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Liblikatel parasiteerivate seente liigirikkus ja 6koloogia

Lahikokkuvote: Kéesoleva magistritod (heks eesmargiks oli uurida liblikatel olevat
seenentomopatogeenide liigirikkust. Selleks maarati morfoloogiliste ja molekulaarsete tunnuste
abil seened viie eri liblikaliigi (harilik valgevaksik (Cabera pusaria L.), vorkvaksik(Chiasmia
clathrata L.), vOsavaksik (Ematurga atomaria L.), salu-samblikuvaksik (Hypomecis
punctinalis Scopoli) ja kirj-kevadédlane (Orthosia gothica L.)) surnud nukkudel. Kokku
tuvastati 17 erinevat seeneliiki 11-st sugukonnast, seitsmest seltsist ja viiest klassist.
Entomofaagseid liike, mida kirjanduse pdhjal pole liblikalistelt leitud, oli kaks — Metapochonia
bulbillosa (W. Gams & Malla) Kepler, S. A. Rehner & Humber ja Tilachlidium brachiatum
(Batsch) Petch. Eestile uusi seeneliike maérati viis: Isaria cf. cicadae Mig., Simplicillum cf.
lanosoniveum (J.F.H. Beyma) Zare & W. Gams, Metapochonia bulbillosa (W.Gams & Malla)
Kepler, S.A.Rehner & Humber, Mortierella verticillata Linnem. ja Umbelopsis ramanniana
(Moéller) W. Gams. T60 teiseks eesmargiks oli uurida, mil mééral mjutab seenega nakatumise
tdendosust putuka enda fidsiline konditsioon ja geneetiline taust vdi on seenhaigusesse
nakatumisel maaravaks hoopis keskkonnategurid nagu fenoloogiline faas, mikroelupaiga
omadused vOi toidutaim. Selleks kasvatati hariliku valgevaksiku rédvikuid looduslahedastes
tingimustes ning fikseeriti nende seenetamine. Katse tulemusena ndidati 4&ra, et
entomopatogeensed seened ei pdhjusta harilikul valgevaksikul valikusurvet elupaiga

kasutusele, putuka fenoloogiale vGi toidutaime valikule.

Marksonad: Entomopatogeensed seened, endofiilidid, elukéiguteooria, harilik valgevaksik

(Cabera pusaria L.)
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Species richness and ecology of entomopathogenic fungi on Lepidoptera

Abstract: The first aim of current master’s thesis was to document the community of
entomopathogenic fungi in lepidoptera. Dead pupae of five lepidopteran species (Cabera
pusaria L, Chiasmia clathrata L., Ematurga atomaria L., Hypomecis punctinalis Scopoli and
Orthosia gothica L.) where examined and existing fungi where identified using morphological
and molecular characteristics. All together 17 different fungal species of 11 genera, seven
orders and five classes where isolated. Two entomopathogenic fungi — Metapochonia bulbillosa
(W. Gams & Malla) Kepler, S. A. Rehner & Humber and Tilachlidium brachiatum (Batsch)
Petch — where found on lepidoptera for the first time. Five fungal species new to Estonia where
isolated: Isaria cf. cicadae Miq., Simplicillum cf. lanosoniveum (J.F.H. Beyma) Zare & W.
Gams, Metapochonia bulbillosa (W.Gams & Malla) Kepler, S.A.Rehner & Humber,
Mortierella verticillata Linnem. and Umbelopsis ramanniana (Méller) W. Gams. The second
aim of current master’s thesis was to determine in which way does an insect’s physiological
condition, genetical backround, phenology, microenvironment or food plant influence its
susceptibility to entomopathogenic fungi. Caterpillars of Cabera pusaria where grown in
almost natural conditions and their fungal infections where documented. Experimental results
suggest that entomopathogenic fungi do not impose strong selection on insect life history traits
such as habitat selection, fenology or host use in the geometrid Cabera pusaria L.

Keywords: Entomopathogenic fungi, endophytes, life history theory, common white wave

(Cabera pusaria L.)

CERCS: Entomology, plant parasitology
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1 Sissejuhatus

Entomopatogeensed seened on putukatele spetsialiseerunud parasiidid (Kobmoo jt., 2012).
Selline strateegia on tekkinud seente evolutsiooni kdigus mitu korda s6ltumatult ning esineb
enamikes tdnapdevastes seente hdimkondades (Boomsma jt., 2014; Humber, 2008). Esimesed
fossiilsed andmed putukaid kasvusubstraadina kasutavatest seentest parinevad Kriidi ajastust
(Blackwell, 2000). Tanapéeval on entomopatogeenseid seeni kirjeldatud tle 700 liigi (Barelli
jt., 2016).

Seenparasiitide edu aluseks on vahemalt osaliselt nende nakatamisstrateegia: erinevalt
teistest patogeenidest suudavad nad nakatada putukat I&bi tema valiskesta (Cory ja Ericsson,
2009). Entomopatogeenidel on kujunenud mitmeid erinevaid strateegiaid, mis vGimaldavad
toime tulla peremeesorganismide ebalhtlase paigutusega ruumis ning ressursi hooajalisusega
(Boomsma jt., 2014). Tagamaks, et osagi jarglastest kohtuks sobiva peremehega tuleb toota
rohkelt eoseid (Cole ja Hoch, 1991). Putuka nakatumiseks on vajalik minimaalne eoste
kontsentratsioon (Inglis jt., 2012). Kokkupuutel sobiva peremehega on idanevale seenele
oluline kiire ohvrisse tungimine, et valistada maha raputamise voi kukkumise véimalust (Cole
ja Hoch, 1991). Peremehe sees areneb seen hitfidena, koloniseerides uusi kudesid. Peremees
sureb toksiinide kuhjumise, kudede invasiooni ja toitainete puuduse koosmdjul (Inglis jt.,
2012). Putuka surm ei tohi saabuda liiga kiiresti, kuna seen vajab sporulatsiooniks kriitilist
massi (Boomsma jt., 2014). Parast ohvri surmamist jadb seen ootama sporulatsiooniks sobivaid
tingimusi: niiskust ja sooja (Inglis jt., 2012). Laborikatsed on nédidanud, et sporulatsiooniks on
vajalik kohati kuni 95% Ghuniiskus (Boomsma jt., 2014). Eoste levik toimub tuule ja vee abil
(Inglis jt., 2012). Keskkonnas leidubki seenentomopatogeene ennekdike eostena (Cory ja
Ericsson, 2009).

Entomofaagsetel seentel on teada kaks erinevat toitumisstrateegiat: biotroofne ja
saprotroofne. Biotroofseid iseloomustab toitumine putuka toitainetest ja elusatest kudedest,
saprotroofseid aga surnud putukast (Roy jt., 2006). Kdige tuntumate entomopatogeenide seltsis
helekottseenelaadsed (Hypocreales) (Vega jt., 2009) esineb mdlema strateegiaga entomofaage,
vOimalik on ka kahest strateegiast kombineeritud toitumisttlp. Infektsiooni algstaadiumis
toitutakse putuka hemotsodlis biotroofselt kuni putuka surmani toitainete puuduse VOi
ladestunud toksiinide mojul. Pérast surma jatkub toitumine saprotroofselt ning seen kasvab
putukast valjapoole (Roy jt., 2006). Putuka surma jargselt algab konkurents surnud kudede ule

teiste saprotroofidega.



Kuna entomopatogeeni suurimaks takistuseks on putuka kitiinkest (Samson jt., 1988),
siis Uks omadus, mis eristab obligatoorseid entomopatogeene fakultatiivsetest on Kitiinkesta
labistamise v6ime (Ignoffo jt., 1982). Oblibatoorsed entomopatogeenid ehk entomofaagid on
sellised, kes suudavad iseseisvalt labistada putuka Kitiinkesta. Naiteks perekonna
Lecainicillium liikide suur virulentsus on otseselt seotud nende véga aktiivse ekstratsellulaarse
kitinaasi tootmisega (Jackson jt., 1985). Fakultatiivsed entomopatogeenid suudavad
parasiteerida vaid haigel v6i norgestatud putukal, saprotroofidest eristab neid v6ime putuka
immuunvastust ignoreerida, kas suure virulentsuse voi kiire kasvu tottu. Sellised on néiteks
perekondade Aspergillus P. Micheli ex Haller, Fusarium Link ja Mucor Fresen. liigid, kes
putukasse sustituna on fakultatiivsed patogeensed (Ignoffo jt., 1982), samas kui mitmed teised

saprotroofid sel moel infektsiooni ei pohjusta (Vey, 1971).

Putuka vastuvétlikkust seeninfektsioonile mdéjutavad sellised tingimused nagu seene
geneetika, peremehe flsioloogia, toitumine ja immuunsisteem, teiste mikroorganismide
olemasolu ning valiskeskkond. Seepdrast ei saa laboratoorsetes tingimustes adekvaatselt
hinnata entomopatogeense seene o©koloogilist amplituudi, kuna tihti on laborikatsetes
peremehed infektsioonile vastuvétlikumad (Inglis jt., 2012). Tahtsaimad seen-
entomopatogeene mojutavad keskkonnatingimused on péikesevalgus, temperatuur ja
Ohuniiskus. Péaikesevalgus omab seenele kahjulikku mdju UV-B kiirguse ndol (Inglis jt., 2012).
Temperatuur omab téhtsat rolli seene infektsioonikiiruse, putuka surmamise ja sporulatsiooni
aja mdjutajana (Inglis jt., 2012). Nii on taheldatud, et kindlad sihktiivaliste (Orthoptera) liigid
entomopatogeenidega nakatumise korral tdstavad oma kehatemperatuuri ning veedavad palju
aega péikese kaes seeneoseid kiiritades (Roy jt., 2006). Samamoodi otsib nakatunud harilik

toakarbes (Musca domestica L.) soojemaid kohti (Roy jt., 2006).

Ebasoodsate aegade (talv, pOuaperioodid) Uleelamiseks on entomopatogeenidel
kujunenud keerulised seen-putukas-taim suhted (Boomsma jt., 2014). Nii on téheldatud
helekottseenelaadsete  (Hypocreales)  entomopatogeenide  esinemist  endofiitidena
(Gurulingappa jt., 2010; Inglis jt., 2012; Vidal ja Jaber, 2015). Endofultideks nimetatakse
seeni, kes elavad véhemalt mingi osa oma elutsuklist taimekudedes pdhjustamata taimele
haigust (Wilson, 1995). On naidatud, et endofttidid tOstavad taimede abiootilise stressi taluvust
(Bacon, 1993) ja biomassi toodangut, mislabi suureneb taime konkurentsivbime (Barelli jt.,
2016; Jaber ja Enkerli, 2017). Entomopatogeeni B. bassiana (Bals.-Criv.) Vuill. olemasolu
taimes vahendab herbivoorsete putukate sigimist, toitumist ning eluiga (McKinnon jt. 2017).
Entomopatogeenidega nakatunud putukad mitte ainult ei s06 vahem, vorreldes tervete
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liigikaaslastega, vaid ka nende seedimine on aeglustunud ning seel&bi on raskendatud toitainete

omastamine (Roy jt. 2006).

Siiski leidub tllatavalt vahe toid, mis kasitlevad seenpatogeene herbivoorsete putukate
okoloogia seisukohast. Erinevalt mitmetest muudest patogeenidest (nt viirused), ei poorata
naiteks putukate populatsioonidiinaamika uurimisel seenpatogeenidele suuremat tahelepanu
(Price jt., 2011). Praktiliselt puuduvad uurimused, mis hindaksid seennakkuste osa

valikusurvete tekitajana putukate elukaiguomadustele.

Kaesoleva to6 eesmérgiks on uurida, mil méaéral mojutab seenega nakatumise tdenéosust
putuka enda flusiline konditsioon ja geneetiline taust vdi on seenhaigusesse nakatumisel
méaaravaks hoopis keskkonnategurid nagu fenoloogiline faas, mikroelupaiga omadused voi
toidutaim. Kuna laborikatsed ei pruugi anda adekvaatseid hinnanguid entomopatogeen-putuka
okoloogiast (Inglis jt., 2012), viidi 1&bi paralleelselt kaks katset: laboris ja looduses. Esimese
kédigus madrati laboris kasvatatavate erinevate liblikaliikide nukkudel kasvavaid seeni,
eesmaérgiga teha kindlaks nende liigiline mitmekesisus ja peremeesspetsiifilisus. Paralleelselt
viidi looduses labi vélikatse - hariliku valgevaksiku (Cabera pusaria L.) r6ovikuid kasvatati
looduses puuokstele paigutatud kottides. Katse kéigus fikseeriti erinevad putuka vastuvotlikust
seentele mdjutavad tegurid. Lisavéljundina on t66l ka kirjeldav vaartus leidmaks Eestile uusi

entomopatogeenseid liike.



2 Materjal ja metoodika

2.1 Seente elurikkuse laboratoorne uurimus

2.1.1 Materjali kogumine ja maaramine

Uurimaks seenpatogeenide mitmekesisust liblikalistel, maarati seeni Tartu Ulikooli
entomoloogia dppetooli laboris aastatel 2014-2016 labi viidud uurimustoode (Meister jt., 2018;
Meister jt., 2017) kaigus surnud nukkudelt. Mainitud uurimustes kasvatati laboris sadu
liblikaroovikuid purkides thekaupa munast valmikuni, rédvikuid toideti Tartu Gmbrusest
korjatud taimelehtedega. Talvituvate nukkude suremus oli mdddukas, kuid kevadeks surnud
nukkudel vois sageli tdheldada seenhaiguste silmaga néhtavaid tunnuseid.

Kokku sai autor enda kasutusse viie erineva liblikaliigi isendeid: hariliku valgevaksiku
(Cabera pusaria L.), vorkvaksiku (Chiasmia clathrata L.) vdsavaksiku (Ematurga atomaria
L.), salu-samblikuvaksiku (Hypomecis punctinalis Scopoli) ja kirju-kevadddlase (Orthosia
gothica L.) surnud nukud. Tuvastatava mutseeliga nukkudelt isoleeriti steriilse skalpelli voi
ndela abil seen méaaramiseks 2% MEA (malt extract agar) so6tmega Petri tassidele. MEA
s0otme koostis: 3 g linnasejahu pulbrit (Oxoid LP0039 Malt extract), 4 g agarit (Biolife; agar
bois special LL) ja 200 ml Milli-Q destilleeritud vett, millele lisati antibiootikume - 2 ml
streptomtsiini ja 2 ml tetratsiikliini. Agar kaeti tsellofaaniga, et hdlbustada hilisemat mutseeli
eemaldamist. Paari nddala méddudes méaarati seene liik voi perekond morfoloogiliste tunnuste
alusel, kasutades Domsch jt. (1980), Samson jt. (1988) ja Seifert jt.(2011) mé&aramistabeleid.
Seejarel valiti igale morfottlbile iseloomulikud esindajad DNA sekveneerimiseks, et

maéaarangut kontrollida voi tapsustada.
2.1.2 DNA eraldamine, PCR ja DNA jarjestuste analtits

MEA s60tmega Petri tassidelt eemaldati nadala méddudes tsellofaani pinnalt seene mutseel.
Peale hoiustamist -2°C juures leotati seenmaterjali 0.015 U/ul proteinaas K (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA), 0.8 M Tris-HCI, 0.2 M (NH4)2SOs4 ja 0.2% w/v Tween-20
(Solis BioDyne, Tartu, Eesti) puhvris 56°C juures 15 tundi. Jargnevalt proteinaas K inaktiveeriti

15 minuti jooksul 98°C juures. Ebavajalik llusitud orgaanika sadestati tsentrifuugi abil 3 min



jooksul, 10 000 pdoéret minutis. Supernantandist tehti 10-kordne lahjendus, mida kasutati
polumeraasi ahelreaktsiooni (PCR, polymerase chain reaction) segus. Ribosomaalse DNA ITS
(internal transcribed spacer) piirkonna amplifitseerimiseks kasutati segus ITSOF ja ITS4
praimereid. PCR segu tehti 25 ul mahus: kaks mikroliitrit 10X lahjendatud supernantanti, 0,5ul
mdlemat praimerit, viis mikroliitrit 5xHOT FIREPol® Blend Master Mix (10mMol MgCl.) ja
17 pl Milli-Q destilleeritud vett. Amplifitseeritud DNA fragmendid puhastati Exo-FastAP
ensttmidega (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Fragmendid sekveneeriti
Macrogen Inc. (Amsterdam, The Netherlands) poolt. Saadud sekventsid t66deldi programmiga
Sequencher 5.4.6 (Gene Codes, Ann Arbor, MI, USA). Igale seenele, millest saadi piisava
kvaliteediga ITS jarjestus, leiti sellele kdige sarnasem(ad) ITS jarjestused NCBI andmebaasi
BLAST otsingu abil ja tuvastati seeldbi taksonoomiline kuuluvus. ITS jarjestuste kuuluvus
liigihUpoteesidesse leiti PlutoF andmebaasi kasutades (plutof.ut.ee). K&ik maaratud
seeneisendid talletatakse TU LM seenekogus (TU), nende sekventsid ja nende isendite kohane
andmestik talletatakse UNITE andmebaasis ja igast seeneliigist vahemalt iiks puhaskultuur TU
loodusmuuseumi seente puhaskultuuride kogus (TFC).

2.2 Seenega nakatumise tdenaosus looduses

2.2.1 Katse tUlesehitus

Uurimaks seenega nakatumise s6ltuvust putukaisendi parameetritest ja keskkonnatingimustest,
viidi l&bi vélikatse, kus hariliku valgevaksiku ré6vikuid kasvatati looduslahedastes tingimustes
ning fikseeriti nende seenetamine. Hariliku valgevaksiku viljastatud emased isendid puuti
liblikavdrguga lennust voi kase lehtedelt varasuvisel perioodil (juuni 2017) t66 kaasjuhendaja,
professor Toomas Tammaru, poolt. Isendeid peeti Empera 124N polustiireenist purkides kuni
munemiseni, munemise initsieerimiseks lisati purkidesse toidutaine (arukase, Betula pendula
Roth) lehti. Peale munemist liblikas ja leht eemaldati purgist, purgid nummerdati ja jaeti

toatemperatuurile (24°C) seisma kuni ré6vikute koorumiseni.

Uurimaks liblikate nakatumise téendosust vBimalikult loodusl&dhedastes tingimustes,
viidi roovikud paari péeva jooksul peale koorumist liigi looduslikku biotoopi, kus nad pandi
kasvama 50x30 cm 100 % poluestrist kottidesse. Varasemalt katsetes kasutatud kotid
steriliseeriti hoides neid laminaarkapis UV kiirguse all viis minutit mélemalt poolt. Kott asetati

uhe kuni kahe meetri kdrgusele halli lepa (Alnus incana L.), sookase (Betula pubescens Erhr.)
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vOi arukase lehistunud okste mber nii, et koti sisse jai rodvikutele elutsukli 1abimiseks piisavat
toitu. Kotid suleti nii, et liblikaroovikud ei padésenud sealt vélja ning rodvputukad ja parasitoidid
ei paasenud sisse. Okstelt eemaldati seal eelnevalt paiknenud muud lulijalgsed raputamise teel.
Kotid paigutati v8imalusel poolvarju voi varju, et vahendada kotis tekkivat kasvuhooneefekti.
Igasse Kotti asustati pintsli abil samalt vanemalt parit r66vikuid otse taimelehele. Uhe vanema
jarglased paigutati thel alal nii kase kui ka lepa lehtedele ning piisava arvu roévikute puhul
korrati seda mitmel alal (lisa 1). R66vikud koorusid kahes jaos perioodidel 3.-10. juuli 2017
(pesakonnad 1-10) ja 19.-26. juuli 2017 (pesakonnad 11-29). Kokku sai les pandud 81 kotti

ning neisse asustatud 728 roovikut.

Kottide seisukorda kaidi kontrollimas kord nadalas alates nende metsa panekust kuni
katse 16puni septembris (perioodil 3. juuli-24. september 2017). Okste tuules murdumise voi
lehtede enneaegse narbumise tottu tuli 18 kotti katse kaigus timber tdsta. Kotid eemaldati, kui
nendes oli margata nukke voi kohe nukkuma hakkavaid rodvikuid. Oksad I0igati puu kiljest

kotte avamata ning nukkude ja rodvikute kotist eemaldamine toimus juba labori tingimustes.

2.2.2 Katsealade valik

Katse viidi l&bi endises Tahtvere vallas, hetkel Tartu linna alla kuuluval alal, kesklinnast loodes.
Piirkonnas valiti valja kaheksa katseala: Koidu (58°26°N, 26°30°E), Ihmakingu (58°25'N,
26°29°E), Karevere (58°25'N, 26°29'E), Kiiti (58°25'N, 26°31'E), Tuki (58°24'N, 26°33E),
Kardla (58°25'N, 26°35E), Vahtriku (58°24'N, 26°37E) ja Tiksoja (58°24'N, 26°39 E) (joonis
1). Alad valiti sobivate puuliikide olemasolu alusel ning minimaalse kaugusega 500 meetrit

Uksteisest. Katsealade maksimaalne kaugus Uksteisest oli 10 km.
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Joonis 1. Katsealade asukohad kaardil. Kaart loodud programmis R ggmap paketiga (Kahle ja
Wickham, 2013).

2.2.3 Laboratoorsed t66d

Kottidest leitud juba nukkunud vdi kohe nukkuma hakkavad ré6vikud pandi Gihekaupa Empera
124N polustiireenist purkidesse, mis suleti ning tahistati. Purgid ja kaaned steriliseeriti
tdmbekapi all H20> lahuses kolme minuti jooksul. Seejérel hoiti neid UV kiirguse k&es 20
minutit ning jaeti laminaarkappi kuivama 12 tunniks. Igasse purki asetati nukkumissubstraadina
eelnevalt kuus tundi 100°C juures hoitud turbasammalt (Sphagnum sp.), mida niisutati Milli-Q

destilleeritud veega.
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Nédala mobddudes nukud kaaluti, veenduti nende elusolekus ning pandi talvituma
kolmeks kuuks pimedasse 2°C juurde (perioodil oktoober 2017 — jaanuar 2018). Peale
talvitumist hoiti purke 24h valguse kées 22°C juures kuu aega (9. jaanuar — 14. veebruar 2018).
Silmnahtava seeninfektsiooniga nukud eraldati ja seened méarati. Ulejaanud nukke hoiti
toatingimustel (24°C, 12:12h péev/66) kuu aega, selle aja jooksul koorusid elusatest nukkudest
liblikavalmikud. Kuu aja méddudes lahati ikka veel néhtava patogeenita surnud nukud ning
madrati seente olemasolu nuku pealt voi seest. Selleks pandi nukkudelt voi valmikutelt vdetud
proov kasvama eelnevalt kirjeldatud 2% agariga MEA sd6tmega Petri tassile, millelt hiljem

maéarati morfoloogiliste ja/v6i DNA tunnuste abil seene liik nagu eelnevalt kirjeldatud.

Iga liblikaisendi puhul fikseeriti iheksa tunnust: katses olnud putukaisendi number,
seenetamine (Seenpatogeen tuvastati voi ei), seene liik vdi perekond, nuku kaal, katseala kood,
kasvukoti kood, suremise elujérk (roovik, nukk, valmik), toidutaim ja periood (katse algus kas

juuli alguses vai juuli 16pus).

2.3 Andmeanaliils

Valikatse andmete pdhjal analliisiti isendite seenhaigusega nakatumise (edaspidi seenetamise)
sOltuvust nuku kaalust, toidutaime liigist, katsealast, metsa viimise ajast ja sellest, millise
elujarguni isend elas. Vastavas Uldistatud lineaarses mudelis oli séltuvaks muutujaks
’seenetamine’ kui binaarne muutuja, mudel sobitati R siisteemi paketti Ime4 (Bates jt., 2015)
rakendades. Logit test viidi Iabi mudelil, mille loomiseks kasutati Nelder-Mead’i optimeerimist.
Kuna eeldatavasti avaldab nakatumisele mdju ka kott kui rodvikute thine keskkond, siis kaasati
koti kood analtitsi juhusliku faktorina. Pesakonna number jéeti anallitisidest vélja, kuna antud
faktor tekitas mudelisse singulaarsuse ega voimaldanud teste 1&bi viia. Tehti kaks analidsi.
Esiteks uuriti iga muutuja moju seenetamisele Uhe sdltumatu muutujaga analtitisides. Teiseks
viidi labi 11 thdpi analtts, kus mudelis olid kdik muutujad koos. Mudeli lihtsustamine ei
muutnud kvalitatiivseid tulemusi ja seetdttu vastavaid tulemusi ei esitata. Lisaks tehti log-
lineaarne test seenetanud isenditele eraldi, jagades seened obligatoorseteks ja fakultatiivseteks
entomopatogeenideks (tapsem méaratlus tulemuste all). Sdltuvaks muutujaks voeti obligatoorse
entomopatogeeni esinemine (binaarne 0/1) ning s6ltumatuteks muutujateks olid fakultatiivsete
patogeenide-saprotroofide arv, nuku kaal, katseala, metsa viimise aeg ja elujark, milleni isend
elas. Juhusliku faktorina kaasati jallegi ,,kott*. Andmeanaliius viidi 1abi tarkvaralaiendusega R
studio 1.0.143.

12



3 Tulemused

3.1 Liblikanukkudelt tuvastatud seened

Kéesolevas peatilkis kasitletakse nii aastatel 2014-2016 entomoloogialabori nukkudelt kui ka
2017. a. valikatsest méaratud seeni. Seeni leiti 245-| liblikalt, 134 entomoloogialabori ja 111
valikatse isendilt. Kokku tuvastati 17 erinevat seeneliiki 11-st sugukonnast, seitsmest seltsist ja
viiest klassist (Lisa 2). Kdikide rohkelt esinenud (enam kui 10 korda isoleeritud) seeneliikide
jaotus aastate vahel oli Gihtlane, mis annab alust arvata, et seened tulid loodusest koos toiduga.
Neli seeneliiki olid sellised, mida maarati ainult Ghel liblikaliigil ja ks seeneliik, mida maarati
koigil viiel liblikaliigil. Ulejaanud seeneliike leiti asustamas 2-3 liblikaliiki. Kdige enam
seenega nakatunud nukke (143) tuvastati harilikul valgevaksikul, jargnesid vsavaksik (66) ja
salu-samblikuvaksik (14). Ainult kolm seeneisendit tuvastati nii Kirju-kevadoolasel kui ka
vorkvaksikul. Seened jaotati obligatoorseteks ja fakultatiivseteks entomofaagideks kirjanduses
leiduvate andmete alusel. Esimesse rihma kuulusid liigid, mida on leitud ainult Itlijalgsetel voi
mdnel juhul ka teistel seentel. Siia kuuluvad sugukondade kedristdlvikulised (Cordycipitaceae
Kreisel ex G.H. Sung, J.M. Sung, Hywel-Jones & Spatafora) ja tungalteralised (Clavicipitaceae
(Lindau) O.E. Erikss) esindajad. Selliste kriteeriumite alusel on obligatoorsed
entomopatogeenid kdik seltsi helekottseenelaadsed (Hypocreales) leitud liigid v.a. saprotroofse
strateegiaga perekondade Fusarium, Mariannaea G. Arnaud ex Samson, Tilachlidiaceae L.
Lombard & Crous ja Trichoderma Pers. esindajad. Jargnevalt antakse (levaade leitud

seeneliikide esinemisest entomopatogeenidena. Eestile uued liigid on tahistatud tarniga (*).

3.1.1 Maaratud entomofaagid

3.1.1.1 Sordariomycetes

Isaria farinosa (Holmsk.) Fr.

Cordycipitaceae; Hypocreales; Hypocreomycetidae

Sitinoniiim: Paecilomyces farinosus (Holmsk.) A.H.S. Br. & G. Sm.

Kd&esolevas t00s tuvastati I. farinosa kokku 57 isendil: laborikatses 48 ja valikatses 9 isendil.
Peremeeste hulka kuulusid harilik valgevaksik (10 laborikatsest, 9 vélikatsest), vosavaksik (21),

salu-samblikuvaksik (7) ja 10 liigini maaramata nukku. Uks sagedasemaid seeni entomoloogia
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labori nukkudel. I. farinosa on kosmopoliitne entomopatogeen. Teda on isoleeritud veest,
mullast, taimedest, seentest ja lulijalgsetest (Zimmermann, 2008). Ldilijalgsetest on teda
enamasti leitud parasiteerimas liblikalistel (Lepidoptera), lestalistel (Acari), &mblikulistel
(Araneae), mardikalistel (Coleoptera), kahetiivalistel (Diptera), nokalistel (Hemiptera),
sarnastiivalistel (Homoptera), kiletiivalistel (Hymenoptera) ja vorktiivalistel (Neuroptera)
(Greif ja Currah, 2007; Koanb, 1974; Zimmermann, 2008). Eesti naaberriikidest on teda
kirjeldatud Soomes liblikalisel Argyresthia conjugella Zeller ning Venemaal sarnastiivalisel
Aleurodes proletella L. (Kosanbs, 1974; Vinninen ja Hokkanen, 1997). Kuna seen on hésti
aratuntav kollakas-valge mutseeli ja pudelikujuliste fialiidide jargi, mis tihedalt Uksteise kdrval
asetsedes moodustavad koos sidrunjate eoskettidega pintseljaid struktuure, siis suurem osa
isendeid maédrati morfoloogiliselt. K&esolevat liiki on mairatud ka endoftidina taimel
Cabomba caroliniana A.Gray (Vega, 2008; UNITE).

Isaria sp (Isaria cf. cicadae Miq.) *

SH212418.07FU

Cordycipitaceae; Hypocreales; Hypocreomycetidae

Kéaesolevas t60s tuvastati kokku kolmel hariliku valgevaksiku nukul (kaks vélikatsest ja ks
laborikatsest) seen, mis madrati morfoloogia alusel kuuluvana perekonda Isaria. Neist
tuvastatud ITS jarjestused olid sarnaseimad (99%) Cordyceps cicadae (Mig.) Massee
jarjestustele. Need périnevad Kagu-Aasiast kogutud materjalilt, sh Uhelt liigini maaramata
liblikaliselt (UNITE). Troopikas ja subtroopikas on selle liigi teadaolevateks peremeesteks neli
nokalise liiki (Hsu jt., 2015). Cummings (2009) mé&aras oma doktoritdos Uus-Meremaalt kolm
I. cicadae isolaati, mis parasiteerisid liblikaliste ja mardikaliste nukkudel. Cummings (2009)
tegi ettepaneku nende isolaatide eristamiseks omaette liigina, kuigi morfoloogiliselt ning
molekulaarselt olid nende erinevused I. cicadae omadest vaga vaikesed. I. cicadae eristub 1.
farinosa-st kdverdunud koniidide poolest. Téendoliselt hdlmab I. cicadae mitut kriptilist liiki

ning edasised t66d peavad selgitama siinsete tlvede liigilise kuuluvuse.

Lecanicillium W. Gams & Zare

Cordycipitaceae; Hypocreales; Hypocreomycetidae

Ké&esolevas to6s méérati selle perekonna liike 52 isendil: harilikul valgevaksikul (24 vélikatsest,
5 laborikatsest), vosavaksikul (16 nukul), vorkvaksikul (kahel nukul), salu-samblikuvaksikul
(kahel nukul), kirju-kevadddlasel (uhel nukul) ning kahel liigini mairamata nukul. Selle
perekonna liigid on tuntud parasvo6tme entomopatogeenid, keda on leitud ka Eestist (Sung jt.,

2001; Teetor-Barsch ja Roberts, 1983). Morfoloogiliste tunnuste alusel méérati tived
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kuuluvaks nelja liiki: Lecanicillium lecanii (Zimm.) Zare & W. Gams, L. fungicola (Preuss)
Zare & W. Gams, L. attenuatum Zare & W. Gams ja L. muscarium (Petch) Zare & W. Gams.
Neist saadud ITS piirkonna nukleotiidsed jérjestused erinesid Uksikute positsioonide osas, kuid
ei vBimaldanud liigi maaramist ei USA RIiikliku Biotehnoloogia Infokeskuse (NCBI)
andmebaasi BLAST otsingu ega ka UNITE andmebaasi liigihUpoteesi méaramist kasutades.
Selles rihmas varieeruvad ITS piirkonna jarjestused killaltki vahe ning >99% (ka 100%)
sarnasusega DNA jarjestused on neis andmebaasides méaéaratud eri liiki kuuluvateks. Ké&esolevat
liigihipoteesi on sekveneeritud Ule maailma, meile lahimal Rootsis ja Taanis. Perekonna
Lecanicillium liike on leitud endofiilitidena taimedel vaga erinevatest sugukondadest (UNITE;
Vega, 2008).

Simplicillium cf. lanosoniveum (J.F.H. Beyma) Zare & W. Gams *

SH196109.07FU

Cordycipitaceae; Hypocreales; Hypocreomycetidae

S. lanosoniveum maéérati Uks kord labori katses Kirju-kevaddolase nukul. ITS jarjestuse alusel
ei eristanud NCBI andmebaas BLAST otsing antud seent sdsarliigist Simplicillium subtropicum
Nonaka, Kaifuchi & Masuma. Viimane jéeti liigikandidaatide hulgast valja, kuna seda on leitud
ainult Ida-Aasiast (Nonaka jt., 2013). Laboratoorsed katsed on ndidanud S. lanosoniveum-i
entomopatogeenseid kalduvusi (Lim jt., 2014). S. lanosonievum tiive TYLOO01 patogeensus on
tdestatud Kilptdilise Pseudaulacaspis pentagona Targioni Tozzetti vastu (Wang jt., 2016).
Endofudtidena on leitud S. lanosonievum kummipuul (Hevea brasiliensis Miill. Arg, UNITE).
Tapselt samasuguse ITS rDNA jarjestusega (100%) Simplicillium sp. on mé&&ratud Mehhikos

sipelgapesast (Sen jt., 2009).

Metapochonia bulbillosa (W.Gams & Malla) Kepler, S.A.Rehner & Humber *
SH192574.07FU

Clavicipitaceae; Hypocreales; Hypocreomycetidae
Sunonuum: Pochonia bulbillosa (W.Gams & Malla) Zare & W.Gams

Kdesolevas t60s isoleeriti M. bulbillosa viiel nukul: kolmel harilikul valgevaksikul ning kahel
vosavaksikul. Need on M. bulbillosa esmakordsed leiud liblikalistel. Metapochonia bulbillosa
on tuntud kui nematoodide ja keriloomade patogeen. Teda on isoleeritud l&hiriikides Taanis
harilikul kuusel (Picea abies L. Karsten) (Stroheker jt., 2018) ja Soomes harilikul mannil (Pinus
sylvestris L.) (UNITE). M. bulbillosa teadaolevateks peremeesteks on hooghannaliste
(Collembola) perekonna Mitchellania Wray liigid (Kepler jt., 2014). K&esolevat liigihlpoteesi

on maaratud Ukrainas karuuraskil Hylurgus ligniperda Fabricius (UNITE).
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3.1.2 Saprotroofid — fakultatiivsed entomopatogeenid

3.1.2.1 Sordariomycetes

Fusarium armeniacum (G.A. Forbes, Windels & L.W. Burgess) L.W. Burgess & Summerell/

F. sporotrichioides Sherb

Nectariaceae; Hypocreales; Hypocreomycetidae

Kéesolevas to66s maarati Fusarium armeniacum/F. sporotrichioides liike kiimnel isendil: neljal
harilikul valgevaksikul, kolmel vdsavaksikul ning Uhel Kkirju-kevaddolasel, salu-
samblikuvaksikul ja thel liigini maaramata nukul. Tegu on kahe véga sarnase liigiga, mida on
morfoloogiliste tunnuste alusel ning ITS rDNA jérjestuste abil vGimatu eristada. Perekonna
Fusarium liigid on troopilise ja parasvootmelise kliima muldades levinud saprotroofid. Neid on
isoleeritud erinevatest taimedest (Gordon, 1960) ja putukatel seltsidest liblikalised,
kahetiivalised ja mardikalised (Kosans, 1974). Teetor-Barsch ja Roberts (1983) maarasid
perekonna Fusarium liigid ndrkadeks patogeenideks.

Mariannaea elegans (Corda) Samson

Nectariaceae; Hypocreales; Hypocreomycetidae

M. elegans on véaga tavaline parasvootme saprotroof (Domsch jt., 1980). Sun ja Liu (2008)
néitasid, et M. elegans pOhjustas suure vahaleediku (Galleria mellonella L.) populatsioonis

6,7% suremust. Seda liiki esines ainult Uiks kord vdsavaksiku nukul.

Tilachlidium brachiatum (Batsch) Petch

Tilachlidiaceae;Hypocreales;Hypocreomycetidae

Tilachlidium brachiatum on saprotroofne seen, keda on isoleeritud vaga erinevatelt
substraatidelt (Mains, 1951). Ta on ennekdike tuntud, kui kdunevate seente saprotroof (Gams,

1975, 1971). K&esolevas t06s méarati seen kolmel vdsavaksikul ja tihel vorkvaksikul.

Trichoderma koninigii Qudem.

Hypocreaceae; Hypocreales; Hypocreomycetidae

T. koningii on PGhja-Ameerikas ja Euroopas levinud mullas ja kdduneval puidul (Samuels jt.,
2006). Ta suudab toota proteaas prbl, mis viitab seene vdimele parasiteerida putukatel (Shakeri
ja Foster, 2007). Ké&esolevas t60s méérati seen T. koningii kuuel isendil: kahel harilikul
valgevaksikul, kahel vosavaksikul ning thel salu-samblikuvaksikul ja thel liigini m&&ramata

nukul.
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3.1.2.2 Dothideomycetes

Aureobasidium pullulans (de Bary & Léwenthal) G. Arnaud

SH195783.07FU

Saccotheciaceae; Dothideales; Dothideomycetidae

Aureobasidium pullulans on véga sagedalt esinev kosmopoliitne saproob, keda on leitud
madalsoodest kuni metsa fullosfaérini (Domsch jt., 1980; Yurlova jt., 1999). Hetkel pole teada
kirjandust tema esinemise kohta putukatel. Ké&esolevas t60s isoleeriti A. pullulans the korra
vdsavaksikul ning korra identifitseerimata nukul. Antud liigihlipoteesi on méératud Uhe korra
Indias (UNITE)

Cladosporium cladosporioides (Fresen.) G.A. de Vries

SH217942.07FU

Cladosporiaceae; Capnodiales; Dothideomycetidae

Kéesolevas to0s madrati C. cladosporioides molekulaarselt vaid Uhe korra salu-
samblikuvaksikul. Teda on madratud dhust, mullast, tekstiilist ja taimedest (Ellis, 1971). Seda
liigihGpoteesi on madratud endofuidina erinevatest taimesugukondadest ning Ghe korra ka

nematoodil Indias (UNITE). Kéesolev t66 on antud liigi esmakordne mainimine putukal.

3.1.2.3 Eurotiomycetes

Penicillium thomii Maire/ Penicillium glabrum (Wehmer) Westling

Aspergillaceae; Eurotiales; Eurotiomycetidae

Kéesolevas to0s maarati P. thomii/ P. glabrum kokku 29-I isendil: viieteistkiimnel harilikul
valgevaksikul (kolm laborikatsest, 12 vélikatsest), 10-1 vdsavaksikul, kolmel salu-
samblikuvaksikul ning thel liigini madramata nukul. Topuz jt. (2016) maaratlesid seent
Penicillium glabrum, nokalise Bemisia tabaci (Gennadius) ja &mblikulaadse Tetranychus
cinnabarinus (Boisduval) oportunistliku parasiidina. Penicillium thomii on maaratud suurel

vahaleedikul ja k&snainelasel Lymantria dispar L. (Humber, 1992; Sun jt., 2008).

Asperqillus P. Micheli ex Haller

Aspergillaceae; Eurotiales; Eurotiomycetidae

Kdaesolevas t00s madrati seen Aspergillus sp. thel harilikul valgevaksikul vélikatses. On leitud,
et perekonna Aspergillus liigid parasiteerivad sihktiivalistel (Orthoptera) (Abbas jt., 1959;
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Prinsloo, 1960), nokalistel (Cockbain ja Hastie, 1961) ja termiidilistel (Isoptera) (Beal ja Kais,
1962).

3.1.2.4 Mortierellomycotina

Mortierella verticillata Linnem.*

SH196779.07FU

Mortierellaceae; Mortierellales; Mortierellomycetes

Ké&esolevas to60s madrati seen neljal isendil: kolmel v@savaksiku nukul ning Ghel harilikul
valgevaksikul valikatses. Mortierella verticillata on tavaline parasvodtme mullasaproob
(Hendrix jt., 1971), olles selles regioonis iheks pdhiliseks kddu lagundajaks talvel (Carreiro ja

Koske 1992). Luangsa-ard jt. (2017) on maininud seda seent nokaliste patogeenina.

3.1.2.5 Mucoromycotina

Umbelopsis ramanniana (Mdoller) W. Gams *

Umbelopsidaceae; Umbelopsidales; Mucoromycetes

Stnonldm: Mucor ramannianus Méller

Kaesolevas t60s maéarati U. ramanniana thel vBsavaksiku nukul. Umbelopsis ramanniana on
uks levinumaid nn. ikkesseeni (endine héimkond Zygomycota) arktilises ja parasvootmelises
kliimas (Domsch jt., 1980). Tema patogeensust on mainitud kahetiivalisel Oedemagena tarandi

L. (Kosains, 1974) ning puugil Ixodes scapularis Say (Tuininga jt., 2008).

Mucor hiemalis Wehmer — vesi-nutthallik

SH187073.07FU

Mucoraceae; Mucorales; Mucoromycetes

Kéesolevas to0s méaarati M. hiemalis vélikatsest viiel harilikul valgevaksikul ning laborikatses
thel vdsavaksikul. Mucor hiemalis on tavaline saprotroof. Heitor (1962) nditas oma katsetes
kapsadolasega Mamestra brassicae L., et M. hiemalis v6ib muutuda oportunistlikuks
patogeeniks, kui putukas on vigastatud vOi stressis. Konkreetset liigihipoteesi on maaratud

endofiddina tle maailma (UNITE).
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Mucor plumbeus Bonord — tina-nutthallik

Mucoraceae; Mucorales; Mucoromycetes

Kéesolevas t66s méaarati M. plumbeus 41-1 valikatses olnud hariliku valgevaksiku isendil. M.,
plumbeus on kosmopoliitne saprotroof mullas (Domsch jt., 1980). Kdnealune seen maarati
enamasti morfoloogiliselt, kuna eristub hésti teistest selle perekonna liikidest oma véikeste
véljakasvetega kolumella poolest.

3.2 Valikatse tulemused

Valikatse roovikutest jai suve mooddudes ellu 216 (~30 % metsa pandutest). Putukatele on suur
suremus vastseeas tulpiline ning tuleneb ennekdike mitmesugustest parasitoididest, haigustest
ja karnivooridest, aga ka taime kaitsemehhanismidest (toksiinid, paksud rakukestad),
konkurentsist toiduallika tle vdi arenguks ebasobivatest keskkonnatingimustest (Cornell ja
Hawekins, 1995). Kottides varieerus suremus 0-100%. Suurimad suremused olid Kardla ja Tuki
katseala kottides, vastavalt 80% ja 72% réovikutest. Vaikseim oli suremus Tiksojal, kus jai ellu
45% kasvama pandud rodvikutest.. Enne talvitumist suri 59 nukkuvat roévikut voi nukku (27%
valikatsest saadud isenditest), neist 22-I tuvastati ka seen. Talvitumise labi teinud hariliku
valgevaksiku nukkude seas oli suremus 37% (58 isendit 157-st). Valmiku staadiumi saavutas
112 isendit. Kokku tuvastati valikatsest seeni 14 roovikul (31% surnud roovikutest), 26-1 nukul
(44%) ja 40-1 valmikul (36%).

Esimeses analutsis, kus uuriti hariliku valgevaksiku seenetamise sdltuvust putukaisendi
konditsiooninditajatest ja keskkonnaparameetritest, ei tulnud Ghegi muutuja méju statistiliselt
oluliseks ei sellises anallilisis, kus mudelisse olid kaasatud kéik s6ltumatud muutujad korraga

ega ka sellises, kus vaadeldav muutuja oli mudelis ainsana (Tabel 1.).
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Tabel 1. Hariliku valgevaksiku seenetamise seos mdddetud faktoritega. Juhusliku faktorina

vOeti mudelisse kott.

Mitmene 111 tGdpi anallds Faktori moju tksinda
Faktor Chisqg Df Pr(>Chisq) Chisqg Pr(>Chisq)
(Intercept) 0.834 1 0.36
Asukoht 0.834 7 0.36 9.903 0.19
Nuku kaal 6.765 1 0.45 0.208 0.64
Puu liik 0.951 1 0.32 0.703 0.40
Koorumisaeg 0.795 1 0.37 0.025 0.87
Elujark surres 0.684 1 0.40 2.237 0.32

Kll tuli statistiliselt oluliseks fakultatiivsete patogeenide esinemise positiivne s6ltuvus
obligatoorsete entomopatogeensete seente esinemisest (tabel 2.). Selle sdltuvuse jargi on juba
entomopatogeeniga nakatunud isenditel tihedamini lisaks ka saprotroofe, (joonis 2.). Anallilisis
vaadatud obligatoorseid entomopatogeenseid seeni leidus 25 lepast toitunud isendil ja vaid
Uheksal kasest toitunud isendil, seos nakatumistdendosuse ja puu liigi vahel siiski statistiliselt

oluliseks ei osutunud.

Tabel 2. Nakatunud isenditel obligatoorsete entomopatogeensete seente esinemise Seos
saprotroofide esinemisega ja teiste moodetud faktoritega. Juhusliku faktorina kott.

11 tudpi analtds Mdju Uksinda

Faktor Chisq Df Pr(>Chisq) Chisq Pr(>Chisq)
(Intercept) 3.6623 1 0.055657

Asukoht 6.1228 7 0.52 6.905 0.43
Saprotroof 7.4518 1 0.0063 10.445 0.00123
Nuku kaal 1.1754 1 0.27 1.917 0.16
Puu liik 3.0730 1 2.354 0.12
Koorumisaeg 0.1343 1 0.71 1.143 0.28
Elujark surres 1.9603 1 0.16 1.283 0.52
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Entomopatogeen esineb Entomopatogeen puudub
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Joonis 2. Erineva saprotroofsete seeneliikide arvuga isendite jaotus entomopatogeeniga
isenditel nakatunud isenditel (vasak histogramm) ja entomopatogeenita isenditel (parem

historgamm).

21



4 Arutelu

Liblikatel leiti arvatust marksa enam entomofaage, kokku 18 liigist. Neist 17 oli varasemalt
putukatel isoleeritud liigid, sh kuus, kes olid mé&aratletud entomopatogeenidena. Tuvastati kaks
obligatoorset entomopatogeenset liiki, mille esinemise kohta liblikalistel ei dnnestunud viiteid
leida: Metapochonia bulbillosa ja Tilachlidium brachiatum. Eestile uusi seeneliike madrati viis:
Isaria cf. cicadae, Simplicillum cf. lanosoniveum, Metapochonia bulbillosa, Mortierella
verticillata ja Umbelopsis ramanniana. Neist esimese kahe puhul on ilmselt tegu veel
kirjeldamata liikidega, mille taksonoomia, 0koloogia ja levik vajab edasist uurimist. Kuigi
enamus maaratud seentest ei paistnud eelistavat htegi liblikalise liiki teistele, oli naha
seeneliikide Isaria cf. cicadae ja Mucor plumbeus spetsialiseerumist harilikule valgevaksikule.
Kuna I. cicadae kirjeldati algselt kui nokaliste parasiiti, teda on aga méaaratud ka Uus-Meremaal
liblikalisel (Cummings, 2009), siis vdib tegu olla liikide kompleksiga. Eestist leitud seeni tuleks
vOrrelda Uus-Meremaa isolaatide ja nokalistel parasiteerivate isenditega, et naha, kas
kdnealune seen on laiema peremeeste valikuga, kui silamaani teatakse, v0i on tegu hoopis
mitmete kroptiliste liikidega, millest igaliks on kohastunud kasvama Uhe putukarihma
esindajatel. Perekonna Mucor liigid on suutelised ndrkadel putukatel haigust tekitama (Ignoffo
jt., 1982). Keerulisemad suhted keskkonnaga looduslikes tingimustes véivad olla pdhjuseks,
miks Mucor plumbeus esines ainult metsakatse liikidel. Kdige vahem seeneliike madarati
vorkvaksikult ja kirju-kevadoolaselt, mis vOib naidata nende suuremat resistentsust
seenentomopatogeenide vastu, kuid putukaliikide vordlemine sellest seisukohast vajaks siiski

omaette spetsiifilise disainiga uurimust.

Vélikatse tulemus, et saprotroofid olid sagedasemad koos obligatoorsete
entomopatogeeniga isenditel (joonis 2.) toetab tldteada néhtust, et saprotroofid suudavad elada
vaid nérgestatud putukatel. Peremehe surma jargselt aga algab konkurents putuka surnud

kudede lle.

Vélikatse (ks eesmarke oli vaadata, kas putuka nakatumine s6ltub ainult putuka
konditsioonist (fusioloogiline olek, geneetilised eeldused) vdi ka néiteks putuka toidust. Leiti
nork (kuid mitte statistiliselt oluline, p=0.08) seos toidutaime ja obligatoorsete
entomopatogeenidega nakatumise vahel. Kirjanduses on teada, et toidutaimel v3ib olla tugev
mdju entomopatogeeni eoste nakatamisefektiivsusele. On nimelt ndidatud, et kahjustunud
taimede eritatavad volatiilsed Gihendid soodustavad seeneose idanemist. Taimelehe morfoloogia

ja fusioloogia vdivad samuti mojutada seeneostega nakatumise tdendosust, kas labi putuka
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liilkumistrajektoori mdjutamise vdi lehepinna oleva kdrgema Ghuniiskuse (Cory ja Ericsson,
2009). Samamoodi on putuka kutiikula proteiinide koostis pidevas muutumises ning soltub
otseselt toidutaime liigist (Csikos jt., 1999). Toitainete koostis toidutaimes mojutab ka kutiikula
paksust ning putuka arengukiirust, mis on otseselt seotud entomopatogeeni nakatumise
efektiivsuse/vBimega ning nakatumiseks sobiva elujargu pikema kestusega: kauem arenevat
putukat on seenel ronkem aega nakatada (Cory ja Ericsson, 2009). Need omadused muudavad
mone taime putukale riskantsemaks toiduks ning l8ppkokkuvottes viia vélja kindlatele
taimedele spetsialiseerumise (Hartley ja Gange, 2009). Entomopatogeensete seentega
nakatunud isendite suurem osakaal leppa toidutaimena kasutanud valgevaksikute hulgas vdib

tahendada, et lepast toitumine tdstab riski nakatuda parasiidiga.

Viimasel aastakiimnel on lisandunud palju teavet entomopatogeensete seente
esinemisese Ule endofultidena (Boomsma jt., 2014; Harrison jt., 2016; Vidal ja Jaber, 2015).
Selline kohastumus voOimaldab Gle elada perioode, mil putukaid ei ole voi mil
keskkonnatingimused ei soosi nakatumist. Putuka toidutaimes elamine tdstab entomopatogeeni
tdendosust kohata sobivat peremeest. Lisaks annab taim seenele kaitse valiskeskkonna mdjude
eest ning soodustab eose sissesédmist (Cory ja Ericsson, 2009). Seen ei pea hakkama ressursse
raiskama Kitiinkesta l&bistamisele ning vdib koheselt asuda kudedest toituma (Boomsma jt.,
2014). Herbivoor aitab omakorda kaasa seene vertikaalsele levikule eri taimede vahel (Harrison
jt., 2016). On néidatud, et endofuilitne entomopatogeen kasutab putukalt saadud lammastikku
toitainete vahetuses peremeestaimega (Barelli jt., 2016). Enamasti on aga uuritud ainult seen-
taim, taim-putukas voi putukas-seen suhteid, mis ei anna looduse kui terviku toimimisest tihtset
pilti (Cory ja Ericsson, 2009). Rohkem oleks vajalik uurida seenentomopatogeenide tkoloogiat

rohkem kui kahe osapoolega suhetes.

Kuigi kdesoleva t60 tulemused seda ei néita, vBib erinevate entomopatogeenidega
nakatumine olla seotud ka putuka elujarguga. Nii on néidatud, et tume-viljanaksuri (Agriotes
obscurus L.) isendid olid seenele kdige vastuvotlikumad nukkumise ajal, mida iseloomustab
kesta koostise muutumine ning pehmenemine (Fox, 1961). Ka kéesoleva t66 tulemus, et surnud
nukkudel tuvastati kdige rohkem seeni, vOib olla seotud sama loogikaga. Sellised kesta
morfoloogilise muutlikkuse perioodid v@ivad anda fakultatiivsetele entomopatogeenidele
suuremaid vdimalusi nakatada peremehi. Kerwin (1984) on néidanud, et kahetiivalise Fannia
canicularis L. valmikud soodustasid nn. ikkesseene Erynia variabilis (Thaxt.) Remaud. &
Hennebert eostel vegetatiivset kasvu, samas kui nukud pohjustasid eoste minemist

puhkestaadiumisse. Voib olla, et moned praeguste teadmiste juures fakultatiivseks
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entomopatogeeniks/saprotroofiks maératud seened on hoopis kindlale putuka elutsikli

nakatamisele spetsialiseerunud obligatoorsed patogeenid. See teema vajaks ldhemat uurimist.

Putukate kehasuurus on tugevate ©koloogiliste valikusurvete objektiks. Naiteks
eelistavad putukatest karnivoorid véiksema kehasuurusega réovikuid, linnud aga suuremaid
roovikuid. Eelistust madrab Uhelt poolt see, et kellest veel joud dle kéib, kuid linnud on
kohastunud saakobjektidele, kelle putidmine on suurima energeetilise kasuteguriga. Erinevusi
selgrootute kiskjate ja lindude eelisustes pdhjustab ka see, et putuka kaitsemehhanismid ei ole
lindude vastu nii tdhusad nagu putukate vastu (Remmel jt., 2011). Uldplaanis vGiks seentest
entomopatogeenide eelistusi madrata samalaadsed tegurid. Putuka keha suurus korreleerub
véga hasti putuka kohasusega (Blanckenhorn, 2000; Stearns, 1992). Jarelikult vdib eeldada, et
vaiksema kaaluga putukate immuunvastus on ka kehvem kui suurematel. Ehk siis fakultatiivsed
entomopatogeenid vdiksid eelistada vaiksema kehakaaluga isendeid, kusjuures obligatoorsete
patogeenide suhtes hakkab mé&rama rolli spetsialiseerumine peremehele. Mida virulentsem on
seen, seda vahem mojutab putuka immuunvastus seene edukust. Putuka seisukohast tahendaks
see survet voimalikult kiiresti saavutada suur kehakaal. Kéesolevas katses seost kehakaalu ja

seenetamise vahel siiski ei leitud.

Putukatel v6ib kohastumuseks parasitoidide vastu olla lisaks immuunvastusele ja
kaitumuslikele kohastumustele (nt nn paevitamine) ka loodusliku vaenlase ajaline valtimine.
Nii on teada, et putukad on evolutsioneerunud ajastama oma elutstikleid vastavalt parasitoidide
omadele (Gross, 1993). Lisaks vOib abi olla ka ruumilisest véltimisest. Mikroelupaikade
omadused on putukate, eriti liblikate, elumusele vaga olulised ka tldisemas plaanis (Danks,
2007). Kaesolev too siiski ei leidnud, et seenentomopatogeeni edu/ebaedu sdltuks putuka
asukohast v@i fenoloogiast. Selline tulemus viitab sellele, et patogeensete seeneoste levimine
ruumis ja ajas ei varieeru piisavalt, et anda putukale vGimalust infektsiooni elukaiguliselt
valtida. Loomulikult tuleb kdesoleva t66 tulemust pidada esialgseks, sest paljud potentsiaalselt
olulised aspektid jaid t60s vaatluse alt valja. Néiteks voib eeldada, et puuvdrades elutsedes on
putukal vaiksem tbendosus nakatuda seeneeostega kui maapinnal, kuid siinkirjeldatud katseid

tehes ei olnud vdimalik ré6vikuid puulatvadesse asustada.

Kokkuvdtlikult viitavad valikatse tulemused sellele, et seenpatogeenidega nakatumine on
pigem juhusliku iseloomuga ega sOltu tugevalt putukaisendi omadustest (geneetiline taust,
nukukaalu poolt mdddetud konditsioon). Kui selline tulemus jadb kehtima ka edaspidistes,
suurema mahuga uurimustes vOib seenpatogeenide rolli valikusurvete tekitajana putukate
elukaigutunnustele pidada vaheseks.
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5 Kokkuvdte

Kéesolevas t66s uuriti entomopatogeensete seente esinemist harilikul valgevaksikul (Cabera
pusaria L.), vorkvaksikul (Chiasmia clathrata L.), vOsavaksikul (Ematurga atomaria L.), salu-
samblikuvaksikul (Hypomecis punctinalis Scopoli) ja kirju-kevaddotlasel (Orthosia gothica L.)
laboritingimustes ning h. valgevaksikul ka looduslédhedastest tingimustes. 217 surnud nukul
méaarati 17 erinevat seeneliiki, millest viis olid Eestile uued: Isaria cf. cicadae Miq.,
Simplicillum cf. lanosoniveum (J.F.H. Beyma) Zare & W. Gams, Metapochonia bulbillosa (W.
Gams & Malla) Kepler, S.A. Rehner & Humber, Mortierella verticillata Linnem. ja
Umbelopsis ramanniana (Moller) W. Gams. Lilijalgsetel teada olnud, kuid liblikalistel
esmakordselt leitud patogeene oli kaks: Metapochonia bulbillosa ja Tilachlidium brachiatum
(Batsch) Petch. Spetsialiseerumist harilikule valgevaksikule nditasid Isaria cf. cicadae ja
Mucor plumbeus. Esimesel juhul voib tegu olla kompleksliigiga, mille osas on teadmised seene
peremeestest veel puudulikud. Meie teadmised entomopatogeenide esinemisest nii
geograafiliselt kui ka erinevatel peremeestel on veel puudulikud, mistdttu on vajalikud edasised

uurimistood sel teemal.

Teiseks uuriti hariliku valgevaksiku seenhaigusega nakatumise seost liblikaisendi omaduste ja
tema geograafilise voi ajalise paiknemisega. Ukski putuka elukaigu omadustest ei ilmutanud
olulist mdju seenega nakatumisele, mis viitab v8imalusele, et entomopatogeeniga nakatumine
toimub putukal pigem juhuslikult ning seened ei tekita olulist valikusurvet elupaiga kasutusele,
putuka fenoloogiale v&i toidutaime valikule. Kdill ilmnes, et esialgu nakatab putukat
obligatoorne entomopatogeen ning peale surma liituvad konkurentsi toidu pérast fakultatiivsed

entomopatogeenid vGi saprotroofid.
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Lisad

Lisa 1. Hariliku valgevaksiku pesakondade numbrid ning toidutaimena kasutatud puude liigid

koos neile pandud rodvikute arvuga proovialade kaupa

Prooviala(Kood) Pesakonna nr Puuliik(mitu rédvikut)
Koidu (RG1) 1 B.pubescens(10), A.incana(10)
9 B.pubescens(10),A.incana(10)
10 B.pubescens(10), A.incana(10)
11 B.pubescens(10),A.incana(10)
22 B.pubescens(10), A.incana(10)
lhmakingu (RG2) 3 B.pubescens(10), A.incana(10)
5 B.pubescens(5), A.incana(10)
12 B.pubescens(10), A.incana(10)
13 B.pubescens(10), A.incana(10)
14 B.pubescens(10), A.incana(10)
Karevere (RG3) 2 B.pubescens(10), A.incana(10)
1 B.pubescens(10), A.incana(7)
15 B.pubescens(10), A.incana(10)
16 B.pubescens(10), A.incana(7)
Kiti (RG4) 4 B.pubescens(10), A.incana(10)
11 B.pubescens(10), A.incana(10)
12 B.pubescens(10), A.incana(9)
17 B.pendula(10), A.incana(10)
18 B.pubescens(10), A.incana(10)
25 B.pubescens(10), A.incana(10)
Kardla (RG5) 4 B.pendula(10), A.incana(10)
6 B.pendula(5), A.incana(5)
18 B.pubescens(10), A.incana(10)
21 B.pubescens(10), A.incana(10)
22 B.pubescens(10), A.incana(10)
Tiki (RG6) 4 B.pendula(10), A.incana(10)
5 B.pendula(10), A.incana(10)
19 B.pubescens(13), A.incana(10)
20 B.pendula(10), A.incana(10)
26 B.pendula(10), A.incana(8)
Vahtriku (RG7) 7 B.pubescens(7), A.incana(7)
3 B.pubescens(10), A.incana(10)
11 B.pubescens(10), A.incana(10)
18 B.pubescens(2), A.incana(1)
27 B.pubescens(10), A.incana(10)
Tiksoja (RG8) 4 B.pendula(10)
5 A.incana(7)
8 B.pendula(3), A.incana(5)
11 B.pendula(10), A.incana(10)
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27
28
29

B.pubescens(3), A.incana(3)
B.pubescens(4), A.incana(10)

A.incana(7)
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Lisa 2. Maéaratud seened ning nende esinemissagedus liblikaliikidel.

! s -8 l=s| z |£ |S
é = E > 5 5 _‘I’ — § R é 2
X ~
Sordariomycetes
Hypocreales
Cordycipitaceae
I. farinosa 19(9+10) 21 - 7 - 1| 57
. cf. cicadae 3(2+1) - - - - - 3
Lecanicillium sp. 33(24+9) 16 2 2 1 2 | 56
S. lanosonievum - - - - 1 - 1
Clavicipitaceae
M. bulbillosa 3(0+3) 2 - - - - 5
Tilachlidaceae
T.brachiatum - 3 1 - - - 4
Nectriaceae
Fusarium armeniacum/
F. sporotrichioides. 9(6+3) 4 - 2 1 1] 17
Mariannaea elegans - 1 - - - - 1
Hypocreaceae
Trichoderma sp. 8(6+2) 2 - 1 - 1] 12
Eurotiomycetes
Eurotiales
Aspergillaceae
Penicillium thomii/ P.glabrum | 19 (12+7) 10 - 3 - 1| 33
Aspergillus sp. 1(1+0) 1 - - - - 2
Dothideomycetes
Dothideales
Saccotheciaceae
Aureobasidium pullulans - 1 - - - 1 2
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Capnodiales
Cladosporiaceae
Cladosporium cladosporioides

Mortierellomycetes
Mortierellales
Mortierellaceae
Mortierella verticillata
Mucoromycetes
Mucorales
Mucoraceae
Mucor hiemalis
Mucor plumbeus
Umbelopsidales
Umbelopsidaceae

Umbellopsis ramanniana

2(2+0)

5(B+0)
41 (41 + 0)

41
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