarjestusega. Erandiks oli liik Bosmina (Eubosmina) coregoni, mille puhul andis
jarjestuste vordlus andmebaasidega vordselt kdrge sarnasusega vaste nii liigile Eubosmina
coregoni kui ka Eubosmina longispina. See viitab, et valitud COIl piirkond ei olnud nende
lahisuguluses olevate liikide eristamiseks piisavalt varieeruv, mistdttu ei olnud nende liikide
eristamine kasutatud jarjestuspiirkonna p&hjal véimalik.

18S rRNA-markeri konsensusjarjestuste vordlemisel esines kdrge sarnasusega vasteid sageli
mitme sama vOi ldhedase perekonna liigi jarjestustega, mist6ttu oli selle markeri puhul
liigitasemel eristusvdime vaiksem. Mitme vesikirbuliste liigi, sealhulgas Podon intermedius,
Evadne nordmanni ja Evadne anonyx puhul véimaldas 18S rRNA-pShine marker maarangu anda
Uksnes kdrgemal taksonoomilisel tasemel, kus parimad vasted kuulusid lilijalgsete (Arthropoda)
hdimkonda.

Markerite erinev eristusvéime ilmnes selgelt ka liigi Palaemon elegans puhul. 18S rRNA-markeri
pohjal loodud konsensusjarjestus kattus taielikult nii véorliigi Palaemon elegans kui ka kohaliku
liigi Palaemon adspersus referentsjarjestustega, mistottu ei olnud nende liikide eristamine
vBimalik. Seevastu, COIl-markeri puhul saadi 100% vastavus liigi Palaemon elegans
referentjarjestusega, samal ajal kui teiste sama perekonna liikidega jai sarnasus alla 84%.
Tulemused naitavad, et COl-marker v@imaldab uuritud liikide puhul Uldjuhul t3apsemat
liigitasemelist madramist kui 18S rRNA-marker.
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6. Soovitused

Kdesoleva projekti kdige olulisemaks tulemuseks on Eesti rannikumere zooplanktoni ja vdorliikide
molekulaarseks madramiseks vajaliku regionaalse referentsandmestiku loomine. Loodud
konsensusjarjestused moodustavad aluse eDNA- ja metatriipkoodistamise meetodite laiemaks
rakendamiseks tulevastes seireprogrammides. Projekti vaartus ei seisne liksnes liksikute liikide
jarjestamises, vaid eelkdige sellise referentsraamistiku loomises, millele saab edaspidi rajada
Eesti rannikumere elustiku molekulaarse seire ning toetada voorliikide varajast avastamist.

Referentsandmestiku praktilise kasutatavuse suurendamiseks ja eDNA-pShise seire
rakendamiseks soovitatakse jatkata jargmiste tegevustega:

Esiteks on soovitatav laiendada referentsandmestikku suuremale arvule liikidele. Kdesoleva t66
kdigus loodi vahemalt lihe geneetilise markeri pdhised jarjestused 23 liigile, kuid eDNA-pdhise
seire rakendamiseks on vajalik véimalikult taielik piirkondlik referentskogu. Erilist tdhelepanu
tuleks poorata liikidele, mis on olulised vaorliikide seires, keskkonnaseisundi hindamisel véi mille
kohta puuduvad kvaliteetsed referentsjarjestused avalikes andmebaasides.

Teiseks on soovitatav koostada samade liikide referentsjarjestused tdiendavate geneetiliste
markerite pd&hjal, sealhulgas 28S rRNA ning 18S rRNA tdiendavate piirkondade jaoks. See
vGimaldaks kasutada loodud referentsandmestikku ka varasemates uuringutes (Sildever jt 2021)
kogutud 28S ja 18S sekveneerimisandmete uuesti analllsimiseks ja liikide tdpsemaks
madramiseks. Mitme geneetilise markeri kasutamine vd&imaldab tulevikus siduda eri
molekulaarsetel meetoditel ja markeritel pdhinevaid andmestikke ning parandada tulemuste
omavabhelist vorreldavust.

Kolmandaks on soovitatav valideerida kdesoleva t66 kaigus koostatud jarjestused tdiendavate
isendite ja proovide abil ning avalikustada kontrollitud jarjestused rahvusvahelistes
referentsandmebaasides koos vautserliigi andmetega. See aitaks parandada Eesti rannikumere
liikide esindatust avalikes andmekogudes ning toetaks nende kasutamist tulevastes
molekulaarsetes uuringutes.

Neljandaks on soovitatav jatkata referentsjarjestuste loomist pikemate DNA-fragmentide pohjal.
Pikemad ja kvaliteetsemad referentsjdarjestused vdimaldavad tdpsemat liigimadramist ning
holbustavad erinevate uuringute ja andmebaaside vaheliste seoste loomist.

eDNA-pdhise seire rakendamiseks soovitatakse jargmise etapina jatkata paralleelsete
seirepilootuuringutega, mille kdigus kogutakse samadest proovivétukohtadest samaaegselt nii
traditsioonilisi planktoniproove kui ka keskkonna-DNA proove. Selline ldhenemine vdimaldab
hinnata eDNA-meetodi tundlikkust ja vorreldavust olemasolevate seiremeetoditega ning teha
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kindlaks liigid ja liigirihmad, mille puhul eDNA pakub suurimat lisavaartust. Pikaajalise
eesmargina voiks eDNA-pdhised meetodid integreerida olemasolevatesse seireprogrammidesse,
et parandada vdorliikide varajast avastamist ning tdiendada traditsioonilisi elustiku
seiremeetodeid.

Kdesolevas t00s taheldatud geneetiliste markerite erinev amplifitseerimise edukus ning iksikute
liikide DNA amplifitseerimise keerukus véivad osaliselt selgitada, miks varasemates eDNA- ja
morfoloogilisi analiiise vérrelnud uuringutes (P&llum&e et al., 2022; Tartu Ulikooli Eesti
mereinstituut & Tallinna  Tehnikallikooli meresiisteemide instituut, 2026) on
zooplanktonikoosluste kirjeldamisel saadud erinevaid tulemusi. Tulemused naitavad, et DNA
metatriipkoodistamise analliliside usaldusvdarsus soOltub olulisel madral kasutatavatest
geneetilistest markeritest ja nende amplifitseerimise efektiivsusest eri taksonite puhul. Seetdttu
on soovitatav jatkata DNA metatriipkoodistamise metoodika optimeerimist ja valideerimist, et
parandada zooplanktonikoosluste liigirikkuse ja koosseisu kirjeldamise tapsust. Erilist tahelepanu
tuleks poorata markerite valikule, PCR-i tingimuste optimeerimisele ning eri taksonite
amplifitseerimise edukuse hindamisele. Kdesolev t66 loob selleks olulise aluse, véimaldades
hinnata markerite amplifitseerimise edukust ning vorrelda kasutatud markerite taksonoomilist
eristusvdimet konkreetsete liikide maaramisel.

7. Kokkuvote

T66 tulemusena koostati Eesti rannikumeres esinevatele zooplanktoniliikidele COI- ja 18S rRNA-
markerite pdhjal konsensusjarjestused ning hinnati nende sobivust liigitasemel maaramiseks.
Tulemused néitasid, et 185 rRNA-markeri taksonoomiline eristusvéime ei olnud piisav liikide
usaldusvaarseks eristamiseks. Seevastu vbimaldas COI-marker tapsemaid liigimaaranguid, kuid
selle amplifitseerimine osutus tehniliselt keerukamaks ning edukus oli vaiksem.

Kdesolevas t66s vajas COl-markeri amplifitseerimine ulatuslikku PCR-i tingimuste optimeerimist
ning mitme taksoni puhul ei dnnestunud markerit vaatamata pohjalikule optimeerimisele siiski
edukalt amplifitseerida. Tulemused naitavad, et zooplanktonikoosluste eDNA-p&histe analliliside
edukus sOltub olulisel maaral nii valitud geneetilisest markerist kui ka PCR-i
reaktsioonitingimustest. Samuti réhutavad tulemused referentsandmebaaside kvaliteedi ja
ulatuse tahtsust liigimaarangute usaldusvaarsuse tagamisel. Seetdttu on zooplanktoni eDNA-
pOhise seire tdpsuse ja usaldusvaarsuse parandamiseks vajalik jatkata metoodika arendamist,
PCR-i protokollide optimeerimist, referentsandmebaaside tdiendamist ning meetodite
valideerimist traditsiooniliste seiremeetodite suhtes.
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