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Kesélla 2023 Utsjoelta Kevon kanjonista kerattiin sammalnéyte, jonka lajinmaaritys oli hankalaa pel-
kan morfologian perusteella. Néyte ei vaikuttanut olevan mik&an Suomessa esiintyvistd sammalista,
mutta sen arveltiin olevan mahdollisesti Ortholimnobium handelii. Tét4 harvinaista ja huonosti tunnet-
tua lajia ei ole aikaisemmin tavattu Suomessa. Lajin lahimméssé vahvistetussa esiintymispaikassa Ita-
vallassa lajin tiedetédan kasvavan humuspitoisilla alueilla ja suosivan kasvupaikkanaan myds kallion
onkaloita. Suomesta kerétyn ndytteen kasvupaikka vastaa tata kuvausta. Tutkittava ndyte eroaa kuiten-
kin morfologialtaan myds O. handelii -lajista jonkin verran. Tutkielmani tavoite on selvittad kerdtyn
néytteen laji DNA-sekvenssin emésjérjestykseen perustuvan fylogeneettisen analyysin avulla. Kera-
tystd néytteesta eristettiin DNA:ta, josta monistetiin tuman ITS-alue ja plastidin rpl16-alue. Tdmén jal-
keen monistettujen sekvenssien eméasjarjestys selvitettiin. Tein sekvensoidulle ITS-sekvenssille
BLAST-haun geenipankissa, ja tallensin eniten tutkittavaa sekvenssia vastaavat sekvenssit. Tallensin
geenipankista myds aiemmissa tutkimuksissa tuotettuja laakasammalten sukuun kuuluvien sammalien
ITS- ja rpl16-sekvensseja analyysia varten. Linjasin tallentamani sekvenssit ja tein tdmén jalkeen lin-
jatuille sekvensseille parsimonia-analyysin. Analyysin tuloksena sain ITS- ja rpl16 -sekvensseihin pe-
rustuvat fylogeniapuut, ja lisaksi molempiin sekvensseihin perustuvan yhdistetyn puun. Puista ndkee
analyysissa mukana olleiden sammalnaytteiden sukulaisuussuhteet, ja laskin puiden ryhmille myos tu-
kiarvot. Vertasin tutkittavan naytteestd, O. handelii -tyyppinaytteestd ja kourulaakasammal (Plagiothe-
cium cavifolium) naytteesta tehtyjen vesipreparaattien morfologiaa mikroskoopilla ja otin samalla ku-
via lajinmadrityksessa tarkeistd rakenteista. Lisaksi mittasin ndytteiden solujen kokoja. BLAST-haun
ja fylogeneettisen analyysin perusteella tutkittava ndyte vaikuttaa olevan kourulaakasammal. Nayteyk-
sil6 muodostaa monofyleettisen ryhman kyseisen lajin muiden naytteiden kanssa. Morfologialtaan
nayteyksild kuitenkin eroaa tyypillisestd kourulaakasammalesta. Poikkeava morfologia voi olla seu-
rausta tutkittavan naytteen kasvupaikan ymparistotekijoista, esimerkiksi vahdisesta valosta. DNA-

menetelmét voivat siis olla tarked apu sammalten lajinmadrityksessé.

Avainsanat: DNA-viivakoodaus, fylogenia, lajinméaéritys, morfologia, Plagiothecium



Sisallys

N o] s o F>T o | (o TSSO U PSSP P PP UR PR PPPPR 1
1.1 TULKIMUSAINEISTO ...ttt bbbttt 1
1.2 TUEKIMUKSEN TAVOITE .....oovieiiciiiei b 2

2 AINEIStO Ja MENETEIMAEL .......oiiiiiiie e 3
2.1  DNA eristys, monistus ja SEKVENSOINTI.........cccoviiiiieiiiice e 3
2.2 BLASTANAKU ..ottt 4
2.3  Sekvenssien linjaus ja fylogeneettinen analyysi.........ccccceviviiieiiiicienesie e 5
2.4 MOrfologian VEITAIIU .........ccooiiiiiieic e 5

3 TUIOKSEL. ...ttt bbbttt n e 6
3.1  BLAST-haku ja fylogeneettinen analyysSi.........ccococerererieiiiinine e 6
3.2 IMIOFTOIOGIA. ...ttt 10

4 TUIOSEEN TAIKASTEIU ... 11

KITEOKSEL ... bbb bttt et bbbttt 12

LBINTEET . ...ttt 13

Liitteet



1 Johdanto

1.1 Tutkimusaineisto

Utsjoelta Kevon kanjonista kerattiin kesalla 2023 sammalnéyte

(http://mus.utu.fi/TBR.127714), joka ndytteen kerdgjan Timo Kypéran mukaan ei vaikuttanut

olevan mikain Suomessa esiintyvista sammallajeista vaan mahdollisesti Ortholimnobium
handelii (Broth.) J.T. Wynns & C. Schrock. Tésté syystd sammalnéyte l&hetettiin Turun yli-
opiston kasvimuseolle tarkempaa tutkimusta varten. Sanna Huttunen vertasi ndytetta O. han-
delii -lajin tyyppindytteeseen ja havaitsi sekd samankaltaisuuksia etta eroja. Muun muassa
lehti- ja solukkotuntomerkit vastaavat O. handelii -lajin kuvausta, mutta verson rakenne ja

kasvutapa eroavat hiukan (Sanna Huttunen, suullinen tiedonanto).

Ortholimnobium handelii on harvinainen ja huonosti tunnettu kylkipesékkeinen sammal-

laji. Alun perin Brotherus (1929) kuvasi lajin Kiinasta keratyista ndytteista, ja sitd on myo-
hemmin 18ydetty muun muassa Itdvallasta ja Yhdysvalloista. Itdvallassa lajin kuvataan kasva-
van humuspitoisilla alueilla, kosteilla ja kuusivaltaisilla rinteill&. Laji suosii my®6s pienié on-
kaloita kasvupaikkanaan (Wynns ja Schrock 2018). Laji on pienikokoinen, ja sen keskisuo-
nettomat lehdet ovat koverat ja muodoltaan soikeanpyoreét (Kuva 1 A). Lajin kuvataan kasva-
van rihmamaisesti maanmyotaisesti, ja haarovan niukasti. (Wynns ja Schrock 2018). Laji kuu-
lui ennen laakasammalten sukuun (Plagiothecium), mutta Wynns ja Schrock siirsivat sen Ort-

holimnobium-sukuun.

Ortholimnobium handelii -lajia ei ole aiemmin tavattu Suomessa (Pihlaja ym. 2024), mutta
sen esiintyminen taéalla on mahdollista. Suomesta keratyn ndytteen kerrotaan kasvaneen pie-
nessa onkalossa kivialustalla (Timo Kypara suullinen tiedonanto), eli kasvupaikan olosuhteet
vastaavat ainakin osin O. handelii -lajin vahvistettuja mahdollisia kasvupaikkoja. Suomi kuu-
luu havumetsavyohykkeeseen, ja monia Suomessa tavattuja sammallajeja tavataan pohjoisen
pallonpuoliskon havumetsavyohykkeelld myds Pohjois-Amerikassa ja muualla Euraasiassa.
Etelddn mentdessa havumetsavyohyke keskittyy vuoristoihin (Ulvinen ym. 2002), ja ainakin
Itavallasta ja Kiinasta peréisin olevat O. handelii -ndytteet on keratty vuoristosta (Wynns ja
Schrock 2018), miké edelleen liséd mahdollisuutta sille, ettd lajia voisi 16ytyd myods Suo-

mesta.


http://mus.utu.fi/TBR.127714

Kuva 1. A) Wynnsin ja Schrockin (2018) tutkimusartikkelin kuvat Ortholimnobium handelii (Broth.)
J.T. Wynns & C. Schrock -lajin lehdistd, B) kourulaakasammalen (Plagiothecium cavifolium (Brid.)
Z. lwats) (ndyte TUR123200) lehti, C) tutkittavan ndytteen (ndyte TUR127714) lehti. Kuvan A mitta-

kaava on 1 mm, kuvan B mittakaava on 500 um ja kuvan C mittakaava on 200 pm.

1.2 Tutkimuksen tavoite

Kandidaatintutkielmani tavoite on maarittdd Suomesta keratyn sammalndytteen laji DNA-
sekvenssiaineistoa apuna kayttaen. Koska lajinmaaritys ei ollut mahdollista pelkdn morfolo-
gian avulla, kdytén lajin madrittdmiseen tietoa ndytteen DNA:n emasjarjestyksesta eli DNA-
sekvenssistd. Vertaan tutkittavasta ndytteesta sekvensoitujen DNA-alueiden emdskoostumusta
geenipankkiin (GenBank, https://www.nchi.nlm.nih.gov/) tallennettuihin sammalsekvenssei-
hin, ja testaan ndytteen sukulaisuussuhdetta muihin laakasammalten suvun lajeihin fyloge-
neettisen analyysin avulla. Kaytan tutkimuksessani apuna Wynnsin ja Schrockin (2018) O.

handelii -lajia koskevaan tutkimukseen tuottamia DNA-sekvensseja. He tekivat fylogeneetti-



sen analyysin O. handelii -lajille ja muille talle l1aheisesti sukua oleville sammallajeille, ja sek-
venssit [0ytavat geenipankista. Lisdksi saan tutkimuksesta kuvauksen O. handelii- lajin mor-

fologiasta ja lajin kasvupaikoista.

Kun olen saanut tutkittavan naytteen lajin selville fylogeneettisen analyysin avulla, vertaan
naytteen morfologiaa tarkemmin fylogenian perusteella paljastuneisiin l&hisukuisiin lajeihin
muun muassa ottamalla kuvia mikroskoopilla. Tutkin morfologiaa uudestaan, silla DNA-
sekvenssiaineistoon perustuva tieto naytteen l&hisukulaisista voi auttaa etsiméan aiemmin
huomaamatta jaaneitd morfologisia ominaisuuksia. T&ma voi mahdollisesti antaa viitteita
siitd, mika ymparisto- tai muu tekija on voinut aiheuttaa ndytteen poikkeavan morfologian.
Vertailussa keskityn tutkittavan naytteen l&hisukulaisten ja O. handelii -lajin lajintunnistuk-
sessa yleisesti kaytettyihin solu- ja lehtituntomerkkeihin.

2 Aineisto ja menetelmat

2.1 DNA eristys, monistus ja sekvensointi

Suomesta keratysta naytteesta oli jo aikaisemmin eristetty DNA:ta Turun yliopiston kasvimu-
seolla (Sanna Huttunen, DNA-eristys SH2027). DNA:n eristyksessa kaytettiin kaupallista val-
mista NucleoSpin Plant Il DNA -eristyskittia (E.Z.N.A). Eristys tehtiin sammalnaytteen yh-
destd versosta. Naytteestd oli myds aiemmin monistettu tuman ITS-alue kdyttden PCR-
menetelmad. Monistamiseen kéytettiin kaupallista Illustra puReTaq Ready-To-Go PCR Beads
-kittia (Cytiva), jossa PCR-reaktiossa tarvittavat entsyymit ovat putkissa valmiina helmina.
Naéiden lisdksi putkiin laitettiin 1 pl monistettavaa DNA:ta eli templaatti-DNA:ta, 22 pl vetta,
sekd 1 ul kahta eri aluketta. ITS-alueen monistuksessa kaytetyt alukkeet olivat ITS4_bryo
(TCCTCCGCTTAGTGATATGC) ja ITS5_bryo (GGAAGGAGAAGTCGTAACAAGG)
(Stech ja Frahm 1999). PCR-ohjelmaan kuului denaturaatio (94°C 2 min) ja 40 syklia (93°C 1
min, 50°C 1 min, 68°C 45 s) ja lopuksi 72°C:ssa 10 min.

Monistin lisaksi eristetystda DNA:sta plastidin rpl16-alueen. Kéytin samaa Kittid, mité kéytet-
tiin ITS-alueen monistamiseen. Rpl16-alueen monistuksessa kéytin alukkeita
F71(GCTATGCTTAGTGTGTGACTCGTTG; Jordan ym. 1996) ja antR2
(GGTTTCTTTCATCCGGCTTCTCA; Hedenés ja Eldends 2007), joita kumpaakin laitoin



1ul. Lisdksi laitoin putkiin 19 pl vettd sekd 4 ul monistettavaa DNA:ta. PCR-ohjelmaan kuu-
lui alun denaturaatio (96 °C 7 min) ja 40 sykli& (96°C 30 s, 58°C 30's, 72°C 1,5 min) ja lo-
puksi 72 °C:ssa 8 min. ITS ja rpl16 valikoituivat monistettaviksi sekvensseiksi, koska Wynns
ja Schrock (2018) olivat kayttaneet niité tutkimuksessaan, jota kdaytin oman tutkimukseni poh-
jana, ja pystyin néin vertaamaan tutkittavan naytteen sekvensseja helposti heidan tuottamiinsa

sekvensseihin.

Varmistin DNA:n monistuksen onnistumisen geelielektroforeesilla. Kéytin 1 % agaroosigee-
lid, puskuriliuosta ja vériainetta, joka tekee DNA:n nakyvaksi UV-valossa. Onnistuneesti eris-
tetty ja monistettu DNA-ndyte lahetettiin MacroGen Inc -yritykseen (www.macrogen.com,
Eteld-Korea), jossa ndyte sekvensoitiin, eli selvitettiin DNA:n emasjdrjestys. Tarkistin sek-
vensoinnin tuloksena saadun fasta-muotoisten sekvenssin oikeellisuuden vertaamalla fasta-
tiedostoa sekvensointilaitteen tuottamaan kromatogrammi-tiedostoon. Tdman vaiheen tein

Phyde-ohjelmassa (Muller ym. 2005; www.phyde.de).

2.2 BLAST-haku

Tein sekvensoidulle sekvenssille BLAST-haun (The Basic Local Alignment Search Tool)
(Altschul ym. 1990) geenipankissa. BLAST vertaa tutkittavaa sekvenssia muihin geenipan-
kissa oleviin sekvensseihin ja etsii niiden valisia samankaltaisuuksia. Haku antaa listan sek-
vensseistd, ja suurimman samankaltaisuuden omaavat sekvenssit ovat listan ensimmaisiné.
Tein BLAST-haun ainoastaan ITS-sekvenssille. Tallensin kuusi eniten tutkittavaa sekvenssié
vastaavaa sekvenssia (Taulukko 1). Yksi ensimmaisesta kuudesta sekvenssista oli sama kuin
Schrackin ja Wynnsin tutkimusartikkelissa (2018), joten korvasin sen seitsemanneksi suurim-
man vastaavuuden omaavalla sekvenssilld. Liséksi etsin geenipankista Schrockin ja Wynnsin
tutkimuksessa kaytetyt 1TS-sekvenssit niiden geenipankin tunnisteella ja tallensin ne samaan
tiedostoon BLAST-haun sekvenssien kanssa. Etsin my0s artikkelissa esitetyt rpl16-sekvenssit
niiden tunnisteella geenipankista, ja tallensin ne omaan tiedostoon. Lisaksi tein yhdistetyn tie-
doston rpl16- ja ITS-sekvensseille, pois lukien BLAST-haussa saadut sekvenssit (Taulukko
2).



2.3 Sekvenssien linjaus ja fylogeneettinen analyysi

Tallennettuani geenipankista tarvitsemani sekvenssit, linjasin ne, eli asetin eri sekvenssien sa-
maksi oletetut eméakset kohdakkain. Tein omat linjaukset ITS- ja rpl16- sekvensseille. Tein
linjauksen manuaalisesti kayttden Phyde-ohjelmaa. ITS-sekvenssin linjaus koostui 35:t4 sek-
venssistd, joista yksi oli tutkittava sekvenssi ja loput olin etsinyt geenipankista (Taulukot 1 ja
2). Koska rpl16- alueen sekvenssit olivat hankalia linjata manuaalisesti, tein rpl16-alueen lin-
jauksen ensin automaattisesti MAFT-ohjelmalla (Madeira ym. 2024), mutta muokkasin tata
linjausta viel4a manuaalisesti Phyde-ohjelmalla. Rpl16-sekvenssin linjaus sisélsi tutkittavan

sekvenssin ja 22 geenipankista haettua sekvenssia (Taulukko 2).

Varsinaista fylogeneettista analyysié varten tallensin linjausohjelmassa tekeméni tiedostot
NEXUS-muodossa ja sy6tin ne TNT-ohjelmaan (Goloboff ja Morales 2023). Tein TNT-
ohjelmalla sekvenssiaineistoon perustuvan parsimonia-analyysin kayttden New Technology
Search -hakua. Parsimonia-analyysi pyrkii etsimdén mahdollisimman yksinkertaisen puun, eli
sellaisen, jossa on tapahtunut mahdollisimman vahan evolutiivisia emasmuutoksia sekvens-
sien valilla. Tein omat puut ITS- ja rpl16- sekvensseille, ja liséksi tein molempien sekvens-
sien sisaltaviin emaseroihin perustuvan yhdistetyn puun. Tein TNT:n yhdistetyn aineiston
analyysissa l6ytyneiden puiden perusteella yhden konsensuspuun. Konsensuspuussa yhdistyy
ne ominaisuudet, jotka olivat kaikissa parsimonia-analyysissa l0ydetyissa puissa. Lisaksi las-
kin puiden ryhmille jackknife-tukiarvot. Tukiarvo kertoo, kuinka suuressa osassa luoduista

puista kyseinen ryhma esiintyy.

Loin TNT:n tulosten perusteella visuaalisen fylogeniapuun kayttaen FigTree-ohjelmaa (Ram-
baut 2018). Puusta ilmenee tutkittavan sammalndytteen sukulaisuussuhteet ja puussa esiinty-

vien ryhmien tukiarvot.

2.4 Morfologian vertailu

Laakasammalten lajinmaarityksessa tarkeitd rakenteita ovat muun muassa lehtien ja solujen

koko ja muoto, seka lehden johteiden rakenne. Morfologiaa vertaillessani tarkastelin néité ra-



kenteita, ja tata varten vertailtavista sammalnaytteista tehtiin vesipreparaatit. Preparaatit teh-
tiin tutkittavasta sammalndytteesté (http://mus.utu.fi/TBR.127714), Ortholimnobium handelii

-tyyppindytteesta (http://id.luomus.fi/HA.H3112711), seké fylogeneettisen analyysin tulosten

perusteella tutkittavan ndytteen kanssa samaa lajia olevasta sammalndytteesta

(http://mus.utu.fi/TBR.123200). K&ytin preparaattien teossa apuna OlympusSZX9 preparoin-

timikroskooppia.

Preparaateista otettiin kuvia OlympusBX53 valomikroskoopin avulla. Jokaisesta naytteesté
otettiin kuvat koko lehdestd, lehden johteista, seka lehden soluista. Kuvat otettiin joko 20- tai
40-kertaisella suurennoksella ja noin 15 kappaletta yhdesta rakenteesta. Zerene Stacker -ohjel-

malla (https://www.zerenesystems.com) kuvat yhdistettiin kerroskuvaksi (Kuvat 1 ja 3). Ku-

vien ottamisen yhteydessa mittasin myos lehtien soluja. Mittasin jokaisen néytteen viidesta
lehdesté kahden lehden keskivaiheilla olevan solun pituuden ja leveyden. Kirjasin mitat ylos
Excel-tiedostoon ja laskin leveyksille ja pituuksille keskiarvot ja keskihajonnat (Liite 1). Ver-

tasin naita kirjallisuudessa annettuihin mittoihin.

3 Tulokset

3.1 BLAST-haku ja fylogeneettinen analyysi

BLAST-haun mukaan tutkittavan ndytteen vastaavuus Wynnsin ja Schrockin (2018) tutki-
muksessa kourulaakasammalista (Plagiothecium cavifolium (Brid.) Z. lwats) sekvensoituihin
ITS-sekvensseihin on 99,31 % (ndyte Wynns 2960, Taulukko 2) ja 99,40 % (Wynns 3313,
Taulukko 2). Vastaavuudet samoista ndytteista sekvensoituihin rpl16-sekvensseihin on 99,56
% (ndayte Wynns 2960, Taulukko 2) ja 97,13 % (Wynns 3313, Taulukko 2). Lisédksi BLAST-
haku 16ysi 99,31 % vastaavuuden kourulaaksammalen ITS-sekvenssiin, jonka geenipankin
hakutunniste on KF882225.1 (Taulukko 1). Vastaavuus Ortholimnobium handelii -néytteisté
sekvensoituihin ITS-sekvensseihin on 96,32 % (Long 34930, Taulukko 2) ja 97 % (Schrock
17477, Taulukko 2). Naytteistd sekvensoituihin rpl16-sekvensseihin vastaavuudet ovat 91,79
% (Long 34930, Taulukko 2) ja 94,29 % (Schrock 17477, Taulukko 2).


http://mus.utu.fi/TBR.127714
http://id.luomus.fi/HA.H3112711
http://mus.utu.fi/TBR.123200
https://www.zerenesystems.com/cms/home

Taulukko 1. BLAST-haun mukaan tutkittavan ndytteen ITS-aluetta parhaiten vastaavien geenipankissa
olevien ITS-sekvenssien geenipankin tunnisteet ja lajinimet. Naita sekvensseja kaytin ITS-alueen fylo-

geneettisessa analyysissa.

Lajinimi Tunniste

Plagiothecium cavifolium KF882225.1
Plagiothecium succulentum & KF882244.1
Plagiothecium succulentum & KF882243.1
Plagiothecium ruthei KF882242.1
Plagiothecium platyphyllum ' KF882241.1
Plagiothecium nemorale KF882238.1

Taulukko 2. Analyysissa kayttamieni, Wynnsin ja Schrockin (2018) tutkimusartikkelissa esitettyjen
ITS- ja rpl16-sekvenssien tunnisteet, lajinimet ja ndytteiden keruunumerot. Nama sekvenssit sisaltyi-
vat fylogeneettiseen analyysiin yhdessa tutkittavan sekvenssin kanssa. Naytteet, joiden kohdalla ei ole

rpl16-sekvenssin tunnistetta, sisaltyivat vain ITS-sekvenssien fylogeneettiseen analyysiin (Liite 2).

Lajinimi Tunniste ITS | Tunniste rpl16 = Keruunumero
Fabronia pusilla KY550326.1 | KY514032.1 Hedenas s.n
Isopterygiopsis muelleriana KF882224.1 KF882324.1 Long 38040
Isopterygiopsis muelleriana KY550335.1 | KY514041.1 Wynns 3404
Isopterygiopsis pulchella KY550336.1 | KY514042.1 Lentz 3027
Plagiothecium (Ortholimnobium) handelii | KF882233.1 KF882333.1 Long 34930
Plagiothecium (Ortholimnobium) handelii ' KY550290.1 | KY513995.1 Schrock 17477
Plagiothecium (Ortholimnobium) pa- HQ665452/3.1  KY514020.1 Long 22443
leaceum

Plagiothecium cavifolium KF882226.1 KF882326.1 Wynns 2960



Plagiothecium cavifolium
Plagiothecium curvifolium
Plagiothecium denticulatum

Plagiothecium denticulatum var. obtusi-

folium

Plagiothecium draytonii
Plagiothecium euryphyllum
Plagiothecium euryphyllum
Plagiothecium laetum
Plagiothecium latebricola

Plagiothecium neckeroideum

Plagiothecium neckeroideum var. myurum

Plagiothecium undulatum

Platydictya jungermannioides
Plagiothecium (Rectithecium) piliferum
Isopterygiopsis muelleriana
Isopterygiopsis alpicola

Plagiothecium (Rectithecium) piliferum
Plagiothecium (Struckia) argentatum

Plagiothecium (Struckia) enerve

KY550269.1

KF882227.1

KF882229.1

KF882230.1

KF882231.1

KY550289.1

KF882232.1

KF882234.1

KF882235.1

KY550305.1

KF882236.1

KF882245.1

KY550338.1

KF882240.1

KY550334.1

KY997058.1

KY5550315.1

KY550339

KY550340

KY513974.1

KF882327.1

KF882329.1

KF882330.1

KF882331.1

KY513994.1

KF882332.1

KF882334.1

KF882335.1

KY514010.1

KF882336.1

KF882345.1

KY514044.1

KF882340.1

Wynns 3313
Wynns 1939
Wynns 2081

Wynns 2842

Hoe 3557
Mizutani 15227
Long 36218
Wynns 2907
Goldberg s.n.
Schwarz 3783
Shevock 26916
Wynns 2050
Shevock 32476
Shevock 26205
Frahm 2009593
Mogensen 90-65
B.R.C.C.E 238
Shevock 25571

Mosses of USSR 15

Tutkittava nayte (SH2027) muodostaa monofyleettisen, samasta kantamuodosta kehittyneen

ryhmén kourulaakasammalen kanssa. Td&mé kay ilmi molemmat sekvenssit siséltavaan aineis-

toon perustuvasta yhdistetysta konsensuspuusta (Kuva 2), jonka loin TNT:n yhdistetyssé ana-



lyysissé lIoytdmien neljan samanpituisen eli yhta hyvan puun pohjalta. Liséksi monofyleetti-
syys kay ilmi erikseen seka ITS-, ettd rpl16-sekvenssien pohjalta tehdyista puista (Liitteet 2 ja
3). Ortholimnobium handelii -ndytteet asettuvat kaikissa puissa toistensa kanssa samaan mo-

nofyleettiseen ryhmaan.

Fylogeneettisessa puussa samaan sukuun tai lajiin kuuluvien naytteiden oletetaan asettuvan
samaan monofyleettiseen ryhmaan. Tutkittavan naytteen ja kourulaakasammalen muodosta-
man monofyleettisen ryhman tukiarvo on melko hyva (80, Kuva 2), mutta tuki sille, ettd ndyte
kuuluu laakasammalten (Plagiothecium) sukuun on korkea (98, Kuva 2). Tuki Ortholimno-
bium-naytteiden muodostamalle erilliselle ryhmalle on hyva (100, Kuva 2). Tama kertoo siita,

ettd tutkittava ndyte on todennékaoisesti kourulaakasammal, eiké& O. handelii.
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Kuva 2. Tutkittavan ndytteen (SH2027) ITS- ja rpl16-sekvenssien, ja Wynnsin ja Schrockin (2018)
tutkimusartikkelissa esitettyjen ITS- ja rpl16-sekvenssien (Taulukko 2) pohjalta tehty konsensuspuu.

Puusta ndkee tutkittavien sammalndytteiden sukulaisuussuhteet ja ryhmien tukiarviot.



3.2 Morfologia

Tutkittava ndyte eroaa morfologiansa puolesta seka Ortholimnobium handelii - etta kourulaa-
kasammal-naytteistd. Tutkittava nayte on kooltaan huomattavasti pienempi kuin tyypillinen
kourulaakasammal tai O. handelii. Naytteen lehtien johteet olivat todella pienet, lahes olemat-
tomat (Kuva 3 C). Néytteen lehtien solut olivat keskimaarin 99,9 um pitkia (hajonta 16,1 um)
ja 10,8 um leveitd (hajonta 1,7 um) (Liite 1, Kuva 3 F). Vertailussa kéytetyn kourulaakasam-
malen solut olivat keskimé&arin 69,9 um pitkia (hajonta 9,1 um) ja 10,4 um leveita (hajonta
1,0 um) (Liite 1, Kuva 3 E). Vertailtavan O. handelii -ndytteen solujen pituus oli keskimé&éarin
79,1 um (hajonta 5,0 um) ja leveys 9,6 um (hajonta 1,1 um) (Liite 1, Kuva 3 D).

Kuva 3. Kuvia tutkimuksen sammalten lehtien johteista (A-C) ja soluista (D-F). Kuvat A ja D ovat
Ortholimnobium handelii (Broth.) J.T. Wynns & C. Schréck (ndyte HA.H3112711), kuvat B ja E ovat
kourulaaksammal (Plagiothecium cavifolium (Brid.) Z. Iwats)) (ndyte TUR123200), ja kuvat C ja F
ovat tukittava ndyte (ndyte TUR127714). Kaikissa kuvissa mittakaava on 50 pum.
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4 Tulosten tarkastelu

DNA-sekvenssiaineiston perusteella tutkittava sammalndyte on hyvin todennédkoisesti kouru-
laakasammal, silla se muodostaa evolutiivisessa puussa monofyleettisen ryhman kyseisen la-
jin muiden naytteiden kanssa (Kuva 2). Tutkittavan ndytteen ITS- ja rpl16- sekvenssien vas-

taavuus kyseisen lajin vastaaviin sekvensseihin on myos korkea. Aikaisempi oletus siitd, etta
kyseessa on Ortholimnobium handelii, ei siis pida paikkaansa. Kourulaakasammalta tavataan
koko Suomen alueella aina Ahvenanmaalta Inarin Lappiin asti. Se kasvaa savisella ja humus-
pitoisella maalla, niin kallioilla kuin kallion ja maan onkaloissa (Piippo ym. 2019). Tama ku-

vaus vastaa hyvin tutkittavan néytteen kasvupaikan kuvausta.

Tutkittavan ndytteen morfologia kuitenkin poikkeaa muista tyypillisista kourulaakasammal
naytteistd, ja lajinméaaritys pelkdan morfologian perusteella oli hyvin haastavaa. Ulkomuotonsa
ja pienten lehden johteiden (Kuva 3C) perusteella tutkittava ndyte muistuttaa Ortholimnobium
handelii -lajia. Ainoa kourulaakasammaleeseen viittaava ominaisuus oli poikkeuksellisen le-
vedt, yli 10 um levyiset, lehtisolut, mika ei sopinut O. handelii -lajin lajinkuvaukseen (Liite 1,
kuva 3 F). Kourulaakasammalella lehtien johteet ovat selkedt ja niiden solut ovat pitkulaisia ja
litteitd (Kuva 3 B ja E). Lehden solut ovat kooltaan 65-120 um x 10-14 um (Hedenas 2014).
Ortholimnobium handelii -lajin lehden johteet ovat pienet, johteiden solut ovat pulleita ja leh-
tien solut ovat alle 10 pm leveitd ((75)85-125 pum x 7,5-10 um) (Hedends 2014) (Kuva 3 A ja
D).

Putkilokasveihin verrattuna sammalet ovat puutteellisesti tunnettuja, ja esimerkiksi niiden
morfologian plastisuudesta on vain vahan tutkimusta (Coe ym. 2023). Yksinkertaisen raken-
teensa takia sammalilla on vain vahan morfologisia ominaisuuksia, joihin ympéristo voi vai-
kuttaa. Sammalten morfologiaan voi kuitenkin olettaa vaikuttavan samat tekijat kuin putkilo-
kasveilla. Kasvien morfologiaan vaikuttaa muun muassa valon, veden ja ravinteiden méaara.
Tutkittava sammal oli kasvanut kallion onkalossa, miké& on voinut saada aikaan epasuotuisat
kasvuolosuhteet ja ndin ollen aiheuttaa poikkeavan morfologian. On mahdollista, ettd sammal
on saanut onkalossa vain vahén valoa, mik& on vaikuttanut sen kasvuun. Ortholimnobium
handelii -lajin kerrotaankin muistuttavan niukassa valossa kasvanutta (eng. etiolation) kouru-

laakasammalta (Wynns ja Schrock 2018). Tamaé selittdd hyvin sitd, miksi tutkittavan ndytteen
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morfologia poikkeaa tyypillisestd kourulaakasammalesta, ja miksi kokenut keré&gja oletti tut-

kittavan sammalndytteen ensin olevan O. handelii.

DNA-menetelmét voivat olla hyodyksi varsinkin uhanalaisten sammallajien tunnistamisessa.
Lajinmaarityksen kannalta tarkedat ominaisuudet voivat puuttua tutkittavasta naytteesta tai olla
muutoin vaikeasti havaittavia. Erityisesti lahisukuisten lajien erottaminen toisistaan morfolo-
gian perusteella voi olla hankalaa (Rowntree ym. 2010). Tutkittavia ndytteité voi lisaksi olla
saatavilla vain vahan. Jos tutkittava sammalnéyte olisi ollut O. handelii, olisi kyseessa ollut
Suomelle uusi sammal, joka olisi vaatinut uhanalaisuusluokituksen. Varmuutta tutkittavan
sammalnaytteen lajista ei olisi saatu ilman sekvenssidataan perustuvaa fylogeneettista analyy-
sia. Esimerkkind toisen harvinaisen lajin méarityksestd Rowntree ym. (2010) esittavat tutki-
muksessaan, miten DNA-viivakoodaus oli tarkea apu uhanalaisen Orthodontium gracile -lajin
erottamisessa samannékdisestd, mahdollisesti haitallisesta samaan sukuun kuuluvasta Ort-
hodontium lineare -vieraslajista. Lajien tarkka maarittdminen voi siis olla tarkeaa lajien suoje-

lun kannalta.

DNA-menetelmissé on kuitenkin myos haasteita. Lajinmadaritys perustuu sammallajien vélilla
olevien geneettisten erojen méaraan, ja lajinmaéaritys onnistuu ainoastaan silloin, kun eroja on
tarpeeksi. Laakasammalten suvun sisalla vaihtelua on vain vahan (Wynns ja Lange 2014).
Tassa tutkielmassa vertailtavien ndytteiden valilla vaihtelua oli kuitenkin tarpeeksi ja geeni-
pankissa oli riittavasti materiaalia luotettavaa analyysia varten. Erot lajien vélilla olivat kui-
tenkin hyvin pieni, vaikka ITS-sekvenssilla on suuri lajienvélinen vaihtelu (Hassel ym.
2013). Tutkittavan ndytteen méaérittaminen rakenteellisten tuntomerkkien avulla oli siis lahes

mahdotonta, joten DNA oli kyseisen nédytteen lajinméaéarityksessa tarkea apu.
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Liitteet

Liite 1. Morfologisessa vertailussa kdytettyjen sammalnaytteiden tunnukset, niiden lehtien pituudet ja

leveydet, ja pituuksien ja leveyksien keskiarvot ja keskihajonnat.

Pcavifolium_TUR123200 Pcavifolium_TUR127714 Ohandelii_H3112711
Lehti Pituus Leveys um Lehti Pituus Leveys pm Lehti Pituus Leveys pm
pgm pgm pgm
LH1 73.1 11,4| |LH1 84,3 12,6 | |LH1 80,7 10,1
LH1 73,9 9| |LH1 90,3 11 LH1 90,4 7.1
LH2 73,3 12| |LH2 109 11 LH2 81,3 8,6
LH2 85,7 9,8| |LH2 97.4 11,7| | LH2 81,7 9
LH3 71,8 10,6 |LH3 131,5 9,7| |LH3 73,9 9,8
LH3 78,9 11,4 |LH3 108,5 8,9| |LH3 78 9,1
LH4 53 9,3| |LH4 77,2 84| |LH4 77 11,1
LH4 61,3 9,5| |LH4 114,8 14,4 | | LH4 73,5 11,2
LH5 67,5 11,1 LH5 81,4 9,2| |LH5 72,9 10,1
LH5 60,8 10,3 | |LH5 104,8 10,7 | | LH5 81,1 9,5
Keski- 69,9 10,4 | | Keski- 99,9 10,8 | | Keski- 79,1 9,6
arvo arvo arvo
Hajonta 9.1 1 Hajonta 16,1 1,7 Hajonta 5 1.1
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Liite 2. Tutkittavan ndytteen (SH2027) ja 34:n geenipankista haetun ITS-sekvenssin pohjalta tehty

fylogeniapuu. Tutkittava ndyte muodostaa monofyleettisen ryhmén kourulaakasammalen (Plagiothe-

cium cavifolium (Brid.) Z. lwats) kanssa. Ortholimnobium handelii (Broth.) J.T. Wynns & C. Schrock

-ndytteet asettuvat puussa samaan ryhméaan toistensa kanssa.
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Liite 3. Tutkittavan ndytteen (SH2027) ja 22:n geenipankista haetun rpl16-sekvenssin perusteella tehty
fylogeniapuu. Tutkittava ndyte muodostaa monofyleettisen ryhmén kourulaakasammalen (Plagiothe-
cium cavifolium (Brid.) Z. lwats) kanssa. Ortholimnobium handelii (Broth.) J.T. Wynns & C. Schrock

-ndytteet asettuvat puussa samaan ryhméaan toistensa kanssa.



