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Sissejuhatus

Ligikaudu 74 000-st kaasajal eksisteerivast seeneliigist umbes 1/5 moodustab samblikke
(Hawksworth 2001). Enamasti defineeritakse samblikku kui siimbiontset liitorganismi, kus
tiheks partneriks on seen (kottseen (Ascomycota) voi (Basidiomycota)) ja teiseks,
fotostinteesivaks partneriks, kas rohevetikas (Chlorophyta) voi tsiianobakter (Cyanobacteria)
(Honegger 2012, Richardson 1999). Nii nagu paljude teiste organismide puhul, on ka selles
kooselus tegelikult rohkem osapooli. Naiteks fotobiondina rohevetikat sisaldavas
samblikutalluses v0ib samal ajal leiduda ka tsiianobaktereid, kes moodustavad sambliku
pinnal vdi sees tsefaloode (Hawksworth 1988, Randlane & Saag 2004). Lisaks voivad
samblikes elada endolihhenikoolsed ja lihhenikoolsed seened (Honegger 2012, Richardson
1999) ning mitmed bakterid (Cardinale et al. 2006). Samblikega assotsieerunud organismidest
on enim uuritud lihhenikoolseid seeni; endolihhenikoolseid seeni ja baktereid on tdsisemalt

uurima hakatud viimasel kiimnendil (Honegger 2012).

Lihhenikoolsed seened on poliifiileetiline rithm seeni, kes elavad samblikel parasiidi,
saprotroofi v0i kommensaalina. Enamasti maératakse lihhenikoolsete seente olemasolu
samblikes kas viljakehade esinemise v0i samblikule tekitatud kahjustuste jargi (Lawrey &
Diederich 2003), mistottu nende puudumisel on lihhenikoolsete seente esinemist samblikes
raske maiédrata. Sama probleem ilmneb ka enamuse teiste seente puhul, mistottu seente
tegelikku levikut maastikus v3i peremees-organismis on keeruline méaérata (Gardes & Bruns
1996, Grundy et al. 2012). Seene viljakehade puudumine ei tdhenda veel, et antud seeneliik
uuritavas piirkonnas voi organismis puudub ning populatsioonide tegelik suurus voib
viljakehade puudumisel jddda selgusetuks (Gardes & Bruns 1996). Populatsiooni suuruse
médramine vOib osutuda keerukaks ka seentel elunevate (fungikoolsete), sh samblikel
elunevate (lihhenikoolsete) seente puhul, kuna vaatlusel pohinevad meetodid (nt.
valgusmikroskoopia koos erinevate varvimistehnikatega) ei pruugi alati voimaldada peremehe
ning selle sees elunevate seente hiilifide eristamist (de los Rios et al. 2002, Fahselt et al.
2001).

Kéesoleva t66 objektideks on lihhenikoolne seen perekonnast Abrothallus (Dothideomycetes,
Ascomycota) ning tema peremees-samblik islandi kédokorv (Cetraria islandica;
Lecanoromycetes, Ascomycota). Perekonda Abrothallus kuuluvad seened on kogu maailmas

suhteliselt laialt levinud (Perez-Ortega et al. 2014) ning moodustavad peremees-samblikel



musti, poolkerajaid, sageli rohelise harmakihiga viljakehi, tdnu millele on neid seeni looduses

suhteliselt lihtne mérgata ja dra tunda.

T66 eesmargiks on todtada vilja metoodika, mis voimaldaks méadrata perekonda Abrothallus
kuuluva lihhenikoolse seene olemasolu samblikus ka juhul, kui taksoni esinemisele viitavad

valistunnused puuduvad.

e To0 esimeses osas antakse lithike tlilevaade lihhenikoolsetest ja endolihhenikoolsetest
seentest ning samblikes esinevatest bakteritest ja nende uurimisel senini kasutatud

uurimismeetoditest.

e To0 praktilise osa esimese etapi eesmérgiks on disainida praimerid, mis sobiksid
sugukonna Parmeliaceae (Ascomycota) esindajatel kasvava lihhenikoolse seene

Abrothallus sp. ribosomaalse DNA ITS piirkonna amplifitseerimiseks.

e Praktilise osa teise etapi eesmirgiks on hinnata lihhenikoolse seene Abrothallus sp.
esinemist islandi kdokdrva tallustel, kasutades paralleelselt vaatlusi ja molekulaarseid

meetodeid.



1. Lihhenikoolsed seened

Lihhenikoolsed seened on samblikega obligaatselt seotud seened, kes elavad saprotroofidena
samblike surnud tallustel voi kommensaalide voi parasiitidena samblike elusatel tallustel (de
los Rios et al. 2002, Lawrey & Diederich 2003). Lihhenikoolseid seeni on kirjeldatud
ligikaudu 1800 liiki umbes 300 seeneperekonnast, kuid hinnanguliselt voib neid olla iile 3000
liigi. Valdav enamus (ile 95%) kirjeldatud lihhenikoolsetest seentest on kottseened
(Ascomycota), kandseente (Basidiomycota) hdimkonda kuulub alla 5% taksonitest ning umbes
20% lihhenikoolsete seente puhul on teada vaid nende anamorfne elujark (Lawrey et al.
2012). Ligikaudu 95% lihhenikoolsetest seentest on peremees-spetsiifilised, s.t on seotud iihe

samblikuperekonna voi -liigiga (Lawrey & Diederich 2003).

Lihhenikoolsed seened parasiteerivad kas sambliku miikobiondil voi fotobiondil. Harvem
kasutab seen oma eluks mdlemat samblikusiimbionti, kuid iht kasutatakse siiski esimesena.
Paraku seda, kas seen parasiteerib miiko- voi fotobiondil, on teada vaid viheste liikide puhul
(de los Rios et al. 2002, Kotte 1909, Lawrey & Diederich 2003). Lihhenikoolsete seente suhe
peremees-samblikega varieerub mitte-agressiivsetest ja kommensalistlikest vormidest kuni
agressiivsete virulentsete vormideni (parasitism kitsas mottes). Samblikele spetsialiseerunud
saprotroofseid liike on vihe. Valdavalt on lihhenikoolsed seened biotroofid, vaid iiksikud
liigid on nekrotroofid. Nekrotroofsed liigid on korge virulentsusega ning surmavad oma
elutegevuse tulemusena peremeesorganismi, seevastu biotroofid on madala virulentsusega,
sdilitavad oma peremehe elusana pikema aja jooksul ning ei tekita samblikule silmaga
ndhtavaid kahjustusi (Lawrey & Diederich 2003, Richardson 1999). Omaette rithmana v3ib
késitleda nn. pahkasid tekitavaid lihhenikoolseid seeni (ingl. k. gall-forming fungi), kes
pohjustavad peremees-sambliku "kudede" vohamist, mille tottu tekivad samblikutallusele
selge morfoloogilise struktuuriga pahad. Samas vdivad pahkade teket samblikel pShjustada ka

teised organismid, naiteks lestad ja timarussid (Lawrey & Diederich 2003).

2. Endolihhenikoolsed seened ja bakterid

Samblikutalluses voivad peale lihhenikoolsete seente elada ka endolihhenikoolsed seened
(ingl. k. endolichenic fungi). Need seened ei kahjusta samblikutallust (s.t on

mittepatogeensed), erinevalt lihhenikoolsetest seentest ei moodusta diaspoore (Honegger



2012) ning valdavalt on neid leitud samblikutalluse vetikakihist, harvem siidamiku- ja
koorkihist (Arnold et al. 2009). Samblikes ja sammaldes olevad endolihhenikoolsete seente
kooslused kattuvad osaliselt, kuid samblikutallust ja sama kasvukoha taimi ning kddu
asustavad erinevad seenecliigid (vdheste eranditega) (Arnold et al. 2009, U’Ren et al. 2010).
Endolihhenikoolseid seeni on enim kottseente hoimkonna klassides Pezizomycetes ja
Sordariomycetes, kuid neid leidub ka nn. teisseente (Deuteromycetes) hulgas (Li et al. 2007,
U’Ren et al. 2010). Endolihhenikoolsus on kujunenud sambliku miikobiondi ja
lihhenikoolsete seente evolutsioonist sdltumatult, s.t nendesse kolme rithma kuuluvate seente

vahel puuduvad pdlvnemissuhted (U’Ren et al. 2010).

Samblikutalluse peal ja sees vdib esineda ka fiilogeneetiliselt mitmekesine bakterite kooslus
(Grube et al. 2009b). Neist enim on leitud hdimkondade Firmicutes, aktinomiitseedid
(Actinobacteria) ja proteobakterid (Proteobacteria) esindajaid (Cardinale et al. 20086,
Cardinale et al. 2012, Grube et al. 2009b). Bakterikooslused samblikes erinevad timbritsevas
keskkonnas olevatest kooslustest (Bates et al. 2011), iihtlasi on tallusesisesed kooslused
tavaliselt spetsiifilisemad, kui talluse pinnal olevad (Grube et al. 2009b). Bakterite
taksonoomilist koosseisu samblikes mojutavad nii sambliku miikobiont kui fotobiont (Bates et
al. 2011, Hodkinson et al. 2012), kuigi enamus baktereid samblikes elab kas miikobiondi peal
voi lahedal (Hodkinson et al. 2012). Samblikke asustavate bakterite roll pole iiheselt teada,
kuid moned samblikega seotud bakterid voivad aidata samblikke teatud ainete vaeguse korral,
nt. tootes kasvufaktoreid (Grube et al. 2009b) voi sidudes Shus leiduvat lammastikku (Bates
et al. 2011, Grube et al. 2009b).

3. Uurimismeetodid

Samblikes elavate taksonite uurimiseks on kasutusel mitmeid peamiselt DNA jérjestuste
vordlemisel pohinevaid voi mikroskopeerimist ndudvaid meetodeid (Tabel 1). Osa
meetoditest on rakendatavad nii lihhenikoolsete ja endolihhenikoolsete seente kui ka bakterite
uurimiseks, kuigi mone sellise meetodi rakenduspotensiaal voib iihe rithma puhul olla suurem

ning osa meetodeid on rithmaspetsiifilised.



Tabel 1. Enamkasutatavad meetodid lihhenikoolsete ja endolihhenikoolsete seente ning bakterite
uurimiseks samblikes. "+" — meetodit on kasutatud vastava organismigrupi uurimisel, "—" — meetodit

ei ole kasutatud vastava organismigrupi uurimisel.

Lihhenikoolsed Endolihhenikoolsed .
Meetod Bakterid
seened seened
Eluskultuuride
.. + + +
Eluskultuuridel uurimine
pohinevad DNA eraldamine
+ + +
eluskultuuridest
Mikroskopeerimine + — +
DNA eraldamine
. + + +
proovidest
Ei pohine
eluskultuuridel DNA sdrmejiljed + + +
Metaproteoomika - - +
DNA-raamatukogud + + +

Lihhenikoolsete seente uuringud on siiani olnud indiviidi- voi liigipohised. Tavaliselt
kirjeldatakse konkreetse sambliku sees vdi peal kasvava lihhenikoolse seene tunnuseid,
eelkdige morfo-anatoomilisi ja flisioloogilisi tunnuseid, samblikele tekitatavaid kahjustusi jm.
(Hawksworth & Miadlikowska 1997, Lawrey & Diederich 2003). Seevastu
endolihhenikoolsete seente ja bakterite korral on uuringud enamasti koosluste pohised, s.t
korraga vaadatakse kdiki lihes samblikus olevaid seeni voi baktereid. Tihti ei méédrata, voi ei
suudeta maérata, uuritavaid baktereid ja seeni liigi tasemeni, vaid piirdutakse méiramisega
korgema taksonini (Arnold et al. 2009, Cardinale et al. 2012., Hodkinson et al. 2012, Per$oh
& Rambold 2012).

Samblikes kasvavate bakterite, lihhenikoolsete ja endolihhenikoolsete seente uurimiseks on
pohimotteliselt kaks erinevat suunda — ithed meetodid eeldavad uuringute iihe etapina seente
vOi bakterite kasvatamist eluskultuurina, teised mitte. Lihhenikoolsete seente soOtmetel
kasvatamist on kasutatud harva ning seenekultuuri eraldamine on Onnestunud valdavalt
saprotroofsete seente puhul (Crittenden et al. 1995, Diederich et al. 2013, Lawrey &
Diederich 2003). Endolihhenikoolsete seente ja bakterite s66tmetel kasvatamist on kasutatud
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sagedamini, kuid tavaliselt saadakse kétte ainult vdike osa kogu taksonite mitmekesisusest,
mis proovis tegelikult esineb. Todendoliselt vajavad mitmed seene- ja bakteriliigid
kasvamiseks spetsiaalselt samblikes esinevat keskkonda, mida ei ole siiani suudetud
eluskultuurides tagada (Grube & Berg 2009a).

Eluskultuuris mittekasvavate seene- ja bakteriliikide tuvastamiseks on kasutatud erinevaid
mikroskopeerimise tehnikaid (heleviljamikroskoopia, transmissioon-elektronmikroskoopia
(TEM), skaneeriv elektronmikroskoopia (SEM) jm.) (de los Rios et al. 2002, Grube & Berg
2009a) voi DNA-pohiseid meetodeid (Grube & Berg 2009a). Lihhenikoolsete seente puhul on
erinevaid mikroskopeerimise tehnikaid kasutatud ecelkdige taksonite Kkirjeldamiseks ja
madramiseks (Grube & de los Rios 2001, Lawrey & Diederich 2003), aga ka lihhenikoolse
seene ja peremees-organismi vaheliste interaktsioonide (de los Rios et al. 2002, Fahselt et al.
2001, Kotte 1909) ning lihhenikoolse seene ontogeneesi uurimiseks (Schaechtelin & Werner
1927).

Samblikes esinevate bakterite uurimiseks kasutatakse sageli fluorestsents in situ
hiibridisatsiooni (ingl. k. fluorescence in situ hybridization, FISH) koos mikroskopeerimisega
— epifluorestsents mikroskoopiaga (ingl. k. epifluorescence microscopy) voi konfokaalse
skaneeriva lasermikroskoopiaga (ingl. k. confocal laser scanning microscopy, CLSM). Sellise
kombineeritud meetodiga on uuritud bakterikoosluste koosseisu ja mitmekesisust samblikes
(Cardinale et al. 2012, Pankratov 2012), paiknemist talluses (Grube et al. 2009b, Schneider et
al. 2011) ning samblikes oleva kasvukeskkonna moju mikroobikooslustele (Cardinale et al.
2012). Endolihhenikoolsete seente uurimiseks mikroskopeerimise erinevaid tehnikaid

teadaolevalt kasutatud ei ole.

DNA-pdhiste meetodite puhul on kasutatud eelkdige proovidest eraldatud DNA jarjestuste
vordlemist geenipankades talletatavate DNA jérjestustega. Lihhenikoolsete seente puhul on
DNA-pohiste meetodite kasutamise eesmérgiks uuritavate seente flilogeneetilise asendi
selgitamine seente siisteemis (Diederich et al. 2013, Lawrey et al. 2012) voi geneetilise
varieeruvuse hindamine lihhenikoolsete seente populatsioonides (Molina et al. 2005, Werth et
al. 2013). DNA voidakse eraldada otse samblikest voetud proovidest (Muggia & Grube 2010)
voi puhaskultuuri viidud bakteritest ja seentest (Diederich et al. 2013, Lawrey et al. 2012,
PerSoh & Rambold 2012). DNA-d otse samblikutalluse tiikist eraldades on vdimalik korraga
kétte saada koigi proovis olevate taksonite DNA ja seega uurida samblikes elavaid taksoneid

kooslusena (Bates et al. 2011, Grube et al. 2012). Piirosekveneerimist on senini kasutatud



bakterikoosluste (Bates et al. 2011, Grube et al. 2012, Hodkinson et al. 2012, Mushegian et
al. 2011) ja endolihhenikoolsete seente koosluste uurimiseks (U’Ren et al. 2014).

Uks voimalus tuvastamaks Kultuuris mittekasvavaid seeni ja baktereid on nn. DNA-
sormejilgede meetodid (ingl. k. fingerprinting), mille kédigus erineva nukleotiidse jarjestusega
vOi erineva pikkusega DNA-Idigud eraldatakse geelelektroforeesil ning tulemuseks on
iseloomulikud vootide mustrid. Uhtlasi on  vdimalik médrata saadud DNA-16ikude
nukleotiidne jarjestus ning vorrelda neid geenipankades olevate jarjestustega (Grube & Berg
2009a). Siia kuuluvad sellised meetodid nagu T-RFLP (Mushegian et al. 2011, Peterson et al.
2008), SSCP (Grube et al. 2009b, Muggia & Grube 2010), DGGE ja TGGE (Muyzer et al.
1993, Muyzer & Smalla 1998, Pérez-Ortega et al. 2011) ning RISA (Ranjard et al. 2000, Saag
et al. 2012).

T-RFLP (ingl. k. terminal restriction fragment length polymorphism) analiiiisis kasutatakse
DNA amplifitseerimisel fluorestsentsmargisega praimereid ja seejarel 1oigatakse DNA-16igud
restriktsiooniensiiimidega kindla jéarjestuse kohalt fragmentideks, saadud fragmendid
eraldatakse nende erineva pikkuse alusel (Mushegian et al. 2011, Peterson et al. 2008). SSCP
(ingl. k. single-strand conformation polymorphism) meetodis denatureeritakse poliimeraasi
ahelreatsiooni (ingl. k. polymerase chain reaction, PCR) produktid iiheahelalisteks DNA-
16ikudeks ning need eraldatakse geelelektroforeesil ahelate erineva nukleotiidse jérjestuse
pdhjal (Grube et al. 2009b, Muggia & Grube 2010). DGGE (ingl. k. denaturing gradient gel
electrophoresis) ja TGGE (ingl. k. temperature gradient gel electrophoresis) puhul
eraldatakse geelil tihepikkused, kuid erineva nukleotiidse jarjestusega DNA fragmendid,
kasutades vastavalt kas DNA-d denatureeriva aine voi temperatuuri gradienti (Muyzer et al.
1993, Muyzer & Smalla 1998). DGGE meetodit on kasutatud lihhenikoolsete seente puhul

néiteks teleomorf-anamorf seoste kindlaks tegemiseks (Pérez-Ortega et al. 2011).

Samblikes elavate lihhenikoolsete ja endolihhenikoolsete seente kindlaks tegemiseks on
kasutatud ka DNA-raamatukogusid (ingl. k. genomic library vai clone library). DNA-
raamatukogu kujutab endast kogu organismi genoomi, mis on fragmentidena kloneeritud
bakteritesse voi faagidesse (bakterite viirused). Saadud kloonidest on vdimalik amplifitseerida
huvipakkuv DNA-16ik ning see sekveneerida. Vorreldes niiteks SSCP-meetodiga,
voimaldavad DNA-raamatukogud saada uuritavatest organismidest pikemaid DNA-
fragmente, mis on vajalikud fiillogeneesi uurimiseks (Muggia & Grube 2010). Samuti on



kasutatud DNA-raamatukogusid, et uurida geograafilisi ning miikobiondi ja fotobiondi
mdjusid samblikes olevatele bakteritele (Hodkinson et al. 2012).

Metaproteoomika (ingl. k. metaproteomics) tdhendab kindla koosluse koikide genoomilt
ekspresseeritud  valkude  kirjeldamist mingil  konkreetsel ajahetkel konkreetsetes
kasvutingimustes. Kuna valgud kajastavad ainevahetuslike protsesside ja regulatoorsete
kaskaadide tegelikke aktiivsusi rakus, siis on voimalik saada elusorganismide, sh bakterite,
elutegevusest tapsemat informatsiooni, kui seda on vdimalik saada funktsionaalsete geenide ja
neile vastavate mRNA jérjestuste pohjal (Keller & Hettich 2009). Metaproteoomikaga on
analiiiisitud samblikes olevate bakterikoosluste struktuuri ja funktsiooni (Schneider et al.
2011).
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4. Materjal ja metoodika

Tooks vajamineva materjali kogus t66 autor koos juhendajaga ning kdik praktilised t66d

teostas t00 autor.
4.1. Uuritavad liigid

Kédesoleva t60 objektideks on perekonda Abrothallus De Not. (Abrothallaceae,
Dothideomycetes, Ascomycota) kuuluv liigini médramata lihhenikoolne seen ning tema
peremees-samblik islandi kédokorv (Cetraria islandica (L.) Ach., Parmeliaceae,

Lecanoromycetes, Ascomycota).

Perekonda Abrothallus kuuluvad seened on obligaatselt samblikega seotud seened.
Praeguseks on perekonnas kirjeldatud 23 liiki (http://www.indexfungorum.org), neist kuus on
leitud ka Eestist (Randlane & Saag 2004). Perekonna iseloomulikeks tunnusteks on kumerad
kuni peaaegu kerajad apoteetsiumilaadsed viljakehad, mis on sageli kaetud tiheda rohelise
hiarmakihiga; eoskotid on bitunikaatsed ja sisaldavad tavaliselt kaheksat pruuni,
astimmeetrilist, 2-, 3- v0i 4-rakulist nésalise pinnaga kotteost, mis monel liigil jagunevad juba
eoskotis osa-spoorideks (Diederich 2004, Pérez-Ortega et al. 2014). Seene anamorfne jérk on
pliknidiaalne (anamorf perekond Vouauxiomyces) ning voib areneda samblikutallusel
samaaegselt koos teleomorfiga (Hawksworth 1981, Pérez-Ortega et al. 2011). Sellesse
perekonda kuuluvad liigid kasvavad kas kommensaali vdi parasiidina paljudel lehtja ja
podsasja tallusega samblikel (Randlane & Saag 2004), mis valdavalt kuuluvad
sugukondadesse Parmeliaceae, Cladoniaceae, Ramalinaceae ja seltsi Peltigerales (Pérez-
Ortega et al. 2014). Eelkdige sugukonna Parmeliaceae esindajatel kasvavate perekonna
Abrothallus taksonite puhul on probleem liikide piiritlemises, kuna selle riihma morfo-
anatoomiliste tunnuste (eoste ja viljakehade suurus jm.) varieeruvus iiletab uuritud geneetiliste

markerite varieeruvuse (Suija et al. 2008, Perez-Ortega et al. 2014).

Islandi kédokdrv on halli kuni pruuni pdosasja tallusega, 3...6(12) cm kdrgune, maapinnal
kasvav samblik. Talluse iilapool on tavaliselt ldikiv ning alapoolel paiknevad pseudotsiifellid.
Islandi kdokdrv voib paljuneda kolmel viisil: vegetatiivselt tallusetiikikestega, mitospooridega
(koniididega) voi meiospooridega (askospooridega). Sambliku tumepruunid apoteetsiumid
paiknevad talluse laienenud hdlmatippudes ning esinevad suhteliselt harva. Sambliku

fotobiondiks on perekonda Trebouxia (Chlorophyta) kuuluv iiherakuline vetikas. Islandi
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kdokorv kasvab ndmmemetsades, ndmmedel ja liivikutel ning on Eestis tavaline (Trass &

Randlane 1994).

4.2. Materjali kogumine

Kéesoleva to66 lahtematerjal koguti Lahemaa rahvuspargist, Ladne-Viru maakonnast Vihula
vallast Tepelvilja kiilast (ala keskpunkt 59°33'57"N, 26°02'14"E) (Joonis 1). Proovid voeti
sambliku-pohla kasvukohatiiiibi ménnikust, kust varasemast oli teada islandi k&okorva

ulatuslik nakatumine perekonda Abrothallus kuuluva seenega (Suija, suulised andmed).

Joonis 1. Prooviala paiknemine Lahemaa rahvuspargis ning transektide I-1V paiknemine proovialal.

Materjali kogumiseks moodustati proovialal neli transekti (I-1V) (Joonis 1). Iga transekti
puhul valiti keskpunktiks lihhenikoolse seenega nakatunud islandi kdokorva tallus, millest
neljas suunas (pohi, 1duna, ida, 14as) piki transekti (k.a. keskpunktist) koguti iga 10 cm jérel
kaasa islandi kdokdorva tallus. Kui islandi kdokorv transekti jargmise punkti juures puudus,
siis mdddeti sellest kohast 10 cm edasi. Esimeselt transektilt voeti kaasa 50, teiselt 44,
kolmandalt 20 ja neljandalt 35 proovi. Koigi nelja transekti materjali puhul vaadeldi talluseid
stereomikroskoobi all, et kindlaks teha lihhenikoolse seene viljakehade esinemist. Neljanda
transekti materjali puhul kasutati lisaks molekulaarseid meetodeid, et selgitada, kas
vaatlusandmed kattuvad molekulaarsete andmetega. Neljanda transekti materjal valiti

molekulaarseks analiiiisiks juhuslikult.
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4.3. Proovide ettevalmistamine molekulaarseks analiiiisiks

Molekulaarseks analiiiisiks valiti neljanda transekti materjal — 35 tallust. Iga tallus jaotati
silma jargi kolmeks osaks — tipmiseks, keskmiseks, alumiseks — ning igast osast 15igati
skalpelliga ca 4 mm? suurune tiikkk. Alumistest talluseosadest proovide votmisel ei kasutatud
surnud talluseosi, kuna celdati, et neced voivad sisaldada mullast périnevaid voi surnud
talluseosi lagundavaid seeni. Proovi puhastamiseks vdimalikest sambliku pinnal olevatest
organismidest asetati tallusetiikk tiheks minutiks 96% etanoolilahusesse, seejérel loputati kaks
korda destilleeritud veega ning asetati 1,5 ml Eppendorfi tuubi. Tallusetiikkidest DNA
eraldamiseks kasutati High Pure PCR Template Preparation Kit’i (Roche Applied Science,

Mannheim, Saksamaa).

DNA eraldamisel jargiti tootjapoolset protokolli jargnevate muudatustega:

- tallusetiikkide purustamiseks pandi pérast liitisipuhvri (ingl. K. tissue lysis buffer) lisamist
igasse tuubi kaks metallist kuulikest ning tuube raputati 1,5 minutit sagedusel 30 Hz,

- tootja ettendhtud 200 pl asemel kasutati 190 pl lidsi- ja 190 ul sidumispuhvrit (ingl.k.
binding buffer) ning

- 500 pl asemel kasutati 450 pl inhibiitori eemalduspuhvrit (ingl. k. inhibitor removal buffer)
ja 450 pul pesupuhvrit (ingl. k. wash buffer),

- eraldatud DNA elueeriti 100 pl elueerimispuhvris (ingl. k. elution buffer) (200 pl asemel).

Eraldatud DNA lahust kasutati ribosomaalse DNA (rDNA) ITS piirkonna (ingl. k. internal
transcribed spacer) jérjestuse amplifitseerimiseks poliimeraasi ahelreaktsiooni (PCR)
meetodil. rDNA ITS regioon koosneb kahest varieeruvast mittekodeerivast alast (ITS1 ja
ITS2), mis paiknevad rDNA jarjestuse sees ribosoomi viikese alaiihiku (18S), 5.8S ja
ribosoomi suure alaiihiku (28S) konserveerunud piirkondade vahel (Joonis 2). Seente puhul
jaab terve ITS piirkond tavaliselt 600 ja 800 aluspaari vahele (Gardes & Bruns 1993). See
DNA regioon evolutsioneerub suhteliselt Kiiresti ja tdnu sellele sobib seente liikide ja
perekondade DNA-pohiseks méadramiseks (DNA triipkoodiks) (Prewitt et al. 2008, Schoch et
al. 2012). Kuna ribosoomi kodeerivad geenid esinevad genoomis suure korduste arvuga, on
ITS regiooni lihtne amplifitseerida ka vdga viikestest, lahjendatud voi lagunenud DNA
proovidest (Gardes & Bruns 1993) ning selle regiooni kohta on geenipankades palju
vordlusmaterjali (Arnold et al. 2007).
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ITS 1 IS 2
] 5.8 | 288 ]
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Joonis 2. Eukariiootide rDNA piirkonna skeem. 18S, 5.8S ja 28S on ribosoomi kodeerivad geenid,

nende vahele jadvad mittekodeerivad ITS1 ja ITS2 piirkonnad (Larena et al. 1999, muudetud).

4.4. Praimerite disain

Segaproovidest kindla taksoni DNA-jarjestuse kattesaamiseks on soovitatav kasutada taksoni-
spetsiifilisi praimereid (Larena et al. 1999, Tedersoo et al. 2008). Praimerite disainimisel
kehtivad jargmised pohimotted (Innis & Gelfand 1990):

1) praimer peaks olema 18...28 aluspaari pikk;

2) 50...60% alustest peaks olema G ja C;

3) praimer voiks 1oppeda G voi C alusega;

4) praimeri sulamistemperatuur (Tm) vdiks olla vahemikus 55...80 °C;

5) péri- ja vastassuunalise praimeri Tm-id voiksid olla sarnased (erinevus kuni 5 °C);

6) tuleks valtida kolme voi enamat jéarjestikust G voi C alust praimeri 3' otsas;

7) praimerite 3' otsad ei tohiks olla komplementaarsed;

8) tuleks valtida praimerite iseendaga seondumist.

Praimerite jéarjestused peavad olema piisavalt pikad selleks, et praimerid amplifitseeriks
kindla organismi konkreetset DNA 16iku ning seonduks ainult ihe mérklaud-DNA (ingl. k.
target DNA) piirkonnaga. Pikematel praimeritel kulub marklaud-DNA-ga seondumiseks
rohkem aega ning nende sulamistemperatuur (Tm) on korgem (Dieffenbach et al. 1993). G
voi C alus praimeri 10pus suurendab mérklaud-jarjestusega seondumise tShusust, samas kolm
ja enam jarjestikust G voi C alust praimeri 3' otsas vdib soodustada valesti paardumist juhul,
kui sekventsides on suur G vdi C aluste osakaal. Praimerite 3' otsad ei tohiks olla
komplementaarsed, sest see suurendab praimerite omavahelise seondumise tdendosust ja
vihendab seetottu soovitava produkti hulka. Samuti vdhendab PCR-i produkti hulka praimeri
seondumine iseendaga, mis voib tekitada nn. juuksendela struktuure (ingl. k. hairpin
structure) (Innis & Gelfand 1990, Dieffenbach et al. 1993).

Perekonna Abrothallus spetsiifiliste praimerite disainimise aluseks oli 24 rDNA ITS piirkonna
sekventsi, mis holmasid ribosoomi viikese alaiihiku 16puosa, 1TS1, 5.8S, ITS2 regioone ja

ribosoomi suure alaiihiku algusosa (Joonis 2). Kasutatud sekventside geneetiline varieeruvus
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oli kuni 3% ning sekventside omapéraks oli kdrge G ja C aluste sisaldus (58...60%), mis
raskendas spetsiifiliste praimerite leidmist. Sobivate praimeripaaride leidmiseks kasutati
programmi GeneFisher (Giegerich et al. 1996) veebiversiooni (http://bibiserv.techfak.uni-
bielefeld.de/genefisher2/) ning programmi BioEdit (Hall 1999). Praimerite omaduste
kontrollimiseks kasutati programmi OligoAnalyzer 3.1
(http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/). Sobivate praimerite leidmiseks

programmile GeneFisher etteantud esialgsed tingimused olid jargmised:

praimeri pikkus 18...27 aluspaari,

G ja C aluseid 40...60%,

Tm 52...60 °C,

3' otsa G ja C aluste osakaal 45...55% ning

praimeri viimane alus kas A, T, G voi C.

Programmi pakutud kaheksa praimeripaari seast jaeti korvale need, millede Tm-de vahe oli
suurem kui 4 °C ning praimerid, mis seondusid endaga nelja vdi enama jérjestikuse aluspaari
ulatuses. Programmi pakutud paaridest valiti vélja vastasuunaline praimer ABR, millele leiti
manuaalselt — programmi BioEdit abil — périsuunaline paariline ABF (Joonis 4, Tabel 2).
Praimerite tookindluse testimiseks vorreldi neid BLAST (ingl. k. basic local alignment search
tool) algoritmi (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi; Altschul et al. 1990) abil geenipangas
olevate DNA jirjestustega, samuti vorreldi neid jéarjestusi teiste laialdaselt kasutatavate
praimerite jarjestustega (ITS1, ITS5, ITS2, ITS4 (White et al. 1990), ITS1F, ITS4B (Gardes
& Bruns 1993), ITSOF (Tedersoo et al. 2008)). Praimerite tookindluse testimiseks kasutati
kuuest proovist eraldatud DNA-segu tdhistusega 28...33. Lisaks nendele kasutati vordluseks
islandi kdokorvaga samasse sugukonda (Parmeliaceae) kuuluva sambliku Parmelia serrana
miikobiondi ning Abrothallus spp. DNA-proove (Lisa 1), et hinnata praimerite ABF ja ABR
spetsiifilisust. Kuna selgus, et nimetatud praimeripaar ei paljundanud ainult Abrothallus spp.
DNA-d, siis 1ddvendati praimeritele esitatavaid ndudeid erinevates kombinatsioonides kuni

jargmiste tingimusteni:

praimeri pikkus 17...27 aluspaari,

G ja C aluseid 20...80%,

Tm 45...65 °C,

3' otsa G ja C aluste osakaal 0...100%,

praimeri viimane alus A, T, G voi C.
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Selliste Iddvendatud tingimuste eesmérgiks oli leida kas vdi mdni iisna kehvade tunnustega
praimer, mida oleks saanud hiljem korrigeerida, toetudes etteantud sekventsidele. Tulemuseks
saadi pdrisuunaline praimer AB1F (Joonis 4, Tabel 2), mida katsetati koos vastassuunalise
praimeri ABR-ga. Nende praimerite testimisel kasutati vordluseks islandi kdokdrva ja
Parmelia serrana miikobiontide DNA-d ning lihhenikoolsete seente Unguiculariopsis lettaui
(Helotiales, Leotiomycetes) ja Abrothallus spp. DNA-d (Lisa 1).

Tabel 2. Disainitud praimerid, nende nukleotiidsed jérjestused ja sulamistemperatuurid (Tm).

Praimeri nimi | Jarjestus (5'...3' suunas) Tm (°C)
ABF GGA AGT AAA AGT CGT AACAAG G |58/4
AB1F GGT GAA CCT GCG GAAGGAT 59,5
ABR TGA AAT GAC GCT CGG ACA G 57,5
AB-734r TAA CAA CTC ACC TGC CGA ATG 59,5
AB-R310 GTT GAAATGACGCTCGGAC 57,5

Programmiga GeneFisher leiti vastassuunaline praimer AB-734r (Tabel 2), mida Kkatsetati
koos ABF-ga. Nende testimisel kasutati lisaks islandi kdokorvast eraldatud DNA-d (Lisa 1).
Neljandaks katsetatud praimerite paariks oli ABF ja AB-R310 (Tabel 2), milledest mdlemad
leiti programmi BioEdit abil. Vdrdlusmaterjalina kasutati islandi kdokorva ja Parmelia
serrana miikobiontide ning lihhenikoolsete seente Nectriopsis lecanodes (Hypocreales,

Sordariomycetes), Unguiculariopsis lettaui ja Abrothallus spp. DNA-d (Lisa 1).

PCR viidi 1dbi 25 pl reaktsioonisegus, mille koostis oli jargmine:

5 ul PCR-i segu (5x HOT FIREPol Blend Master Mix, Solis BioDyne, Tartu, Eesti),
0,5 ul péri- ja vastassuunalist praimerit,

17 pul destilleeritud vett,

2 ul mérklaud-DNA-d.

Proovid amplifitseeriti termotsiikleris vastavalt programmile
1) algne denaturatsioon 95 °C juures 15 minutit;
2) denaturatsioon 95 °C juures 1 minut;

3) praimerite seondumine 57 voi 58 °C juures 2 minutit;
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4) ahelate pikendamine 72 °C juures 2 minutit;
5) etappe 2...4 korratakse 35 korda;
6) 16plik DNA ahelate pikendamine 72 °C juures 10 minutit.

Saadud PCR-i produktide kontrollimiseks kanti proovid 1% agaroosgeelile, millel DNA

visualiseeriti etiidiumbromiidiga ning geeli voolutati 100 V pinge juures 25...30 minultit.

4.5. Lihhenikoolse seene maaramine islandi kiokorva tallustest

T60 jargmise etapina Kasutati ribosomaalse geenidevahelise speisserjarjestuse analiiiisi (ingl.
K. rRNA intergenic spacer analysis, RISA), et teha kindlaks seene Abrothallus sp. olemasolu
islandi kdokorva talluse eri osades. RISA meetodi puhul amplifitseeritakse DNA-seguproovist
nende taksonite DNA, millega seonduvad kasutatavad praimerid. Saadud PCR-i produktid
lahutatakse geelelektroforeesil ning saadakse vootide muster, mille puhul eeldatakse, et iihel
geelirajal olevad voodid vastavad erinevatele DNA-segus olevatele organismidele (Ranjard et
al. 2000, Saag et al. 2012). Neid voote on voimalik geelist vélja 1digata ning neis sisalduv

DNA puhastada ja seejérel sekveneerida.

Kéesolevas t60s kasutati molekulaarseks analiitisiks 105 DNA-seguproovi, mis saadi 35
samblikutallusest, igast tallusest kolm DNA-proovi (tipust, keskelt, alt). Proovidest eraldatud
DNA amplifitseeriti, kasutades erinevaid praimerite paare (ITS5/ITS2; ITS5/AB-R310;
ITSOF/AB-R310; ITS1/ITS4; ITSOF/ITS4; ITS1F/ITS4) (Lisa 2). Erinevaid praimerite
kombinatsioone kasutati selleks, et vilja selgitada, millised to6tavad kdige paremini. PCR-i
reaktsioonisegus oli 5 pul DNA-d ning amplifitseerimisel kasutati praimerite tookindluse
testimisel kasutatud tsiiklit (ptk. 4.4.) vélja arvatud, et denaturatsiooniaeg oli 30 sekundit,
praimerite seondumine toimus 30 sekundi jooksul 55 °C juures ning ahelate pikendamise aeg

oli iiks minut.

Saadud PCR-i produktid lahutati 1,5% agaroosgeelil voolutusajaga 2 tundi. Seitsmendat RISA
geeli (1,5%) voolutati 1 h 30 min. Kaheksanda ja kiimnenda RISA puhul kasutati 2%
agaroosgeeli, millel voolutati proove 1 h 15 min. Uheksanda RISA puhul kasutati 2,5%
agaroosgeeli voolutusajaga 1 h 15 min ning 11. RISA jaoks tehti 2,5% geel, mida voolutati 2
h. Erinevaid geelitihedusi ja voolutusaegu katsetati selleks, et vilja selgitada, kas see avaldab
moju DNA-vootide lahutuvusele geelil. Jargnevalt 1digati RISA geelilt vdlja DNA-d
sisaldavad geelitiikid ning need pandi 1,5 ml Eppendorfi tuubidesse, kuhu lisati 200 pl
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destilleeritud vett, segati, fuugiti 14 000 rpm juures kolm minutit ning seejarel hoiti proove
umbes 66pédev 4 °C juures. Jargmisel pdeval fuugiti proove minut aega 14 000 rpm ning
segati. Saadud lahuse pohjal tehti uus PCR eelpool kirjeldatud meetodil, kasutades 10 ul
DNA-lahust. PCR-i onnestumist kontrolliti 1% agaroosgeelil, millel DNA visualiseeriti

etiidiumbromiidiga ning geeli voolutati 100 V pinge juures 25...30 minutit.

PCR-i reaktsioonisegude puhastamiseks lisati igale proovile 1 pl ensiiiimi FastAP ning 0,5 pl
ensiitimi Exonuclease | (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). Proovid asetati
termotsiiklerisse, kus need olid 45 minutit 37 °C juures (ensiiimide t66tamine) ning seejarel
15 minutit 85 °C juures (enstiimide denatureerimine). Puhastatud DNA proovid sekveneeriti
firmas Macrogen Inc. (Louna-Korea) voi Eesti Biokeskuses. 35 talluseproovist saadud 105
DNA-segu kasutati RISA-s iiks voi mitu korda vastavalt sellele, kas amplifitseerimine,
reamplifitseerimine ning sekveneerimine onnestusid. Sekveneerimiseks valiti DNA-proovid,
mille puhul saadi geelirajal tliks selge voot. Saadud sekventside konsensusjérjestuste
leidmiseks ja nende jéreltootlemiseks kasutati programmi Sequencher 5.1. (Gene Codes
Corporation, Ann Arbor, Michigan, USA). Seckventse vdrreldi geenipangas olevate
geenijérjestustega kasutades selleks BLAST algoritmi (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi;
Altschul et al. 1990).
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5. Tulemused

5.1. Disainitud praimerid

Esimene laboris katsetatud praimerite paar oli ABF/ABR (Joonised 3 ja 4, Tabel 2), mille
amplifitseeritav 16ik on umbes 350 aluspaari ning holmab ribosoomi viikese alaiihiku (18S)
16pu, ITS1 ning 5.8S piirkonna. Parisuunaline praimer ABF on nukleotiidse jérjestuse poolest
identne praimeriga ITS5 (White et al. 1990). DNA-segudest 28...32 saadud geeliradadel oli
koigil kaks vooti, proovist 33 oli amplifitseerunud kolm DNA-16iku (geelil oli kolm vooti).
Uhtlasi oli iihest Abrothallus sp. DNA-proovist (AB70*) amplifitseerunud kaks DNA 1diku
ning praimeripaar ABF/ABR amplifitseeris ka sambliku Parmelia serrana miikobiondi DNA-

d. Seega ei osutunud kasutatud parimerid piisavalt spetsiifilisteks (Joonis 4).

ABIF
—_—
ABF
—
ITS1 —— ITS2
18§ | 1588 i 28S
-— -—
ABR AB-734r
‘_
AB-R310

Joonis 3. Laboris katsetatud praimerite ligikaudsed seondumiskohad rDNA piirkonnas. 18S, 5.8S ja
28S on ribosoomi kodeerivad geenid, nende vahele jddvad mittekodeerivad ITS1 ja ITS2 piirkonnad
(Larena et al. 1999, muudetud).

PAR SER

AB25
AB63
AB42
AB21

-KT
28

29

30

31

32

33
AB70*
AB71
ABS7

ABF | ABR
57C

Joonis 4. Praimerite ABF/ABR geelipilt. Numbrid 28...33 tdhistavad samblikest eraldatud DNA-
segusid. AB70*, AB71, AB57*, AB25, AB63, AB42 ja AB21 on perekonna Abrothallus
(Abrothallales, Dothideomycetes) DNA-proovid, PAR SER — Parmelia serrana (Lecanorales,

Lecanoromycetes) DNA-proov ning —KT on kontroll.

Jargmisena Kkatsetati praimereid AB1F ja ABR (Joonis 3, Tabel 2), nende vahele jaav 16ik on

ligikaudu 300 aluspaari ning sisaldab ITS1 ja 5.8S piirkonda. Ka selle praimerite paari
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(AB1F/ABR) puhul selgus, et see amplifitseerib samblike miikobiontide DNA-d, sh islandi
kdokdorva DNA-d (Joonis 5) ning seetdttu ei saa neid praimereid kasutada spetsiifiliselt
perekonna Abrothallus DNA eraldamiseks DNA-segust. Samas on praimeripaaril AB1F/ABR
ilmselt suurem spetsiifilisus vorreldes praimeripaariga ABF/ABR, kuna kdigist proovidest on
amplifitseeritud vaid {ihte DNA 15iku (geelil oli iiks vo6t). Ka selliste proovide puhul, kus oli
eelnevalt teada vdhemalt kahe seene — islandi kdokdrva milkobiondi ja Abrothallus sp. —

olemasolu ning geelirajal voiks eeldada vihemalt kahte v66ti, oli iiks selge voot.

o
I *
M~
r S EELno
¥x s 0 58832838588

AB1F I ABR
58C

Joonis 5. Praimerite AB1F/ABR geelipilt. 28...33 — samblikest eraldatud DNA-segud, UNG71 —
Unguiculariopsis lettaui (Helotiales, Leotiomycetes), AB71 ja AB72 — Abrothallus spp.
(Abrothallales, Dothideomycetes), NE72 — Nectriopsis lecanodes (Hypocreales, Sordariomycetes),
CE1 — Cetraria islandica (Lecanorales, Lecanoromycetes), PAR SER - Parmelia serrana
(Lecanorales, Lecanoromycetes), —KT — kontroll.

Kolmandaks katsetati praimereid ABF ja AB-734r (Joonis 3, Tabel 2), mis amplifitseerivad
umbes 730 aluspaari pikkuse DNA-15igu. Paljundatav ala on rDNA viikese alaiihiku (18S)
10pust kuni suure alaiihiku (28S) alguseni. Nimetatud praimeripaar osutus kdige
ebatookindlamaks, sest amplifitseeris potensiaalselt kdikide proovis olevate taksonite DNA-d
(Joonis 6). Amplifitseeritud DNA-16igud olid erineva pikkusega (paiknesid geelil erineval
korgusel), mis voib viidata sellele, et antud praimerid seonduvad méarklaud-DNA-I enam kui

tihte kohta (Joonis 6).
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Joonis 6. Praimerite ABF/AB-734r geelipilt. 28...33 — samblikest eraldatud DNA-segud, CE1 —
Cetraria islandica (Lecanorales, Lecanoromycetes) DNA-proov, —KT — kontroll.

Viimasena Kkatsetatud praimerite paar oli ABF/AB-R310 (Joonis 3, Tabel 2), mille
paljundatav 16ik on ligikaudu 300 aluspaari ning holmab ribosoomi véikese alaiihiku 16pu,
ITS1 ning 5.8S piirkonna. Vastassuunaline praimer AB-R310 on peaaegu sama jirjestusega
kui praimer ABR, kuid algab sellest kaks aluspaari varem. Ka seda praimeripaari ei saa
kasutada DNA-segust spetsiifiliselt Abrothallus sp. DNA eraldamiseks, sest see amplifitseerib
erinevate proovis olevate organismide DNA-d ja/voi seondub mérklaud DNA-I rohkem Kui
iihte kohta, millele viitab topeltvootide teke proovidel CEL1, PAR SER, AB71 ning AB72
(Joonis 7).

[n'd
% —
P
= Srh 2R R
X 8858 0fFzZ25219

ABF [ AB-R310
58C

Joonis 7. Praimerite ABF/AB-R310 geelipilt. 28...33 — samblikest eraldatud DNA-segud, CE1 —
Cetraria islandica (Lecanorales, Lecanoromycetes), PAR SER — Parmelia serrana (Lecanorales,
Lecanoromycetes), NE72 — Nectriopsis lecanodes (Hypocreales, Sordariomycetes), UNG71 —
Unguiculariopsis lettaui (Helotiales, Leotiomycetes), AB71 ja AB72 — Abrothallus spp.
(Abrothallales, Dothideomycetes), —KT — kontroll.
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5.2. Abrothallus sp. islandi kiokdrva tallustes

5.2.1. RISA ja sekveneerimise tulemused

RISA metoodika kasutamise eesmirgiks oli méadrata lihhenikoolse seene Abrothallus sp.
olemasolu islandi kdokdrva talluse eri osades. Kasutatud 105 DNA-segu vastavad 197-le
RISA geelirajale 13 geelil (iiks rada vastab iihele n6. hambale geelil) (Lisa 3). 197 geelirajast
85 rajal oli kaks voi kolm DNA vo66ti (nende 85 raja puhul kasutati 28 proovi jaoks DNA-
segu, mis saadi talluseosast, kus olid seene Abrothallus sp. viljakehad) ja 112 rajal oli iiks
voot (neist 112 rajast 13 puhul kasutati DNA-segu, mis saadi talluseosast, kus olid seene
Abrothallus sp. viljakehad) (Tabel 3). 197 rajast 41 puhul kasutati DNA-segu, mis saadi
sellisest talluseosast, kus olid seene Abrothallus sp. viljakehad. Nendest 41 rajast omakorda
28 geelirajal oli kaks voi kolm voo6ti. Samblikutalluse ala- ja keskosast eraldatud proovidest
saadud RISA geeliradade puhul oli lihhenikoolse seene viljakehadega talluseosadest saadud
DNA-segusid vdhem, kui saadi vastavate talluseosade puhul mitme voodiga geeliradasid
(Tabel 3). Talluse tipuosadest eraldatud DNA-segude puhul olid 19 kasutatud talluseosal
seene Abrothallus sp. viljakehad, kuid mitme voodiga radu saadi talluse tipuosadest eraldatud
DNA-segudest 16 korral.

Tabel 3. RISA koondtabel (13 RISA geeli andmed). Kokku — geeliradade arv kokku. Alaosa, keskosa,
tipuosa niitab geeliradade arvu, mille jaoks kasutati samblikutalluse vastavast osast vdetud DNA-
segu. Uks voot/kaks voi kolm vooti — geeliradade arv, millel oli vastav arv voote. Viljakehade

esinemine — DNA-segude arv, mis olid voetud sellisest talluseosast, kus olid seene Abrothallus sp.

viljakehad.
Kokku Alaosa Keskosa | Tipuosa
197 72 66 59
Uks véot 112 (57%) | 35 (49%) | 34 (52%) | 43 (73%)
Kaks vdi kolm vooti 85 (43%) | 37 (51%) | 32 (48%) | 16 (27%)
Viljakehade esinemine | 41 (21%) 3 (4%) 19 (29%) | 19 (32%)

Alumistest talluseproovidest saadi 72 RISA geelirada ning nende hulgas kasutati kolmel
korral sellist talluseosa, kus olid Abrothallus sp. viljakehad (Tabel 3). Nendest kolmest DNA-
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segust kahe puhul saadi RISA geelil kolm DNA-vooti. Keskmistest talluseosadest saadud
geeliradade jaoks (kokku 66) 19 puhul kasutati talluseosa, kus olid Abrothallus sp. viljakehad
(Tabel 3), neist 19 korrast omakorda 14 geelirajal (74%) oli mitu vooti. Tipmistest
talluseosadest saadud geeliradade (kokku 59) jaoks kasutati 19 korral talluseosa, kus olid
Abrothallus sp. viljakehad (Tabel 3), neist 19 korrast omakorda 12 geelirajal (63%) saadi
RISA geelil mitu vooti. S.t kui kasutati lihhenikoolse seene viljakehadega talluseosadest
eraldatud DNA-d, siis minimaalselt 63% kordadest saadi RISA geelil mitu vooti.

Koigi amplifitseerimiste ja reamplifitseerimiste peale kokku saadeti sekveneerimisele 167
DNA-proovi, milledest 130 proovi (78% saadetud proovide) puhul saadi DNA
konsensusjarjestus (Lisa 3). RISA geeliradasid oli 197 ning otse RISA geelilt saadeti
sekveneerimisele 62 proovi. Nendest 62-st proovist tuli vdlja 61, s.t saadi 61 sekventsi. 105
proovi saadeti sekveneerimisele pérast reamplifitseerimist ning nendest 105 proovist 69 puhul
saadi sekvents. 35 DNA-segu olid sellised, mille kohta saadeti mitu proovi sekveneerimisele
ning nende DNA-segude peale kokku saadeti sekveneerimisele 98 proovi, milledest saadi 66
sekventsi. 69 DNA-segu olid sellised, mille kohta saadeti seveneerimisele ainult iiks DNA-

proov ning nendest omakorda saadi 64 sekventsi.

Uheteistkiimnel korral saadi iihe geeliraja mdlema voddi kohta sekvents, neist seitsmel korral
saadi molema voodi tulemuseks Abrothallus sp. (Lisa 3). Kuna iildiselt on Abrothallus spp.
DNA jérjestused védga vihe varieeruvad, siis vOib tegu olla proovide saastumisega geelist
DNA-vo6tide viljaldikamisel. Samas ilmnes praimerite disainimise etapis, et praimer AB-
R310 v&ib seonduda rohkem kui iihte kohta mérklaud DNA-I (Joonis 7), s.t tegu ei pruukinud
olla saastusega, vaid mdlemad saadud voodid voisidki kuuluda seenele Abrothallus sp. Neljal
korral saadi iihe geeliraja erinevatest vootidest erinev organism (islandi kéokdrv ja
Abrothallus sp., Trichophyton rubrum vo6i Hyaloscyphaceae). Kahel korral saadi samast RISA
geeli voodist (sekveneerimisele saadeti proovid erinevatelt RISA geelidelt) erinev organism
(Abrothallus sp. ja Penicillium sp.; Antrodia serialis ja islandi kdokdrv). Kokku tuvastati
seene Abrothallus sp. olemasolu 25-st erinevast DNA-segust, milledest 18 puhul saadi RISA

geelil mitu vooti (Lisa 3).
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5.2.2. Praimerid ja geelitihedused

RISA-s katsetati kahte DNA amplifitseerimise varianti: 1. RISA-s ja hilisemal
reamplifitseerimisel paljundati sama pikk DNA-I6ik; 2. RISA jaoks amplifitseeriti terve
rDNA ITS regioon (18S 16pp kuni 28S algus) ning hilisemal reamplifitseerimisel paljundati
161k, mis holmas 18S 16pu kuni 5.8S regiooni (Joonis 8, Lisa 2). Terve rDNA ITS piirkonna
amplifitseerimiseks kasutati praimeripaare ITSOF/ITS4, ITS1F/ITS4, ITS1/ITS4 ning
ITS5/ITS4. Ribosoomi viikese alaiihiku (18S) 16ppu kuni 5.8S regiooni hdlmava 16igu
amplifitseerimiseks kasutati praimereid ITS5/ITS2, ITS5/AB-R310 ning ITSOF/AB-R310
(Lisa 2). DNA amplifitseerimisel RISA geeli jaoks ei ilmnenud kasutatud praimerite suhtes

erinevusi. Samuti ei soltunud reamplifitseerimise edukus valitud praimerite paaridest.

ITSOF / ITS1F
—
ITS1
—_—
ITSS
—_—
ITS1 —— ITS2
185 ] 158S| ! 28§
- —
ITS2 ITS4
-+
AB-R310

Joonis 8. RISA-s kasutatud praimerite ligikaudsed seondumiskohad rDNA piirkonnas. 18S, 5.8S ja
28S on ribosoomi kodeerivad geenid, nende vahele jadvad mittekodeerivad ITS1 ja ITS2 piirkonnad
(Larena et al. 1999, muudetud).

RISA jaoks katsetati kolme erineva tihedusega agaroosgeeli: 1,5%, 2% ja 2,5%. Geelide
voolutusajad olid kas 1 h 15 min, 1 h 30 min vdi 2 h. Tihedama geeli ja/vdi pikema
voolutusajaga prooviti saavutada amplifitseeritud DNA-16ikude paremat lahutuvust geelil.
Pikem voolutusaeg ja tithedam geel voimaldasid kiill vootide paremat lahutuvust liksteisest,
kuid sama DNA-segu néiteks 1,5% ja 2% geelil voolutamisel polnud erinevust voétide arvus
iihe raja kohta. Seega vOib oletada, et viiksema tihedusega geelil ja/voi liihema voolutusajaga
ei jaanud osa voote varjatuks, s.t ei lahutunud teineteisest nii véhe, et mitu vooti oleksid

tundunud tihe voodina.

5.3. Seene Abrothallus sp. levik isendi ja transekti piires

Nelja transekti peale kokku oli talluseid 149, vaatlusandmete pdhjal oli neist 40 (27%)

nakatunud seenega Abrothallus sp. Proportsionaalselt kdige rohkem nakatunud talluseid oli
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transektil 1V, kus 35-st vaadeldud tallusest oli nakatunud 12 (34%). Sellele jargnes transekt I,
kus 50-st tallusest oli nakatunud 16 (32%). Transektil 111 oli nakatunud talluseid 20-st kuus
(30%) ning transektil 11 oli 44 tallusest nakatunud kuus (14%). Selget levikumustrit tehtud
transektide piires ei tuvastatud, kuna nakatunud isendid paiknesid transektidel ebaselge
mustriga (andmed pole esitatud). Neljandalt transektilt tuvastati DNA jérjestuste pShjal 13
nakatunud tallust, kuid vaatlusandmete pohjal oli nakatunud 12 tallust (Joonis 9). Kusjuures
DNA- ja vaatlusandmed kattusid kuue talluse piires, s.t kuuest tallusest tuvastati Abrothallus
sp. olemasolu nii DNA-jarjestuste kui ka vaatluste pdhjal (Lisa 3). Kuuel islandi kdokorva
tallusel oli ndha Abrothallus sp. viljakehi, kuid nendest tallustest ei saadud uuritava seene
DNA-d. Samas saadi seitsmest islandi kdokdrva tallusest Abrothallus sp. DNA, kuigi

viljakehi nendel tallustel ei tuvastatud.

WVaatlus
DMA

Talluste arv

all

Abrothallus sp. paiknemine talluze en osadesja nakatunud talluste arv

tipus keskel kogutallus

Joonis 9. Lihhenikoolse seenega Abrothallus sp. nakatumine islandi kdokorva talluse piires, vrdlevalt
DNA- ja vaatlusandmed IV transekti kohta. tipus — Abrothallus sp. talluse tipuosas; keskel —
Abrothallus sp. talluse keskosas; all — Abrothallus sp. talluse alaosas; kogu tallus — néitab nakatunud
talluste arvu. Vaatlus- ja molekulaarandmed kattuvad osaliselt, s.t nakatumist ei tuvastatud alati

samade talluste samadest osadest.

Seene Abrothallus sp. esinemist hinnati ka {ihe samblikutalluse piires. Kdigi transektide peale
kokku saadi vaatluse pdhjal enim positiivseid proove islandi kdokorva talluse keskosast
voetud proovidest (28), monevorra vdhem tipmistest proovidest (24) ja koige vdhem
alumistest proovidest (11) (Joonis 10). Neljandalt transektilt saadi vordlevalt talluse tipust
DNA pohjal kiimme ning vaatluse pdhjal iiheksa positiivset proovi, kusjuures DNA- ja

vaatlusandmed kattusid viiel korral; talluse keskelt tuvastati Abrothallus sp. nii DNA kui ka
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vaatluse pdhjal iiheksal korral, kuid andmed Kkattusid ainult kahe proovi puhul; talluse
alumistest osadest tuvastati DNA pohjal kuus ja vaatlusega kolm positiivset proovi, andmed

kattusid kolme samblikutalluse osas (Joonis 9).

Talluste arv
—
o bl Ll s LA O -] 8D D

Abrothallus sp viljakehade paiknemine tallustel

Joonis 10. Lihhenikoolse seenega Abrothallus sp. nakatumine islandi kdokorva talluse piires, I...IV
transekti vaatlusandmete pohjal. tipus — Abrothallus sp. viljakehad talluse tipuosas; keskel —
Abrothallus sp. viljakehad talluse keskosas; all — Abrothallus sp. viljakehad talluse alaosas;
tipus+keskel — Abrothallus sp. viljakehad talluse tipu- ja keskosas; tipus+all — Abrothallus sp.
viljakehad talluse tipu- ja alaosas; keskel+all — Abrothallus sp. viljakehad talluse kesk- ja alaosas;

tipus+keskel+all — Abrothallus sp. viljakehad kogu talluse ulatuses.

lga DNA-segu (kokku 105) kohta vaadati, kas vastavast proovist saadi Abrothallus sp.
sekvents ning kui saadi, siis kas vastaval RISA-geelirajal oli iiks vdi mitu DNA-v66ti. 18
DNA-segu puhul saadi Abrothallus sp. sekvents ning RISA-geelil oli mitu vooti. Seitse DNA-
segu olid sellised, kust saadi Abrothallus sp. sekvents ning mis andsid RISA-s iihe vo6di. 30
proovi andsid RISA-s mitu vooti, kuid seent Abrothallus sp. sekventsi kaudu ei tuvastatud.

Ulejianud 50 proovi andsid RISA-s iihe voodi ning neist ei saadud Abrothallus sp. DNA-d.
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6. Arutelu

Samblikes elavate taksonite uurimiseks on kasutatud erinevaid meetodeid, milledest osa
pohineb mikroskopeerimisel ning osa DNA nukleotiidsete jérjestuste vordlemisel.
Mikroskopeerimist noudvate meetodite suurimaks puuduseks on, et suurel osal juhtudel pole
voimalik tuvastada seent samblikutalluses juhul, kui seene paljunemisorganid pole veel vilja
kujunenud voi kui puuduvad seene elutegevuse jiljed (kahjustused tallusel, pahad).
Samblikku moodustava seene ja lihhenikoolse seene hiilife on onnestunud eristada vahestel
kordadel, kasutades mikroskopeerimisel erinevaid proovide varvimistehnikaid (de los Rios et
al. 2002, Kotte 1909, Schaechetlin & Werner 1927) voi skaneerivat elektronmikroskoopiat
(de los Rios et al. 2002, Fahselt et al. 2001). Edukamaks on osutunud t66d, kus on kasutatud
mikroskopeerimist koos DNA-pdhiste meetoditega (Pérez-Ortega et al. 2014, Werth et al.
2013). Sellist kombineeritud ldhemisviisi on kasutatud ka kdesolevas td0s, kus eelnevalt
hinnati lihhenikoolse seene olemasolu visuaalselt viljakehade pohjal ning seejdrel vorreldi

vaatlusel saadud tulemusi DNA jarjestuste alusel saadud tulemustega.

Kéesoleva t60 eesmirgiks oli vilja to6tada metoodika, mis voimaldaks méérata iihe kindla
lihhenikoolse seene olemasolu samblikutalluses ka juhul, kui tallusel puuduvad nakatumisele
viitavad valistunnused. T66 esimese etapi eesmargiks oli disainida praimerid, millega saaks
DNA-segust eraldada perekonda Abrothallus kuuluva lihhenikoolse seene DNA. Spetsiifiliste
praimerite leidmist raskendas kasutatud sekventside korge G ja C aluste osakaal (58...60%)
ning hésti tootavaid praimereid ei onnestunud leida. Seene Abrothallus sp. DNA
amplifitseerimiseks DNA-segust osutus kdige sobivamaks disainitud vastassuunaline praimer
AB-R310, mis seondub rDNA 5.8S piirkonda.

RISA kasutamise eesmérgiks oli katsetada, kas selle meetodiga on vdimalik maéérata
lihhenikoolse seene Abrothallus sp. olemasolu islandi kédokorva talluse eri osades. RISA
meetodi eelduseks on, et iihel geelirajal olevad voodid vastavad erinevatele DNA-segus
olevatele taksonitele (Ranjard et al. 2000, Saag et al. 2012). RISA meetod on robustne, kuna
voimaldab DNA-segust kitte saada ainult domineerivad taksonid (Ranjard et al. 2000).
Seetottu on RISA meetodi rakendamisel oluline spetsiifiliste praimerite valik, et DNA-segust
kétte saada meid huvitavaid taksoneid. Teisest kiiljest on meetod suhteliselt odav ning lihtsalt

teostatav.
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RISA-s saadi 43% kordadest mitme voodiga geeliradasid, kuid vaid 21% kordadest kasutati
DNA-segu, mis saadi seene Abrothallus sp. viljakehadega talluseosadest (Tabel 3, Lisa 3).
Tdendoliselt olid kasutatud DNA-segudes valdavateks taksoniteks islandi kdokdrv ning seen
Abrothallus sp. ning kuna RISA meetod voimaldab DNA-segust kitte saada domineerivad
taksonid, siis voib oletada, et mitme voodiga geeliradade puhul olid esindatud just need
taksonid. Seega voib arvata, et uuritud tallustes oli lihhenikoolse seene esinemine
ulatuslikum, kui ainult viljakehade esinemise pohjal voiks jareldada. Kindla vastuse sellele
oletusele oleks andnud saadud DNA-vootide sekveneerimine, kuid kasutatud metoodika
ndrgaks kohaks on eelkdige probleemid geelist 16igatud DNA reamplifitseerimisel ja
sekveneerimisel, mis on tdendoliselt ka pohjus, miks molekulaarsed ja vaatlusandmed
kattuvad vaid osaliselt. IImselt mojub fuugimine ning kiilmkapis seismine geelist
viljaldigatud DNA kvaliteedile halvasti, mistdttu reamplifitseerimine ning jirgnev

sekveneerimine onnestusid vihestel juhtudel.

Erinevate RISA geeli tiheduste ja geeli voolutusaegade kombinatsioonides ei ilmnenud
erinevusi vootide arvus geelirajal, kuid pikem voolutusaeg ja tihedam geel vdimaldavad
vootide paremat lahutuvust. DNA amplifitseerimisel RISA jaoks ning hilisemal
reamplifitseerimisel ei ilmnenud kasutatud praimerite suhtes erinevusi, kuid parast DNA-
proovide sekveneerimisi selgus, et seene Abrothallus sp. DNA saadi seguproovist kitte
eranditult ainult neil kordadel, kui RISA jaoks amplifitseeriti proovid praimeritega ITS5/AB-
R310 (Lisa 3).

Molekulaarsete meetoditega tuvastati lihhenikoolse seene olemasolu ka sellistest tallustest voi
talluseosadest, kus viljakehi ei olnud, mistdttu vaatlusandmed ei pruugi alati tidpselt kajastada
lihhenikoolse seene levikut maastikus ja isendi piires. Tulemus on ootuspérane ning niitab, et
vaid viljakehade esinemine v3i puudumine ei ole piisav argument Seenega nakatumise ulatuse
kindlaks tegemiseks (Gardes & Bruns 1996). See erineb seenega Hypocreopsis rhododendri
(fungikoolne seen) labi viidud t6ost, kus leiti, et nimetatud liigi leviku hindamiseks piisab
viljakehade leviku hindamisest (Grundy et al. 2012). Sarnaselt kdesolevaga tooga on leitud, et
ektomiikoriissete seente puhul on seeneniidid laiemalt levinud kui viljakehad (Tedersoo et al.
2003, van der Linde et al. 2009).

Lihhenikoolse seene viljakehade domineerimine talluste nooremates tipmistes osades ja
lihhenikoolse seene ebakorrapdarane levik transektidel viitavad sellele, et seen levib

(eelistatult) mitte vanemalt jérglasele, vaid horisontaalselt — isendilt isendile. Islandi kdokorv
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on pddsasja tallusega samblik ning lihhenikoolse seene viljakehade paiknemine talluse
tipmistes ja keskmistes osades annab tdendoliselt seenele levimisel eelise, kuna voimaldab

costel levida kaugemale vorreldes sellega, kui viljakehad oleks maapinnale ldhemal (Aylor
1999).

Seene Abrothallus sp. olemasolu kindlaks tegemiseks islandi kdokdrva tallustes tuleks
kasutada paralleelselt viljakehade esinemise hindamist ning molekulaarseid meetodeid.
Selline kombineeritud uurimisviis annab lihhenikoolse seene leviku kohta rohkem
informatsiooni nii isendi kui ka peremehe populatsiooni tasemel. RISA meetod on kasutatav
seene Abrothallus sp. esinemise hindamiseks, kuid vd&iks katsetada, milliseid tulemusi
annavad teised DNA-sormejilgede meetodid (nt. DGGE). Lihhenikoolse seene levikumustri
edasiseks uurimiseks vOiks proovida ka materjali kogumist teistsuguse skeemi alusel.
Sugukonda Parmeliaceae kuuluvatel samblikel kasvavate perekonna Abrothallus taksonite
DNA on véga véhe varieeruv. Sellest tulenevalt vdiks uurida, kas sama piirkonna teistes,
sugukonda Parmeliaceae kuuluvates samblikes esineb samade Abrothallus sp. taksonite
DNA.
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Kokkuvote

Lihhenikoolsete ehk samblikel elunevate seente olemasolu hinnatakse enamasti seene

viljakehade esinemise voi samblikele tekitatavate kahjustuste kaudu. See aga ei voimalda

hinnata lihhenikoolse seene tegelikku esinemist voi puudumist nii peremees-sambliku isendi

kui ka populatsiooni piires.

Kéesoleva t60 eesmirgiks oli vélja tootada metoodika, mis voimaldaks méérata lihhenikoolse

seene olemasolu samblikutalluses ka juhul, kui tallusel puuduvad lihhenikoolse seene

olemasolule viitavad kahjustused ja/vdi viljakehad. To66 objektideks olid perekonda

Abrothallus kuuluv liigini midramata lihhenikoolne seen ning tema peremees-samblik islandi

kdokorv (Cetraria islandica). Praktilise osa kdigus hinnati lihhenikoolse seene olemasolu

islandi kiokdrva tallustes nii visuaalselt kui ka molekulaarsete meetodite abil.

T66 esimeses osas anti iilevaade lihhenikoolsetest ja endolihhenikoolsetest seentest
ning samblikes elavatest bakteritest ja nende uurimisel senini kasutatud
uurimismeetoditest.

Stereomikroskoobi all vaadeldi 149 samblikutallust, et kindlaks teha lihhenikoolse
seene Abrothallus sp. viljakehade olemasolu islandi kdokorva tallustes.

Molekulaarse uurimisto6 esimese etapina disainiti praimereid seene Abrothallus sp.
rDNA ITS |1digule ning seejdrel Kkasutati ribosomaalse geenidevahelise
speisserjarjestuse analiiiisi (RISA), et médrata lihhenikoolse seene olemasolu islandi
kdokorva talluse eri osades (tipu-, kesk- ja alaosas). Molekulaarses analiiiisis kasutati

IV transektilt kogutud 35 samblikutallust.

Olulisemad tulemused:

linhenikoolse seene Abrothallus sp. rDNA ITS 16igule disainiti vastassuunaline
praimer AB-R310, mis seondub 5.8S piirkonda;

RISA tulemused naitavad, et perekonda Abrothallus kuuluva lihhenikoolse seene levik
islandi kédokdrva tallustes ja populatsioonis on ulatuslikum, kui ainult viljakehade
esinemise jirgi voiks arvata. Seetdttu ei pruugi vaatlusandmed alati tépselt kajastada
seene Abrothallus sp. levikut;

samas ei olnud kasutatud molekulaarne metoodika piisav, et hinnata seene Abrothallus
sp. tegelikku levikut samblikus, mistdttu tuleks lihhenikoolse seene olemasolu

kindlaks tegemiseks kasutada paralleelselt vaatlus- ja molekulaarseid andmeid;
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¢ lihhenikoolse seene viljakehade domineerimine talluste tipmistes ja keskmistes osades

viitab seene voimalikule horisontaalsele levikule (isendilt isendile).
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Allocating lichenicolous fungus from the genus Abrothallus in the thalli of Iceland moss
(Cetraria islandica)

Annika Suu
Summary

The estimation of distribution of lichenicolous fungi (i.e. fungi that grow on lichens) is
usually based on the occurrence of fruitbodies or damage caused by the fungus to the host
lichen. However, it does not enable to estimate the real occurence of lichenicolous fungi in the
host population and even within the host thallus, and therefore the estimation of the
population size of lichenicolous fungi needs more complicated approach than visual

examination allows.

The aim of this study was to develop a method to detect the presence of a lichenicolous
fungus in the host thallus even if the thallus shows no signs of infection. The objects of this
study were a lichenicolous fungus from the genus Abrothallus (Abrothallaceae,
Dothideomycetes) and its host lichen Cetraria islandica (Parmeliaceae, Lecanoromycetes).
The presence of the lichenicolous fungus in host thalli was estimated using both examination

with naked eye and with molecular methods.

¢ In the first part of the study, lichenicolous fungi, endolichenic fungi and bacteria living
in lichens were briefly introduced and an overview of the methods used to study these
organisms was given.

e 149 thalli of the lichen Cetraria islandica were examined using a stereomicroscope to
detect the presence of Abrothallus fruitbodies.

e The first step of molecular analysis was designing primers for the rDNA ITS region of
Abrothallus sp. Subsequently 35 lichen thalli were selected for the rRNA intergenic
spacer analysis (RISA) to estimate the presence of Abrothallus sp. in different parts of

the host thalli (upper, central and lower part).

The results:
e areverse primer AB-R310, that binds to the 5.8S region, was designed for the rDNA
ITS region of Abrothallus sp.;
o the result of RISA shows that the distribution of the lichenicolous fungus in the host

population and also in the thalli of the host lichen is more widespread than based on
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the incidence of fungal fruitbodies. For that reason the spatial distribution of
fruitbodies of the lichenicolous fungus Abrothallus sp. does not always reflect the
actual distribution of the fungus;

e the molecular method used in this study, however, was not sufficient to estimate the
actual distribution of the lichenicolous fungus in the host thallus due to shortcomings
in methodology. Therefore, both visual and molecular examination should be applied,
to estimate the actual spatial distribution of the lichenicolous fungus;

e the fruitbodies of the lichenicolous fungus tend to be in the upper parts of the host
thalli which implies to the horisontal spread (from specimen to specimen) of the

studied lichenicolous fungus.
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Lisad

Lisa 1. Praimerite disainimisel kasutatud vordlusmaterjal.

DNA proovi Liik Selts Klass Herbaareksemplari
kood kood
AB21 Abrothallus Abrothallales Dothideomycetes TU45302

suecicus
AB25 Abrothallus Abrothallales Dothideomycetes TU65894
cetrariae
AB42 Abrothallus Abrothallales Dothideomycetes BR-Lich-1639-87
welwitchii
AB63 Abrothallus sp. Abrothallales Dothideomycetes TU65893
ABG7* Abrothallus sp. Abrothallales Dothideomycetes IVL 5491
AB70* Abrothallus sp. Abrothallales Dothideomycetes TUB5600
AB71 Abrothallus sp. Abrothallales Dothideomycetes TU64149
ABT72 Abrothallus sp. Abrothallales Dothideomycetes TU64949
CE1l Cetraria islandica Lecanorales Lecanoromycetes TU
NE72 Nectriopsis Hypocreales Sordariomycetes TUG4964
lecanodes
PAR SER Parmelia serrana Lecanorales Lecanoromycetes TU45799
UNG71 Unguiculariopsis Helotiales Leotiomycetes TU64867

lettaui
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Lisa 2. RISA-s ja reamplifitseerimisel kasutatud praimerid.

RISA geel | ampl. praimerid | reamp. 1 reamp. 2 reamp. 3
1.1 ITS5/AB-R310 | ITS5/AB-R310 | ITS5/AB-R310 -
ITSIF/ITS4 ITSIF/I1TS4 ITS5/1TS4 -
.11 ITS5/AB-R310 | ITS5/AB-R310 | ITS5/AB-R310 -
ITSOF / ITS4 ITSIF/I1TS4 ITSIF/I1TS4 -
1 ITS5/AB-R310 | ITS5/AB-R310 | ITS5/AB-R310 ITS5/1TS2

]| ITS5/AB-R310 | ITS5/ AB-R310 ITS5/1TS2 -
AV ITS5/1TS2 - - -
V.11 ITS5/AB-R310 ITS5/1TS2 ITS5/AB-R310 -
- ITS5/1TS2 -
V ITS5/AB-R310 ITS5/1TS2 ITS5/AB-R310 -
VI ITSOF /ITS4 ITS5/AB-R310 | ITS5/AB-R310 -
ITS5/1TS2 ITS5/1TS2 -
\1! ITSOF / 1TS4 ITS5/1TS2 - -
ITS5/AB-R310 - -
ITS5/AB-R310 ITS5/1TS2 - -
ITS5/AB-R310 - -
VI ITSOF /ITS4 ITS5/AB-R310 ITSOF / ITS4 -
X ITSOF / 1TS4 ITS5/AB-R310 - -

X ITS1/1TS4 ITS5/AB-R310 | ITSOF / AB-R310 | ITSOF / AB-R310
ITSIF/ITS4 ITSOF / ITS4 -
Xl ITSOF /ITS4 ITS5/AB-R310 - -
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Lisa 3. Molekulaarses analiiiisis kasutatud proovid ning saadud tulemused. Talluse tahis 'TV S20'— IV on transekti number; N, S, E, W niitab suunda transekti
keskpunktist; 20" nditab sentimeetrites kaugust transekti keskpunktist. t — tipust voetud proov; k — keskelt voetud proov; a — alt voetud proov. *' talluseproovi
numbri juures — sellel talluseosal olid Abrothallus sp. viljakehad. Vootide arv RISA geelil — erinevatel RISA geelidel oli nii mitu vodti. Semikooloniga
eraldatud sekveneerimise tulemused — saadud sama talluseproovi erinevatest RISA geeli vootidest. 'ja' — sekveneerimise tulemused vastavad samale voodile

RISA geelil. Tdhistus '*arv' sekveneerimise tulemustes — nii mitu korda saadi sama RISA geeli vo6di kohta sama organism.

Tallus Talluseosa ja proovi RISA praimerid Voote RISA Sekveneerimise tulemus
nr. geelil
1V S20 t-1 ITS5/AB-R310; ITS5/AB-R310 2;2 Abrothallus sp.; Abrothallus sp.
k-2 ITS5/AB-R310 2 Abrothallus sp.; Abrothallus sp.
a-3 ITS5/AB-R310; ITS5/AB-R310 2;2 Abrothallus sp.
1V S30 t—4 ITS5/AB-R310 2 Abrothallus sp.; Abrothallus sp.
k-5 ITS5/AB-R310 1 Abrothallus sp.
a-=6 ITS5/AB-R310; ITS5/AB-R310 2;2 Abrothallus sp. ja Penicillium sp.
1V S40 t-7 ITS5/AB-R310 1 Abrothallus sp.
k-8 ITS5/AB-R310; ITS5/AB-R310 11 Abrothallus sp.
a-9 ITS5/AB-R310; ITSOF/ITS4 1;1 islandi kdokorv
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1V S130 t—10 ITS5/AB-R310; ITS5/AB-R310; ITSOF/ITS4 1;1;1 islandi kdokorv
k-11 ITS5/AB-R310; ITS5/AB-R310 2;2 Abrothallus sp.*2; Abrothallus sp.
a—12 ITS5/AB-R310 1 Abrothallus sp.
1V S140 t—13 ITS5/AB-R310 1 islandi kdokorv
k-14 ITS5/AB-R310; ITS5/AB-R310; ITSOF/ITS4 2;2;1 islandi kdokorv
a—-15 ITS5/AB-R310; ITS5/AB-R310; ITSOF/ITS4 2;2;2 islandi kdokdrv*2
1V S150 t—16 ITS5/AB-R310 2 Abrothallus sp.
k-17 ITS5/AB-R310 1 Abrothallus sp.
a—18 ITS5/AB-R310; ITS5/AB-R310; ITSOF/ITS4 2;1;1 islandi kdokorv
1V W10 t—19* ITS5/AB-R310 2 Abrothallus sp.
k —20* ITS5/AB-R310; ITSOF/1TS4 3;2 -
a—21* ITS5/AB-R310 3 Abrothallus sp.
1V W20 t—22* ITS5/AB-R310 2 Abrothallus sp.
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k—23* ITS5/AB-R310 2 Abrothallus sp.; Abrothallus sp.
a—24* ITS5/AB-R310 1 Abrothallus sp.

IV W70 t—25* ITS5/AB-R310 2 Abrothallus sp.; Abrothallus sp.
k —26* ITS5/AB-R310 3 Abrothallus sp.
a—27* ITS5/AB-R310 3 Abrothallus sp.

1V W140 t—28* ITS5/AB-R310; ITSOF/ITS4; ITS5/AB-R310; ITSOF/ITS4 2,1;2;2 Abrothallus sp.; islandi kdokdrv*2
k-29 ITS5/AB-R310; ITSOF/ITS4; ITS5/AB-R310; ITSOF/1TS4 2;1;11 islandi kdokdrv*2
a-30 ITS5/AB-R310; ITSOF/ITS4; ITS5/AB-R310; ITSOF/ITS4 3;2;1;3 islandi kdokdrv*2

1V W150 t—31* ITS5/AB-R310; ITSOF/ITS4; ITS5/AB-R310; ITSOF/1TS4; 2,2;2;2;2 Abrothallus sp.*2

ITS5/AB-R310

k —32* ITS5/AB-R310; ITSOF/ITS4; ITS5/AB-R310; ITSOF/ITS4 2;2;2;2 islandi kdokorv
a—33 ITS5/AB-R310; ITSOF/ITS4; ITS5/AB-R310; ITSOF/1TS4 1;,2;1;2 Hyaloscyphaceae*2

1V N10 t—34 ITS5/AB-R310 1 Abrothallus sp.
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k-35 ITS5/AB-R310; ITS5/AB-R310; ITSOF/ITS4 2;1;1 Antrodia serialis ja islandi kdokdrv
a—36 ITS5/AB-R310; ITS5/AB-R310; ITSOF/ITS4 1;1;2 islandi kdokdrv*2

1V N30 t—37 ITS5/1TS2; ITS5/AB-R310; ITS5/AB-R310; ITSOF/ITS4 1;1;1;1 islandi kdokorv
k-38 ITS5/ITS2; ITS5/AB-R310 1,2 Abrothallus sp.
a—39 ITS5/ITS2; ITS5/AB-R310 1;3 islandi kdokorv

1V N40 t—40* ITS5/1TS2; ITS5/AB-R310; ITS5/AB-R310; ITSOF/ITS4 1,1;1;2 islandi kdokdrv*2
k-41 ITS5/ITS2; ITS5/AB-R310 1;2 Abrothallus sp.; Abrothallus sp.
a—42 ITS5/ITS2; ITS5/AB-R310; ITS5/AB-R310; ITSOF/ITS4 1;1;1;1 islandi kdokorv

1V N50 t—43 ITS5/1TS2; ITS5/AB-R310; ITS5/AB-R310; ITSOF/ITS4 1,1;1;1 islandi kdokorv
k —44* ITS5/ITS2; ITS5/AB-R310; ITSOF/ITS4 1;1;1 islandi kdokdorv
a—45 ITS5/1TS2; ITS5/AB-R310; ITSOF/1TS4 1;1;1 islandi kdokorv

1V N70 t—46 ITS5/1TS2; ITS5/AB-R310; ITSOF/ITS4 1;1;1 islandi kdokorv
k-—47 ITS5/1TS2; ITS5/AB-R310; ITSOF/ITS4; ITS5/AB-R310 1;,1;1;2 islandi kdokdrv*3

47




a—48 ITS5/ITS2; ITS5/AB-R310; ITSOF/ITS4; ITS5/AB-R310 1;,2;2;2 islandi kdokdrv*3; Hyaloscyphaceae
1V N80 t—49 ITS5/ITS2; ITS5/AB-R310; ITSOF/ITS4; ITS5/AB-R310 1,1;1;1 islandi kdokdrv*2

k-50 ITS5/ITS2; ITS5/AB-R310; ITSOF/ITS4; ITS5/AB-R310 1;1;1;1 islandi kdokorv*3

a—>51 ITS5/ITS2; ITS5/AB-R310; ITSOF/ITS4; ITS5/AB-R310 1,2;1;1 islandi kdokorv*4; Trichophyton

rubrum

1V N90 t—52 ITSOF/ITS4 1 islandi kdokorv

k-53 ITSOF/1TS4 1 islandi kdokorv

a—-54 ITSOF/ITS4 2 islandi kdokdrv; Hyaloscyphaceae
1V N100 t—55 ITSOF/1TS4 1 islandi kdokorv

k - 56 ITSOF/1TS4 1 islandi kdokorv

a—57 ITSOF/1TS4 1 islandi kdokorv
1V N110 t—58 ITSOF/1TS4 1 islandi kdokorv

k —59* ITSOF/ITS4; ITS1/ITS4; ITSOF/1TS4 2;3;2 islandi kdokorv
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a—60 ITSOF/ITS4; ITSL/ITS4; ITSOF/ITS4 2:2;2 -
1V N130 t—-61 ITSOF/ITS4 1 islandi kdokorv
k —62* ITSOF/ITS4; ITSL/ITS4; ITSOF/ITS4 2:2;2 -
a—63 ITSOF/ITS4 2 -
1V N140 t— 64* ITSOF/ITS4 1 islandi kidokorv
k —65 ITSOF/ITS4 1 islandi kdokorv
a—66 ITSOF/ITS4; ITSL/ITS4; ITSOF/1TS4 2:1;2 -
1V 00 t—67* ITSOF/ITS4 1 islandi kidokorv
k — 68* ITSOF/ITS4 1 islandi kdokorv
a—69 ITSOF/ITS4 1 islandi kidokorv
1V E10 t-70 ITSOF/ITS4 1 islandi kdokorv
k-71 ITSOF/ITS4; ITS1L/ITS4; ITSOF/ITS4 2,2;2 kottseen
a—-72 ITSOF/ITS4 2 kottseen
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IV E30 t—73 ITSOF/ITS4 1 islandi kdokorv
k—74 ITSOF/ITS4 2 islandi kdokorv
a-75 ITSOF/ITS4 1 islandi kdokorv

IV E40 t—-76 ITSOF/ITS4 1 islandi kdokorv
k-77 ITSOF/ITS4 2 islandi kdokdrv
a—178 ITSOF/ITS4; ITS1/ITS4; ITSOF/ITS4 2;1;2 -

IV E60 t-79 ITSOF/ITS4 1 islandi kdokorv
k-80 ITSOF/ITS4 1 islandi kdokdrv
a-81 ITSOF/ITS4 2 islandi kdokorv

IV E70 t—82 ITSOF/ITS4 1 islandi kdokorv
k-83 ITSOF/ITS4 1 islandi kdokorv
a—84 ITSOF/ITS4 1 islandi kdokdrv

IV E80 t-85 ITSOF/ITS4 1 islandi kdokorv
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k-—86 ITSOF/ITS4 1 islandi kdokorv
a—87 ITSOF/ITS4 1 islandi kdokorv
1V E100 t—88 ITSOF/ITS4 1 islandi kdokorv
k-89 ITSOF/ITS4; ITS1/ITS4; ITSOF/ITS4 2;3;2 kottseen
a-90 ITSOF/ITS4 1 islandi kdokorv
IV E110 t—91* ITSOF/ITS4 1 islandi kdokorv
k—92* ITSOF/ITS4 1 islandi kdokorv
a—93 ITSOF/ITS4; ITS1/1TS4; ITSOF/1TS4 2;2;1 -
1V E120 t—94 ITSOF/ITS4 1 islandi kdokorv
k—95 ITSOF/ITS4 1 islandi kdokdrv
a—96 ITSOF/ITS4 1 islandi kdokorv
1V E130 t—97 ITSOF/ITS4 1 islandi kdokorv
k-98 ITSOF/ITS4 1 islandi kdokorv
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a- 99 ITSOF/ITS4 1 islandi kdokorv
1V E140 t—100 ITSOF/ITS4 1 islandi kdokdrv
k-101 ITSOF/ITS4 1 islandi kdokorv
a—102 ITSOF/ITS4 1 islandi kdokorv
1V E150 t—103 ITSOF/ITS4 1 islandi kdokorv
k-104 ITSOF/ITS4 1 islandi kdokorv

a—105 ITSOF/ITS4; ITSL/ITS4; ITSOF/ITS4 2;2;2 kottseen

52




Lihtlitsents 16put66 reprodutseerimiseks ja 1oputoo iildsusele kittesaadavaks tegemiseks

Mina, Annika Suu (siindinud 05. veebruar 1990)
1. annan Tartu Ulikoolile tasuta loa (lihtlitsentsi) enda loodud teose

"Perekonda Abrothallus kuuluva lihhenikoolse seene médramine islandi kdokorva (Cetraria

islandica) tallustest"”, mille juhendaja on Ave Suija,

1.1. reprodutseerimiseks sdilitamise ja tildsusele kéttesaadavaks tegemise eesmargil,
sealhulgas digitaalarhiivi DSpace-is lisamise eesmirgil kuni autoridiguse kehtivuse

téhtaja 10ppemisent;

1.2.  iildsusele kittesaadavaks tegemiseks Tartu Ulikooli veebikeskkonna kaudu, sealhulgas

digitaalarhiivi DSpace’i kaudu kuni autoridiguse kehtivuse tdhtaja 1dppemiseni.
2. olen teadlik, et punktis 1 nimetatud digused jadvad alles ka autorile.

3. kinnitan, et lihtlitsentsi andmisega ei rikuta teiste isikute intellektuaalomandi ega

isikuandmete kaitse seadusest tulenevaid digusi.

Tartus, 27. mai 2014



