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Infoleht

Lihhenikoolse seene Illosporiopsis christiansenii bioloogia ja taksonoomiline kuuluvus
Modtmetelt ddrmiselt véikesed lihhenikoolsed seened vdivad jddda peremees-sambliku
tallusel peitunult elunedes esmapilgul mérkamatuks, kuid tegelikkuses on tegemist laialdaselt
levinud eluvormiga. Teadmised lihhenikoolsete seente liigilisest ja Okoloogilisest
mitmekesisusest tdienevad iihtejirge. Niisamuti tdiustub tervikikpilt selliste liikide
taksonoomiast ja flilogeneetilisest paiknemisest. Kédesolevas t60s uuritakse lihhenikoolse
seene Illosporiopsis christiansenii taksonoomilist positsiooni, mis on vastukdivate andmete
pohjal jadnud ebaselgeks. Seejuures kasvatatakse /llosporiopsis christiansenii’d kultuuris, et
saada DNA analiiiisiks vdimalikult puhast materjali ja jdlgida muutusi kultuuride kasvus ning
elutsiiklis. To0 teoreetilises osas antakse esmalt {ilevaade lihhenikoolsete seente
mitmekesisusest ildiselt ja seejdrel tdpsemini helekottseenelaadsete (Hypocreales) ja
kukeseenelaadsete (Cantharellales) seltsidest. Samuti tutvustatakse t66 kirjanduslikus pooles
lllosporiopsis christiansenii’d senise uurimisajaloo pdjal.

Mirksonad: lihhenikoolsed seened, lllosporiopsis christiansenii, fillogeneetiline paiknemine,
seenekultuur

CERCS: B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, miikoloogia

The biology and taxonomic position of the lichenicolous fungus Illosporiopsis
christiansenii

Extremely small lichenicolous fungi may remain unnoticed at first glance when living hidden
on the thallus of their host lichen, but actually it is a widely distributed life form. Knowledge
about these species and their ecological diversity is constantly improving. The overall
understanding of the taxonomy and phylogenetic position of such species is also improving.
In this thesis, the taxonomic position of the lichenicolous fungus Illosporiopsis christiansenii,
which has remained unclear due to conflicting results, is investigated. [llosporiopsis
christiansenii is grown in culture in order to obtain the purest possible material for DNA
analysis and to monitor changes in the growth and life cycle of the cultures. The theoretical
part of the thesis first provides an overview of the diversity of lichenicolous fungi in general
and then more specifically of the Hypocreales and Cantharellales orders. The literature
review of the thesis also introduces lllosporiopsis christiansenii based on the research history
to date.

Keywords: lichenicolous fungi, Illosporiopsis christiansenii, phylogenetic position, fungal
culture
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Sissejuhatus

Lihhenikoolsed seened elavad samblike tallusel voi viljakehadel. Nende hulgas leidub
kohastumuste poolest parasiimbionte, saprotroofe kui ka parasiite (Gams et al., 2004;
Randlane et al., 2004). Enamik selliseid seeni on peremees-samblikuga piisivalt elavad
kommensaalid (parasiimbiondid), kes ei too samblikule kahju ega kasu (Laursen & Seppelt,
2009). Saprotroofsed seened saavad kasvada kahjustunud sambliku tallusel, sest
lagundajatena toituvad nad surnud orgaanilisest materjalist (Hanso et al., 2000; Lawrey &
Diederich, 2003). Parasiitse eluviisiga lihhenikoolsed seened mojutavad sambliku kasvu ja
arengut ning sedasorti kooselu voib I6ppeda peremees-sambliku surmaga (Laursen & Seppelt,
2009; Lawrey & Diederich, 2003). Tegelikkuses teatakse {ipris vdhe selle kohta, kuidas voi
mil mééral parasiitsed lihhenikoolsed seened samblikule moju avaldavad (Diederich et al.,
2018). Enamasti arvatakse, et nad ei tekita voi pdhjustavad vaid vdhesel mddral mojutusi
peremees-samblikus, kuid leidub ka vidheseid seeni nditeks parasiitnahkis (Athelia
arachnoidea) ja Pronectria oropensis, kelle mdju on ulatuslikum ning 16peb sambliku jaoks

fataalselt (Diederich et al., 2018; Hafellner & Obermayer, 2009; Parmasto, 1998).

Valdav osa lihhenikoolseid seeni on peremees-sambliku suhtes spetsiifilised ja nende
midramisel tuginetakse peaasjalikult nii paljunemistunnustele (viljakehad ja nende ehitus),
peremees-sambliku taksonile kui ka iseloomulikele kahjustustele sambliku tallusel. Lisaks
teatakse ka endofiilitseid lihhenikoolseid seeni (endolihhenikoolseid seeni), kes elavad
sambliku talluse sees, ei moodusta viljakehi ega jita sambliku tallusele oma olemasolust
viliseid tunnuseid ja jddvad vaatlusel markamata (Muggia & Grube, 2018). Seda sellepirast,
et endolihhenikoolsed seened ei tekita sambliku tallusel néhtavaid kahjustusi ja ilmselt on
peremees-samblikule kahjutud vOi sarnaselt taimedes elunevate endofiiiitsete seentega,
toodavad teatavaid keemilisi ithendeid, mis annavad samblikule kaitset varustades neid eluks
vajalike ainetega (Arnold et al., 2009; Li et al., 2007). Eelpool mainitu tottu tuvastatakse
endolihhenikoolseid seeni enamasti sambliku talluse tdielikul sekveneerimisel (Arnold et al.,
2009). Voib olla ka, et sellised seened moodustavad paljunemisorganeid, mida on voimalik

silmaga mairata ainult keskkonnatingimuste drastilistel muutustel (U’Ren et a/., 2010).

Hetkeseisuga on maailmas kirjeldatud iile 2000 ja Eestis iile 180 lihhenikoolse seeneliigi,
kuid eeldatav mitmekesisus voib olla mirksa suurem (iile 3000 liigi) (Abarenkov et al., 2010;
Diederich et al., 2018; Gams et al., 2004). Seda sellepdrast, et 200 aasta jooksul, mil
lihhenikoolseid seeni siivitsi uuritud on, pole teadust6d olnud iileilmselt siisteemne ja teatud
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geograafilistest piirkondadest on andmed puudulikud , nditeks Aafrikast ja Aasiast (Lawrey &
Diederich, 2003). Enamasti teatakse suurematel aladel vordlemisi palju samblike
mitmekesisuse kohta, kuid vastukaaluks on sama piirkonna vaatlustulemused iipriski
puudulikud lihhenikoolsete seente osas, seda nditeks troopilistes regioonides (Hafellner,
2018). Reaalset liikide arvu vdivad veel mojutada kriiptilised liigid, mis on viéliselt sarnased,
kuid geneetiliselt erinevad liigid (Hawksworth, 2001). Kui vélja arvata endolihhenikoolsed
seened, siis peaks iihel maa-alal kasvavate samblike ja nendega seotud mikroseente liigilisest

mitmekesisusest moodustama umbkaudu 10-20% lihhenikoolsed seened (Hafellner, 2018).

Enamik lihhenikoolsetest seentest (iile 96%) on kottseened (4scomycota), viiksem osa (4%)
kuulub kandseente (Basidiomycota) hdoimkonda (Diederich et al., 2018; Gams et al., 2004).
Seni kirjeldatud liigid kuuluvad 10 klassi, 55 seltsi, 115 sugukonda ja 397 perekonda
(Diederich et al., 2018). Lisaks kottseente (Ascomycota) ja kandseente (Basidiomycota)
hdimkondadele tuntakse veel seeni, kellel sugulise paljunemise organeid (eoskotte ja
eoskandasid) tdheldatud ei ole, mis on takistanud nende tdpsema taksonoomilise kuuluvuse
madratlemist (Barnett & Hunter, 2006). Varem kaésitleti selliseid liike siisteemivélises taksonis
teisseened (Deuteromycetes vO1 Fungi Imperfecti) (Sutton, 2014). Mitmed eelnevalt
kirjeldatud teisseente (Deuteromycetes) liigid voivad esindada juba kirjeldatud teleomorfsete
(suguliselt paljunevate) liikide anamorfseid (mittesugulisi) staadiume (Hafellner, 2018).
Selliste liikide taksonoomilise kuuluvuse kindlaks tegemiseks on tarvis DNA jérjestusi
vorrelda voi kasvatada neid laboritingimustes, et nende elutsiiklit tervikuna jilgida (Lawrey,

2002; Sutton, 2014).

Antud t66s wuuritava lihhenikoolse seene [llosporiopsis christiansenii taksonoomiline
positsioon on ebaselge, kuna teda tuntakse ainult mittesugulises staadiumis ning DNA
pohised uuringud on andnud vastuolulisi tulemusi (Diederich et al., 2024). Varaseim t60
(Sikaroodi et al., 2001) paigutab seene klassi Sordariomycetes, helekottseentelaadsete
(Hypocreales) seltsi (geenipanga jarjestus: AF289656). Samas paigutavad PlutoF
andmebaasis (Abarenkov et al., 2010) talletavad Illosporiopsis christiansenii DNA jirjestused
seene, kas kandseente (Basidiomycota) kukeseenelaadsete (Cantharellales) seltsi
(UDB0781141, UDBO0781137) voi kottseente  (4Ascomycota) helekottseenelaadsete
(Hypocreales) seltsi, sugukonda Sarocladiaceae (UDB0802611: Darmostuk, avaldamata

andmed).
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Kaesoleva t06 eesmaérkideks on:

1) vélja selgitada lihhenikoolse seene [llosporiopsis christiansenii taksonoomiline

kuuluvus,
2) panna Illosporiopsis christiansenii kultuuris kasvama, et saada DNA eralduseks
voimalikult puhtad kultuurid,

3) jalgida ning kirjeldada Illosporiopsis christiansenii kultuuride kasvu.



1. Lihhenikoolsete seente mitmekesisus ja miidramine

Kuigi olemasolevad andmed lihhenikoolsete seente liigilise mitmekesisuse kohta pole
tdnaseks pdevaks kaugeltki tdielikud, on seoses 20. sajandi viimastel kiimnenditel teadusliku
huvi kasvuga joutud aina terviklikuma arusaamani lihhenikoolsete seente taksonoomilisest
kuuluvusest (Hafellner, 2018). Seda nii uute liikide avastamisel kui ka revideerides suuremate
taksonoomiliste rithmade siistemaatikat, misliabi vihendatakse stinoniilimsete liikide osakaalu,
tuvastatakse kriiptilisi litke ja hinnatakse iimber erinevaid taksoneid (Hafellner, 2018; Lawrey
& Diederich, 2003). DNA jérjestuste andmed on olemas 32% neist seente perekondadest (128
perekonnal 397-st), mis kdtkevad endas ka lihhenikoolsete seente litke (Diederich et al.,
2018). Seega on paljude lihhenikoolsete liikide fiilogeneetiline paiknemine endiselt ebaselge
(Lawrey & Diederich, 2003).

Lihhenikoolsete seente sekveneerimise muudab tiisilikuks sekveneeritavas materjalis
sisalduvad muud seened (lihheniseerunud seened ehk sambliku miikobiondid, teised
mikroseened), mistottu on puhaste DNA jdrjestuste saamine keeruline (Bates ef al., 2012;
Meng et al., 2025). Spetsiifiliste praimerite kasutamine on mdistlik, kuid see eeldab
eelteadmisi seene kuuluvuse kohta. Kdige tdhusam on DNA analiiiisi tarbeks lihhenikoolne
seen saada puhaskultuuri, mis vdimaldab koige kindlamalt eristada lihhenikoolse liigi
genoomi miikobiondist ja sambliku tallusel elunevatest teistest seentest (Fahselt, 2008).
Samas, kuna tegemist on biotroofsete seentega, kes sdltuvad peremees-organismist, siis on

lihhenikoolsete seente kultuuri saamine pigem erandlik (Lawrey, 2002).

Kummatigi raskendab arusaama lihhenikoolsete seente taksonoomiast asjaolu, et osasid neist
(kottseente puhul hinnanguliselt 20%) tuntakse ainult aseksuaalsete (anamorfsete) tunnuste
pdhjal, mistdttu on nende fiilogeneetiline positsioon jdidnud vélja selgitamata (Lawrey ef al.,
2011). Anamorfide seostamisel teleomorfidega (holomorfi kinnitamisel) kasutati enne
molekulaarsete meetodite kasutusele vottu kultuurina kasvatamist laboritingimustes (Lawrey
& Diederich, 2003). Puhaskultuuride saamine on modnel juhul (eriti pahku tekitavate ingl
gall-forming liikide puhul) tpriski keeruline lihhenikoolsete seente viljakehade
viikesemddtmelisuse, substraadiga seotuse, toitainete spetsiifilisuse (erinevad sobilikud
s00tmed) ja teadmiste puudumise tottu muude tingimuste (nditeks valgus ja temperatuur)
osas, kuid vOimaldab saada tdpsemaid taksonoomilisi andmeid ka tdnapédeval (Crittenden et

al., 1995; Lawrey, 2002; Lawrey & Diederich, 2003; Meng et al., 2025). Uhtlasi annab
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puhaskultuuride kollektsioonides talletatamine voimaluse laialdasemaks teadustooks (Lawrey

& Diederich, 2003).

Kottseente (4scomycota) hdoimkonda paigutub enamik lihhenikoolseid seeneliike — veidi iile
1900 liigi  kuues klassis:  Arthoniomycetes,  Dothideomycetes,  Eurotiomycetes,
Lecanoromycetes, hiilivikseened (Leotiomycetes) ja Sordariomycetes (Diederich et al., 2018,
2024). Kandseente (Basidiomycota) hoimkonda kuulub ligikaudu 200 lihhenikoolset
seeneliiki, mis paigutuvad viite klassi: Agaricomycetes, Agaricostilbomycetes, kohrikseened
(Tremellomycetes), Cystobasidiomycetes ja Microbotryomycetes (Diederich et al., 2018,
2022). Kokku paikneb lihhenikoolseid liitke 11 klassis ja 55 seltsis, millest kahes on vaid
lihhenikoolsed liigid — selts Abrothallales (57 liiki) ja selts Cyphobasidiales (2 liiki).
Sugukondi, kuhu lihhenikoolseid liike paigutub, on kokku 115 ning neist kuues on ainult
lihhenikoolsed seeneliigid. Perekonna tasemel leidub lihhenikoolseid liike 397 perekonnas,
millest pooltesse (198 perekonda) kuuluvad ainult lihhenikoolsed seeneliigid. Koige
liigirikkamaks lihhenikoolseid seeni hdolmavaks perekonnaks kottseente (Ascomycota)
hdoimkonnas on perekond Arthonia seltsist Arthoniales ja klassist Arthoniomycetes, kuhu
kuulub 140 liiki ning kandseente (Basidiomycota) hdimkonnas perekond kdhrik (7remella)
seltsist kohrikulaadsed (7remellales) ning klassist kohrikseened (7remellomycetes), kuhu
kuulub 60 seeneliiki (Diederich et al., 2018). Arthonia perekonda kuulub lisaks
lihhenikoolsetele seentele ka lihheniseerunuid ja saprotroofseid seeni (Cannon et al., 2020).
Perekonda kdohrik (7remella) kuulub fungikoolseid ja saprotroofseid liike (Diederich et al.,
2022; Hanso et al., 2000).

Moned lihhenikoolsed kottseened (Ascomycota) arvatakse olevat pdlvnenud lihheniseerunud
eellastest. Sellised on nditeks lihhenikoolsete seente perekonnad Nesolechia ja Phacopsis, mis
kuuluvad sugukonda Parmeliaceae (PerSsoh & Rambold, 2002). Enamus selle sugukonna
lihheniseerunud seente liikidest moodustavad lehtjat vai rippuvat tallust (Crespo et al., 2010;
Thell et al., 2012). Lihhenikoolset seent saab sellisel juhul kisitleda kogunisti kui
tileminekuvormi samblikulise ja mittesamblikulise eluviisi vahel, kus lihhenikoolne eluvorm
arenes ilmselt vilja pérast algselt samblikku moodustava seene delihheniseerumist — iseseisva
talluse moodustamise voime kadumist (Grube & Wedin, 2016; Lutzoni et al., 2001). Sellisel
juhul on lihhenikoolne seen evolutsiooniliselt palju noorem néhtus kui tema substraadiks olev
samblik (Werth et al., 2013). Seejuures aga ei pruugi parasiidi ja tema peremees-sambliku
evolutsiooniline ja demograafiline ajalugu kattuda, mis tdhendab, et kaks liiki tekivad eraldi

(ajas ja ruumis lahus). Lihhenikoolse liigi tekkeks on oluline tugev peremehe-spetsiifilisus,
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misjuures vOib uute parasiitsete liitkide tekkel ~mdjutavaks teguriks osutuda
peremees-sambliku vahetamine (ingl host switching) (Millanes et al., 2014; Werth et al.,
2013). Fossiilsed leiud toendavad, et samblike ja neil elunevate spetsialiseerunud seente
kooselulise vormi alge kiilindib vihemasti paleogeeni ajastusse (65-23 miljonit aastat tagasi),
samas kui esimeste samblike teke on hinnatud hilisdevonisse (ca 400 miljonit aastat tagasi)

(Honegger et al., 2013; Kettunen et al., 2016; Taylor et al., 1997)

Mitme lihhenikoolse seene liigi puhul, néditeks sambla-urnsamblikul (Diploschistes
muscorum), on tdheldatud vdimet vahetada elulaadi olles néiteks elutsiikli alguses parasiit
monel samblikul ning hiljem, pdrast miikobiondi surma moodustades jirele jddnud vetikaga
uue iseseiseva sambliku talluse (Friedl, 1987; Hawksworth, 1982). Ka sellised seened
kuuluvad nendesse sugukondadesse, kus koik iilejddnud seened moodustavad samblikke
(Index Fungorum, s.a.). Kuigi teatud hulk lihhenikoolseid seeni arenes vélja lihheniseerunud
eellastest, polvneb suur osa lihhenikoolseid liike siiski ka fungikoolsetest ja saprotroofsetest
seentest (Darmostuk et al., 2025; DePriest et al., 2005; Grube & Wedin, 2016; Lawrey &
Diederich, 2003).

Jargnevad alapeatiikid késitlevad lihhenikoolsete seente mitmekesisust helekottseenelaadsete
(Hypocreales) ja kukeseenelaadsete (Cantharellales) seltsides, kuhu erinevad andmed

Illosporiopsis christiansenii paigutavad.

1.1 Lihhenikoolsed seened seltsis helekottseenelaadsed (Hypocreales)

Helekottseenelaadsete (Hypocreales) selts on monofiileetiline rithm, mis kuulub kottseente
(Ascomycota) hodoimkonda, alamhdimkonda Pezizomycotina, klassi Sordariomycetes ja
alamklassi Hypocreomycetidae (Jaklitsch et al., 2016). Peamiselt esineb helekottseenelaadsete
(Hypocreales) seltsis seentel elunevaid (fungikoolseid), saproobseid, endofiilitseid ning taime-
ja loomahaiguseid (sh. inimesel) tekitavaid liike (Diederich et al., 2024; Rossman, 1996).
Liigirikkasse seltsi, nagu seda on helekottseenelaadsete (Hypocreales) selts, kuulub

muuhulgas nii monigi lihhenikoolne seeneliik (Lawrey ef al., 1994).

Seltsi liikidele on iseloomulikud heledad voi erksavirvilised sulgeoslad (periteetsiumid), mis
on pehmed, lihakad voi vahajad, harva esinevad peiteoslad (kleistoteetsiumid) (Hanso ef al.,

2000; Jaklitsch et al., 2016). Stroomad, kui need iildse esinevad, on samuti virvuselt
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heledatest eredavérvilisteni ning periteetsiumid on neisse osaliselt voi tdielikult sukeldunud
(Rogerson, 1970). Pseudoparafiiiisid pole tavaliselt piisivad (Hanso et al., 2000; Jaklitsch et
al., 2016). Eoskotid on unitunikaatsed, otsmise avaga ja kujult silinderjad voi piklikud.
Helekottseenelaadsete (Hypocreales) seltsi kuuluvate seente kotteosed on liigiti kiill
erisugused, kuid peamiselt on eosed keraja voi niitja kujuga, ithe-, kahe- voi mitmerakulised,
vaheseintega ja pigem heledad voi hiialiinsed, kuid esineb ka pruune ja rohelisi eoseid, mis
monel juhul vdivad fragmenteeruda (Hanso et al., 2000; Jaklitsch et al., 2016). Anamorfsetel
vormidel on sageli mérgata roheline, kollane voi oranz koniidide mass (Jaklitsch et al., 2016).
Miitseel on harilikult hiialiinne voi erksavirviline ning tavaliselt substraati sukeldunud, hiiiifid

on vaheseintega ja harunevad (Rogerson, 1970).

Helekottseenelaadsete (Hypocreales) seltsis teatakse kuute sugukonda, kuhu kuulub ka
lihhenikoolseid seeneliike. Nendeks on: Bionectriaceae, tungalteralised (Clavicipitaceae),
Cordycipitaceae, helekottseenelised (Hypocreaceae), komuseenelised (Nectriaceae) ja
Niessliaceae. Perekondi helekottseenelaadsete (Hypocreales) seltsis, kuhu lihhenikoolseid
seeni paigutub, on kokku 18. Neist liigirikkaim perekond on Pronectria (Diederich et al.,
2018). Kummatigi leidub seltsi paigutatult ka selliste lihhenikoolsete seente perekondi, mille
kuuluvus on ebaselge nii seltsi kui ka sugukonna tasemel (nditeks perekonnad

Chondronectria, Leptobarya, Roselliniella, Illosporiopsis) (Diederich et al., 2018, 2024).

Seltsi kuuluvate seente mittesugulised (anamorfsed) vormid on laia levikuga ja neid peetakse
silmatorkavateks (Hanso et al., 2000). Lihhenikoolseid helekottseenelaadseid (Hypocreales)
mittesuguliselt paljunevaid (anamorfseid) seeni on hetkel teada 23 ning neist 13 seostatakse
ka teatud suguliselt paljunevate (teleomorfsete) liikidega. Seltsi anamorfe paigutatakse tihti
sarnasuse pohjal (hiialiinsed koniidid ja fialiidid) anamorf-perekonda Acremonium. Paljude
helekottseenelaadsete (Hypocreales) anamorfid on paigutatud siisteemivilisesse rithma
avateisseened ehk hiitifomiitseedid (Hyphomycetes) (Diederich et al., 2024; Hanso et al.,
2000). Liigiliselt kui ka kohastumuslikult mitmekesisele avateisseente (Hyphomycetes)
rihmale on iseloomulik konidioomide vdi muu eristruktuuri puudumine ning koniidide
(mittesuguliste eoste) teke tiksikutel lihtsatel koniidikandjatel vdi tihedalt omavahel liitunud
koniidikandjate = kogumikel (siinneemadel), kus koniidid eristuvad vaheseintega
konidiogeensetest hiiiifidest voi padjanditaolistel kehakestes (sporodohhides) (Hanso et al.,

2000; Taylor & Krings, 2015).
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1.2 Lihhenikoolsed seened seltsis kukeseenelaadsed (Cantharellales)

Kukeseenelaadsete (Cantharellales) selts kuulub kandseente (Basidiomycota) hdimkonda,
alamhdimkonda Agaricomycotina ja klassi Agaricomycetes. Selts on mitmekesine nii
morfoloogilisest kui ka kohastumuslikust kiiljest (Diederich et al., 2022). Seltsi kuuluvate
litkkide seas leidub nii ekto- ja orhidoidset miikoriisat moodustavaid, lihheniseerunud,
taimepatogeenseid kui ka lihhenikoolseid seeni (Lawrey et al., 2007; Parmeter, 2023;
Tedersoo et al., 2010; Wu et al., 2010). Seltsi kuulub kohastumuste poolest ka saprotroofseid
liikke, kuid tegemist pole kunagi esmaste lagundajatega (Hibbett et al., 2014).

Seltsi liikidel esineb erineva kuju ja varieeruva suurusega basidioome (basidiokarpe), mis on
valdavalt levinud puit- vOi rohttaimsel substraadil, monikord basidioome ei moodustugi
(Bondartseva & Zmitrovich, 2023; Buyck et al., 2014; Olariaga, 2021). Hiiiifid on olenevalt
liigist pandlaga voi ilma (Bondartseva & Zmitrovich, 2023). Miitseel koosneb, kas iihte tiitipi
(generatiivhiiiifidest) seeneniitidest (monomiitne) voi lisaks generatiivhiiiifidele ka pikkadest
sarkoskeletaalide ahelikest (sarkodimiitne) (Bondartseva & Zmitrovich, 2023; Hanso et al.,
2000). Kandeosed (basidiospoor) on enamjaolt siledad, kujult ellipsoidsed voi tilgakujulised,
leidub ka iimaraid, silinderjaid ja munajaid eoseid. Mdnel liigil on eoskannad (basiidid),
millel on tavaliselt 2—6 eostuge (sterigmat). Tekkinud kandeoseid on tiiiipiliselt 4, liigiti 2—8

(Bondartseva & Zmitrovich, 2023).

Hetkel on teada kukeseeneclaadsete (Cantharellales) seltsis 11 lihhenikoolset seeneliiki, mis
paigutuvad iiheksasse perekonda: Bergerella, Bulbilla, Burgella, Burgoa, Burgellopsis,
Ceratobasidium, Minimedusa, Neoburgoa, Parmeliicida. Tingitult seltsi kuuluvate
lihhenikoolsete seente viljakehade vidikesemdotmelisusest (u 1-2 mm 1dbimdoduga) ja
véarvuse silmatorkamatusest on neid litke vihe kogutud ning avastamisel mingib suurt rolli
juhus (Diederich et al., 2022; Lawrey et al., 2007). Viimasel kiimnendil on kirjeldatud valdav
osa seltsi lihhenikoolseid litke ja seetdttu oletatakse, et kukeseenelaadsete (Cantharellales)
seltsi voiks tegelikkuses kuuluda ldhikaudu 30 liiki lihhenikoolseid seeni (Diederich et al.,
2022).

Seltsi kuuluvad lihhenikoolsed liigid on teada vaid mittesuguliste (anamorfsete) vormidena,
sest basidioomi (basidiokarp) moodustumist pole neil liikidel tidheldatud (Diederich et al.,

2022). Samuti puuduvad neil konidioomid ning seltsi lihhenikoolsetele liikidele on
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iseloomulik  sibulakujuliste  bulbillide  (ingl  bulbil) moodustumine  harilikult
peremees-sambliku talluse pinnale (Diederich et al., 2022; Lawrey et al., 2007). Bulbillid
kujutavad endast imaratesse tihedatesse kogumikesse koondunud hiiiifi (Hanso et al., 2000).
Virvuselt on bulbillid védga varieeruvad: valged, kahvatupruunid, oranzikaspruunid,
erekollased vdi tume punakaspruunid. Uhtlasi vdivad anamorfid olla nii tuhmid kui ka
laikivad. Bulbillid voivad esineda pigem hajusalt v6i monel juhul kogumikena {iildjuhul
peremees-sambliku tallusele, harvem lehtereoslatele (apoteetsiumitele) ja sulgeoslatele

(periteetsiumitele) (Diederich et al., 2022).

Kukeseenelaadsete (Cantharellales) lihhenikoolsete litkide anamorfidel on mikroskoopiliste
tunnustena margatud hiialiinset substraati sukelduvat voi pindmist (v.a Parmeliicida
pandemica - pindmiselt tdusev) miitseeli. Vaheseintega hiiiifidel on mitmel juhul tdheldatud

pandlaid, kuid seda mitte koigil liikidel.
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2. Illosporiopsis christiansenii

lllosporiopsis christiansenii (Joonis 1) kirjeldati 1986. aastal Hobsonia christiansenii B.L.
Brady & D. Hawksw. nime all. lllosporiopsis christiansenii tiilipeksemplari korjas 1977.
aastal Mogens Skytte Christiansen Itaaliast Idrost paplilt (Populus L.) harilikult
leeksamblikult (Candelaria concolor) (Lowen et al., 1986). Illosporiopsis christiansenii

holotiiiibi kollektsioonikood on IMI 226836 (HerbIMI, s.a.).

Joonis 1. [llosporiopsis christiansenii erinevatel samblikel: iileval harilikul korpsamblikul
(Xanthoria parietina), vasakul all tipilisel rosettsamblikul (Physcia aipolia), paremal all

rips-rosettsamblikul (Physcia tenella). Fotod: Miia Puidet, 2025
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Perekond Illosporiopsis ainus esindaja [llosporiopsis christiansenii on laialt levinud
pohjapoolkeral (Joonis 2), kus seen kasvab peamiselt lehtja tallusega samblikel, pohiliselt
rosettsamblikel (Physcia), aga ka perekondadel leeksamblik (Candelaria), korpsamblik
(Xanthoria), hallsamblik (Hypogymnia), pruunsamblik (Melanohalea), rohesamblik
(Scoliciosporum), lapiksamblik (Parmelia), tdmmusamblik (Phaeophyscia), hirmasamblik
(Physconia) ja siddesamblik (Candelariella), mis kasvavad toitainerikkal puukoorel (Diederich
et al., 2024; lllosporiopsis Christiansenii, s.a.; Lowen et al., 1986). Eestis on seda seent leitud
(Joonis 3) korpsambliku (Xanthoria), hérmasambliku (Physconia), pruunsambliku
(Melanohalea), habesambliku (Usnea) ja rosettsambliku (Physcia) perekondadelt (Abarenkov
etal., 2010).

Joonis 2. lllosporiopsis christiansenii maailma levikukaart (//losporiopsis Christiansenii, s.a.)

Mck

Joonis 3. lllosporiopsis christiansenii Eesti levikukaart (Il/losporiopsis christiansenii, s.a.)
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Illosporiopsis christiansenii moodustab sambliku tallusel roosasid (ISCC-NBS centroid color:
strong pink) sporodohhe (Joonis 1), milles on tihedalt koniide (Kelly & Judd, 1976; Lowen et
al., 1986). Koniidide kogumikud on sambliku tallusesse kohati sukeldunud (tungivad l4bi
peremees-sambliku koorkihi), paiguti on kogumikud aga tallusel pindmiselt, mis liitudes
moodustavad 0,1-2 mm korguseid sporodohhe diameetriga 0,5—-1 mm (Diederich et al., 2024;
Lowen et al., 1986; Randlane et al., 2004). Teinekord vdivad koniidid valguda sambliku

talluselt naabruses olevatele samblikele ja puukoorele (Diederich et al., 2024).

Illosporiopsis christiansenii miitseeli moodustavad hiialiinsed vaheseintega 1,5-2 pum laiused
seeneniidid, mis kasvavad nii sambliku pinnal kui ka talluse sees. Koniidikandja pole
tavalistest seeneniitidest eristatav (mikronemaatne) ja koniidikandjal (konidiofooril)
arenevatel konidiogeensetel rakkudel on iiks konidiogeene lookus (monoblastsed). Koniide
moodustavad rakud on konidiofoorist eraldatud vaheseinaga, kust valminud koniidid
eralduvad konidiogeensest lookusest iiksikult, kas skisoliilitselt (ingl schizolytic) voi
reksoliilitselt (ingl rhexolytic) (Lowen et al., 1986). Esimesel juhul eraldub kiips koniid
koniidikandjalt nii, et kahekihilisesest rakuseinast ainult sisemine sein moodustab koniidi
aluse. Vidhem levinud reksoliilitse konidiogeneesi korral moodustavad koniidi pdhja nii
sisemine kui ka vélimine rakusein (Cole & Samson, 1979; Seifert et al., 2011). Hiialiinsed
koniidid on mitmerakulised ja pdiki vaheseintega, mille juurest rakud sissenddrduvad.
Koniidide rakuseinad on siledad. Mitmesuguse kuju ja suurusega (4—10 x 3—5 um) koniidid
kujunevad arengu jooksul spiraalselt keerdunuks. Tépsemini kasvab mitmerakuline hiiiifjas
koniid enda timber keerdunult nii, et liksikkoniidid on 16puks ruumiliselt paigutunud (Lowen

et al., 1986). Sugulist staadiumit pole sellel seenel tdheldatud (Diederich et al., 2018).

lllosporiopsis christiansenii sarnaneb viliste tunnusjoonte pdhjal teise lihhenikoolse seenega
Marchandiomyces corallinus (Roberge) Diederich & D. Hawksw. (varasemalt lllosporium
corallinum Roberge), kes samuti kasvab lehtja tallusega samblikel, kuid kes molekulaarsete
tunnuste pdhjal kuulub kandseente (Basidomycota) hdimkonda, seltsi Corticiales (Diederich,
1990; Diederich et al., 2022; Lowen et al., 1986). Sarnase vélisilme tdttu on kahte liiki
eelnevalt arvatud olema omavahel ldhedalt suguluses voi peetud isegi sama liigi kaheks
erinevaks staadiumiks (keskkonnatingimustest sdltuvalt). Kuid mikroskoopilistelt tunnustelt
eristub  lllosporiopsis christiansenii iseloomulike spiraalsete koniidide poolest, mis

veekeskkonnas kipuvad laiali valguma (Lowen et al., 1986). Marchandiomyces corallinus
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moodustab seevastu ellipsoidse vdi ebaméérase kujuga bulbille (Diederich ef al., 2022). Kahel
liigil esineb viljakehades sama virvipigment, kuid looduslikes tingimustes on liigid selgelt
teineteisest eristatavad, Marchandiomyces corallinus tunnuslike oranzide voi pastellpunaste
kolooniatena ja Illosporiopsis christiansenii iseloomulike ereroosakate voi karmiinpunaste

sporodohhidena (Diederich, 1990; Diederich et al., 2022, 2024; Lowen et al., 1986).

Varem arvati /llosporiopsis christiansenii koniidide struktuuri sarnasuse (spiraalsuse) alusel
perekonda Hobsonia, kuid hilisemad fiilogeneetilised uuringud paigutavad lihhenikoolse
seene eraldi perekonda lllosporiopsis (Lowen et al., 1986; Sikaroodi et al., 2001). Hiljutisim
uurimus madrab [llosporiopsis christiansenii helekottseenelaadsete (Hypocreales) seltsi
esindajatega klassist Sordariomycetes. Lihedaseks liigiks on saadud //losporium carneum (=
lllosporium roseum (Schreb.) Fr.)), keda on varasemalt peetud Pronectria robergei
anamorfseks staadiumiks, kuid hiljutisemad avastuste jirgi on Pronectria robergei ja
lllosporium carneum eraldi liigid sugukonnas Bionectriaceae (Diederich et al., 2024;

Sikaroodi et al., 2001).

Kohastumuslikult on liiki /llosporiopsis christiansenii peetud teataval miiral patogeenseks,
kes hévitab mdnikord peremees-sambliku talluse (Lowen ef al., 1986; Sikaroodi et al., 2001).
lllosporiopsis christiansenii kolooniaid on leitud nakatunud ja hiljem surnud sambliku

vahetust lahedusest puukoorel (Diederich et al., 2024).
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3. Materjal ja metoodika

3.1 Materjali kogumine

lllosporiopsis  christiansenii

kultuuris kasvatamiseks ja mikroskopeerimiseks koguti

eksemplare Tartu linna parkidest ja rohealadelt puutiivedelt ja -okstelt. Leiukohtadel méérati

koordinaadid ning substraat, millel //losporiopsis christiansenii leiti (Tabel 1). Hiljem méérati

eksemplaridelt ka iilejddnud samblikud ja neil kasvavad seened (Lisa 1). Korjatud

eksemplarid talletatatakse TU Loodusmuusemi miikoloogilises kogus (TUF).

Tabel 1. Kogutud materjali andmed: eksemplari number, kollektsiooni ID (TUF ID), leiukoha

geograafilised koordiaadid, kogumise kuupdev ning

christiansenii kasvas (substraat).

samblik, millel Illosporiopsis

Eksemplari Koordinaadid TUF ID Kogumise Substraat
number kuupiev

Nr 1 58.3864; TUF095296  17.02.24 tipiline rosettsamblik (Physcia
26.7232 aipolia)

Nr 2 58.3861; TUF095295 17.02.24 tipiline rosettsamblik (Physcia
26.7235 aipolia)

Nr3 58.3841; TUF095286  17.02.24  tdpiline rosettsamblik (Physcia
26.7270 aipolia)

Nr 4 58.3815; TUF095301  16.02.24  harilik korpsamblik (Xanthoria
26.7156 parietina), tipiline rosettsamblik

(Physcia aipolia)

Nr5 58.3806; TUF095312  16.02.24  harilik korpsamblik (Xanthoria

26.7166 parietina), tipiline rosettsamblik
(Physcia aipolia)

Nr 6 58.3815; TUF095302  16.02.24  tdpiline rosettsamblik (Physcia
26.7156 aipolia)

Nr 7 58.3746; TUF095282  01.03.24  rips-rosettsamblik (Physcia
26.7154 tenella)

Nr 8 58.3818; TUF095281  02.03.24  tdpiline rosettsamblik (Physcia
26.7262 aipolia)

Nr 9 58.3865; TUF095275  02.03.24 tipiline rosettsamblik (Physcia
26.7231 aipolia)

17



Nr 10 58.3864; TUF095277  02.03.24  tdpiline rosettsamblik (Physcia
26.7234 aipolia)
Nr 11 58.3843; TUF095276  03.03.24  harilik korpsamblik (Xanthoria
26.7235 parietina) ja
tépiline rosettsamblik (Physcia
aipolia)
Nr 12 58.3846; TUF095474  03.03.24 tipiline rosettsamblik (Physcia
26.7252 aipolia)
Nr 14 58.3841 TUF095473  03.03.24  tipiline rosettsamblik (Physcia
26.7264 aipolia)
Nr 16 57.7128; TUF095472  24.08.24  rips-rosettsamblik (Physcia
26.5044 tenella)
Nr 17 58.3795; TUF095471  12.11.24  vagu-lapiksamblik (Parmelia
26.7126 sulcata)
Nr 18 58.3837; TUF095470  13.11.24  tdpiline rosettsamblik (Physcia
26.7270 aipolia)
Nr 19 58.3825; TUF095469  14.11.24  tdpiline rosettsamblik (Physcia
26.7263 aipolia)
Nr 20 58.3814; TUF095468  18.11.24  tépiline rosettsamblik (Physcia
26.7264 aipolia)
Nr 21 58.3813; TUF095467  18.11.24  tdpiline rosettsamblik (Physcia
26.7263 aipolia) ja rips-rosettsamblik
(Physcia tenella)
Nr 22 58.3815; TUF095466  18.11.24  harilik korpsamblik (Xanthoria
26.7268 parietina)
Nr 23 58.3823; TUF095465  18.11.24  tdpiline rosettsamblik (Physcia
26.7274 aipolia)
Nr 24 58.3835; TUF095464  18.11.24  harilik korpsamblik (Xanthoria
26.7266 parietina), tipiline rosettsamblik
(Physcia aipolia)
Nr 25 58.3837; TUF095463 22.11.24 tipiline rosettsamblik (Physcia
26.7266 aipolia)
Nr 26 58.3837; TUF095459 22.11.24 tapiline rosettsamblik (Physcia
26.7266 aipolia)
Nr 27 58.3834; TUF095460 22.11.24 harilik korpsamblik (Xanthoria
26.7274 parietina)
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Nr 28 58.3825; TUF095428 22.11.24 harilik korpsamblik (Xanthoria

26.7270 parietina), tapiline rosettsamblik
(Physcia aipolia)
Nr 29 58.3830; TUF095462 22.11.24 tipiline rosettsamblik (Physcia
26.7266 aipolia)
Nr 30 58.3825; TUF095461 22.11.24 tdpiline rosettsamblik (Physcia
26.7270 aipolia)

3.2 Kultuurina kasvatamine

Lihhenikoolsete seente uurimiseks laboritingimustes tuleb seened peremees-samblikust
isoleerida ning kasvatada neid kunstlikul so6tmel. Siinkohal tuleb olla kindel, et substraadil
kasvav lihhenikoolne seen on iseloomulike viljakehade jargi édra tuntav. Kui lihhenikoolne
seen on identifitseeritud ning edukalt so6tmele kiilvatud, tuleb petri tassil kasvavat kultuuri
jélgida. Juhul kui kultuurina kasvav seeneniidistik on saastunud, tuleb steriilse todvahendi
abil saaste so0tmelt eemaldada (Lawrey, 2002). Illlosporiopsis christiansenii kultuurina
kasvatamise kéigus jdlgiti ja kirjeldati kultuuride kasvu ja elutstiklit ning saadi seelébi teha

jareldusi lllosporiopsis christiansenii morfoloogilise arengu kohta.

lllosporiopsis christiansenii kultuurina kasvatamisel kasutati erinevaid s6otmeid, et vélja
selgitada kasvuks sobivaim toitekeskkond. Kasutatavate sootmete hulgas olid MEA (Malt
Extract Agar), PDA (Potato Dextrose Agar) ja CMA (Cornmeal Agar). Kultuuris
kasvatamisel kasutati nii antibiootikumi sisaldavaid so6tmeid kui ka antibiootikumideta
s00tmeid. Katseperioodi kdigus moddeti kultuuride kasvu, et teada saada, kuidas erineb

Illosporiopsis christiansenii kasv erinevatel s6otmetel.

MEA s66tme peamised komponendid on linnaseekstrakt (15 g/l kohta) ja agar (20 g/l kohta).
PDA s66tmes on komponentidest kdige rohkem gliikoosi (20 g/1 kohta), seejarel agarit (15 g/l
kohta). CMA s66de pohineb maisijahul, mida on liitrise segu kohta 50 grammi, ja agaril, mida

on liitrises s60tmesegus 15 grammi.

Enne sootmele kiilvamist kuivatati kogutud eksemplare paar pdeva toatemperatuuril.
Kiilvamisel eemaldati eksemplarilt /llosporiopsis christiansenii autoklaavitud hambatikuga

voOi steriliseeritud skalpelliga koniidide mass ning asetati sootmega steriilsele petri tassile.
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Seejérel isoleeriti petri tass parafilmiga ning hoiti toatemperatuuril pdevavalguse kées.

Kultuuride kasvades tehti saaste esinemisel imberkiilve uutele s66tmetele.

3.3 Mikroskopeerimine

Kultuuride puhul piiiiti 1dbivalgusmikroskoobiga mikroskopeerides leida Illosporiopsis
christiansenii iseloomulikke tunnuseid, et kinnitada kasvatatud kultuuride liigilist digsust
eelnevate kirjelduste pohjal. Too kéigus kultuuride mikroskopeerimine voimaldas luua
usaldusviirse tilevaate kasvatatud kultuuridest, sest lisaks kultuuride kasvades
morfoloogiliste muutuste kirjeldamisele andis ka mikroskopeerimine voimaluse kirjeldada ja

jaadvustada kultuuri kasvamise kdigus toimuvaid muutuseid.

Téaiendavalt kultuuris kasvavatele inokulumidele (ingl inoculum) mikroskopeeriti ka kogutud
eksemplare. Viimane vodimaldas [llosporiopsis christiansenii ja kontaktpinna struktuuri
paremini hinnata. Samuti andis mikroskopeerimine vOimaluse saada iilevaade, milliste

samblikega Illlosporiopsis christiansenii koos kasvab.

Preparaati tehes 10igati ristlébildige Ziletitera abil 1dbi l/losporiopsis christiansenii sporodohhi
ja peremees-sambliku talluse. Saadud 101k asetati alusklaasil olevale veetilgale ning asetati
peale katteklaas. Eksemplare preparaadina mikroskopeerides sai veenduda, et kultuuridesse

kiilvati digete mikroskoopiliste tunnustega liik.

3.4 DNA eraldus, DNA amplifitseerimine ja sekveneerimine

DNA eraldus teostati PDA sodtmele kiilvatud eksemplarist nr 9 ja MEA s66tmel kasvatatud
kultuurist 11 II (Tabel 3). lllosporiopsis christiansenii DNA eraldati liitisimeetodil. Selleks
kasutati 100 pl litsipuhvrit ja 2,5 pl proteinaas K-d, millel prooviga kokku segatuna lasti
ile6d kuumablokis inkubeerida 56°C juures. Seejérel inaktiveeriti proteinaas K 98°C juures
kuumutades proovi 15 minutit. Jirgmiseks tsentrifuugiti proovisegu 11000 rpm juures 2

minutit. 80 ul saadust pipeteeriti sadet véltides uude tuubi ning hoiustati —20°C juures.

DNA jirjestuste amplifiseerimiseks tehti DNA eraldamisel saadud segust kiimnekordne

lahjendus. Selleks segati kokku 10 pl DNA lahust ja 90 ul ultrapuhast MilliQ vett. Kuna seene
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taksonoomiline kuuluvus oli ebaselge, siis kasutati nii kott- kui ka kandseente spetsiifilisi
praimereid ning samuti universaalseid praimereid. Valiti vilja jargmised praimerite
kombinatsioonid: ITS5 — ITS4, ITSOF — LA-W, ITSOF — LB-W, ITS1 — ITS4-Tul2,
LROR-Tul2 — ITS4-Tul2 ja LROR — LR7 (Tabel 2). Seejirel segati paripidine praimer (ingl
foward) kokku adraspidise praimeriga (ingl reverse). 1 ul DNA kohta kasutati 0,6 pul mdlemat
praimerit, 3 ul mastermix’i ja 9,8 pl destilleeritud vett (kokku 15 pl). Katses kasutati
termotsiikleri programmi, kus esmane denatureerimine toimus 95°C juures 15 minutit, millele
jargnes 35 korda jargmine tsiikkel: denaturatsioon 95°C 30 sekundit, praimerite seondumine
55°C juures 30 sekundit ja DNA siintees 72°C juures 60 sekundit, parast 35 tsiiklit 10 minutit
72°C juures.

Proovid koos negatiivse kontrollprooviga kanti geelile ning voolutati 90-100 A juures 30
minutit. Proovid (15 pl) puhastati lisades 1 pl FastAP-d ja 0,5 pl Eksonukleaas I.
Komplementaarsed ahelad sekveneeriti Macrogen Inc. (Amsterdam, Holland)

amplifitseerimisel kasutusel olnud praimeritega ITSS — ITS4.

Tabel 2. Kasutatud praimerid: praimeri nimi, praimeri nukleotiidne jdrjestus (sekvents),

praimeri suund (péri- voi draspidine) ja viide allikale

Praimeri nimi Sekvents Suund Viide
ITS1 TCCGTAGGTGAA péripidine (fwd) White et al., 1990
CCTGCGG
ITS4 TCCTCCGCTTATT draspidine (rev) White et al., 1990
GATATGC
ITSS GGAAGTAAAAGT paripidine (fwd) White et al., 1990
CGTAACAAGG
ITSOF ACTTGGTCATTTA paripidine (fwd) Tedersoo et al., 2008
GAGGAAGT
ITS4-Tul2 TTCTTTTCCTCCG araspidine (rev) Ojaetal., 2015
CTGAWTA
LA-W CTTTTCATCTTTC draspidine (rev) Tedersoo et al., 2008
GATCACTC
LB-W CTTTTCATCTTTC draspidine (rev) Tedersoo et al., 2008
CCTCACGG
LROR ACCCGCTGAACT péripidine (fwd) Hopple & Vilgalys,
TAAGC 1994
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LROR-Tul2 CGTTGATTTAAGC péripidine (fwd) Tedersoo,

ATATTAWTC avaldamata andmed
LR7 TACTACCACCAA draspidine (rev) Hopple & Vilgalys,
GATCT 1994

3.5 DNA jirjestuste analiiiis

Programmiga CodonCode Aligner 8.0.2 (Codon Code Corporation, Centerville, MA, USA)
pandi vastavad péri- ja draspidine jirjestus kokku. Seejdrel vorreldi saadud sekventside
konsensust BLAST+ (Basic Local Alignment Search Tool) paketi blastn (Nucleotide BLAST)
homoloogiaotsinguprogrammiga geenipangas talletatud jérjestustega (Altschul et al., 1990).
Sekventse vorreldi ka UNITE andmebaasi jarjestustega (Abarenkov et al., 2024). Otsingusse
sisestatud DNA jdrjestustele olid ldhimateks vasteteks nditeks Microcera lichenicola
(ON811503 — 99.64%, jt.) ja Microcera physciae (OK664728 — 99.82%, jt.), misjuures
molemad kuuluvad komuseeneliste (Nectriaceae) sugukonda ja helekottseenelaadsete
(Hypocreales) seltsi. Analiilisi teostamisel ldhtuti geenipanga andmebaasist jirjestuste
valimisel identsuse protsendi (Per. Ident) parameetrist, mis kokkuleppeliselt pidi jddma

vahemikku 95 — 100%.

Sarnased jdrjestused ilihes algupidraste jdrjestustega joondati SeaView 5.0.5 programmi abil
(Galtier et al., 1996). Aligneeringut analiilisiti veebiprogrammiga [QTree, mis léhtub
fiillogeneesipuu koostamisel suurima tdepédra (ingl maximum likelihood) meetodist
(Trifinopoulos et al., 2016). Analiilisil kasutati nukleotiidide asendusmudelit TNe+G4 ja
fiillogeneesipuu toetused arvutati kingapaela (ingl bootstrap) meetodil 1000 korduses. Saadud

konsensuspuud vaadeldi ja toimetati programmiga FigTree 1.4.4. (Rambaut, 2018).

Pérast esmase fiillogeneesipuu koostamist vorreldi algupdraseid konsensusjdrjestusi
komuseeneliste (Nectriaceae) sugukonna ITS-regiooni (Internal Transcribed Spacer) DNA
jarjestustega, mis saadi 2023. aastal avaldatud Liu ef al. artiklist (Liu et al., 2023). Saadud
andmeid toodeldi eelnevalt loetletud programmidega (SeaView, 1QTree, FigTree) ning jouti
uue flilogeneesipuuni. T60s kasutati liikide ladinakeelseid nimesid 1dhtudes Index Fungorum
andmebaasist (Index Fungorum, s.a.). Eestikeelsete liiginimede puhul tugineti eElurikkuse

andmebaasi kehtivatest nimedest (eElurikkus, s.a.).
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4. Tulemused

4.1 Kultuuride kasv

Esimesel katsel [Illosporiopsis christiansenii’d kultuurina kasvatada kiilvati kuuelt
eksemplarilt (eksemplarid nr 1-6; Tabel 1) Illosporiopsis christiansenii’d kuuele
antibiootikumi sisaldavale s66tmega petri tassile. Eksemplarid nr 1-3 kiilvati MEA s66tmele
ja eksemplarid nr 4-6 PDA sdotmele. Viis pdeva pérast kiilvi esines kdigil kultuuridel saaste,
mistottu teostati erinevatele so6tmetele iimberkiilvid. Kolm pieva parast timberkiilvi esinesid
koikides kultuurides taas saastetunnused. Edasised katsed viidi 1dbi uute kogutud

eksemplaridega.

Teisel katsel Illosporiopsis christiansenii’d kultuuris kasvatada kasutati s60tmeid, mis ei
sisaldanud antibiootikume. Samuti kuivatati eksemplare paar pdeva enne kiilvamist
toatemperatuuril. Uhtlasi jilgiti kultuure jirjepidevamalt ning saaste ilmnemisel kiilvati seen

koheselt uuele s66tmele.

Teisel katsel kiilvati seitsmelt eksemplarilt (eksemplarid nr 7-13; Tabel 1) lllosporiopsis
christiansenii’le iseloomulikku koniidide massi 12-le sootmele. Seejuures kasutati
eksemplaride nr 7 ja 8 puhul CMA soddet, eksemplaride nr 9 ja 10 korral PDA s6ddet ning
eksemplaride nr 11 ja 12 jaoks MEA sdddet. Kusjuures eksemplarilt nr 13 kiilvati viljakehi
kolmele PDA so6tmele, kahele CMA so6tmele ja iihele MEA so6tmele. Teisel katsel kiilvatud
kultuurides esines jdrjepideva jdlgimisega katseperioodil sagedasti saastet, mille parast

teostati korduvalt iimberkiilve ja saaste eemaldust.

Pérast pea kuu aega kestnud katseperioodi, jitkati kultuuri kasvu jilgimist so6tmetel, kuhu
algselt oli kiilvatud materjali eksemplaridelt nr 8, 9 ja 11. Seda pohjusel, et teistest
eksemplaridest teostatud kultuuris kasvatamisel ei saadud piisivaid kultuure. Jérjekestva
kultuuride jélgimise ja vajadusel timberkiilvamise tulemusel saadi eluskultuurina kasvama
kaheksa isendit, millest kolme puhul sai mikroskoopiliste tunnuste sarnasuse pohjal olla
kindel, et kultuuri on saadud Illosporiopsis christiansenii. MEA s06tmel kasvanud
eksemplarist nr 11 ja PDA s66tmel kasvanud eksemplarist nr 9 tehti hilisema uurimise kdigus

DNA eraldus ja edasised analiiiisid.
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lllosporiopsis christiansenii kultuurina kasvatamise kdigus jélgiti ja kirjeldati kultuuride
kasvu ja elutsiiklit (Tabel 3). Esimese kiimne pdeva jooksul tdheldati s66tmetel kollase
parmimeenutava inokulumi teket, millelt kasvasid valged tdusvad ja harunevad hiiiifid.
Kiimme pdeva kasvanud miitseel oli tsonaalne ja sai eristada kollakamat diristsooni ning
roosakamat keset (Munsell book of color virvikataloogi kood: 10R 8/6 PDA sodtmel ja 10R
7/6 MEA s66tmel) (Munsell book of color: neighboring hues edition, matte finish collection,
1970). MEA so6tmel kasvanud miitseelil oli kiimnendaks kasvupédevaks mairgata keskosas

kollakaid ja valkjaid vedelikutilkasid (Joonis 4), mis jdid alles terve katseperioodi viltel.

Teisel kasvunédalal sai MEA so6tmel kasvavatel miitseelides tdheldada tsonaalsuse tdienemist
(Joonis 4). Uhel MEA s66tmel (Tabel 3: 11 1) oli miitseel jaotunud kolmeks tsooniks: servast
esimene tsoon oranzroosa (2,5Y 8,5/8), teine tsoon heleroosa (2,5YR 6/12) ja kolmas tsoon
tumeroosa (10R 5/4). Teisel MEA s66tmel (Tabel 3: 11 II) oli miitseel aga jaotunud kaheks
tsooniks: servaosa tsoon heleroosa (10R 7/6), keskmine tsoon tumedam roosa (10R 6/4).
MEA so6tmetel oli agar inokulumi all valge ning inokulum tsoonidena serva suunas helenev.
PDA s66tmel polnud inokulumidel tsonaalsus méargatav, miitseel oli virvuselt {htlaselt

heleroosa (10R 8/6) ning agar inokulumi all oli tumedat virvi.

Pérast kolmandat néddalat kultuurikasvu voOis mairgata nii PDA kui ka MEA s66tmetel
arenevatel miitseelidel vérvide intensiivistumist. Pédrast kolme nédalat oli kultuur PDA
s6dtmel saastunud ning seega teostati iimberkiilv. Umberkiilv teostati PDA sodtmelt MEA
sOotmele, sest MEA so6tme kultuuridel oli tdheldatud sobivamaid kasvutingimusi (Joonis 5).
Kiill aga jdlgiti endiselt ka saastunud kultuuri kasvu, kuna saastus polnud liialt intensiivne.
Umberkiilvatud kultuuri (Tabel 3: 9 II) kasvu hakati kirjeldama kolm nidalat pérast
timberkiilvi (Tabel 3: kultuuride kuues kasvunddal), kui oli mérgata saastunud kultuurist
eristuvaid tunnuseid. PDA sd6tmel kasvav kultuur oli védrvuse poolest hele, oranzikasroosa
(10R 7/12). Tsonaalselt serva suunas helenevatel MEA kultuuridel sai mdlemil eristada
servaosast keskosa poole 3 tsooni: esimene tsoon ereoranz (10 YR 7/12), teine tsoon siigav
roosa (10R 5/8) ja kolmas tsoon roosakaslilla (10R 5/2). Mdlemal MEA s66tmel sai tdheldada
roosakaslilla kolmanda tsooni laienemist. Vorreldes PDA so6tmel areneva miitseeliga, oli
MEA s66tme kultuuride Shumiitseelis rohkem valgeid tousvaid ja harunevad hiilife ning
kohati oli mérgata ka pigmenteerunud hiitife (Joonis 7). Kui iildiselt olid hiiiifid valdavalt
valget vérvi, siis koloonia keskel vedelikutilkade juures leidus hiiiife, mis olid roosaks

varvunud.
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Kuu aega MEA sootmel kasvavatel miitseelidel oli endiselt sdilinud tsonaalsus kolme
voodina: esimene tsoon heleroosa (1I0YR 7/10), teine tsoon tumeroosa (10R 6/6), kolmas
tsoon tumelilla (1I0R 5/4). MEA sootmetel sai tdheldada esimese tsooni kasvamist kdige
laiemaks tsooniks inokulumis ning agar inokulumi all polnud enam vorreldes timbritsevaga
heledam. Kuuaegse kasvu tulemusena polnud PDA so6tmel kasvaval kultuuril tsonaalsust
tekkinud, inokulum oli ereoranz (2,5YR 8/8) ning agar inokulumi all polnud enam tumedam.
PDA so66tmel kasvanud kultuuri darealadel voOis mairgata pisikesi punase pigmendi
kogumikke. Endiselt oli MEA s66tme kultuuridel vorreldes PDA s66tme kultuuriga hiitife

rohkem, kusjuures inokulumi keskel oli hiitife kdige ohtramalt.

Poolteist kuud kultuurina kasvanud MEA s66tme inokulumidel oli maérgata teatavat
tsonaalsuse hajumist (Joonis 4). Kui eelnevalt sai MEA sootmetel margata selgepiiriliselt
eristuvaid vérvitsoone, siis pdrast poolteist kuud kasvu sai ndha, kuidas keskmine tumelilla
tsoon kasvas kiirtena dérte poole ning hajutas eelnevalt selgesti mirgatava tsonaalsuse. Siiski
saab MEA sootme kultuuridel eristada kahte tsooni: esimene tsoon ereoranZ mdninga
tumelilla kiirega, teine tsoon tumelilla (10R 4/4). Seejuures oli agar MEA s66tme kultuurides
viarvunud kollakaks. Pérast kolmandat kasvunddalat teostati saastuse tdttu PDA séotmelt
timberkiilv ning kolm nidalat pérast timberkiilvi vdis margata kahe kultuuri vahel erinevusi.
Saastunud PDA s66tme kultuuril (Tabel 3: 9 1) tiheldati, et vorreldes teiste kultuuridega pole
antud inokulumi kasvukuju kiirjas. Kultuuri kasv toimus kiill keskelt darte suunas, kuid kuju
polnud niivord korrapérane kui teistel kultuuridel. Kusjuures oli ka saastunud kultuuriga PDA
s00tme agar viarvunud vorreldes eelnevaga kollakamaks. Kultuuri virvusel vdis mairgata
keskelt ddre suunas helenemist, kuid konkreetselt eristuvaid tsoone ei nihtud. Saastunud PDA
kultuur oli vorreldes eelneva vaatlusega tumedam oranz (SR 5/4), samas kui timberkiilvatud
kultuuril MEA s66tmel (Tabel 3: 9 II) vais eristada kollakamat &dristsooni ning ereoranZzi

(2.5YR 8/8) keset.

Kaks kuud MEA s66tmel kasvanud eluskultuuridel sai tdheldada tsonaalsuse jatkuvat
hajumist, kuid sellele vaatamata olid védrvuse poolest eristuvad kaks tsooni: esimene tsoon
jatkuvalt ereoranz punakaslillade kiirtega ja teine tsoon tumelilla (10R 4/6). Kahe kuu
moddudes kiillvamisest polnud PDA so6tmele kiilvatud kultuuril tsonaalsust vélja kujunenud,
kuigi endiselt oli vdrvus intensiivsem inokulumi keskel helenedes ddrte suunas. Saastunud
kultuuri ereoranZz toon oli muutunud heledamaks, mida vOib seostada saastuse
intensiivistumisega. Kolmandal nédalal timberkiilvatud MEA sd6tmel kasvaval kultuuril

(Tabel 3: 9 II) ei olnud timberkiilvist kuu moddudes endiselt tsonaalsust vilja kujunenud.
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Kultuuri virv oli iihtlaselt ereoranz (2.5YR 8/8). Seejuures hiiiife oli iimberkiilvatud kultuuris
tunduvalt vdhem vdrrelduna sama kaua kasvanud MEA so66tme kultuuridega, kuhu oli
kiilvatud eksemplari nr 11. Uute moodustistena vois kuu péarast timberkiilvi kultuuril néha

palju pisikesi heledamaid miigaraid.
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Joonis 4. Tsonaalsuse tdienemine, hajumine ja vedelikutilgad. Tsonaalsuse tdienemine on néha

esimesel kahel vasakspoolsel pildil, iileval {ildpildina (A — B) ja all suurendatult tsoonidest (E
— F). Tsonaalsuse hajumine on niha kahel jargneval pildil, iileval iildpildina (C — D) ja all
suurendatult kultuurist (G — H). I — vedelikutilgad kultuuri keskosas (kultuur 11 II, MEA); A,
E — kultuur 11 II esimesel kasvunéddalal; B, F — kultuur 11 II teisel kasvunadal; C, G — kultuur
11 II kolmandal kasvunddal; D, H — poolteist kuud kasvanud kultuur 11 II. Fotod: Miia
Puidet, 2024

Kahe kuu moddudes oli kultuuride kasv pidurdumas, virvuse muutusi polnud mérgata ega
leitud ka muud laadi morfoloogilisi muutusi. Katseperioodi kdigus moddeti muuhulgas
kultuuride kasvu ning saadud tulemused nditavad, et MEA so6tmel kasvanud kultuurid
kasvasid kiiremini vorreldes PDA-l kasvanud kultuuriga. Eriti hdsti ilmestab kultuuride
kasvukiiruste erinevust kahel sodtmel algselt PDA so6tmel kasvanud eksemplar nr 9, mis
saastumise tagajirjel timberkiilvati MEA s66tmele. MEA-le timberkiilvatud miitseel kasvas
15 pdevaga sama suureks kui eelnevalt 47 pdeva PDA sootmel kasvanud miitseel. Seejuures
saavutasid MEA sootmel kasvanud kultuurid ka suuremad inokulumid vdrreldes PDA-1

kasvanud kultuuridega (Joonis 5).
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Joonis 5. Kultuuride kasvukiirus. Joonise horisontaalteljel on mirgitud kiilvamisest
moddunud pievade arv ning vertikaalteljel on tihistatud kultuuride diameeter sentimeetrites.
Erinevad kultuurid (11 I, 11 II, 9 I, 9 II) on tdhistatud eraldi ajajoontena. Sulgudes on vilja
toodud sodde, millel kultuur kasvas. PDA so6tmel kasvanud kultuuri 9 I puhul toimus
kolmandal kasvunéddalal iimberkiilv, mis on joonisel téhistatud noolega. 9 II kultuur téhistab

umberkilvist kasvanud uut kultuuri MEA s66tmel.

Tabel 3. Kronoloogiline kultuuride kasvu kirjeldus: eksemplari number, millelt kultuur kiilvati
ja s66de, millele kultuur kiilvati, morfoloogilised muutused, kultuuride vérvus, s66tme virvus

inokulumi all 1dhtudes kiilvamisest moddunud ajast.

Kultuuride kiimnes kasvupiev

Eksemplari 9 111 IT1I
nr
Soode PDA MEA MEA

27



Morfo- Péarmi meenutav inokulum; valged

Parmi meenutav

Parmi meenutav

loogilised tousvad ja harunevad hiiiifid inokulum; inokulum;

tunused valged tdousvad ~ valged tousvad
ja harunevad ja harunevad
hiiiifid; kollakad  hiiiifid; kollakad
ja valkjad ja valkjad
vedelikutilgad vedelikutilgad
miitseeli keskel — miitseeli keskel

Kultuuri Kollakam &déristsoon, roosakam kese Kollakam Kollakam

virvus (10R 8/6) adristsoon, adristsoon,
roosakam kese roosakam kese
(10R 7/6) (10R 7/6)

Kultuuride teine kasvuniidal

Eksemplari 9 IT1 1111

nr

Soode PDA MEA MEA

Morfo- Valged tousvad ja harunevad hiitifid Valged tdusvad ~ Valged tousvad

loogilised Ohumiitseelis ja harunevad ja harunevad

tunused hiitifid; kollakad  hiiiifid; kollakad
ja valkjad ja valkjad
vedelikutilgad vedelikutilgad
miitseeli keskel  miitseeli keskel

Kultuuri Tsonaalsus puudub; iihtlaselt 3 tsooni: [ tsoon 2 tsooni: | tsoon

virvus heleroosa (10R 8/6) oranzroosa heleroosa (10R
(2,5Y 8,5/8), 11 7/6), 11 tsoon
tsoon heleroosa  tumedam roosa
(2,5YR 6/12), III (10R 6/4)
tsoon tumeroosa
(10R 5/4)

Agari Agar inokulumi all tume Agar inokulumi  Agar inokulumi

virvus all valge all valge

inokulumi

all

Kultuuride kolmas kasvunidal

Eksemplari 9 111 1111

nr

Soode PDA MEA MEA
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Morfo- Ohumiitseelis valgeid tdusvaid ja

Ohumiitseelis

Ohumiitseelis

loogilised harunevad hiiiife keskmiselt valgeid tdusvaid  valgeid tousvaid

tunused ja harunevad ja harunevad
hiitife ohtralt; hiitife ohtralt;
kollakad ja kohati
valkjad pigmenteerunud
vedelikutilgad hiitifid; kollakad
miitseeli keskel; ja valkjad
roosakaslilla III  vedelikutilgad
tsooni miitseeli keskel;
laienemine roosakaslilla III

tsooni
laienemine
Kultuuri Kultuuri virvuse intensiivistumine; Kultuuri varvuse  Kultuuri virvuse
virvus tsonaalsus puudub; iihtlaselt hele, intensiivistumin  intensiivistumin
oranzikasroosa (10R 7/12) e; 3 tsooni: I e; 3 tsooni: I

tsoon ereoranz tsoon ereoranz
(10 YR 7/12),11 (10 YR 7/12),11
tsoon stigav tsoon sugav
roosa (10R 5/8), roosa (10R 5/8),
III tsoon III tsoon
roosakaslilla roosakaslilla
(10R 5/2) (10R 5/2)

Agari Agar inokulumi all tume Agar inokulumi  Agar inokulumi

virvus all valge all valge

inokulumi

all

Kultuuride neljas kasvunidal

Eksemplari 9 111 111

nr

Soode PDA MEA MEA
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Morfo- Ohumiitseelis valgeid tdusvaid ja Ohumiitseelis Ohumiitseelis

loogilised harunevad hiiiife keskmiselt; pisikeste  valgeid tousvaid valgeid tdusvaid

tunused punaste kogumike teke ja harunevad ja harunevad
hiitife ohtralt; hiitife ohtralt;
hiiiife enim hiitife enim
inokulumi inokulumi
keskel; kollakad  keskel; kollakad
ja valkjad ja valkjad
vedelikutilgad vedelikutilgad
miitseeli keskel; miitseeli keskel;
heleroosa | heleroosa I
tsooni tsooni
kasvamine koige kasvamine kdige
laiemaks laiemaks
tsooniks tsooniks
inokulumis inokulumis

Kultuuri Tsonaalsus puudub; iihtlaselt ereoranz 3 tsooni: I tsoon 3 tsooni: I tsoon

virvus (2,5YR 8/8) heleroosa (10YR heleroosa (10YR
7/10), 1I tsoon 7/10), 11 tsoon
tumeroosa (I0R  tumeroosa (10R
6/6), 111 tsoon 6/6), 111 tsoon
tumelilla (10R tumelilla (10R
5/4) 5/4)

Agari Agar inokulumi all pole varvunud Agar inokulumi  Agar inokulumi

virvus all pole all pole

inokulumi véarvunud véarvunud

all

Kultuuride kuues kasvuniidal

Eksemplari 91 911 111 1111

nr

Soode PDA MEA MEA MEA

Morfo- Ohumiitseelis Ohumiitseelis Ohumiitseelis Ohumiitseelis

loogilised valgeid tdusvaid  valgeid tdusvaid  valgeid tdusvaid valgeid tdusvaid

tunused ja harunevad

hitife keskmiselt

ja harunevad
hiiiife keskmiselt

ja harunevad
hiiiife ohtralt;
hiitife enim
inokulumi
keskel; kollakad
ja valkjad
vedelikutilgad
miitseeli keskel

ja harunevad
hiitife ohtralt;
hiitife enim
inokulumi
keskel; kollakad
ja valkjad
vedelikutilgad
miitseeli keskel
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Kultuuri Tsonaalsus kollakam Tsonaalsuse Tsonaalsuse
virvus puudub; dérte ddristsoon, hajumine; 2 hajumine; 2
suunas helenev ereoranz kese tsooni: I tsoon tsooni: I tsoon
tumedam oranz (2.5YR 8/8) ereoranz ereoranz
(5R 5/4) moninga moninga
tumelilla kiirega, tumelilla
IT tsoon kiirega, II tsoon
tumelilla (10R tumelilla (10R
4/4) 4/4)
Agari Agar inokulumi  Agar inokulumi Agar inokulumi  Agar inokulumi
virvus all kollakas all pole varvunud  all kollakas all kollakas
inokulumi
all
Kultuuride kaheksas kasvunidal
Eksemplari 91 91l 111 1111
nr
Soode PDA MEA MEA MEA
Morfo- Ohumiitseelis Ohumiitseelis Ohumiitseelis Ohumiitseelis
loogilised valgeid tdusvaid  valgeid tdusvaid  valgeid tdusvaid valgeid tousvaid
tunused ja harunevad ja harunevad ja harunevad ja harunevad
hiiiife keskmiselt  hiitife keskmiselt  hiiiife ohtralt; hiitife ohtralt;
hiiiife enim hiiiife enim
inokulumi inokulumi
keskel; keskel,
lisandunud lisandunud
kollakaid ja kollakaid ja
valkjaid valkjaid
vedelikutilkasid  vedelikutilkasid
miitseeli keskele miitseeli keskele
Kultuuri Tsonaalsus Tsonaalsus Tsonaalsuse Tsonaalsuse
virvus puudub; dérte puudub; iihtlaselt  hajumine; 2 hajumine; 2
suunas helenev ereoranz (2.5YR  tsooni: Itsoon  tsooni: I tsoon
heledam ereoranz  8/8) ereoranz ereoranz
punakaslillade punakaslillade
kiirtega, II tsoon  kiirtega, II tsoon
tumelilla (1I0R tumelilla (10R
4/6) 4/6)
Agari Agar inokulumi Agar inokulumi Agar inokulumi  Agar inokulumi
varvus all kollakas all pole varvunud  all kollakas all kollakas
inokulumi
all
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4.2 Mikroskoopilised tunnused

Harilike seeneniitide seas vois mikroskopeerides méargata selliseid hiilife, mis kétkesid endas
koniidi algmeid (konidiogeensete rakkude kogumikke). Konidiogeenseteks hiiiifideks
osutusid vordlemisi jimedad hiilifid, milles sisaldus rohkem varuaineid koniidi edasiseks
arenguks. Eri arengujérgus koniide mikroskopeerides ilmnes, et laiemad hiilifid, millest
koniidide teke alguse sai, fragmenteerusid véiksemateks hiilifiosadeks parast koniidide
kujunemist. Koniidi idanedes roteerub eraldunud hiitif imber oma telje moodustades viimaks
ruumilise keerdunud koniidi (Joonis 6). Valminud koniide vdis mdnel juhul néha teineteise

iimber koondunult sporodohhidena.

Joonis 6. Koniidid. A — ruumilised keerdunud koniidid vilja kasvavate hiilifidega (mérgitud
musta noolega) (suurendus 10x, H,O, eksemplar nr 1); B — idanev koniid vilja ulatuva
hiitifiga (must nool) (100x suurendus, H,O, PDA); C- algusjargus idanev koniid (100x
suurendus, H,O, PDA); D — lithikesed hiiiifiosad pérast koniidide teket (suurendus 10x, H,O,
PDA). Fotod: Miia Puidet, 2024
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Uldjoontes olid hiiiifid virvuselt pigem roosakad kui libinisti hiialiinsed, misjuures esines
PDA so66tmel ka pigmenteerunud hiiiife voi hiiiifi osasid. Roosa virv ja selle intensiivistumine
tuli esile MEA s66tmel kimpudesse (laius 8—18,6 um) koondunud seeneniitide puhul, kus oli
monel juhul mérgata ka hiilifide vahel anastomoose ehk ristliistakuid. Kimbud MEA s66tme
kultuurides esinesid pigem kiipsetel (vanadel) kultuuridel, mis olid saavutanud maksimaalse

kasvu (Joonis 7).

Joonis 7. Hiiiifikimbud. A — {ildpilt kimpu koondunud hiiiifidest (suurendus 10x, H,O, MEA);
B — anastomoos (mirgitud musta noolega) (suurendus 10x, H,O, MEA); C — hiilifikimbust
viljaulatuv anastomoos (must nool) (suurendus 10x, H,O, MEA), D - punaste

pigmenditilkadega hiiiif (must nool) (suurendus 10x, H,O, PDA). Fotod: Miia Puidet, 2024

Kultuuride miitseele mikroskopeerides vois mérgata kahte sorti hiilife — paksemaid (2,5-3,7
um) ja peenemaid (1,2-1,8 pum). Pikemat kasvu hiiiifid olid seejuures ebakorrapéraselt
harunenud. Erimddtmelistel seeneniitidel esinesid korrapdratute vahemike jérel vaheseinad,
kust hiiiifid olid sissenddrdunud. Fragmendi pikkus oli {ipris varieeruv (14-20 pum). Kuigi

sissendordumine vaheseinte juures on selgelt ndhtav, tuleb seejuures esile tuua, et laiema
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labimodduga seeneniidid olid ldbinisti pigem ebatasase (lainelise) pinnaga. Ent olenemata

osade hiitifide konarlikust vilisilmest olid hiiiifiseinad siledad (Joonis 8).

Joonis 8. Miitseel. A — {ildpilt miitseelist (suurendus 10, H,O, MEA); B — peenemad ja
paksemad hiiiifid miitseelis (suurendus 10x, H,O, PDA); C — hiiiifi harunemine (tdhistatud
nooltega) (suurendus 10x, H,O, MEA); D — sissend6rdumine vaheseinte juurest (must nool) ja
ebatasase pinnaga laiemad hiilifid (valge nool) (suurendus 10x, H,O, PDA). Fotod: Miia

Puidet, 2024
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To66 kdigus mikroskopeeriti ka peremees—samblikul kasvavat lllosporiopsis christiansenii’d,
et teha kindlaks, kas vahetult sporodohhi all on mérgata foto- voi miikobiondi kahjustusi.
Selleks 10igati ristldbildige 1dbi  [lllosporiopsis christiansenii  sporodohhi ja lébi
peremees-sambliku talluse. Mikroskopeerimine néitas, et /llosporiopsis christiansenii hiiiifid
ei tungi vetikarakkude sisse ja fotobiont nidis ldhtudes erksast vérvist ning kahjustamata

rakkudest olevat heas seisundis (Joonis 9).

Joonis 9. Labildige peremees—samblikust. A — [llosporiopsis christiansenii koniididemass ja
miitseel peremees—sambliku pinnal (suurendus 100x, H,O, eksemplar nr 1); B — lllosporiopsis
christiansenii hiilifid kasvamas fotobiondi kohal (suurendus 10x, H,O, eksemplar nr 1).

Fotod: Miia Puidet, 2024

4. 3 Illosporiopsis christiansenii’ga seotud kooslused

T60 raames mikroskopeeriti kollektsiooni kogutud eksemplare ning médrati neil esinenud

liigid (Lisa 1; Tabel 1). Eksemplaridel kasvavas erinevaid samblikke ja lihhenikoolsete seente
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litkke. 28 eksemplarilt tuvastati kokku 34 erinevat liiki, millest enamuse moodustasid

samblikud (22 liiki). Lihhenikoolseid seeni leiti eksemplaridelt kokku kiimme.

Kollektsiooni samblike elurikkuses esines koige sagedamini hariliku korpsambliku
(Xanthoria parietina) (26 eksemplaril 28-st) ja tipilist rosettsambliku (Physcia aipolia) (26
eksemplarilt 28-st), mis olid ka paljude Illosporiopsis christiansenii eksemplaride
substraadiks (Tabel 1). Tihti (iile pooltel eksemplaridel) esines ka Lecanora chlarotera (20
eksemplaril), kahvatu liudsamblik (Lecanora carpinea) (19 eksemplaril), Candelariella
vitellina (16 eksemplaril) ja rips-rosettsamblik (Physcia tenella) (15 eksemplaril). Pooltel
eksemplaridel oli hdgu-tdommusamblik (Phaeophyscia orbicularis). Lihhenikoolsetest liikidest

oli enim esindatud Pronectria leptaleae (16 eksemplaril).

4. 4 Molekulaarsed tulemused

Valitud praimerite kombinatsioonidest saadi amplifsteerimisel tulemused kombinatsioonidega
ITS5 ja ITS4 mdlemalt kultuurilt (9 ja 11 II) eraldatud DNA puhul ning iihest kultuurist (11
IT) ka kombinatsiooniga ITSOF ja LA-W.

Vorreldes saadud jarjestusi olid sarnasemateks geenipanga vasteteks NCBI (National Center
for Biotechnology Information) puhul komuseeneliste (Nectriaceae) sugukonna Microcera
perekonda kuuluvad liigid Microcera larvarum, M. rubra, M. coccophila, M. physciae ja M.
lichenicola. Lidhedasteks liikideks pakuti ka perekond Cosmospora liikke Cosmospora
aurantiicola, C. khandalensis, C. coheniae, C. nothepisphaeria (= Fusarium ciliatum).
Komuseeneliste (Nectriaceae) sugukonnast saadi sarnasteks vasteteks veel iiksikuid liike
erinevatest ~ perekondadest:  Scolecofusarium  ciliatum,  Fusicolla  quarantenae,
Pseudocosmospora vilior ja Neocosmospora tenuicristata (= Fusarium tenuicristatum). Ainus
ladhedane vaste, mis ei kuulunud komuseeneliste (Nectriaceae) sugukonda oli Pronectria
oligospora, mis aga siiski paigutub helekottseenelaadsete (Hypocreales) seltsi. UNITE
andmebaasis DNA jérjestusi vorreldes saadi ldhedasteks liikideks vaid eelpool vilja toodud

komuseeneliste (Nectriaceae) sugukonda Microcera perekonda kuuluvaid liike.

Fiilogeneesipuul paigutuvad molemad sekventsid eksemplaridelt nr 9 ja 11 kottseente
(Ascomycota) hdimkonda, Sordariomycetes klassi, helekottseenelaadsete (Hypocreales) seltsi

ja komuseeneliste (Nectriaceae) sugukonda, kuid see-eest erinevatesse harudesse (Joonis 1).
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Mbolema [Illosporiopsis christiansenii

proovid paiknevad fiilogeneesipuul Microcera

perekonnas. Eraldi klaadidesse paigutununa on iihe sekventsi (9 _Illosporiopsis christiansenii)

lahimaks taksoniks Microcera lichenicola (ON811502) ja Microcera physciae (OK664728)

ning teise (11 _1llosporiopsis christiansenii) 1ahimaks liigiks Microcera rubra (HQ897820).

100
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100
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L KM231827.1_Macroconia_leptosphaeriae

L 59

89

97
42
100 53
—————{100
96
98
89
64

i@

75

48
84

97

MH855540.1_Microcera_coccophila
MZ029437.1_Microcera_kuwanaspidis
MW484993.1_Microcera_kuwanaspidis
0Q434280.1_Microcera_pseudaulacaspidis
0Q434281.1_Microcera_chrysomphaludis
0Q434282.1_Microcera_chrysomphaludis
HQ897811.1_Dialonectria_episphaeria
KM231821.1_Dialonectria_ullevolea
KC291721.1_Pseudocosmospora_eutypellae
KC291729.1_Pseudocosmospora_rogersonii
KC291735.1_Pseudocosmospora_eutypae
HQ897827.1_Cosmospora_coccinea
HQ897828.1_Cosmospora_cymosa
HQ897826.1_Macroconia_papilionacearum
OK664727.1_Microcera_physciae
ON811502.1_Microcera_lichenicola
9_lllosporiopsis_christiansenii
OK664728.1_Microcera_physciae
ONB811503.1_Microcera_lichenicola
HQ897820.1_Microcera_rubra
11_lllosporiopsis_christiansenii
EU860064.1_Fusarium_larvarum_var.
KC291751.1_Microcera_larvarum
KM231838.1_Tilachlidium_brachiatum
KM231839.1_Tilachlidium_brachiatum

Joonis 2. Fiilogeneesipuu. Numbrid harude kohal tdhistavad bootstrap-vairtusi. Kéesolevas

t00s loetakse klaadi toetatuks, kui selle vaartus on suurem voi vordne 75.
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5. Arutelu

Koik katsed lllosporiopsis christiansenii’d kultuurina kasvatada ei dnnestunud. Paljuski vois
ebaedu olla tingitud vélise saaste ohust, see tdhendab kiiremakasvulisemate seente
konkurentsist. Saastumine vois olla pohjustatud seene substraadiga kaasnevast elurikkusest
(peremees-samblikul kasvavad teised mikroseened) voi ohuga kokkupuutest (teiste seente
levivad eosed). Too kéigus selgus, et teatud sootmed [llosporiopsis christiansenii kasvuks
lihtsalt ei sobinud (CMA) vai aeglustasid kultuuride kasvu (PDA). See kinnitab varasematest
katsetest selgunud tdsiasja, et paljude lihhenikoolsete seente kasvutingimused
laborikeskkonnas on nondasama spetsiifilised nagu need on looduslikes oludes (Crittenden et
al., 1995; Gilbert, 1988; Muggia et al., 2017). Too kidigus selgus, et parim sodde
lllosporiopsis christiansenii kasvuks on MEA, kuhu ei ole lisatud antibiootikume.
Tdendoliselt ei ole Illosporiopsis christiansenii samblikust tdielikult soltuv parasiit, sest
muidu ei oleks seen iildse kultuuris kasvama ldinud. Vo6ib oletada, et seen on osaliselt

saprotroof.

Leidsime, et lllosporiopsis christiansenii kasvab tiiiipiliselt sellistes kohtades ja pindadel, kus
on palju samblikke ning neil parasiteerivaid seeni (Lisa 1; Tabel 1), aga ka selliseid, ilma
viljakehadeta mikroseeni, mille médramine osutus iilejoukiivaks. Kollektsiooni eksemplaride
elurikkust maéirates tuvastati Illlosporiopsis christiansenii ldhedusest mitmeid selliseid
samblikke, mis viitavad James et al. (1977) pdhjal sellele, et 1. christiansenii kasvab valdavalt
Xanthorion parietinae tiilipi kooslustes. Seda tiilipi kooslusega seotud liike iseloomustab
kasvamine toitainerikkal puukoorel sageli saastunud linnakeskkonnas. Lahtuvalt kirjanduses
ja andmebaasides olevatest andmetest ning oma vaatlustest voib liiki leida eelkodige
stigis-talvisel perioodil, mil ebasoodsamates tingimustes mittesuguline reproduktsioon ka
soodsamaks osutub (lllosporiopsis christiansenii | eElurikkus, s.a.; Illosporiopsis
Christiansenii | GBIF, s.a.; Lowen et al., 1986). Anamorfse vormina esineva I. christiansenii

esinemist sellistes keskkonnatingimustes kinnitab ka seene pdhjapoolne levik (Joonis 2).

MEA so66tmel kasvanud kultuurid (11 1, 11 II, 9 1 ja 9 1I) arenesid s66tmel koniidide idanedes,
nagu on kirjeldanud ka Lowen et al. (1986) MEA sddtmel kasvatatud kultuuri puhul. Uksiti
on meie kultuuride mikroskoopilised tulemused vastavuses ka sealse kultuurikirjeldusega, kus
mirgitakse, et konidiogeensed rakud, vees laialivalguvad helikoidsed koniidid ja sporodohhid
on samasugused nagu samblikul kasvavatel eksemplaridel. Vastupidiselt aga Lowen et al.

(1986) kirjeldatud aeglasekasvulisele kultuurile (kiimne niddalaga 1dbimdot 7 mm) kujunesid
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meie MEA so6tme kultuurid pigem kiiremini kasvades keskmiselt 0,5 mm pidevas, PDA-I
kasvanud kultuuride juurdekasv oli keskmiselt 0,2 mm péevas. Uhtlasi olid siin t6ds saadud
eluskultuurid (11 1, 11 II, 9 I) pigem algusest peale pigmenteerunud ja valge servaosaga enne
eritooni tsonaalsuse teket erinedes nii Lowen et al. (1986) katses kirjeldatud kultuurist, mis

muutus ajapikku valgest roosaks.

Lowen et al. (1986) liigikirjelduses vélja toodud [llosporiopsis christiansenii
mikroskoopilised tunnused on iildiselt vastavuses kdesolevas t66s saadud tulemustega. Kiill
aga margati, et lisaks Lowen et al. (1986) kirjeldatud peenematele hiiiifidele (1,5-2 pm) oli
Illosporiopsis christiansenii miitseelis ka paksemaid hiiiife (2,5-3,7 um). Erinevalt Lowen et
al. (1986) vaatlustest mérkasime {iihtlasi, et kultuuride vanadedes moodustusid hiiiifidest

kimbud, kus seeneniitide vahel oli méirgata ka anastomoose.

Kéesolevas t60s ei olnud vdimalik vorrelda saadud tulemusi Sikaroodi et al. (2001)
hiljutiseimas uurimuses //losporiopsis christiansenii taksonoomilise kuuluvuse kohta saadud
jarjestustega, sest seal kasutati fiilogeneesipuu koostamisel ribosomaalse RNA véikest
subtihikut (18S rRNA) kodeerivat geeni, mida meil aga amplifitseerida ei onnestunud. Kuna
amplifsteerimisel saadi tulemused ITS-regiooni praimeritega ldhtuti antud t66s tulemuste

vordlemisel Liu ef al. (2023) DNA jérjestustest.

Too  kdigus saadud DNA  jérjestused paigutavad  [llosporiopsis  christiansenii
helekottseenelaadsete (Hypocreales) seltsi, komuseeneliste (Nectriaceae) sugukonda ja
pakuvad ldhimateks taksoniteks perekonna Microcera liike. Ka Sikaroodi et al. (2001) t66
paigutab [llosporiopsis christiansenii helekottseentelaadsete (Hypocreales) seltsi, kuid mitte
ithessegi kindlasse sugukonda. Samas saadi ka Sikaroodi et al. (2001) tulemuste pdhjal
Illosporiopsis christiansenii iiheks ldhedaseimaks taksoniks kirjeldamata litk perekonnast
Fusarium, mis kuulub samuti komuseeneliste (Nectriaceae) sugukonda. Teisalt oli Sikaroodi
et al. (2001) teiseks ldhedaseimaks liigiks mérgitud /l/losporium carneum Fr., mis praeguste
teadmisete kohaselt kuulub hoopis helekottseenelaadsete (Hypocreales) sugukonda
Bionectriaceae (Diederich et al., 2024). Illosporium carneum moodustab roosakasoranze
sporodohhe, kuid erinevalt I christiansenii’st tekitab kerajaid voi ellipsoidseid koniide.
Liikidele 1. christiansenii ja I. carneum on viliselt sarnane Hobsoniopsis santessonii (Lowen
& D. Hawks.) D. Hawks., kes kasvab kilpsamblikel (Peltigera) ja moodustab hallikaid kuni
kollakasroosasid sporodohhe helikoidsete koniididega, kuid liik kuulub hoopis klassi
Dothideomycetes, seltsist Mycophaerellaceae (Diederich et al., 2024). Sikaroodi et al. (2001)
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ja siin t60s saadud tulemused vajaksid tdiendavaid uuringuid veendumaks, et seen tdepoolest

kuulub komuseeneliste (Nectriaceae) sugukonda.

Antud t66s paigutus lllosporiopsis christiansenii perekonda Microcera, mille moningaid liike
on varasemalt kisitletud anamorf-perekonnas Fusarium (Griafenhan et al., 2011; Liu et al.,
2023). Illosporiopsis christiansenii 1ahedale saadud liigid Microcera physciae Crous & Boers
ja Microcera lichenicola Crous & Boers on dsja arvatud siinoniitimseteks, mislédbi on M.
physciae perekond Microcera ainus lihhenikoolne liik, millel on sarnaselt [llosporiopsis
christiansenii’le iseloomulik erksavérviliste (oranzide) sporodohhide moodustumine
peremees-sambliku tallusele. Hiialiinsed koniidid, mis teineteise kiilge koondunult
moodustavad sporodohhe, on sellel liigil aga kujult sirpjad (Crous ef al., 2022; Diederich et
al., 2024). Teine Microcera perekonna esindaja, mille ldhedale Illosporiopsis christiansenii
paigutus, on Microcera rubra Griafenhan & Seifert., mis tekitab kultuuris kasvades so6tmele
punaste pigmentidega kolooniaid (Gréifenhan et al., 2011). Punaseks pigmenteerunud hiitife

vOis monel juhul mérgata ka siin t66s saadud kultuurides (Joonis 7).

lllosporiopsis christiansenii paigutumine perekonda Microcera voib viidata sellele, et
tegemist on siinanamorfidega, kus /. christiansenii esindaks iiht anamorfset (mittesugulist)
staadiumi vottes arvesse, et ka Microcera perekonna lihhenikoolse liigi Microcera physciae
(= Microcera lichenicola) peremees-samblikuks on enamjaolt lehtja tallusega liigid
(Diederich et al., 2024). Keskkonnatingimustest sdltuva kaasanamorfismi kasuks rddgiks
asjaolu, et Illlosporiopsis christiansenii’d on leitud eriomastes oludes — pigem sajusemal,
kiilmemal ja vdhema pédevavalgusega siigis-talvisel peroodil (/llosporiopsis christiansenii |
eElurikkus, s.a.; Illosporiopsis Christiansenii | GBIF, s.a.; Lowen et al., 1986). Oletatava
kaasanamorfi Microcera physciae vaatlusandmeid on andmebaasides voOrreldes 1
christiansenii’ga tunduvalt vihem, kuid liigi levik ei ndi nende pdhjal olevat kitsas, vaid
pigem esinevad harvad leiud mitmel pool maailmas keskkonnaproovide voi mitte eriti
slistemaatiliste sissekannete ndol (Microcera Physciae | GBIF, s.a.). Keskkonnatingimuste

muutumisest tuleneva siinanamorfismi kinnitamine vajab tdiendavat uurimist.

Kéesoleva t06 proovidest saadud sekventsid on omavahel iisna sarnased (566 aluspaarist
varieerus 14 — 2,6%), kuid paigutusid fiilogeneesipuul siiski komuseeneliste (Nectriaceae)
sugukonna perekond Microcera erinevatesse alamklaadidesse, mistottu on [llosporiopsis
christiansenii taksonoomilise positsiooni kindlaks tegemiseks tarvis 1ébi viia korduskatseid.
See-eest on antud t66 tulemused kinnituseks, et lllosporiopsis christiansenii kuulub kottseente

(Ascomycota) hdimkonna klassi Sordariomycetes helekottseentelaadsete (Hypocreales) seltsis.
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Kokkuvote

Lihhenikoolsed seened on kohastumuslikult ja liigiliselt mitmekesine riihm véaikesekasvulisi
seeni, kes elunevad samblike tallusel voi selle sees. Okoloogiliselt laia kohastumusvdime
tottu on lihhenikoolsete seente eellaste seas nii lihheniseerunud (samblikemoodustavaid),
fungikoolseid (seentel elutsevaid) kui ka saprotroofseid (surnud orgaanilisest materjalist
toituvaid) seeni. Oletatavasti kuulub lihhenikoolsete seente hulka mirksa rohkem litke kui
hetkeseisuga kirjeldatud. Samas on selle mitmekesise organismide riihma paljude liikide
fiillogeneetiline positsioon jadnud vilja selgitamata tulenevalt erisustest lihhenikoolsete seente

uurimises ja paljude liikide puhul vaid anamorfsete (mittesuguliste) vormide tundmisest.

Nii pole taksonoomiline positsioon seente siisteemis 10puni selge ka pohja poolkeral laialdase
levikuga lihhenikoolse seene [llosporiopsis christiansenii puhul, mille pilkupiitidva vérvuse
tottu on andmebaasidesse sisse kantud arvukalt vaatlusandmeid. Silmatorkavast vdlimusest
hoolimata kirjeldati anamorfse (mittesugulise) vormina esinev [llosporiopsis christiansenii
eraldiseisva liigina alles 1986. aastal johtuvalt seene sarnasustest teise lihhenikoolse liigiga
Marchandiomyces corallinus. Kéiesoleva t00 eesmérgiks oli vilja selgitada lihhenikoolse
seene [Illosporiopsis christiansenii taksonoomiline kuuluvus, mille kohta vd&ib leida

vastukdivaid andmeid.

DNA analiitisiks pandi [lllosporiopsis christiansenii kultuuris kasvama ning tdiendavalt
kirjeldati saadud kultuuride kasvu ja mikrokoopilisi tunnuseid. Saadud molekulaarsed
tulemused paigutasid /llosporiopsis christiansenii helekottseenelaadsete (Hypocreales) seltsi,
komuseeneliste (Nectriaceae) sugukonda ja pakkusid 1dhimateks taksoniteks liike perekonnast
Microcera. Antud t660 tulemused on piisavad kinnitamaks seene paiknemist
helekottseenelaadsete (Hypocreales) seltsis, kuid vajavad tdiendavaid andmeid sugukonna
kindlaks tegemiseks. Lisaks tuleks pdhjalikumalt uurida kéesolevas toos vilja pakutud
lllosporiopsis christiansenii saprotroofset eluviisi ja voimalikku kaasanamorfismi Microcera

physciae’ga.
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Summary

Lichenicolous fungi are an ecologically diverse group of small fungi that live on or within the
thallus of lichens. The ancestors of lichenicolous fungi include lichenized (lichen-forming),
fungicolous (living on another fungi) and saprotrophic (organic material decomposing) fungi.
There are about 2000 lichenicolous fungi wordlwide, but the actual number of the species
may be much higer than currently described. Among the lichenicolous species, there are many
of which only the anamorphic (asexual) forms are known, and therefore their phylogenetic
position is unclear. Investigations on the phylogenetic positions of this diverse group of
organisms are also difficult to establish because of peculiarities in the study of lichenicolous

fungi.

Therefore, the taxonomic position of the lichenicolous fungus llosporiopsis christiansenii in
the fungal system is also not completely clear. Although the fungus is widely distributed in
the northern hemisphere and it has numerous observations recorded due to its eye-catching
pink colour. Despite its noticeable appearance, Illosporiopsis christiansenii, which is known
as an anamorphic (asexual) form, was not described until 1986. This may have been due to its
similarities to another lichenicolous species, Marchandiomyces corallinus. The aim of this
study was to clarify the taxonomic position of the lichenicolous fungus Illosporiopsis

christiansenii, about which conflicting data can be found.

For DNA analysis, lllosporiopsis christiansenii was grown in the laboratory and
characteristics of the resulting cultures were further described. The molecular results placed
lllosporiopsis christiansenii within the order Hypocreales, family Nectriaceae and suggested
species from the genus Microcera as the closest. The results of this work are sufficient to
confirm the placement of the fungus in the order Hypocreales, but additional molecular data is
needed to determine the position in the family. In addition, the saprotrophic lifestyle of
lllosporiopsis christiansenii and the possible synanamorphism with Microcera physciae are

proposed in this work but should be investigated in more detail.

42



Tanuavaldused

Kéesolev suletdd poleks ilmavalgust ndinud ilma toetuse ja abita kaasinimestelt. Seejuures
sooviksin avaldada erilist tinu oma juhendajale Ave Suijale, kelle olulisust ja tihtsust t66
valmimisel on keeruline alahinnata. Nondasama nagu Ave pakkusid Marju Vahter ja Irma

Zettur laboris tuge hinge ja mdistusega, mille eest olen neile viga tinumeelne.

Kodige kodust tulnud hea eest volgnen tinu oma armsale mutrile (emale) ja isale, kes on oma
16imetise eest histi hoolt kandnud. Uhkusega saan tdna tunnistada, et Olivia suguse
kompanjonita oleks see kolmeaastane poli olnud tiikati kohutavalt niiri ja omapuhku oleks
Temata jadnud liiast onne ja rodmu elus maitsmata. Samuti olen siiralt onnis inimene, et
minuga on sedaaegu olnud ja ka jddnud kallis Iti. Jddn meenutama kalli seltsilise Sonja
Olatunnet kirjutades kiiljekuti omi 16putdid ja olen tdesti tdnulik, et saame edaspidigi olla
korvuti nii heas kui halvas. Rohkem kui tdnulik olen oma lemmikloom Otile, kellest tdele au
andes on enam kui alati mdista. Kdesoleva to0 taustal on tiheldatud ja tuleb nentida, et need

kaks kaekiiku teineteiseta el saa.
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Lisad

Lisa 1. Tabel 1. Elurikkus kollektsiooni eksemplaridel: Liigi nimi ja eksemplari number,

millelt liik leiti

Liik Eksemplari number

123456 7 8 9/10111214/161718192021222324252627282930

Amandinea punctata

parasiitnahkis
(Athelia arachnoidea)

Bacidina sp.

Bryostigma
parietinarium

Bryostigma
phaeophysciae

hall kuldsamblik
(Caloplaca cerina)

Candelariella
vitellina

Didymocyrtis
epiphyscia

Erythricium
aurantiacum

harilik hallsamblik

(Hypogymnia
physodes)

Lecania naegelii

kahvatu liudsamblik
(Lecanora carpinea)

Lecanora chlarotera

piir-kdrnsamblik
(Lecidella
elaeochroma)
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nui-pruunsamblik
(Melanohalea
exasperatula)

kuld-pruunsamblik
(Melanelixia
subaurifera)

Mpyriolecis hagenii

vagu-lapiksamblik
(Parmelia sulcata)

hiagu-tdmmusamblik
(Phaeophyscia
orbicularis)

tousev rosettsamblik
(Physcia adscendens)

tapiline rosettsamblik
(Physcia aipolia)

rips-rosettsamblik
(Physcia tenella)

viljakas korpsamblik
(Polycauliona

polycarpa)

Pronectria leptaleae

Pyrenochaeta
xanthoriae

harilik rihmsamblik
(Ramalina farinacea)

pisi-piprasamblik
(Rinodina pyrina)

Scoliciosporum sp.

linna-rohesamblik
(Scoliciosporum
chlorococcum)

Zyzygomyces aipoliae
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Taeniolella
phaeophysciae

Telogalla olivieri

Toninia populorum

harilik korpsamblik
(Xanthoria parietina)
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