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1. SISSEJUHATUS

Samblik on siimbiontne organism, kes koosneb miikobiondist (seenest) ja fotobiondist.
Fotobiondiks vdib olla vetikas, tsiianobakter voi mdlemad samaaegselt. Kuigi siimbiontidest
moodustunud tallus nidib olevat terviklik organism, loetakse seda siiski vaid seente
toitumisstrateegiaks, mis on evolutsioonis tekkinud korduvalt. Sellest ldhtuvalt paigutatakse

samblikud taksonoomiliselt seente hulka (Alexopoulus et al., 1996).

Samblikud on tundlikud organismid. Uhelt poolt on pdhjuseks nende siimbiontne olemus —
tallus on keerukam kui iiksikindiviid ega reageeri keskkonnale samavdrd vahetult (Fahselt,
1996). Sambliku kui terviku funktsioneerimiseks on vajalik partneritevaheline
tasakaaluseisund (Kricke & Loppi, 2002) ja vaid ithe siimbiondi tugev kahjustus vdib viia
sambliku kui terviku surmani (Nimis et al., 2002b). Samblike tundlikkus tuleneb ka nende
ehitusest — kaitsva kutiikula puudumisest, mistdttu nad omastavad nii vett, toitaineid kui ka
saasteaineid passiivselt kogu oma pinnaga ning ainete sisenemist ja viljumist kontrollib
keskkond (Esseen & Renhorn, 1997; McCune, 2000). Muutus keskkonnatingimustes
peegeldub samblike vitaalsuses' —  nii koosluse mitmekesisuses kui ka indiviidi

morfoloogias, anatoomias ning fiisioloogias.

Samblike vitaalsuse ja elupaiga tingimuste seoste uurimisel kasutatakse pohiliselt kolme
lahenemisviisi: (1) koosluste kirjeldamist, (2) fiisioloogilise vastuse ja (3) morfoloogiliste
vOi  anatoomiliste  muutuste  uurimist (Gries, 1996). Samblikukoosluse ja
keskkonnaparameetrite seoste selgitamisel on informatsiooni allikas liik ja selle ohtrus.
Fiisioloogiliste ja morfoloogiliste-anatoomiliste muutuste uurimisel on aluseks isend,
mistottu mdju hindamise skaala on oluliselt tipsem kui koosluste uurimisel. Jargnevas t60s
keskendutaksegi morfoloogial, anatoomial ja fiisioloogial pShinevatele uurimisviisidele, sest
need on objektiivsemad, kasutavad moodsamaid vahendeid ega ole ainult keskkonnaseisundi

hindamise teenistuses.

Talluse seisundi® miiramist rakendatakse looduskaitsebioloogias, fiisioloogilistes uuringutes
ja bioindikatsioonis. Looduskaitsebioloogilistes toddes moddetakse samblikukoosluse ja
liikide vitaalsuse seoseid inimmdjust tulenevate faktoritega, et paremini sdilitada bioloogilist

mitmekesisust (Richardson & Cameron, 2004). Samblike liigirikkust siilitavate

! Vitaalsus, elujoulisus — populatsiooni v5i isendi seisundi iseloomustus, mis viljendab selle suhet
keskkonnaga, konkurentsivoimet ja kohanemist (Masing, 1992)

* Seisund e konditsioon — populatsiooni v&i isendi olukord koosluses, viljendatuna vitaalsuse — viljakuse,
toitumuse, kahjustumuse jm hinnangutena (Masing, 1992)
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majandamisstrateegiate véljatbotamiseks on pohjalikult uuritud metsaraie mdju liikide
elujoulisusele, sealhulgas erinevate raieviiside ja servaefekti mdju (Renhorn, 1997; Renhorn
et al., 1997; Esseen & Renhorn, 1998; Cameron, 2002; Hilmo & Holien, 2002; Rheault et
al., 2003), samuti raieviiside ja dhusaaste koostoimet (Richardson & Cameron, 2004) ning
metsastruktuuri mdju paljunemisedukusele (Johansson & Ehrlen, 2003). Talluse seisundit
miiratakse ka fiisioloogilistes uuringutes, et selgitada erinevate keskkonnaparameetrite
moju samblikele. Talluse konditsiooni muutusi jdlgides on uuritud fotoinhibitsiooni
(Gauslaa & Solhaug, 2000), pH ja saasteainete kahjuliku md&ju pdhjusi (Beekley &
Hoffmann, 1981; Gauslaa et al., 1996; Backor & Fahselt, 2003) kuivamistolerantsi tagavaid
mehhanisme ja reaktsioone (Chakir & Jensen, 1999; Minibayeva & Beckett, 2001; Kranner,
2002) ning siimbiontide toitumissuhteid (Palmqvist et al., 2002; Dahlman et al, 2003).
Samblike konditsiooni médramine on iiks bioindikatsiooni meetodeid elupaiga seisundi
hindamisel. Indikaatororganismi kasutamist keskkonna kvaliteedi hindamisel peetakse
efektiivsemaks meetodiks kui iiksikparameetrite mdotmist (Nimis et al, 2002b), sest
tehniline aparatuur limiteerib proovide ja uuritavate keskkonnamuutujate arvu ega niita

bioloogiliselt olulist kumuleeruvat toimet (Bargagli & Mikhailova, 2002).

Millised omadused peaksid olema samblike vitaalsuse mddtmiseks kasutataval meetodil?
Hea meetod oleks tundlik, iiheselt tdlgendatavate tulemustega, mittedestruktiivne, edasisteks
analiilisideks kasutuskdlbliku proovimaterjaliga (Richardson, 1987) ja universaalne, st
tiheselt rakendatav sOltumata kasvuvormist ja liigist. Vastav indikaatortunnus,
fiisioloogiline, morfoloogiline v&i anatoomiline niitaja, millel meetod pdhineb, peaks olema
tapselt (st viikse moOGtmisveaga, vidhese loodusliku varieeruvusega ja vastavuses
keskkonnatingimuste muutustega) ja kergesti mdddetav ning vihe voi optimaalselt kulukas
(Cunty et al., 2002; Ferretti & Erhardt, 2002). Kindlasti ei vasta kdik kasutusel olevad
meetodid nendele tingimustele. Ajaloo viltel on aga samblike konditsiooni hindamiseks

kasutatav metoodika pidevalt uuenenud ja tdiusele lihenenud.

Samblike seisundi uurimise votetest vanim on gaasivahetuse mddtmine, mida rakendati juba
19. sajandi 10pus Prantsusmaal, et hinnata Ghuniiskuse mdju sambliku fiisioloogiale
(Jumelle, 1891; joonis 1). Meetodi viisid laiemasse kasutusse 1960. aastate saksa
lihhenoloogid, kes mootsid siisihappegaasi vahetust, et uurida samblike fotosiinteesi (Lange,
1965; Bertsch, 1966) ja hinnata laborikatsetes kontrollitud tugevusega keskkonnatingimuste
mdju samblike fiisioloogiale (Lange, 1969). Edasine vajadus modta samblike seisundit
tekkis 1950. aastatel, mil lihhenoloogid miérkasid, et erinevad samblikuliigid reageerivad

Ohusaastele erinevalt. See omakorda voimaldab neid kasutada bioindikaatoritena (van
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Haluwyn & van Herk, 2002). Kui 1960. aastatel avastati, et peamine samblikke mdjutav
saasteaine on véidveldioksiid, muutus saaste mdju uurimine indikaatorliikidega kiiresti
lihhenoloogia iiheks populaarsemaks suunaks jiargneval kahekiimnel aastal (Spellerberg,

2005; joonis 2).

2 707 mkorofiilli fluorestsents g
s \
2 601  Skatvus §
& 07 Egaasivahetus §
:Z | Oglutatioon §
N\

el N N il

kuni 1955 1956-1965 1966-1975 1976-1985 1986-1995 1996-2005

aastad

Joonis 1. PShiliste samblike seisundi hindamise meetodite populaarsus aastakiimnete 1ikes,
viljendatud antud meetodit kasutanud artiklite arvuna. Aluseks on 25. aprillil 2006
kirjanduse andmebaasist “Recent Literature on Lichens”, www.toyen.uio.no/botanisk/bot-
mus/lav/sok_rll.htm tehtud péring, kus otsingusdnana kasutati graafikul toodud meetodite

marksonu.

Saaste modju hindamiseks koostatud Ohupuhtuse indeksid pohinesid esialgu ainult
samblikukoosluste vaatlemisel, talluse seisundi arvestamine jdi tagaplaanile. MJiste
“samblike vitaalsus” tuli lihhenoloogiasse alles 1980. aastatel ameerika lihhenoloogide
artiklitega (Sigal & Taylor, 1979; Nash & Sigal, 1981), kus soovitati bioindikatsioonis
liikide katvuse korval hinnata ka talluste seisundit, et suurendada hinnangute tdpsusastet.
1993. aastal tootas Andreas Werner vélja uue Ohupuhtuse hindamiseks kasutatava
fiisioloogilise vitaalsuse indeksi (PVI), mis kombineeris talluse elujoulisust peegeldavaid
tunnuseid (nt kasvu, talluse lahuse juhtivust) ja vdimaldas transplantatsiooni meetodil anda
tapne Shupuhtuse hinnang ka viga saastatud piirkondadele, kus senised indeksid olid liikide
puudumise tottu kasutud (Werner, 1993; Gries, 1996). Samblike vitaalsuse madramist
tdaiustati oluliselt 1980. aastatel seoses taimefiisioloogiliste meetodite (nt ensiiiimiaktiivsuse
ja klorofiilli fluorestsentsi mddtmise) kohandamisega samblikel (Kricke & Loppi, 2002;

joonis 1). Klorofiilli fluorestsentsi mddtmist, mis miiratleb fotosiinteesi efektiivsuse kaudu
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fotobiondi konditsiooni, hakati lihhenoloogias kasutama 1987. aastal (Jensen & Feige, 1987)
ning see on viimasel ajal tdusnud iiheks populaarsemaks samblike seisundi hindamise
meetodiks (joonis 1). 1980. aastate 16pus lisandunud uus suund - samblike
antioksiidatiivsete mehhanismide seisundi mddtmine — ei pilvinud samasugust populaarsust
nagu klorofiilli fluorestsentsiga seotud meetodid. Pohjuseks on ilmselt keerukus ja
fiisioloogilise tausta vihene uuritus. Viimasel viiel aastal on Kristin Palmqvisti eestvottel
hakatud uurima talluse siisiniku-limmastiku suhet, mida peetakse siimbiontide tasakaalu

peegeldajaks (Palmqvist, 2000; Hyvirinen et al., 2002; Dahlman et al., 2003).

)
.
:
:
- _-allR1111]

1956-60 1961-65 1966-70 1971-75 1976-80 1981-85 1986-90 1991-95 1996-00 2001-05
aastad

saastet kasitlevate artiklite %

Joonis 2. Saastet kisitlevate artiklite osakaal kdigist lihhenoloogilistest publikatsioonidest
viie aasta kaupa. Aluseks on 25. aprillil 2006 kirjanduse andmebaasist “Recent Literature on

Lichens”, www.toyen.uio.no/botanisk/bot-mus/lav/sok_rll.htm tehtud péring.

Tuleb tddeda, et samblike seisundi uurimise metoodika on seni jddnud iisna konservatiivseks
ja tdiustumine toimub aeglaselt. Vordlemisi palju kasutatakse vanu ja vihetéipseid, ent
lihtsaid meetodeid, niiteks katvuse modtmist (joonis 1). Lisaks keskendutakse liialt
saastatud piirkondade kirjeldavale uurimisele nagu nelikiimmend aastat tagasigi, lisamata
mirkimisvéirselt teadmisi Ohusaaste ja samblike vitaalsuse seoste kohta. Lisaks saastele
ohustavad aga samblikke veel konkurents taimedega, herbivoorid, globaalne kliimamuutus,
metsade majandamine ja elupaikade fragmenteerumine (Insarov & Schroeter, 2002;
Scheidegger & Goward, 2002; Will-Wolf et al., 2002a). Seetdttu on hddavajalik hinnata
samblike vitaalsuse méadramise meetodeid objektiivselt ja podrata rohkem tdhelepanu
samblike uurimisele looduslikul foonil. Oluliseks panuseks samblike seisundi hindamise

metoodika arengusse vdib pidada hiljuti ilmunud iilevaateteost ‘“Monitoring with Lichens —
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Monitoring Lichens” (Nimis et al, 2002a) ja késiraamatut “Protocols in Lichenology.
Culturing, Biochemistry, Ecophysiology and Use in Biomonitoring” (Kranner et al., 2002),
kus tutvustatakse samblike konditsiooni hindamise ja biomonitooringu metoodikat ning

rakendusi.

Metsad on iiks pohilisi samblike elupaiku, kus nende liigirikkus on viga korge (Will-Wolf et
al., 2004). Lisaks moodustavad samblikud olulise osa metsadkosiisteemis, sest nad
fikseerivad dhulimmastikku, pakuvad elupaika ja toitu selgrootutele, pesamaterjali lindudele
ja pisiimetajatele ning on oluliseks talviseks toiduallikaks soralistele boreaalsetes ja
migimetsades (Will-Wolf et al., 2002a, 2004). Kuna samblikud on poikilohiidrilised
organismid, mdjutavad oluliselt nende vitaalsust metsas niiskus- ja kiirgustingimused, Shu ja
substraadi temperatuur, tuule tugevus ja kuivamise-taasniiskumise tsiiklite muster (Esseen &
Renhorn, 1997; Renhorn ef al., 1997; Dietz & Hartung, 1999; Palmgqvist, 2000; Buffoni-Hall
et al., 2003). Nende tegurite tottu halveneb samblike seisund niiteks pika pdua ajal,
tormiperioodidel ja kiilmadel piikesepaistelistel talvedel (Schofield et al, 2003). Mitmed
negatiivsed mdjurid toimivad samblikele raie jédrel ja metsaservas, sest samblikud on siis
avatud ekstreemsetele kiirgustasemetele ning temperatuuridele, ent Ghuniiskus ei ole
kiillaldane. Samblikukoosluste vastust sarnastele laialdastele muutustele metsas saab uurida
nende vitaalsust médrates (Will-Wolf er al, 2002a). Siilikpuudel kasvavate epifiiiitide

konditsiooni mddtes saaks hinnata sifstva metsamajanduse votete sobivust samblikele.

Kiesolev t60 keskendub metsasamblike seisundi hindamise meetoditele tingimustes, kus
eeldatavasti ei ole samblike seisundi pohimdjutajaks Ohusaaste. Uurimustdd tutvustab
metsasamblike konditsiooni hindamiseks kasutatavaid meetodeid, nende fiisioloogilist
tagapohja ja rakendust. Analiiiisides meetodite lihtsust, tdpsust ja universaalsust, piilitakse
valida neist sobivamad eelkdige vilitingimustes kasutamiseks. Vastavalt erineva olemusega
lahenemisviisidele jaotub t66 kolmeks pohipeatiikiks, vastavalt talluse morfoloogial-
anatoomial, kasvul ja fiisioloogial pdhinevad meetodid. Viimases peatiikis tehakse

analiilisitud infost jdreldused ja antakse parimate meetodite valik.



2. TALLUSE MORFOLOOGIAL JA ANATOOMIAL
POHINEVAD MEETODID

Vilimusel tuginevad samblike konditsiooni méédramise viisid saab jaotada iildjoontes
kolmeks: talluse vilisehitusel, paljunemisedukusel ja anatoomial pdhinevad meetodid

(Gries, 1996).

2.1. TALLUSE MORFOLOOGILISTE TUNNUSTE VAATLEMINE

2.1.1. Samblike morfoloogia ja selle mojutajad

Tdnu koevolutsioonile vetikate ja tsiianobakteritega on lihheniseerunud seened saavutanud
suurema morfoloogilise mitmekesisuse ja keerukuse kui iilejaénud seeneriik. Eristatakse
kolme pohilist kasvuvormi: koorikjas, lehtjas ja pddsasjas. Soltumata elupaigast ning
kasvuvormist vajab fotobiont fotosiinteesi toimumiseks piisavalt valgust, siisihappegaasi ja

vett (Biidel & Scheidegger, 1996).

Milliste mehhanismide kaudu keskkond samblike morfoloogiat kujundab, ei ole tipselt
teada. Uksikuurimustest voib jdreldada, et oluline on temperatuurikdikumiste, substraadi
pinnaomaduste (siledal pinnal kasvavatel samblikel on lisastruktuurid, et pidada kinni
kiiresti dra voolavat vett), valguse kittesaadavuse (lehtjas kasvuvorm suurendab hdlmasid
laiendades valgust piitidvat pinda) ja niiskustingimuste moju (paksem tallus kuivab
aeglasemalt) (Larson, 1981; Larcher & Vareschi, 1988; Ott & Sancho, 1993; Bjerke et al.,
2003). Erinevalt paljudest taimedest mdjutab samblike morfoloogiat kdige vihem valguse
kittesaadavus, sest enamikul samblikel kiillastub fotosiintees juba suhteliselt madalal
kiirgustasemel. Pigem seletatakse talluse fenotiiiibilist plastilisust evaporatsiooniméédrade
erinevustega (Rikkinen, 1997). Samas ei saa morfoloogiat seostada ainult ithe mdjutajaga,

oluline on keskkonnatingimuste kombinatsioon (Ott & Sancho, 1993; Rikkinen, 1997).

Vaatamata paljudele uuringutele, on samblike morfoloogia kujunemise kohta ikka veel liiga
vihe teada, sest senini on morfogeneesi uuritud vaid kirjeldavalt (Biidel & Scheidegger,
1996; Honegger, 1996). Kindel on see, et tallus ei arene juhuslikult: juba varasematelgi
arengustaadiumitel moodustab siimbiontide kogum iseloomuliku kihilise struktuuri ja

toodab liigispetsiifilisi samblikuaineid. Ei ole teada, millised sisemised ja vilised faktorid
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kujundavad siimbiontse fenotiiiibi. [Imselt osalevad morfogeneesis seene vdi vetika toodetud
hormoonid, ent tdpsemad tdendid puuduvad. Moned uurijad arvavad, et siimbiontide
interaktsioone vahendab etiilleen, mille tdpne funktsioon samblikes on seni teadmata

(Honegger, 1996).

2.1.2. Talluse morfoloogiliste anomaaliate vaatlemine

Talluse fenotiiiibi kujunemise pohjuste vihese uurituse tottu ei ole talluse morfoloogia ja
keskkonnatingimuste vahel loodud tépset seost. Tavaliselt voetakse vaatluse alla talluse
anomaaliad, mis ilmnevad saasteainete vOi tugeva péikesekiirguse mdjul ja on enamasti
liigispetsiifilised. Kdige iildisem vitaalsuse langusele viitav muutus on talluse tuhmumine
(Gries 1996). Selle néihtuse pohjuseks on ilmselt paljude liikide talluses esineva epinekraalse
kihi® paksenemine surnud seene- ja fotobiondirakkude lisandumisel. Tugevas
pdikesekiirguses vOivad epinekraalsesse kihti tekkida ka Ohuruumid, mis suurendavad
valguse peegeldumist, ja talluse pind omandab hallikas-valge virvuse (Biidel & Scheidegger
1996). Lisaks tugevale kiirgusele on helenemist seletatud ka kiirel kuivamisel koorkihi
rakkudesse tekkivate gaasimullidega (Chakir & Jensen, 1999). Tuhmumine ei pruugi olla
funktsioonitu — kiilmades piirkondades vdimaldab koorkihi &6nelisus isoleerida talluse

ilaosa jahedamast substraadist (Ott & Sancho, 1993).

Talluse helenemine on sujuvalt muutuv tunnus, vastavuses keskkonnatingimuste
halvenemisega ning tdheldatud paljudel liikidel erinevatest kasvuvormidest. Sellest
hoolimata ei ole seni vilja tootatud vastavat vitaalsuse hindamise metoodikat (Biidel &
Scheidegger, 1996; Gries, 1996). Metsasamblike tallus heleneb méargatavalt kasvukohtades,
kus kohati esinevad optimaalsest tunduvalt ebasoodsamad kliimatingimused. Niiteks leiti
tihes Norras ldbiviidud katses, et harilikule kopsusamblikule Lobaria pulmonaria sobivas
varjulises metsas valitses enne puude lehtimist mai ja juuni iiksikutel pdevadel kuni kuus
korda tugevam kiirgus kui iilejdéinud aasta viltel ja see erinevus peegeldus ka talluse toonis
(Gauslaa & Solhaug, 2000). Seetdttu tuleks talluse pleekumist ja selle seoseid metsa

keskkonnatingimustega rohkem uurida.

Kui talluse tuhmumine on samblikele iildomane néhtus, siis iilejddnud morfoloogilised
muutused on enamasti ddrmiselt spetsiifilised ega voimalda liikidevahelisi vordlusi (Gries,

1996). Niiteks on kiirguse moju talluse morfoloogiale uuritud ka Eesti metsades kasvavatel

? Epinekraalkiht — sarvjas surnud seeneniitide ja fotobiondirakkude kiht sambliku koorkihis voi selle lihedal,
vetikarakkude peal (Biidel & Scheidegger, 1996; Randlane & Saag, 2004)
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lehtja kasvuvormiga liikidel véike kilpsamblik Peltigera didactyla, pruun kilpsamblik
Peltigera rufescens ja koer-kilpsamblik Peltigera canina. Et vihendada kiirgust vastuvotvat
pinda tugevas valguses kujunes monevdrra vidiksemaks ja paksemaks ainult liigi Peltigera
didactyla tallus. Liigi Peltigera rufescens tallus aga kaheksa aastat vildanud katse jooksul
ei paksenenud, sest ilmselt voimaldas tihe vildikiht liigvalgust paremini peegeldada (Bjerke
et al., 2003). On oletatud, et kilpsamblikel kasvab ritsiinide* hulk vee kiittesaadavuse
vihenedes, kuid Kanada teadlase Doug W. Larsoni katsed kummutasid selle viite. Mitmel
liigil ritsiine eemaldades ja veesisaldust modtes selgus, et ritsiinid osalevad vee omastamises
ja sdilitamises perekonnas korvsamblik Umbilicariaceae, aga mitte perekonna Peltigera

liikidel (Larson, 1981).

Metsades kasvavate pddsasjate liikide morfoloogia seoseid keskkonnatingimustega on
vihem uuritud. Tédheldatud on oksa-tuustsambliku Alectoria sarmentosa morfoloogia
muutusi soltuvalt valgustingimustest: metsaserval kasvavad isendid olid tunduvalt
kaharamad, tihedamalt harunenud ja paksemate harudega kui sisemetsas kasvavad pikemad
ja sorgus liigikaaslased (Esseen & Renhorn, 1997). Selline hargnev ja suure pindala-ruumala
suhtega morfoloogia tagab madalama temperatuuri ja kiirema niiskumise (Hyvérinen, 1992;
Biidel & Scheidegger, 1996). Eestis viga levinud halli karesambliku Pseudevernia
furfuracea morfoloogia plastilisust uuriti Soomes tihedas kuusemetsas kiirgus- ja
niiskustingimuste gradiendil (Rikkinen, 1997). Kuna sambliku morfoloogia miérab
netoassimilatsioon (Schipperges et al., 1995; Rikkinen, 1997), kujunes hallil karesamblikul
niiskes ja hidmaras kasvukohas habras, peenikeste tallusehdlmadega vorm, kuivades
tingimustes aga rohmakate holmadega tallus. Talluse peenenemine vihendas siisinikukadu,
suurenev pindala-ruumala suhe intensiivistas aga aurumist. Kuivades tingimustes kohasem

viikese pindala-ruumala suhtega morfoloogia tagas viiksemad veekaod (Rikkinen, 1997).

2.1.3. Hinnang meetodile

Talluse vilimuse hindamine sobib suurepiraselt samblike konditsiooni hindamiseks
vilitoodel, sest see on odav ja lihtne ega eelda proovide kogumist. Talluse anomaaliate
kasutamise suur puudus on aga liigispetsiifilisus ja madal tdpsusaste. Pohiliselt
keskendutakse  suuremate ~ vidlimuse  muutuste  hindamisele  vidga  erinevate
keskkonnatingimustega alade vordlemisel. Praegusel uurituse tasemel talluse anomaaliate

vaatlemisel iseseisva meetodina rakenduslik véirtus praktiliselt puudub.

* ritsiin — lehtja voi soomusja sambliku substraadile kinnitumise vahend, alumisest koorkihist viilja kasvanud
seeneniitide kimp (Randlane & Saag, 2004)
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2.2. PALJUNEMISSTRUKTUURIDE OHTRUSE HINDAMINE

2.2.1. Samblike paljunemisstruktuurid ja nende mojutajad

Sarnaselt teistele seentele on enamikul samblikest nii suguline kui ka vegetatiivne
elutsiikkel. Sugulisel paljunemisel levivad ainult seeneeosed, mis tekivad viljakehades.
Kottsamblike talluse pinnale moodustunud sugulise paljunemise struktuurid on enamasti
apoteetsiumid5 vOi periteetsiumid6. Vegetatiivsel paljunemisel levivad stimbiondid koos kas

vabanenud tallusetiikikestega voi spetsiaalsete struktuuride — isiidide’ ja soreedide® abil.

Sugulise paljunemise struktuuride loomine vajab palju lisaenergiat, mille tootmiseks peavad
keskkonnatingimused olema vdimalikult optimaalsed. Seega on viljakehade olemasolu mirk
sambliku heast konditsioonist, sest stressiseisundis isend suunab vihesed ressursid sugulise
paljunemise asemel kasvu (Trass, 1973; Monte, 1993). Ebasoodsates kiirgus- ja
niiskustingimustes, kus suguline paljunemine on pérsitud, saavutab iilekaalu vegetatiivne
paljunemine (Monte, 1993). Ka vegetatiivsete paljunemisstruktuuride tootmise periood on
samblikule energeetiliselt koormav, ent ei eelda siiski optimaalseid tingimusi (Tretiach &
Carpanelli, 1992).  Viljakehade  olemasolu  kasutatakse = kompleksis  teiste
indikaatortunnustega vitaalsusskaalades, kuid iseseisva niitajana on informatiivne
paljunemisstruktuuride hulk (Trass, 1973; Monte, 1993). Sealjuures mdjutab keskkond
ainult soreedide hulka. Isiidide ohtrust modjutavad tegurid ja nende moodustumist
vallandavad mehhanismid ei ole teada (Larson, 1981; Monte, 1993; Rikkinen, 1997). Kui
suguline paljunemine seondub sambliku iildise seisundiga, siis soreedide hulk on pigem
otseses seoses mone iiksiku kliimatingimustega (UV-kiirgus, Shuniiskus, temperatuur), mille

moju liigiti erineb (Monte, 1993; Bjerke et al., 2003)

Samblike paljunemist vallandavate mehhanismide kohta on vihe infot. Teatakse, et see on
viga tundlik fiisioloogiline protsess. Samblike paljunemispotentsiaal vdib olla mdjutatud
enne muude nihtavate kahjustuste ilmnemist. Lisaks hetkeseisundi peegeldamisele osutab
reproduktiivsusaste ka samblikukoosluse tulevikule. Piisivalt madal paljunemisstruktuuride

arv voib viia populatsiooni kadumiseni (Gries, 1996).

> apoteetsium e. lehtereosla — avatud liva- voi kausikujuline (erijuhtudel n6opnéelakujuline) viljakeha
(Randlane & Saag, 2004)

% periteetsium e. sulgeosla — suletud urnikujuline tipmise pooriga viljakeha (Randlane & Saag, 2004)

7 isiid — talluse viljakasv, mis sisaldab fotobiondirakke ja seeneniite ning on kaetud koorkihiga; v&ib olla
pulkja, nisaja, koralja jne. kujuga (Randlane & Saag, 2004)

8 soreed — viike timmargune kehake, mis sisaldab mdnda fotobiondirakku ja neid timbritsevaid seeneniite;
soreedidel puudub koorkiht; soreedid on talluse pinnal vabalt vdi soraalidesse kogunenud (Biidel &
Scheidegger, 1996; Randlane & Saag, 2004)
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2.2.2. Apoteetsiumite ja soreedide ohtruse hindamine

Soreedide ohtruse hindamiseks tuleb samblik substraadilt eemaldada. Talluse
kolmemddtmelisuse vidhendamiseks asetatakse see niisutatuna Orna surve alla kuivama.
Seejdrel pildistatakse tallust koos skaalatihisega. Fotod tehakse digitaalkaameraga talluse
ldhedalt, et soreedidega kaetud alade piirjooned oleksid selgelt eristatavad. Edasine analiiiis
toimub  arvutiprogrammi  abil (nt  Adobe  PhotoShop). = Modddetakse  nii
paljunemisstruktuuridega kaetud pinda kui ka talluse kogupindala ruutmillimeetrites ja
pikslites. Soreedide ohtrus avaldatakse protsendina talluse kogupindalast (Bjerke et al.,
2003). Sama metoodikaga on vdimalik méérata ka apoteetsiumite ohtrust. Sealjuures ei ole
viljakuse niitajana oluline mitte apoteetsiumite suurus, vaid hulk, sest apoteetsiumid
kasvavad kaua (vihemalt 12—18 kuud), kuid neis sisalduvad eosed arenevad vélja juba enne

viljakeha kasvu pidurdumist (Pentecost & Rose, 1985).

On piilitud leida viise paljunemisstruktuuride ohtruse hindamiseks talluse kogupindala
midramata. Apoteetsiumite ohtrust on viljendatud ka nn fertiilsusprotsendina. Selleks
loetakse kokku tallustel paiknevad apoteetsiumid. Suurima apoteetsiumite ohtrusega isendi
viljakuseks méidratakse sada protsenti ja iilejdinud védrtused leitakse viljakaima suhtes.
Viikeste mittesugulise paljunemise struktuuride ohtrust on vdimalik hinnata iiksikutes
talluse piirkondades. Selleks loetletakse struktuuride arv juhuslikult valitud iihikulise

pindalaga ruutudel ja arvutatakse aritmeetiline keskmine (Sigal & Nash, 1983).

Samblike paljunemisstruktuuride ohtrust hakati esmalt modtma saastatuse indikaatorina
(Sigal & Nash, 1983; Gries, 1996). Liigil Hypogymnia enteromorpha on leitud tugev seos
apoteetsiumite arvu ja ohu saastatuse vahel (Sigal & Nash, 1983). Looduslike tegurite mdju
soraalide hulgale on méératud liikidel vidike kilpsamblik Peltigera didactyla ja pruun
kilpsamblik Peltigera rufescens. Katsetes leiti, et temperatuuri tdus vihendas soraalide
hulka, aga UV-kiirguse moju puudus (Bjerke ef al, 2003). Paljunemisstruktuuride ohtruse
mootmist kui suhteliselt lihtsat meetodit vdiks metsasamblikel rohkem rakendada ja

tdpsemalt uurida.

2.2.3. Hinnang meetoditele

Paljunemisstruktuuride ohtruse hindamise headeks omadusteks on odavus ja lihtsus. Selle
meetodi kasutusvdimalused on aga piiratud. Paratamatult saab soreedide ja apoteetsiumite

ohtrust madrata ainult liikidel, kellel neid esineb. Niiteks kui meetodina kasutada

12



apoteetsiumite ohtrust, siis piirab see paratamatult uuritavate liikide arvu. Teiseks
paljunemisstruktuuride  ohtruse  hindamise  probleemiks on  paljunemise ja
keskkonnatingimuste seose vidhene uuritus: ei ole teada, kui tdpselt miératleb
paljunemisstruktuuride ohtrus sambliku vitaalsuse ja kui suur on loodusliku varieeruvuse
osa. Kui samblikust soovitakse saada tdest kahemodotmelist kujutist, on see meetod
destruktiivne. Kuid paljunemisstruktuuride ohtrust on véimalik hinnata ka vilitingimustes ja

tallust kahjustamata.

2.3. TALLUSE ANATOOMILISTE TUNNUSTE VAATLEMINE

2.3.1. Talluse siseehitus

Enamikul samblikest on kihiliselt organiseeritud siseehitus. Pealt katab samblikku tihe
seenehiiiifide pdimik — tilemine koorkiht. Selle all on dhuke fotobiondirakke sisaldav voond
ja seejarel paks siidamikukiht ehk medulla, mis koosneb horedalt ja korrapdratult
paiknevatest seeneniitidest. Enamasti esineb lehtjatel samblikel veel neljaski tallusekiht —
tihendunud seeneniitidest alumine koorkiht (Biidel & Scheidegger, 1996). Kdige
informatiivsem on neist fotobiondi kiht, mille kahjustused avalduvad esimesena, sest

miikobiont on vihem tundlik (Gries, 1996).

Talluse anatoomiat vaadeldes saab méiérata rakkude paljunemisefektiivsust, fotosiinteesiva
komponendi  konditsiooni, rakukahjustusi, tallusekihtide paksusi, autotroofsuse-
heterotroofsuse suhet ja varuainete hulka (Larcher & Vareschi, 1988; Biidel & Scheidegger,
1996; Bjerke et al., 2003). Neid sambliku vitaalsuse indikaatortunnuseid mdjutab eelkdige
netofotosiintees,” mis miirab talluse biomassi suunatava ainese hulga. Seega viljendab
talluse siseehitus keskkonnatingimuste — Ohuniiskuse, temperatuuri, kuivamis-
niiskumistsiiklite mustri, valguse ja siisihappegaasi kéttesaadavuse — soodsust (Nash,

1996b).

2.3.2. Valgusmikroskoobiga vaadeldavad tunnused

Valgusmikroskoopilisteks uuringuteks 1digatakse Ziletti, skalpelli vdi mikrotoomi kasutades
tallusest umbes 1-4 mikromeetri paksused ristldigud. Proovid on soovitatav votta samal

kaugusel tallusetipust, sest anatoomilised tunnused varieeruvad sdltuvalt holma pikkusest.

? netofotosiintees — siisihappegaasi assimileerimise ja hingamise vahe (Masing, 1992)
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Tavaliselt voetakse ristldik stereomikroskoobis vaadeldes talluse tipust 0.3—-5 millimeetri
kauguselt. Edasiste vaatluste lihtsustamiseks peitsitakse preparaat vérvainega, enamasti

toluidiinsinisega (Holopainen & Kauppi, 1989; Bennett, 2002; Bjerke et al., 2003).

Valgusmikroskoobi abil saab hinnata sambliku fotosiinteesi efektiivsust, médrates sambliku
surnud ja plasmoliiiisunud vetikarakkude osakaalu. Selleks vaadeldakse vdhemalt kuut
proovist tehtud ristldiku ja neist igaiihes monikiimmet kuni sadat fotobiondirakku. Surnud
rakkudeks loetakse tiihje, eristamatu sisuga rakukesti. Plasmoliiiisi ldbinud rakkude
tunnuseks on kollapseerunud ja peitsiga védrvunud sisu. Neist kahest on informatiivsem
viimast tiiiipi rakkude osakaal. Plasmoliiiis véljendab hiljutist kahjustust, aga surnud
vetikarakkude kestad jddvad kauemaks piisima ja nende mdningane olemasolu proovis on

loomulik ja seletatav vananemisega (Holopainen & Kauppi, 1989).

Teiseks moddetakse valgusmikroskoobi abil tallusekihtide paksust. Selle meetodi juures on
oluline, et proov ei moonduks preparaadi tegemisel. Kindlasti ei tohi talluse ristldiku
katteklaasiga suruda. Uksikud uurijad hoiavad ettevaatuse mottes samblikke enne 16ikamisi
vedelas ldimmastikus (Larcher & Vareschi, 1988; Bjerke et al., 2003). Proovi tallusekihte
moddetakse vihemalt kolmes korduses, kusjuures erinevate kihtide paksused ja kogu talluse
paksus modddetakse iikshaaval, mitte ei arvutata (Bjerke er al., 2003). Talluse kogupaksust
on edukalt maidratud ka mikromeetriga (Heidmarsson, 1998). Mdned uurijad soovitavad
kihte vaadelda fluorestsentsmikroskoobi all, sest koor-, siidamiku- ja vetikakihi erineva
fluorestsentsviarvusega samblikuained teevad kihtide eristamise lihtsamaks (Hyvirinen,
1992; Schofield et al., 2003). Tavaliselt mairatakse siiski ainult fotobionti sisaldava voondi
paksus ja Iopptulemus arvutatakse kujule vetikakihi paksus talluse kogupaksuse kohta.

(Bennett, 2002).

Tavaliselt moddetakse vetikakihi paksust ja fotobiondi rakkude seisundit kui
saasteindikaatoreid (Eversman, 1978; Holopainen & Kauppi, 1989; Bennett, 2002). Aga
nditeks fotobiondi ja miikobiondi osakaalu vordlus on ka 6koloogilise tidhtsusega, ndidates
autotroofsuse ja heterotroofsuse suhet siimbioosis (Larcher & Vareschi, 1988).
Metsasamblikest on valgusmikroskoobi abil uuritud hariliku hallsambliku Hypogymnia
physodes talluse paksust sdltuvalt niiskustingimustest. Siidamikukihi paksus oli
ootuspdraselt kdigis proovides muutumatu, kuid niiskete kasvukohtade isenditel toimus
vetikakihi paksenemine, kuivades tingimustes paksenes aga iilemine koorkiht (Hyvérinen,
1992). Tulemus on moneti vastuoluline, sest tavaliselt toimub ebasoodsates oludes

fotobiondikihi paksenemine (Larcher & Vareshi, 1988).
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2.3.3. Fluorestsentsmikroskoobiga vaadeldavad tunnused

Fluorestsentsmikroskoopia suurim erinevus valgusmikroskoopiast on ultravioletsete kiirte
kasutamine valgusallikana. Selles nn ergastusvalguses kiirgavad erinevad fenoolsed tihendid
soltuvalt nende keemilisest ehitusest kindlat virvi fluorestsentsvalgust. Néiteks klorofiilli
sisaldavad piirkonnad fluorestseeruvad punaselt. Lisaks on fluorestsentsi intensiivsus
proportsionaalne fluorestseeruva ithendi hulgaga (Padu, 2001). Seega vdimaldab
fluorestsentsmikroskoopia hinnata fotobiondirakkude vitaalsust nende klorofiilli sisalduse

jérgi.

Vetikarakkude vitaalsust fluorestsentsmikroskoobi abil uurides miiratakse surnud rakkude
protsent ja hinnatakse elusate rakkude vérvi. Tervetel fotobiondirakkudel on sinises
ergastusvalguses punane fluorestsents, mis raku kahjustudes muutub algul tuhmimaks, siis
pruunikaks, oranziks ja 10puks rakkude hukkudes valgeks. Valgete rakkude osakaal proovis
arvutatakse surnud vetikarakkude protsendiks. Vetikakihi elusate rakkude seisundit on
esitatud neljatihelise koodiga, kus iga tiht viljendab veerandi vaadeldud rakkude vérvust
(R-punane, D-tuhm punane, B-pruunikas, O-oranz). Niiteks kood 5 RRRB tihendab, et
proovis oli 5% rakkudest surnud ja 25% elusatest fluorestseerusid pruunikalt (Holopainen &

Kauppi, 1989).

Joonis 3. Fluorestsentspildid sambliku Lobaria pulmonaria vetikarakkude populatsioonist
(a) 1,5 ja (b) 30 millimeetri kaugusel holmatipust tehtud talluse ristldikudes. Jagunevate

rakkude kogumid on piiritletud valgete ringidega (Schofield et al., 2003).

Teiseks kasutatakse fluorestsentsmikroskoopiat  vetikarakkude paljunemisedukuse
hindamiseks. Selleks vaadeldakse talluse ristldike, mis on tehtud tipust vihemalt 0,5-2,5
millimeetri kauguselt, sest talluse servavoondis fotobiondirakud ei paljune. Vetikarakkude
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jagunemise piirkonnas on maérgatavad iseloomulikud rakukobarad tavaliselt neljast kuni
kaheksast rakust (joonis 3). Nende kogumite arv avaldatakse protsendina koigist
vetikarakkudest. Kanadas ldbi viidud katseseerias oli paljunevate vetikarakkude osakaal
liigil harilik kopsusamblik Lobaria pulmonaria tugevalt seotud keskkonnatingimuste

soodsusega (Schofield er al., 2003).

2.3.4. Elektronmikroskoobiga vaadeldavad tunnused

Suurema lahutusvdime saavutamiseks tekitab elektronmikroskoobis valguse asemel kujutise
elektronide voog. Seetdttu on elektronmikroskoobiga saadav pilt mustvalge: tumedad alad
neelavad ja heledad alad lasevad elektrone 1dbi (Murray et al., 2005). Elektronmikroskoobi

suur lahutusvéime véimaldab uurida organellide ehitust ja seisundit.

Joonis 4. Vetika- ja seeneraku elektronmikroskoobiga nihtavad kahjustused. (a)
Kahjustamata ja (b) kahjustatud (kokkutdmbunud kloroplastiga, tugevalt plasmoliiiisunud)
fotobiondi Trebouxia rakud pruunikast narmassamblikust Bryoria fuscescens (Tarhanen et
al., 2000), (c) kahjustamata ja (d) kahjustatud, rohkete vakuoolidega hiiiifid epiliitsest
seenekooslusest (de los Rios et al., 2004). Téhistused: [w] — rakukest; [c] — kloroplast; [L] —

tsiitoplasma lipiidid; [m] — mitokonder; [p] — plasmoliiiis; [v] — vakuool.
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Ultrastruktuursete kahjustuste puhul eristatakse tavaliselt kuut staadiumi, millest esimese
puhul on rakk terve. Jirgnevates faasides annavad fotobiondi kahjustustest mirku néiteks
kloroplasti kuju muutused, tsiitoplasma tihenemine, vakuooli sisaldiste ladestumine ja
tillakoidide lagunemine. Miikobiondis toimub samal ajal mitokondrite pundumine,
vakuoolide ruumala ja hulga suurenemine, varuainekogumitete vihenemine ja tsiitoplasma
somerdumine (Holopainen & Kauppi, 1989; Gries, 1996; joonis 4). Tavaliselt vaadeldakse
pigem fotobiondi organelle, sest nende struktuur on reeglina selgemalt eristatav (Eversman
& Sigal, 1984). Lisaks organellidele vaadeldakse elektronmikroskoobiga veel tallusekihtide
struktuuri, eriti hiilifide ja koorkihi ehitust ning vett tdrjuvate iithendite paiknemist

(Hyvérinen, 1992; Dyer, 2002).

Elektronmikroskoopiat kasutatakse enamasti happevihmade, viiveldioksiidi, osooni ja
raskemetallide mdjude hindamiseks organellide voi tallusekihtide tasemel, sest sellised
tugevad saastajad tekitavad iseloomulikke ehituslikke muutusi (Holopainen & Kauppi,
1989; Tarhanen et al., 1997; Tarhanen, 1998; Purvis et al., 2000; Garty et al., 2002a; Hauck,
2003). Metsasamblikel on laialdaste rakukahjustuste otsimise asemel otstarbekam uurida
talluse struktuuri: koor- ja vetikakihi ehitust ning neid moodustavate hiiiifide iseloomulikke
tunnuseid. Niiteks on leitud, et elektronmikroskoobiga néhtavad vett tdrjuvad iithendid
hiitifide pinnal on samblike stimbioosi toimimiseks héddavajalikud, sest nende paiknemine
reguleerib vee liikumist talluses (Dyer, 2002; Trembley et al, 2002). Niiteks harilikku
hallsamblikku Hypogymnia physodes uurides leiti, et kuivast kasvukohast périt isenditel olid
seenehiiiifid paksuseinalised nii koor- kui ka vetikakihis ning nende pinnale oli ladestunud
tihendav geeljas mass. Seevastu niiskemas kliimas kujunes tallus 60nelisemaks ja vetikakihi

hiiiifide kestad dhemaks (Hyvirinen, 1992).

2.3.5. Hinnang meetoditele

Mikroskoopia meetodite suur eelis on nende universaalsus — sisestruktuuri saab uurida k&igil
samblikel. Teisalt ei saa koiki mikroskoopias vaadeldavaid tunnuseid pidada piisavalt
sisukaks. Elektronmikroskoopias voib kiill vaadelda véga erinevaid kahjustuste astmeid, ent
optimaalsele ldhedastes tingimustes ei ole organellide vaatlused enam informatiivsed. Kuigi
valgus- ja fluorestsentsmikroskoopia abil saab ndidata erinevusi ka heas seisundis talluste
vahel, ei ole need muutused eriti suured. Kdik mikroskoopia meetodid vajavad aparatuuri,

on destruktiivsed ja ainult sisetingimustes kasutatavad.
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3. TALLUSE KASVUL POHINEVAD MEETODID

3.1. KASVU OLEMUS

Organismi kasvu mdistetakse kui tema mddtmete suurenemist (Masing, 1992). Sambliku
kasv tihendab talluse lineaarse mddtme, pindala ja/vdi biomassi suurenemist. Kasvu on
peetud vordlemisi objektiivseks talluse vitaalsuse néitajaks, kuna seda mdjutavad nii
sisemine seisund kui ka keskkond. Sisemistest teguritest médidravad samblike kasvu foto- ja
miikobiondi liik, talluse vanus, geno- ja fenotiiiip (Hill, 2002). Viilistest teguritest mdjutavad
metsasamblike kasvu substraat (puu vanus, koore pH, keemiline koostis ja temperatuur),
vee, toitainete ja valguse kittesaadavus, dhusaaste ja biootilised faktorid (nt herbivooride
kahjustused ja konkurents) (Nash, 1996b; Hill, 2002; Will-Wolf et al, 2002a, 2004;
Dahlman & Palmgvist, 2003; Gaio-Oliveira et al., 2004a). Samadel keskkonnatingimustel ei
ole kasv siiski itheselt miératletud, vaid voib tugevasti varieeruda isegi sama talluse harude

vahel (Nash, 1996b; Palmgvist, 2000).

Talluse mddtmete suurenemisel toimub foto- ja miikobiondi samaaegne, koordineeritud ja
tasakaalustatud ressursijaotusega kasv, mille komponendid on rakujagunemine ja
ekspansioon (Nash, 1996a, 1996b; Dahlman, 2003). Seega pidurdub kasv ka ainult iihe
siimbiondi kahjustumisel. Kasvuprotsessis domineerib miikobiont, kes kontrollib fotobiondi
kasvu ja paneb aluse apikaalsele ehk pikenemiskasvule, mille tagab turgor seeneniidistikus.
Hiiiifid pikenevad kd&ige intensiivsemalt talluse servas, holmatippudes (Dahlman, 2003).
Fotobiont mdjutab kasvu siisiniku metabolismi kaudu. Kui kasvuks vajalikud mineraalained
jouavad molema siimbiondini atmosfdirist, siis biosiinteesiks ja energiaallikaks vajaliku
ning turgorit tagavate osmootsete iihendite koostises oleva siisiniku hangib ainuiiksi
fotobiont (Nash, 1996a; Palmqvist, 2000). Seetdottu on talluse kasv otseselt seotud
metaboolselt aktiivsele tallusele langeva kiirguse hulgaga (Palmqvist & Sundberg, 2000).
Kuna talluse biomass koosneb pohiliselt siisivesikute ekvivalentidest, siis on sambliku kasv
vordelises seoses fotosiinteesis toodetud ja hingamisest iile jddnud siisiniku kogusega
(Palmgyvist, 2000). Sealjuures on samblike biomassi kasv seotud rohkem siisiniku ja pindala

suurenemine lammastiku omastamisega (Sundberg et al., 2001).

Keskkonnatingimustest mdjutavad sambliku kui terviku modtmete suurenemist pShilised
fotosiinteesi intensiivsust maiidravad tegurid: vee kittesaadavus, Ohu ja substraadi

temperatuur ning siisihappegaasi kontsentratsioon dhus (Nash, 1996b). Eelkdige méidravad
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kasvu perioodid, mil tallus on niiske. Mérja ja metaboolselt aktiivsena limiteerib sambliku
kasvu valguse kittesaadavus, temperatuur on aga suhteliselt ebaoluline (Armstrong, 1974;
Nash, 1996b). Optimaalsetel tingimustel suudavad samblikud valgusenergiat biomassiks
muundada sama efektiivselt kui soontaimedki (Palmqvist & Sundberg, 2000; Dahlman,

2003).

Tavatingimustes kasvavad samblikud siiski aeglasemalt kui enamik soontaimi, mistdttu
tiksiktalluse kuist kasvu saab miérata vaid tiksikutel kiiremini kasvavatel liikidel — néiteks
kilpsambliku Peltigera perekonna liigid voivad kasvada kuni 27 millimeetrit aastas (Gries,
1996). Sagedamini mdddetaksegi talluse aastast juurdekasvu. Lehtja tallusega liigid kasvad
keskmiselt 0,5-4, pddsasjad 1,5-5 ja koorikjad 0,5-2 millimeetrit aastas, samas paljud liigid

iiletavad oma kasvuvormile iseloomulikku keskmist vairtust (Nash, 1996b).

Kasvukiiruste varieeruvus tuleneb osaliselt erinevatest kasvumustritest, mis jagatakse
kolmeks: pseudomeristeemne, interkalaarne ja korrapédratu kasv. Neist on enim uuritud
ainult talluse tsentri vdi tipuosade pseudomeristeemses voondis toimuv kasv, mis on
iseloomulik lehtjale ja pddsasjale kasvuvormile (nditeks harilikul seinakorbal Xanthoria
parietina ja sugukonnas kilpsamblikulised Peltigeraceae). Teiseks esineb liike (nt harilik
kopsusamblik Lobaria pulmonaria), kes lisaks tsentrile vOi tipuosale laienevad ka
vanematest talluseosadest. Koige vidhem on wuuritud korvsamblikuliste sugukonnale
Umbilicariaceae omast Kkorrapdratut kasvumustrit, kus koigil talluseosadel on
kasvamisvdime. Selline kasv on ka hariliku pdissambliku Lasallia pustulata iseloomuliku
krisulise serva pohjus. Lisaks vOivad kasvumustrid omavahel kombineeruda (Honegger,

1996).

3.2. UKSIKTALLUSE KASVU MOOTMINE

Vaatamata suurele varieeruvusele liikide ja kasvuvormide vahel, piiiitakse siiski leida
universaalseid kasvu hindamise viise. Kasvu modtmise meetodid saab iildjoontes jagada
kolmeks: lineaarsed, pindalalised ja massi moddtmised (Hill, 2002). Kuigi kasv on
kolmemd&otmeline protsess, viljendatakse seda enamasti lineaarses mddtmes — raadiuse
suurenemise (lehtjas ja koorikjas tallus) vdi harude pikenemisena (pddsasjas tallus)
millimeetrites aasta kohta (Nash, 1996b; Palmqvist, 2000). Erinevalt paljudest
mikroorganismidest ja kdrgematest taimedest ei ole samblike pikenemiskasv oma olemuselt

logaritmiline, vaid on siirdevorm eksponentsiaalse ja lineaarse kasvu vahel (Armstrong,
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1973; Hill, 2002; Fortin & Dale, 2005). Kuna talluse ekspansioon sdltub tema pindalast ja
massist, siis enamasti arvutatakse kasvu andmetest talluse suhteline kasvumééir RGR (ingl k
Relative Growth Rate), mis viljendab modtmete suurenemist algsete mdotmete kohta ja
voimaldab vorrelda erinevates toodes saadud tulemusi (Nash, 1996b; Hill, 2002; Palmqvist,

2000).

3.2.1. Lineaarsed mootmised

Ajalooliselt vanem on talluse kasvu otsene mddtmine joonlaua, modtesirkli, kaasaskantava
mikroskoobi vO8i mikromeetriskaalat sisaldava luubiga. Kuna kasv soltub talluse suurusest,
on soovitatav modta samaaegselt eri suuruses talluste diameetreid. Kasvumiira leidmiseks
on vajalikud talluse diameetri korduvad modtmised. Selleks tehakse enne esimest modtmist
substraadile alates talluse servast talluse raadiusega samas sihis mérgid iga millimeetri jirel
(Armstrong, 1973; Hill, 2002). Talluse diameeter méératakse ainult esimesel modtmisel,
jargnevatel kordadel hinnatakse luubi abil talluse hdlmatipu asukohta substraadile mérgitud
millimeetriskaalal. Kuna kasvu moddtmine toimub pika ajaperioodi véltel, tuleb skaala
mirkimisel arvestada ka keskkonnamdjudega. Seetdttu on soovitatav jooned tdmmata
veekindla tuSiga eelnevalt virviga heledamaks toonitud taustale (Hill, 2002) v&i kraapida

peenikese ndelaga otse substraati (Armstrong, 1973).

Rohkem ja kallimat aparatuuri eeldab talluse lineaarse kasvu kaudne mddtmine fotode abil,
milleks on vajalikud fotoaparaat ja kolmjalg. Enne pildistamist kinnitatakse substraadile
tallusega samale tasandile skaala, mis 1dbib talluse kasvukeset. Vaatevilja jaetakse piisavalt
vaba ruumi talluse kasvuks. Fotode suurendamise ja ilmutamise jirel moddetakse talluse
diameetrid sarnaselt eelnevalt kirjeldatud otsesele modtmisele. Kdik modtmised fotodel
tehakse iihel radiaalsel joonel talluse kasvupunktist substraadil oleva iseloomuliku mérgini
(pragu vdi miigarik), mis on néha igal fotol (Hill, 2002). Harvem moddetakse talluseserva

kaugust iseloomulikust punktist tallusel (Armstrong, 1973).

Uksikute talluste diameetrite andmete kogumisele jirgneb tulemusi koondav andmeanaliiiis.
Vajaliku arvu modtmiste kordamisel sobivate ajavahemike jéirel arvutatakse andmetest
talluse radiaalne kasv millimeetrites aastas ja 16puks suhteline kasvuméir vastavalt samblike

jaoks vilja tootatud kasvumudelitele (Hill, 1981, 2002)
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Talluse radiaalset kasvu mdddetakse eelkdige kividel kasvavatel liikidel. Enim uuritud liigid
on kase-pruunsamblik Xanthoparmelia conspersa ja harilik kaartsamblik Rhizocarpon
geographicum. Liikide lineaarset kasvu méératakse eelkdige selleks, et rakendada andmeid
lihhenomeetrias (Calkin & Eillis, 1980; McCarthy, 1997; Armstrong, 2005a, 2005b) voi
uurida kasvuprotsessi ja tdiustada kasvumudeleid (Armstrong, 1973; Armstrong & Smith,
1996, 1998; Armstrong, 2002). Metsasamblike seisundi hindamiseks moddetakse lineaarset
kasvu suhteliselt harva ja eelistatult rippuval pddsasjal kasvuvormil. Niiteks Kalifornias
vorreldi transplantatsioonikatsetes merelise ja mandrilise kliima tingimustes kasvavate
poOdsasja sambliku Ramalina menziesii populatsioonide kasvu aastaaegade 10ikes ja leiti, et
kontinentaalses kliimas oli kasv aasta jooksul peaaegu konstantne (Boucher & Nash, 1990).
Servaefekti uurides on pddsasjate liikide tallusi modtnud Rootsi lihhenoloogid. Néiteks
oksa-tuustsambliku Alectoria sarmentosa habejaid tallusi vorreldes leiti, et kaugus
metsaservast ja talluse maksimumpikkus on véga tugevalt seotud: metsaserva pikim tallus
oli peaaegu poole lihem metsa siidames kasvavast. Andmetest jdreldus, et servaefekti
tugevaim mojupiirkond ulatus servast kahe puu pikkusele vastava kauguseni (Esseen &

Renhorn, 1997, 1998).

3.2.2. Pindalalised mootmised

Talluse pindala muutusi ei saa mddta nii otseselt kui raadiuse suurenemist. Pohilised votted
on pindala arvutamine talluse diameetrist vOi raadiusest, tallusekujulise paberiviljaldike
kaalumine (kui on teada paberi kaalu ja pindala suhe) v&i skaneerimine (Smith, 1995;
Honegger et al.,1996). Kasvuprotsessi jilgimiseks kopeeritakse sambliku kontuur kilele, ent
siis jddb tulemuse tdpsus alla poole millimeetri ja sellest jarelduvalt ei saa tallust mdota
tihedamini kui iihe aasta jérel (Gilbert, 1971; Armstrong, 1973). Pindala kasvu on soovitatav

viljendada imbermdddu kohta (Hill, 2002).

Erinevalt lineaarsest kasvust mdddetakse pindalalist kasvu suhteliselt harva. Pindala muutusi
jélgitakse enamasti tallust kunstlikes tingimustes kasvatades, et keskkonnatingimusi tipselt
kombineerides saada uusi teadmisi samblike kasvuprotsessist ja selle mojutajatest (Gilbert,
1971; Bando & Sugino, 1995; Dahlman & Palmqvist, 2003). Metsasamblike pindala kasvu
on tavaliselt moddetud lehtja kasvuvormiga liikide transplantatsioonikatsetes. Niiteks
selgitati Inglismaal haruldase laiuva kopsusambliku Lobaria amplissima kunstlikku
levitamisvoimalust talluse tiikikesi puudele kleepides. 20 aastat vildanud uurimuse

tulemusena leiti, et transplatatsioon oli edukas ka viga viikeste talluseosade siirdamisel, sest
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nad saavutasid normaalse kasvukiiruse juba esimesel aastal (Gilbert, 2002; Richardson &
Cameron, 2004). Proovitud on ka poordtransplantatsiooni. Nditeks vahetati hariliku
kopsusambliku Lobaria pulmonaria isendeid Portugali ja Rootsi elupaiga vahel, et uurida,
kuidas liik kiitub erinevates piirkondades ja mis tema kasvu limiteerib. Eeldati, et Portugali
valguskiillases metsas kasvavad modlema piirkonna isendid kiiremini, aga andmed t8estasid

vastupidist — valgus ei olnud kasvu limiteeriv faktor (Gaio-Oliveira et al., 2004a).

3.2.3. Biomassi mootmised

Biomassi mddtmiseks on vaja tallus iihes tiikis substraadilt eemaldada ja kinnitada raamile
vOi asetada anumasse, et oleks voOimalik teha korduvaid mootmisi tallust 16hkumata
(McCune et al.,1996; Hyvirinen & Crittenden, 1998; Hill, 2002; Caldiz, 2004). Massi
viljendatakse alati kuivmassina. Selle arvutamiseks koostatakse kaliibergraafik, mis seob
ohuniiskuse kuivmassi suurenemisega. Saadud andmetest arvutatakse suhteline kasvumadr
valemist RGR=(Inx>—Inx)/(t,—t;), kus kuivmassi muutus on jagatud vastava ajavahemikuga.
Biomassi kasvu on soovitatav viljendada pindala kohta, kuna biomass soltub talluse valgust
neelava pinna suurusest. Oigeks ei peeta biomassi muutuse viljendamist algse biomassi
kohta, kuna ei ole teada, kuidas olemasolev mass mdjutab massi lisandumist (Hill, 2002;

Will-Wolf et al., 2002a).

Biomassi muutusi mdddetakse tavaliselt keskkonnatingimuste moju uurimisel. Néaiteks on
uuritud ldmmastikusaaste ja happevihmade mdju maapinnal kasvavatele liikidele (Scott &
Hutchinson, 1987; Sundberg et al., 2001). Metsasamblike biomassi on mdddetud eelkdige
servaefekti kisitlevates toodes. Néiteks Rootsi kirdeosas médrati kuuel kaugusel raielangist
transplanteeritud halli hGlmasambliku Platismatia glauca ja hariliku kopsusambliku Lobaria
pulmonaria biomassi suurenemine 16 kuu jooksul. Ullatuslikult ei olnud kasv serva lihedal
aeglustunud ja korgeimad kasvuviirtused saavutati servast 12 meetri kaugusel, mitte
hdirimata metsa tuumalas (Renhorn et al., 1997). Teises, Rootsi pdhjaosas tehtud tH6s voeti
liikide asemel vaatluse alla pddsasjas (pohiliselt oksa-tuustsamblik Alectoria sarmentosa
ning perekondade narmassamblik Bryoria ja puuhabe Usnea liigid) ja lehtjas kasvuvorm
(pohiliselt harilik hallsamblik Hypogymnia physodes, toru hallsamblik Hypogymnia
tubulosa, hall hdlmasamblik Platismatia glauca, minni-rebasekdrv Vulpicida pinastri, diris-
oksasamblik Cetraria clorophylla ja vagu-lapiksamblik Parmelia sulcata) ja paigutati
raamidele kinnitatuna puudele sajameetrisel transektil, mis ulatus servast metsa keskosani.

Servaefekt viljendus biomassis vidga selgelt. Katsetest jirelduvalt oli servatingimustele
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koige tundlikum oksa-tuustsamblik Alectoria sarmentosa, mistdttu erinevus kasvuvormide
reaktsiooni vahel niis suur (pddsasja kasvuvormiga liikide biomass vihenes rohkem). Samas
leiti iillatuslikult, et pddsasjate liikide biomass suurenes kiiremini — seega ei tulenenud

nende tundlikkus aeglasest kasvust (Renhorn, 1997).

3.2.4. Hinnang meetoditele

Kasvu modtmise puuduseks on pikk ajaskaala, mistdttu tulemusi ei saa kiiresti ning
andmetes ei viljendu vahepealsed #kilised keskkonnamuutused (Gries, 1996; Hill, 2002).
Kuna samblikud kasvavad viga aeglaselt, nduab modtmine vidga suurt tdpsust, sest iga viga
mojutab oluliselt tulemust. Niiteks lineaarsete mddtmiste puhul tuleb alati mdota diameetrit
samal mottelisel sirgel ja pildistades tagada kaamerale muutumatu asend. Enne iga mddtmist
tuleb kindlaks teha, et tallus ei ole oma osi kaotanud nt tuule vdi herbivooride mdjul. Viga
oluliselt mojutab kasvu hinnangut Ohuniiskus, pOhjustades talluse pundumist voi
kokkutdmbumist, mistdttu talluse diameetrit ja pindala tuleb alati mddta konstantsetes
kliimatingimustes vOi koostada biomassi modtmiste jaoks vastav kaliibergraafik (Hill,
2002). Koige ebatipsem on talluse pindala muutuste modtmine servajoont kiledele

kopeerides, seega on see usaldusvéidrne meetod ainult ddrmiselt pikaajalistes uuringutes.

Viimased veerand sajandit kasutusel olnud samblike kasvumudeleid, millel pdhineb
kasvuandmete analiiils, arvatakse olevat reaalsusest iisna kaugel. Niiteks eeldavad need, et
fotosiinteesi intensiivsus talluseosade vahel ei erine ja loevad kasvu alustalaks siisivesikute
transporti, mille fiisioloogilisest mehhanismist on ikka veel liiga vihe teada (Nash, 1996b,

Palmgvist, 2000; Hill, 2002).

Tabel 1. Erinevate kasvu mdodtmise meetodite sobivus kasvuvormidele (Hill, 2002 jirgi).
Téhistused: [+] — meetod sobib antud kasvuvormile; [-] — meetod ei sobi antud

kasvuvormile; [+/—] — meetod on antud kasvuvormil rakendatav, aga mitte sobilik.

Kasvuvorm Meetodid

Lineaarne kasv Pindalaline kasv Biomassi kasv
pOdsasjas + - +
lehtjas + + +
koorikjas (ringjas) + + -
koorikjas (hajus) - +/— -
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Kasvumddtmiste probleemiks on ka erinevates toodes saadud tulemuste vorreldamatus.
Uhelt poolt ei saa iihildada biomassi, raadiuse ja pindala muutustest arvutatud kasvu.
Niiteks talluse diameeter vdib suureneda ilma biomassi kasvuta ja vastupidi. Teisest kiiljest
on raske vorrelda erinevate kasvuvormide kasvuméérasid (tabel 1). Kdige paremini sobib
kasvu modtmine lehtjale kasvuvormile, millel kasvu moddetakse enamasti biomassi
suurenemise vOi harude pikenemisena, sest tallus on substraadist suhteliselt kergelt
eraldatav ja eristatav. Kdige raskem on moddta koorikja kasvuvormi kasvu, mispuhul ei saa
selgelt eristada talluseserva, sest tallus moodustab substraadiga lahutamatu terviku (Biidel

& Scheidegger, 1996; Hill, 2002).

Ent kasvu mdodtmise metoodikal on ka héid kiilgi. Esiteks saab kasvu suurepiraselt moota
vilitingimustes ja see vajab minimaalselt tehnilisi abivahendeid. Teiseks on kasvu
modtmine erinevalt paljudest muudest seisundi hindamise meetoditest mittedestruktiivne ja

samal materjalil saab uurida néiteks fiisioloogilisi tunnuseid (Hill, 2002).

3.3. KATVUSE MAARAMINE

Lihtuvalt samblike aeglasest kasvust saab nende seisundit lisaks méérata veel katvuse
kaudu, mis koosneb mitme isendi kasvust. Siiski seostatakse katvuse mootmist tihti ohtruse
hindamise meetoditega, mis vastavad kiisimusele “kui palju”, ega tegele otseselt iiksiku

talluse seisundi hindamisega. (Will-Wolf er al., 2002a, 2002b).

Katvuse otsesel midramisel hinnatakse talluste osakaalu proovi alajaotustes vdi transektil
viljendatuna katvusprotsendina kogupindalast voi kogupikkusest (Will-Wolf er al., 2002a).
Okstel moddetakse katvust enamasti transektimeetodil: modtelint tdmmatakse oksa
kogupikkuses lahti ja loetakse, mitu sentimeetrit haaravad enda alla tallused. Tulemus
viljendatakse osakaaluna kogupikkusest. (Hilmo & Holien, 2002; Will-Wolf et al., 2002a).
Katvust tiivedel midratakse kas kindlale kdrgusele asetatud prooviruudul voi iimber tiive
tommatud moddulindil (Cameron, 2002; Insarov, 2002; Will-Wolf et al., 2002a). Samblike
katvust maapinnal hinnatakse nii prooviruudu- kui ka transektimeetodil, millest eelistatum

on viimane (Will-Wolf et al., 2002a).

Katvust miiratakse enamasti iildiste pikaajaliste kasvukeskkonda ja samblikukooslusi
mojutavate tegurite (Ohusaaste, eutrofeerumise, metsaraie ja kliilmamuutuste) mdju
uurimiseks (Asta et al, 2002). Eelkdige modddetakse indikaatorliikide katvust

bioindikatsioonis (Zobel, 1988; Kricke & Loppi, 2002). Lisaks bioindikatsioonile on
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metsasamblike katvust moddetud mitmetes Skoloogilistes toodes. Néiteks leiti Norras ldbi
viidud mitmeliigilisel uuringul, et servaefekt peegeldub metsas viga selgelt lehtja tallusega
liikkide hall hdlmasamblik Platismatia glauca, vagu-lapiksamblik Parmelia sulcata, toru-
hallsamblik Hypogymnia tubulosa ja Cavernularia hultenii katvuses (Hilmo & Holien,
2002). Ameerika Uhendriikides tehtud 176 metsas kasvava samblikuliigi ohtruste uuring
nditas, et lileminekugradiendil mereliselt kliimalt mandrilisele toob temperatuuri tdus kaasa
mirgatava muutuse suursamblike koosluste struktuuris (McCune et al., 1997). Lisaks kliima
mdjule on uuritud ka metsa vanuse ja koosseisu modju samblikukooslustele. Niiteks Kanadas
labi viidud to6s leiti, et samblike ohtrus suureneb metsa vanusega ja jouab platoole umbes
120-aastases metsas. Sealjuures jidnukpuud ei taga kdigi epifiilitide plisimajddmist (Price &
Hochachka, 2000). Metsa vanus mdjutab katvust eelkdige levikumehhanismide kaudu —
vana suur puu on olnud kauem kolonisatsioonile avatud, paljunemisstruktuurid jadvad suure
tdendosusega tema pragudesse pidama ja iseloomulik koorekeemia soodustab talluse
kujunemist (Johansson & Ehrlen, 2003). Samblike katvust on mdddetud ka kui faktorit, mis

vihendab teiste liikide (nditeks limakute) liigirikkust (Schnittler & Stephenson, 2000).

3.3.1. Hinnang meetodile

Katvushinnang on kasvu moGtmisest monevOrra universaalsem, sest vihemalt
transektimeetodiga saab hinnata k&igi kasvuvormide katvust. Erinevates toddes saadud
katvuste vorreldavus ja tidpsus on kiisitav, sest kuigi katvushinnang ei soltu prooviruudu
suurusest, on hinnang 15ppkokkuvottes siiski subjektiivne: tulemused modtjate vahel
erinevad ja paratamatult ei ole alati voimalik iiheselt miiratleda talluse piirjooni (Will-Wolf

et al., 2002a, 2002b, 2004).

Katvuse mootmise head kiiljed on tema sobivus vilitingimustesse, mittedestruktiivsus ja
odavus. Toomahukuse tottu ei peeta katvuse hindamist iildistes biomitmekesisuse uuringutes
ja seireprogrammides kasutamiseks sobivaks (McCune & Lesica, 1992; Will-Wolf et al.,

2004).
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4. TALLUSE FUSIOLOOGIAL POHINEVAD MEETODID

4.1. ENERGEETILISE SEISUNDI HINDAMINE

Samblike energeetilise taseme siilitamises on olulised kaks pdohilist protsessi: fotosiintees,
mis toodab, ja hingamine, mis kulutab energiat. Samblike olemus tingib, et fotosiinteesi viib
lébi vaid fotobiont ja hingamises domineerib samblikus iilekaalus olev miikobiont. Sellest
ldhtuvalt peavad organismi piisiva elutegevuse kindlustamiseks olema samblikus tasakaalus

fotosiintees, hingamine ning siimbiontide hulk (Palmgqvist, 2000).

4.1.1. Samblike fotosiinteesi efektiivsus

Samblike fotosiintees erineb oluliselt taimede kui peamiste fotosiinteetiliste organismide
omast. Esiteks ei ole samblikel lehelaadseid pohiliselt fotosiinteesivatest rakkudest
koosnevaid struktuure, vaid fotobiont on timbritsetud seeneniidistikust (Green & Lange,
1995). Teiseks limiteerib mittenitrifitseerivatel samblikel klorofiilli ja seeldbi ka valgust
siduvate komplekside hulka ldmmastik, mis jouab tallusesse ainult mirg- voi
kuivdepositsioonil (Palmqvist, 2000). Kolmandaks méédrab samblike poikilohiidriline
iseloom nende vdime fotosiinteesida vaid kiillaldase niiskusega perioodidel. Nendest
punktidest jirelduvalt on samblike netofotosiintees kuivmassi vdi pindala kohta juba
olemuslikult viiksem kui taimedel (Palmqvist, 2000; tabel 2). Selle peamiseks pohjuseks ei
ole aga mitte erinevused fotosiinteesiprotsessis, vaid eelkdige samblike vihene klorofiilli
sisaldus. Kui véljendada samblike netofotosiinteesi kiirust klorofiilli sisalduse kohta, on

samblike ja taimede vastavad véairtused viga ldhedased (Green & Lange, 1995; tabel 3).

Pohilised fotosiinteesi efektiivsust mdjutavad keskkonnategurid on vee, limmastiku ning
siisihappegaasiga varustatus, valgustatus ja temperatuur (Green & Lange, 1995; Nash,
1996b; Palmqvist, 2000). Soodsate keskkonnategurite mdju samblike fotosiinteesile ei ole
aga enamasti iihene. Oluline on tingimuste optimaalsus, sest fotosiinteesi soodustava teguri
mdju vOib piirvidrtust iiletades olla vastupidine. Néiteks siimbiontse vetikaliigi Trebouxia
puhul on tdestatud, et kdrge siisihappegaasi kontsentratsioon pirsib fotosiinteesi (Palmqvist
et al., 1997; Palmqvist, 2000). Liiga intensiivne valguskiirgus mdjub fotobiondile veelgi

otsesemalt, tekitades fotoinhibitsiooni '° (Palmqvist, 2000). Erinevatel samblikuliikidel

'% Fotoinhibitsioon — II fotosiisteemi aktiivsuse langus liigvalgusest tingitud kahjustuste tagajirjel (Bjorkman &
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mojutavad fotosiinteesi efektiivsust samad tegurid, kuid optimaalsete tingimuste véartused
on erinevad. Niiteks rohevetikat Trebouxia sisaldavad samblikud suudavad fotosiinteesida
ka Shus veepotentsiaaliga miinus 10 MPa, kuid tsiianobakteri Nostoc puhul saab fotosiintees
kidivituda alles vedela veega niiskumisel. Teisalt on lisaks keskkonnategurite optimaalsusele
oluline ka fotosiinteetiliselt aktiivsete perioodide kestus ja sagedus. Kui tallus on aktiivne

vaid lithikest aega ja harva, ei iileta siisiniku sidumine enam hingamist (Dahlman, 2003).

Tabel 2. Samblike ja taimede maksimaalse siisihappegaasi netoassimilatsiooni kiiruse

vOrdlus pindala ja kuivmassi kohta vorreldes taimedega (Green & Lange, 1995).

Organism CO; netoassimilatsiooni kiirus

pindalatihiku kohta  kuivmassi ~ kohta

(mg CO,dm>h™) (mg CO,mg"'h™)
samblikud 0.5-2.0 0.3-5.0
C4 rohttaimed 30-80 60-140
C3 rohttaimed 20-45 30-60
heitlehelised puud  10-20 15-25
igihaljad puud 5-18 4-18
sonajalad 3-5
sammaltaimed <3.0 0.6-3.5

Tabel 3. Samblike maksimaalne netofotosiinteesi kiirus klorofiilli sisalduse kohta vorreldes

soontaimedega (Green & Lange, 1995).

Organism Netofotosiintees
mg CO, mg”' Chl h'!
Soontaimed
Alnus glutinosa 4.0
Picea abies 4.8
Samblikud
Pseudocyphellaria dissimilis 5.6
Parmelia capertata 4.0
Cladonia rangiformis 1.5-3.0
Peltigera praetextata 18.5
Umbilicariaceae 0.26-1.01

Sisemistest teguritest mojutavad siisiniku sidumise efektiivsust fotobiondi liigiomane
fotosiinteesivdimekus, stimbiontide siisinikuvajadus (Dahlman, 2003) ja osakaal, talluse
suurus, vanus ning klorofiilli sisaldus (Palmqvist, 2000; Tretiach & Carpanelli, 1992).

Fotosiintees ja hingamine kui membraansed protsessid soltuvad ka sisemembraanide

Demmig-Adams, 1995)
27



terviklikkusest ja rakusisesest pH gradiendist (Gries, 1996). Eelkdige reguleerib fotobiondi
hulka ja méérab fotosiinteesi efektiivsuse talluse siisivesikuvajadus (Palmgqvist, 2000), sest
pohiline fotosiinteesi efektiivsust langetav protsess — hingamine — toimub ka fotosiinteesiks
ebapiisavates niiskustingimustes (Green & Lange, 1995; Dahlman, 2003). Fotosiinteesi
efektiivsust mojutavad véliskeskkonna tingimused ja osa sisekeskkonna omadustest on
sambliku poolt kontrollimatud, kuid ometigi peab organism olema pidevalt varustatud
elutegevuseks vajaliku energiaga. Seetdttu on oluline sobivates tingimustes kohandada
fiisioloogilisi protsesse ja siduda siisinikku v&imalikult intensiivselt, et elada iile ka

ebasoodne periood.

4.1.2. Fotosiinteesi intensiivsuse hindamine

4.1.2.1. Klorofiilli fluorestsentsil pohinev fotosiinteesi intensiivsuse mo6tmine

Sarnaselt teistele fotosiinteesivatele organismidele suunatakse samblikes osa klorofiilli
molekulides neeldunud valguskvantidest fotokeemilistesse reaktsioonidesse (Gries, 1996;
Roger & Weiss, 2001). Klorofiilli fluorestsentsiks nimetatakse néhtust, kui sinise vdi punase
valgusega ergastatud klorofiilli molekulid emiteerivad kaugpunase lainepikkusega
footoneid, kusjuures energiate vahe eraldub soojusena (Jensen, 2002). Fluorestsentsi
pohjustavad ainult need kvandid, mis jiddvad fotosiinteesis kasutamata (Gries, 1996; Roger
& Weiss, 2001). Seetdttu annavad klorofiilli fluorestsentsi parameetrid informatsiooni

fotosiinteesiaparaadi seisundi kohta (Jensen, 2002).

Klorofiilli fluorestsentsi modddetakse spetsiaalsete analiisaatoritega, mille iildnimetus on
PAM (ingl k Pulse Amplitude Modulated Fluorometer). Enne mootmiste alustamist on
olulised mitmed eelt6od: talluse niisutamine fiisioloogilise aktiivsuse kindlustamiseks ja
pimendamine, milleks kaetakse tallus pooleks tunniks néiiteks sameti voi fotograafias
kasutatava valguskindla musta paberiga (Laisk & Eichelmann, 2001; Jensen & Kricke,
2002). Kui hinnatakse suurema arvu samblike seisundit vélitingimustes, on aja kokkuhoiu
mottes soovitatav teha need ettevalmistused modtmisele eelneval ohtul (Jensen & Kricke,
2002). Moned uurijad soovitavad leida lithima pimeadaptatsiooni aja katsetades. Piisav v&ib
olla ka vaid kiimme minutit viltav pimendamine (Garty et al., 2000, 2002b). Mddtmisel
esmalt pihustatakse tallusele vett ja liigsest veesisaldusest tingitud néiliselt madalama
aktiivsuse viltimiseks eemaldatakse tilgad kuivatuspaberiga. Seejdrel kinnitatakse veel
valguskindlalt kaetud tallusele muutumatus asendis mootmisi tagav klamber ning 16puks

tihendatakse fiiberoptilise valgusjuhtme otsad klambri ja mdoteinstrumendiga (Jensen, 2002;
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Jensen & Kricke, 2002). Kui mdddetakse ainult II fotosiisteemi maksimaalset efektiivsust
pimeadapteeritud proovides (F,/Fn)"', piisab klambri paigalhoidmisest kiega (Jensen &
Kricke, 2002). Mugavam fikseerimisvdimalus on kasutada hiljuti samblike ja
sammaltaimede seisundi hindamiseks vilja tootatud statiivi ja kinnitada aparatuur talluse
kohale (Schlensog & Schroeter, 2001). Samblike klorofiilli fluorestsentsi mddtmisel on
soovitatav sittida kiillastava valguse tugevuseks 2000-4000 pmol footoneid / m’ s ja
kestuseks iiks sekund, pideval valgusel aga vastavalt 50 v&i 100 umol footoneid / m* s ning
kestuseks kiimme minutit. Sellised piirangud on vajalikud, sest tugevam valgus kui 4000
pmol footoneid / m® s voib kahjustada fotosiinteesiaparaati ja seeldbi saadakse anomaaliad
nditeks parameetri F,/F,, mddtmisel. Lisaks aparatuuri seadistusele on mddtmisel oluline
jélgida ka keskkonnatingimusi (Jensen & Kricke, 2002). Kdiki fluorestsentsiparameetreid
mojutab temperatuur, niiteks kiilmemates tingimustes vOib saada tegelikust madalama
maksimaalse  emissiooni F,,  vididrtuse. Seetdttu on soovitatav  paralleelselt
fotosiinteesiuuringutega modta ka dhutemperatuuri talluse kohal, eriti siis, kui vorreldakse

paljusid tallusi v&i populatsioone (Smith & Gremmen, 2001; Jensen & Kricke, 2002).

Tiiiipilised samblikel jélgitavad ning automaatselt modddetavad klorofiilli fluorestsentsi
parameetrid on F,/Fy,, ®pgiy ja NPQ. Iga niitaja informatiivsus oleneb uuringu eesmérkidest.
Parimaks iildise vitaalsuse niitajaks peetakse pimeadapteeritud proovides moddetavat
parameetrit F,/Fy,, mis viljendab II fotosiisteemi maksimaalset vdimalikku efektiivsust ning
korreleerub funktsionaalsete II fotosiisteemi reaktsioonitsentrite hulgaga (Calatayud et al.,
1996; Jensen & Kricke, 2002). F,/F,, on parim varase stressi néitaja, sest selle vidirtus
reageerib ka keskkonnatingimuste halvenemisele, kui sambliku fotosiinteesiaparaat on
kahjustamata (Gauslaa et al., 1996). Selle suhteliselt kiirelt ja lihtsalt mdddetava niitaja
normaalviirtus samblikel on vahemikus 0.6-0.76. Madalamad védrtused viitavad talluse
kahjustustele (nt fotoinhibitsioonile) mitmesuguste keskkonnatingimuste (kuivuse,
ddrmuslike temperatuuride, liigvalguse) tagajérjel ja vihenenud kasvupotentsiaalile (Roger
& Weiss, 2001; Jensen & Kricke, 2002). Kui see nditaja langeb aga madalamale kui 0.1,
loetakse samblik surnuks. Erandiks on moningaid koorikjaid, tsiianobakterist fotobiondiga ja
sugukonna lapiksamblikulised Parmeliaceae liigid, kellel II fotosiisteemi maksimaalne
efektiivsus ongi keskmisest madalam (0.5-0.6) (Gauslaa et al., 1996; Jensen & Kricke,
2002). Teisest kiiljest on aga néiteks happevihma jarel liigil Cladonia cristatella mdddetud

tavapiraseid ja saastunud ohuga aladel sambliku Parmelia quercina proovides keskmisest

"'E, — maksimaalne fluorestsentsi saagis, leitakse pimeadapteeritud proovi hetkeliselt valgusega ergastades;
F,=F,, — F,, kus F, on fluorestsentsi emissiooni saagis madalas foonvalguses, kui kdik II fotosiisteemi tsentrid
on avatud (Jensen, 2002)
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veidi korgemaidki F,/F, tasemeid (Calatayud et al, 1999; Backor & Fahselt; 2003).
Parameetriga F,/F,, soovitatakse korvutada ®pgy vidrtust, mis véljendab II fotosiisteemi
tegelikku efektiivsust valgustatud proovides. Kui wuuritakse fotosiinteesiga seotud
stressindhte, on soovitatav F,/F, viirtuse asemel jilgida parameetrit NPQ.
Mittefotokeemiline kustutaja NPQ viljendab soojusena eralduvat valgusenergiat ning annab
fotoprotektsiooni ja fotoinhibitsiooni kohta tdpsemat infot kui II fotosiisteemi maksimaalse
voimaliku efektiivsuse moodtmine (Jensen & Kricke, 2002). Erinevalt F./F, mo&tmisest
tuleb parameetrite @psy ja NPQ puhul arvestada sdltuvust timbritsevast temperatuurist ja

valguse intensiivsusest, kuid samas ei ole vajalik eelnev pimeadaptatsioon (Jensen, 2002).

Klorofiilli fluorestsentsi mddtmine on védga populaarne meetod kd&igi fotosiinteesivate
organismide seisundi hindamisel (Roger & Weiss, 2001; Jensen, 2002). Samblikel on see
meetod sobiv uurimaks keskkonnatingimuste muutustega kohanemist pikema aja viltel.
Niiteks Norras moddeti klorofiilli fluorestsentsi parameetreid F,/Fp,, ®psyr ja NPQ harilikul
seinakorbal Xanthoria parietina ning leiti, et sambliku kohanemisvdime tagasid nii
fotobiondi Trebouxia fotosiinteesiaparaadi omadused kui ka miikobiondi osalus
fotoprotektsioonis, tootes tugevama kiirgusega perioodil rohkem kaitsvat pigmenti parietiini
(Vrablikova et al., 2006). Meetodi efektiivsust kinnitab ka Hispaanias tehtud katse, kus
harilikul kopsusamblikul Lobaria pulmonaria tdestati parameetri F,/F;, tundlikkus
veestressile (Chakir & Jensen, 1999). Rootsis tehtud katsetes liikidega islandi kidokorv
Cetraria islandica, harilik hallsamblik Hypogymnia physodes, harilik kopsusamblik Lobaria
pulmonaria ning tihn-kilpsamblik Peltigera aphthosa kasutati vitaalsuse médramiseks
klorofiilli fluoresentsi parameetreid ja need osutusid ka talluse kasvu ja mikrokliimaga histi
korreleeruvaks (Palmqvist & Sundberg, 2000). Kuid sarnane hariliku kopsusamblikuga
Lobaria pulmonaria tehtud transplantatsioonikatse Norras niitas, et parameeter F./Fy,
viljendab vaid hiljutist kahjustust ega ole informatiivne krooniliste kahjustuste puhul
(Gauslaa & Solhaug, 2000). Ukski klorofiilli fluorestsentsi parameeter ei ole universaalne

vitaalsusindikaator, sest informatiivsus varieerub soltuvalt katse tilesehitusest.

4.1.2.2. Klorofiilli sisalduse mééiramine

Klorofiilli sisaldus on pdhiline samblike fotosiinteesi limiteeriv ja seeldbi vitaalsust mdjutav
faktor (Green & Lange, 1995). See on keskkonnale tundlik fiisioloogiline tunnus, mis annab
kahjustustest mirku enne kasvu ja morfoloogia muutusi. Enim méiératud nditajad on

klorofiilli a, klorofiilli b ja kogu klorofiilli hulk ning dhusaaste hindamisel lisaks klorofiilli—
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feofiitiini'® suhe. Siiski tuleb arvestada, et koigil samblikuliikidel ei esinegi klorofiilli b

(Brown, 1980).

Kuna klorofiilli sisalduses on miérgatavad looduslikud erinevused, soovitatakse votta
proovid massiga umbes 20 milligrammi védhemalt viies korduses ja samal kaugusel
talluseservast seda kaasamata (Boonpragob, 2002; Gauslaa et al., 1996). Pigmendid tuleks
eraldada esimesel voimalusel ja siilitada ekstrakti analiiiisimiseni kiilmas (Gonzalez, 2001).
Pigmendid vabastatakse materjalist atsetooni vodi dimetiiiilsulfoksiidiga, mis ldhuvad
kloroplastide membraani. Ekstraheerimiseks hoitakse segu tavaliselt 40-45 minutit
pimeduses 60-65 °C juures, kuid tiksikutes tdodes peetakse piisavaks ka 30 minutit 40 °C
juures (Calatayud et al., 1996; Boonpragob, 2002; Palmqvist et al., 2002; Gaio-Oliveira et
al., 2004b). Pigmentide ekstraheerimise protsess on vidga tundlik. Sekundaarsed
samblikuained vdivad nditeks pohjustada klorofiilli lagunemist, mistdttu tuleb kasutada liike,
kellel need puuduvad, vdi eemaldada samblikuained eelnevalt atsetooniga pestes
(Boonpragob, 2002). Samuti v&ib tulemuste tdpsust mojutada ekstraheerimissegu koostis.
Niiteks metanool pdhjustab klorofiilli oksiideerumist ja spektri nihkumist madalama
lainepikkusega aladele, mistottu pigmentide eraldamiseks on soovitatav kasutada pigem
dimetiiiilsulfoksiidi voi atsetooni (Gonzalez, 2001; Brown, 1980). Klorofiilli stabiilsust
tostab poliiviniiiilpoliipiirolidooni vdi Na,COj; lisamine (Beekley & Hoffman, 1981; Backor
& Fahselt, 2003). Ekstraheeritud pigmentide hulka méératakse spektrofotomeetriliselt,
modtes lahuse optilist tihedust lainepikkustel 648 ja 665 nm vdi 645 ja 663 nm (Tretiach &
Carpanelli, 1992; Boonpragob, 2002). Vastavalt valguse neeldumisele (OD) kindlal
lainepikkusel arvutatakse klorofiilli sisaldused milligrammides liitri kohta. Selleks
kasutatakse jirgnevat kahte valemikomplekti, mis on moeldud vastavalt dimetiiiilsulfoksiidi
(mddtmised tehakse lainepikkustel 648 ja 665 nm) ja atsetooni (mddtmised tehakse

lainepikkustel 645 ja 663 nm) lahusele:

Chla+b =20.34 OD648 +7.49 OD665 Chla+b =20.21 OD645 + 8.020D663
Chl a=14.85 OD665 -5.14 OD648 Chla=12.72 OD663 —-2.69 OD645
Chl b = 25.48 ODgyg — 7.36 ODggs Chl b= 22.87 ODgys5 — 4.68 ODgs3

Lopuks viljendatakse pigmentide sisaldus milligrammides kuivmassi kohta (Tretiach &

Carpanelli, 1992; Fahselt et al., 2001; Boonpragob, 2002).

2 feofiitiin — hapete toimel klorofiilli molekulist Mg** eraldumisel tekkiv pruun fluorestseerumatu ithend
(Miidla, 1984b)
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Klorofiilli sisaldus on suhteliselt levinud vitaalsuse indikaator. Rootsi ja Poola
lihhenoloogide katsed niitavad, et hariliku kopsusamblikul Lobaria pulmonaria osutavad
seisundi muutusele samavééirselt nii klorofiilli a kontsentratsioon kui ka klorofiillide a ja b
suhe, ning konstantsetes tingimustes need néitajad oluliselt ei muutu (Gauslaa & Solhaug,
2000; Gaio-Oliveira et al, 2004b). Samuti vastab hariliku kopsusambliku
fotosiinteesipigmentide sisaldus sujuvalt aastaaegade vaheldumisele, mis viitab, et klorofiilli
sisalduse muutmine on samblikel oluline aklimatsioonimehhanism (Schofield et al., 2003).
Liigil harilik kitsesamblik Parmelia caperata on mdddetud klorofiilli sisaldust paralleelselt
maksimaalse netofotosiinteesi ja hingamisega. Selle tulemusena selgus, et klorofiilli sisaldus
osutab viga histi erinevatele arengufaasidele, olles viike soreedidega kaetud ning suur

kasvavates tallusepiirkondades (Tretiach & Carpanelli, 1992).

4.1.2.3. Hinnang meetoditele

Klorofiilli fluorestsentsi mdotmise eelisteks on rakendatavus vilitingimustes, suur tidpsus,
lihtsus, kiirus ja informatiivsus (Jensen & Kricke, 2002). Meetod ei ole destruktiivne ja seda
saab kasutada koigil kasvuvormidel. Aparatuuri olemasolul ei kaasne klorofiilli
fluorestsentsi modtmisega ka méarkimisvédrseid edasisi kulutusi. Ka klorofiilli hulga
midramine on tundlik ja suhteliselt lihtne. Ent erinevalt fluorestsentsi modtmisest on see
destruktiivne meetod, mille puhul laborit66 on véltimatu. Lisaks on mitmeid rakenduslikke
piiranguid: fotosiinteesipigmentide hulka kuivmassi kohta ei saa méérata koorikjatel ja ei ole
soovitatav modta samblikuaineid sisaldavatel liikidel (Boonpragob, 2002). Tipsete
tulemuste saamiseks peab reaktsioonitingimusi hoolsalt kontrollima, sest klorofiill on
ddrmiselt lagunemisaldis (Brown, 1980). Nii klorofiilli fluorestsentsi kui ka
kontsentratsiooni moddtmiste suur puudus on iihekiilgsus — hinnata on vdimalik vaid

fotobiondi seisundit (Jensen & Kricke, 2002).

4.1.3. Hingamise intensiivsuse mootmine

Fotosiinteesi intensiivsuse véértuste suurema informatiivsuse tagamiseks tuleks need
korvutada samblikes toimuva vastandliku protsessi — hingamisega, milles osaleb ka
miikobiont. Hingamine mojutab energeetilist seisundit samblikel teravamalt kui taimedel,
sest hingamises domineeriv seenkomponent ise ei fotosiinteesi. Siiski, keskmiselt hingavad
samblikud 20 °C juures intensiivsusega 1-3 milligrammi siisihappegaasi grammi kuivmassi

kohta tunnis, mis ei erine suurel midral vastavatest vidrtustest taimedel (Green & Lange,
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1995). Energeetiliselt koormavamaks muutub hingamine mitmesuguste
keskkonnatingimuste muutudes. Olulisim hingamise intensiivsust mdjutav tegur on
temperatuur. Keskkonna soojenemisel 10 °C vorra intensiivistub hingamine kaks kuni kolm
korda (Nash, 1996b; Palmgqvist, 2000). Hingamine toimub ka siis, kui fotosiinteesi
kdivitumiseks veel niiskust ei piisa ja sarnaselt temperatuuri mojuga suureneb talluse
veesisalduse tdustes. 22% veesisalduse juures on samblikel vee kompensatsiooni punkt, kus
fotosiintees on piisav, et tasakaalustada hingamine. Suurematel veesisaldustel on iilekaalus
siisihappegaasi sidumine (Nash, 1996b). Gaasivahetus on tihedalt seotud ka metaboolsete
protsessidega talluses. Nditeks suuremal ldmmastiku sisaldusel on ka hingamine
intensiivsem, sest valkude anabolism on energiamahukas protsess (Green & Lange, 1995;
Dahlman, 2003). Korge klorofiilli- ja limmastiku sisaldusega samblikuliigid hingavad

intensiivsemalt (Palmqvist et al., 2002).

Levinuim on gaasivahetuse modtmine suletud siisteemis. Selleks suletakse niisutatud
samblik minutiteks kiivetti ja infrapuna-analiisaator mdddab muutusi siisihappegaasi
kontsentratsioonis, mis 1opptulemuses viljendatakse talluse kuivmassi kohta. Modtmise
viltel hoitakse Ohuniiskus ja temperatuur kambris vdimalikult konstantsed (Nash, 1996b;
Deltero et al., 1999). Tipsete tulemuste saamiseks on soovitatav modtekiivetti sisenev dhk
eelnevalt kuivatada, sest siisihappegaas ja veeaur neelavad samavéirselt infrapunast valgust.
Et viltida fotosiinteesi segavat toimet, tuleb mddtmised teha pimeduses (Tamayo et al.,
2001). Vihekasutatud alternatiiv siisihappegaasi muutuste modtmisele on hapnikul pohinev

analiiiisisiisteem (Jensen, 2002).

Siisihappegaasivahetust on mdddetud tuustsamblikel Alectoria ja narmassamblikel Bryoria,
et seletada nende erinevaid kasvuvoondeid vorastikus. Kaks aastat vidldanud uurimus
selgitas vilja, et soltuvalt mikrokliima ja fiisioloogia erinevustest saavutavad tuustsamblikud
maksimaalse netofotosiinteesi ja kasvu madalamal positsioonil voras. Narmassamblike
korge positsiooni tingib aga nende tundlikkus pika hiidratatsiooniperioodi suhtes (Coxson &
Coyle, 2003). Katsetes kandsamblikuga Dictyonema glabratum leiti, et hingamine osaleb

homeostaasis temperatuuriga kohanemisel (Larcher & Vareschi, 1988).

4.1.3.1. Hinnang meetodile

Samblike hingamise modtmine on destruktiivne laborimeetod, mis vajab spetsiaalset
aparatuuri. Teise rakendusliku piiranguna ei ole mddtmine vdimalik koorikjatel liikidel

(Jensen, 2002). Vaatamata tdiustuvale metoodikale on gaasivahetuse mddtmine samblikel
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tunduvalt keerukam kui taimedel. Esiteks ei ole véimalik viljendada samblike gaasivahetust
pindala kohta, sest talluse pind on pidevas muutumises niiskumise ja kuivamise tsiiklite
tottu. Lisaks sellele varieeruvad hingamise viidrtused tugevalt talluse erinevates
piirkondades. Nditeks liikidel alpi pddrasamblik Cladina stellaris ja harilik pddrasamblik
Cladina rangiferina on mdddetud tipmistes osades kiimme korda intensiivsem hingamine
kui alumistes piirkondades (Nash, 1996b). Hingamine iiksi ei ole hea vitaalsuse néitaja, sest
see on vidga varieeruv nii iithe talluse piires kui ka soltuvalt keskkonnast. Enamasti

mdddetakse hingamist osana netofotosiinteesiuuringutest.

4.1.4. Sumbiontide osakaalu hindamine

Et siimbiondid saaksid toimida iihise organismina, peab samblikus olema energia tarbimine
ja tootmine tasakaalus. Energia salvestamises osaleb aga vaid fotobiont ja fikseeritud
siisinikku kulutab pohiliselt seenkomponent. Seega sambliku piisimajdimiseks peab foto- ja
miikobiondi hulk olema tasakaalus, kusjuures fotobiondi hulga miirab miikobiondi kui

pohilise tarbija energiavajadus (Palmqvist, 2000).

Tasakaaluseisundi méadramiseks, lisaks tallusekihtide paksuse modotmisele, on kaks
ldhenemisviisi. Esiteks on vdimalik hinnata siimbiontide hulka spetsiifiliste markerite alusel
(Larcher & Vareschi, 1988; Dahlman, 2003). Fotobiondi hulga hindamiseks md&ddetakse
klorofuilli a voi enstiim ribuloos-1,5-bifosfaat-karboksiilaasi ehk rubisco kontsentratsiooni
(Dahlman, 2003; Sundberg et al., 2001). Miikobiondi osakaalu hindamiseks md&ddetakse
ergosterooli voi kitiini hulka. Ergosterool on seente plasmamembraani pdhikomponent, mis
viljendab aktiivse koe kogust. Kuna nimetatud sterool on valgusele véga tundlik, on tegu ka
sobiva markeriga miikobiondi kahjustuste hindamiseks (Dahlman, 2003). Kitiin on

N-atsetiitilgliikoosamiini poliimeer, lammastikurohke seente rakuseina komponent, mida

kasutatakse miikobiondi biomassi hindamiseks (Sundberg ef al., 2001; Dahlman, 2003).

Teiseks viljendab siimbiontide vahelist tasakaalu siisiniku ja limmastiku suhe talluses.

Limmastikku on samblikus pidevalt vaja niiteks valkude, nukleiin- ja aminohapete
siinteesiks ning miikobiondi rakuseina iilesehitamiseks, et kasvada ja suurendada valgust ja
mineraalaineid vastuvotvat pinda (Palmqvist et al., 2002). Kuid samas tuleb ldmmastikku
investeerida ka fotosiinteesiaparaadi siinteesiks, et varustada organismi kasvuks,
hingamiseks ja anabolismiks vajaliku siisinikuga. Ldmmastiku ja siisiniku hulk peab olema

tasakaalus, sest suurematel limmastiku kontsentratsioonidel intensiivistub ka hingamine
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(Sundberg et al., 2001). Lisaks sellele on iihenditesse sidumata NH;" korge tase toksilise
toimega (Dahlman et al., 2003). L&htuvalt siimbiondiliikide erinevast energiatarbest ja
talluse morfoloogiast on optimaalne siisiniku-lammastiku ja fotobiondi-miikobiondi suhe
samblike liigiomane tunnus, mida piiiitakse sdilitada sdltumata muutustest ldammastiku

depositsioonis (Palmqvist et al., 2002; Gaio-Oliveira et al., 2004a; joonis 5).

Chl a f ergosterool sube

talluse lammastikusizaldus mg / g kurrmass

Joonis 5. Siimbiontide osakaalu (klorofiilli a ja ergosterooli suhe) ning talluse limmastiku
sisalduse seos 70 samblikuliigil. T#histused: valge — fotobiont rohevetikas; hall —
fotobiondid rohevetikast ja tsiianobakter; must — fotobiont tsiianobakter; ringid — koorikjas

tallus; kolmnurgad — pddsasjas tallus; rombid — homoomeerne tallus (Dahlman, 2003 jirgi).

Seene ja fotosiinteesiva komponendi hulga hindamiseks samblikes on vilja tootatud mitmeid
laborimeetodeid, mis pohinevad stimbiondi-spetsiifilistel iihenditel. Fotobiondi-spetsiifilised
markerid on klorofiill a ja ensiiim rubisco hulk. Klorofiill a ekstraheeritakse samblikest
tavaliselt dimetiiiilsulfoksiidiga, nagu eelnevalt kirjeldatud (ptk 4.1.2.2.). Rubisco analiiiisiks
tehakse vordse massiga proovides (umbes 25 mg) sisalduvate valkude geelelektroforees ja
moddetakse S55-kilodaltonilise molekulmassiga bindi tihedus lainepikkusel 55 nm
(Sundberg et al., 2001). Miikobiondi-spetsiifilised markerid on ergosterooli ja kitiini hulk.
Ergosterooli eraldamiseks 16hutakse membraanid 99.5% etanooliga. Aine kogus médratakse

metanoolitéotluse jarel korgefektiivse vedelikkromatograafiaga (HPLC), mis miérab
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neeldumise ergosteroolile omasel lainepikkusel 280 nm. Kitiini eraldamiseks toddeldakse
rakud esmalt NaOH-ga, et vabaneda valkudest ja aminohapetest. Seejarel viiakse ldbi
happeline hiidroliiiis soolhappega, mille tulemusena kitiin laguneb glitkkoosamiini jaékideks.
Need toodeldakse 9-fluoreniiiilmetiitilkloroformaadiga fluorestseeruvateks ithenditeks, mida
saab kromatograafiliselt edasi analiiiisida (Palmgqvist et al., 2002). Miikobiondi-spetsiifilisi
markereid soovitatakse modta koos, sest kitiini ja ergosterooli suhe vOimaldab hinnata
metaboolselt inaktiivse seene biomassi (Dahlman, 2003). Sellise uuringu puhul eraldatakse
kitiin ergosterooli analiiiisi ja@kidest (Gaio-Oliveira et al., 2004b). Siisinikku ja lammastikku
miidratakse kiimnemilligrammistes kuivatatud proovides CHN-elementanaliisaatoriga

(Palmgyvist et al., 2002).

Stimbiontide osakaalu mddtmist on kasutatud hariliku kopsusambliku Lobaria pulmonaria
populatsioonide vordlemiseks Rootsis ja Portugalis. Keskkonnatingimustega kohanemine
transplantatsiooni jirel peegeldus siimbiontide osakaalus. Niiteks avatud kasvukohast périt
talluse paigutamisel halvematesse valgustingimustesse kujunes kolme kuuga klorofiilli a
sisaldus esialgsest kaks korda suuremaks (Gaio-Oliveira et al, 2004b). Siimbiontide-
spetsiifilisi markereid on modddetud ka koos siisiniku ja ldmmastiku kontsentratsiooniga.
Uhes taolises uuringus selgus, et samblikud piitiavad hoida konstantset fotobiondi rakkude ja
metaboolselt aktiivse seenekoe suhet. Selle saavutamiseks investeeritakse ldmmastikku kas
pigem fotobionti v&i miikobionti, et siisiniku tootmine vastaks hingamisvajadusele

(Palmgyvist et al., 2002).

4.1.4.1. Hinnang meetodile

Stimbiontide osakaalu hinnates saab véartuslikku ja vdga tipset informatsiooni samblike
suhetest keskkonnaga. Selle meetodi teoreetilist tausta just viimastel aastatel viga
pohjalikult uuritud paljudel erinevatel liikidel (Palmqvist et al., 2002; Dahlman, 2003). Kuid
rutiinseks seisundi hindamise viisiks on foto- ja miikobiondi hulga miiramine ebamugav.
Meetod on destruktiivne, eeldab proovide kogumist ning analiiiisi laboris. Selleks omakorda

on vajalikud mitmed seadmed ja spetsiifilised kemikaalid.
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4.2. STRESSIAINETE ANALUUS

Samblikes on leitud mitmeid iihendeid, mille kontsentratsioon stressiseisundis (dhusaaste,
pikaajaline veestress) tduseb mérgatavalt. Need on ithendid, mis tagavad kaitseprotsessid ja
voimaldavad organismil kohaneda raskemate tingimustega. Kui taimede stressihormoone on
palju uuritud, siis sarnaste ithendite kohta samblikes on ddrmiselt vihe infot (Ott, 2002).
Enim uuritud ithendid, mida seostatakse samblike stressikindlusega, on etiileen, abstsiishape

ning antioksiidandid superoksiidi dismutaas ja glutatiooni reduktaas.

4.2.1. Etiileeni tootmise mootmine

Etiileen on gaasiline siisivesinik, mida toodetakse samblikus madalal tasemel pidevalt (Garty
et al, 2003). Etiilleeni produktsiooni suurenemine viitab iildisele talluse stressile ja
vitaalsuse langusele olemata foto- vdi miikobiondispetsiifiline (Garty et al., 2002b). Kuna
viimase kiimne aasta uuringud etiileeni seostest samblike vitaalsusega piirduvad pohiliselt
kahe toorithma (eesotsas Jacob Garty ning Sieglinde Ott) ja viheste liikidega, on selle
tthendi tdpsemast funktsioonist samblikes viga vihe infot (Ott, 2002). Teatakse, et etiileeni
produktsioon sdltub temperatuurist ja talluse veesisaldusest ning on viiksem valguskiillaste
kasvukohtade samblikel. Selle iihendi tootmine mdjutab talluse arengut ja korreleerub eriti

histi fotobiondi kasvufaasidega (Garty et al., 1997, 2000; Ott, 2002).

Etiileeni produktsiooni médratakse umbes tihemilligrammistest proovidest, mille kogumisel
piiiitakse jdtta vdoimalikult vihe Idikeservi, sest talluse vigastamine v3ib samuti pOhjustada
selle ithendi taseme tousu. Proove leotatakse esmalt destilleeritud vees pool tundi. Seejirel
eemaldatakse liigne vesi filterpaberiga ja suletakse tallus kolmeks tunniks 50-milliliitrisesse
kolbi. Selle aja viltel eraldub samblikust gaasiline etiileen. Etiileeni koguse hindamiseks
tdommatakse kolbist médratud aja moodumiselt neli milliliitrit gaasi, millest veerand
analiilisitakse gaaskromatograafiliselt (Garty et al., 2000). Parema iilevaaate saamiseks on
soovitatav esimestel proovidel gaasi tootmist mddta korduvalt pikema aja viltel. Nimelt on
etilleeni produktsioon ajas mittelineaarne ja kiillastuspunkti saabumine varieerub (Ott,

2002).

Senised etiileeni tootmise mddtmised samblikel on tehtud saastunud ohuga piirkondades
pohiliselt perekonna rihmsamblikud Ramalina liikidega (Garty et al., 1997, 2000, 2002b,

2003). Nende uuringute eesmirk on pigem teoreetilise tagapohja tdiiendamine ja vdimaliku

37



indikaatortunnuse katsetamine. Kui teadmised etiileeni tootmisest laieneksid, voiks sellest

saada samblike iildise vitaalsuse hindamise meetod.

4.2.2. Superoksiidi dismutaasi ja glutatiooni reduktaasi aktiivsuse mo6tmine

Superoksiidi dismutaaside rithm (SOD) ja glutatiooni reduktaas (GR) on reaktiivseid
hapnikuiihendeid13 kahjutustavad ensiitimid. Superoksiidi dismutaas paikneb askorbaadi-
glutatiooni raja alguses ja konverteerib superoksiid-radikaale vesinikperoksiidiks.
Glutatiooni reduktaas paikneb sama raja Idpus ning kataliiiisib oksiideeritud glutatiooni
muutmist glutatiooniks (Thomas, 2002; joonis 6). Samblikes moodustavad antioksiidatiivsed
ensiiiimid eelkdige olulise osa kuivamiskindluse saavutamiseks vajalikest mehhanismidest
(Kranner et al., 2003; Minibayeva & Beckett, 2001; Beckett ef al., 2005). Kui fotosiinteesi
toimumiseks ei ole talluses piisavalt vett, kuid elektronide voog klorofiilli molekulidelt
jéatkub, moodustub hapnikust superoksiidradikaal, mis on aluseks teistele reaktiivsetele
hapnikuiihenditele (Kranner et al., 2003). Kui antioksiidatiivsed ensiitimid ei suuda tekkinud
reaktiivseid hapnikuiihendeid piisavalt kiiresti imber toddelda, jirgnevad rakukahjustused ja
kiire vitaalsuse langus. Samblike vastupanuvdimest stressitingimustele annab infot

superoksiidi dismutaasi ja glutatiooni reduktaasi aktiivsuse modtmine.

NN TN

S0D APX MDHAR

WA AN

Joonis 6. Glutatiooni-askorbaadirada superoksiidradikaali kahjutustamiseks. Liihendite
tahised: SOD - superoksiidi dismutaas; APX - askorbaadi peroksidaas; MDHA -
monodehiidroaskorbaat; MDHAR - monodehidroaskorbaadi reduktaas; DHA -
dehiidroaskorbaat; DHAR — dehiidroaskorbaadi reduktaas; GSH — redutseeritud glutatioon;
GSSG - oksiideeritud glutatioon (glutatioon disulfiid); GR — glutatiooni reduktaas (Tohver,
1977; Thomas, 2002).

" reaktiivsed hapnikuiihendid (ROS) — paardumata elektroni sisaldavad hapnikuiihendid, mis kahjustavad
DNA-d, valke ja lipiide. Reaktiivsed hapnikuiihendid tekivad normaalse metabolismi kéigus kloroplastides,
mitokondrites ja peroksisoomides ning neid kahjutustavad ensiimaatilised (superoksiidi dismutaas, glutatiooni
reduktaas) voi mitteensiimaatilised (glutatioon, askorbaat) antioksiidandid. Nende hulk organismis suureneb
biootilise voi abiootilise stressi tingimustes (Thomas, 2002; Apel & Hirt, 2004)
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Proovid, milles ensiiiimide aktiivsust mdddetakse, purustatakse vedelas ldmmastikus ning
saadud pulbrile lisatakse fosfaatpuhvrit ja valkude stabiilsuse tagamiseks ka proteaasi
inhibiitorit. Jiargnevates protsessides valgud sadestatakse ning suspendeeritakse puhvris.
Seejdrel antioksiidatiivsete ensiiiimide aktiivsuse mddtmise metoodika lahkneb. Glutatiooni
reduktaasi aktiivsust moddetakse spektrofotomeetriliselt proovi, vett, NADPH-lahust,
puhvrit ja ensiiiimi substraati glutatioon disulfiidi sisaldavas kiivetis. Reaktsiooni kdigus on
NADPH elektronide doonoriks ja iithendi oksiideerudes glutatiooni reduktaasi toimel
viheneb lahuse neeldumine lainepikkusel 340 nm. Ensiiimi aktiivsuse arvutamiseks
registreeritakse spektrofotomeetri niit iga 30 sekundi jdrel 10-15 minuti viltel. Saadud
lineaarsest soltuvusest arvutatakse Lambert-Beeri seaduse jédrgi glutatiooni reduktaasi
aktiivsus. Lopptulemus véljendatakse tavaliselt kuivkaalu voi valgusisalduse kohta. Ka
superoksiidi dismutaasi aktiivsust moddetakse spektrofotomeetriliselt. Selle ensiiiimi
aktiivsust véljendab lahuses spontaanse formasiini tekkereaktsiooni inhibeerimise Kkiirus,
mida moddetakse lainepikkusel 560 nm. Kuna see reaktsioon on mittelineaarne, arvutatakse
tulemused kontrollkiiveti andmeid kaasates. Superoksiidi dismutaasi aktiivsus viljendatakse

tavaliselt valgusisalduse kohta (Thomas, 2002).

Katsetega on leitud, et glutatiooni reduktaasi aktiivsus korreleerub hésti liikide
kuivamistolerantsusega. Vastupidavama halli karesambliku Pseudevernia furfuraracea
glutatiooni reduktaas oli aktiivsem ja saavutas ka maksimumvédrtuse kiiremini kui
tundlikumal harilikul kopsusamblikul Lobaria pulmonaria (Kranner, 2002). Lamedal
rihmsamblikul Ramalina lacera modddeti analoogilises katses kuivamisele jédrgneva
niiskumise jirel nii glutatiooni reduktaasi kui ka ensiiim superoksiidi dismutaasi koigi

vormide aktiivsuse tdus (Weissman, 2005).

4.2.3. Abstsiishappe sisalduse mo6tmine

Abstsiishape (ABA) on terpenoid, mida on leitud mdlemast siimbiondist ja ka
tstianobakterist fotobiondiga liikidest (Miidla, 1984a; Dietz & Hartung, 1999). Oletatakse, et
pohiline abstsiishappe tootja samblikus on siiski seen. Selle iihendi siinteesi indutseerib
kuivanud talluse niiskumine. Abstsiishappe siintees ei soltu siiski vee olemasolust, vaid seda
tihendit toodetakse dsja niiskunud talluses, et taastada metabolism ja valmistuda jirgmiseks
kuivamisperioodiks (Dietz & Hartung, 1998). On tdestatud, et kdrgel temperatuuril tdkestab
abstsiishape fotosiinteesi pdrssumist ja kuivamisele jiargneval niiskumisel indutseerib
signaaliiilekande rajad, mis suurendavad samblikus eelkdige fotobiondi vastupidavust

veepuudusele (Dietz & Hartung, 1999; Beckett et al., 2005).
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Abstsiishapet eraldatakse kuivatatud ja vedelas limmastikus homogeniseeritud tallusest 80%
metanooliga temperatuuril —18 °C. Ekstraheerumine kestab vihemalt 66pieva. Uhendi
kontsentratsioon leitakse immunoloogiliselt, kasutades immobiliseeritud biosiisteemi
ELISA, mis pdhineb ensiiiimi antigeenina dratundvatel monoklonaalsetel antikehadel.

Lopptulemus viljendatakse pikomoolides talluse kuivmassi kohta (Dietz & Hartung, 1998).

Abstsiishapet on leitud paljudes samblikuliikides olenemata nende kasvuvormist ja
fotobiondi liigist. Tdestatud on selle itihendi mitmeid iillatavaid funktsioone lisaks
kuivamiskindluse tagamisele. Nditeks liikidel harilik hallsamblik Hypogymnia physodes,
harilik seinakorp Xanthoria parietina ja jalami-kilpsamblik Peltigera praetextata leiti
abstsiishappe leevendav moju tundlikkusele veega iilekiillastatuse suhtes (Dietz & Hartung,
1999). Tsiianobakterist fotobiondiga liigil Peltigera polydactylon kirjeldati, et abstsiishape
toimel oli dsja niiskunud talluses hingamise tdus neljandiku vorra véiksem, see aga vihendas
siisinikukadusid (Beckett ef al., 2005). Samuti on kirjeldatud abstsiishappesisalduse suurt
varieeruvust nii iihe liigi kui ka indiviidi piires. Oletatavasti on pdhjuseks see, et foto- ja

miikobiont ei ole ka iihes talluses geneetiliselt homogeensed (Dietz & Hartung, 1998).

4.2.4. Hinnang meetoditele

Eelpool nimetatud stressiainete fiisioloogilist tagapdhja on veel liialt vihe uuritud, et nende
alusel saaks samblike seisundit hinnata vordvidrselt teiste meetoditega. Uhendite analiiiis on
liialt laborikeskne, vajades mitmesuguseid seadmeid ja kemikaale. Etiileeni produktsiooni
modtmisel on puuduseks ka suure hulga paralleelsete proovide (15-20) kogumise ndue (Ott,

2002).

40



5. ARUTELU

Kiesoleva t00 eesmirgiks oli hinnata metsasamblike seisundi médramise meetodeid ja
nende vastavust piistitatud tingimustele: universaalsusele, tdpsusele, mittedestruktiivsusele,
sobivusele vilitingimustesse ja optimaalsele kulukusele. Meetodeid analiilisiti nendele
kriteeriumitele tuginedes vastavate peatiikkide 16pus ning antud hinnangud on kokkuvétvalt

koondatud tabelisse 4.

Tabel 4. Metsasamblike seisundi hindamise meetodite vastavus ndutud tunnustele. Téhised:
[+] — meetod vastab kriteeriumile; [-] — meetod ei vasta Kkriteeriumile; [?] — vihese uurituse

tottu ei ole teada, kas meetod vastab kriteeriumile; [*] — analiitisitud on meetodite gruppi.

g2 g
0T Q
g3 2 2
2 - = ]
o EZE £ = Z .
£ £~ 3 =] E = )
S 3 o 2 = p=3 = 2]
S == = «u o ® »n
£ _ <z = 3 & s 3
25 & g 3 2 5 g =
== = 8= S =
£ES38 = = = <= 22
B2 R Qe - = @ > S
talluse anomaaliate vaatlemine — — + + +
paljunemisstruktuuride ohtruse hindamine* — ? + + +
anatoomiliste tunnuste vaatlemine mikroskoobiga*  + + — — +
talluse kasvu mootmine* — — + + +
katvuse méiramine — — + + +
klorofiilli fluorestsentsi mo6tmine + + + + +
klorofiilli sisalduse méiramine — + — — —
hingamise intensiivsuse mootmine + - - — +
siimbiontide osakaalu hindamine + + — — _
stressiainete analiiiis + 9 — — —

Tulemuste koondtabelist selgub, et esitatud tingimustele vastab kdige paremini klorofiilli
fluorestsentsi modtmine. Sobivuselt jirgnevate meetodite — talluse kasvu ja katvuse
modtmise ja paljunemisstruktuuride ohtruse hindamise — puuduseks on vihene tipsus ja
universaalsus kasvuvormiti. Ainus piisavalt hea destruktiivne meetod on anatoomiliste
tunnuste vaatlemine mikroskoobiga. Enamikele kriteeriumitele vastav
paljunemisstruktuuride ohtruse hindamine ei ole aga eelnevalt nimetatutega samavéérne.
Nimelt miératakse paljunemisstruktuuride ohtrust ka kahemddtmelisel tallusel, mispuhul on

tegu destruktiivse meetodiga. Paraku tulebki vélitingimustes kasutatava meetodi valimisel
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enamasti ohverdada tulemuste tipsus. Nimelt laborimeetoditega saab paremini mérgata
erinevusi sarnase konditsiooniga talluste vahel. Seega parema tulemuse ja samas lihtsuse

nimel tuleks uuringutes kombineerida analiiiise vélitingimustes ja laboris.

Antud to0s tdhtsustati meetodite puhul nende rakendatavust vilitingimustes. See kriteerium
mdjutas oluliselt ka parimate meetodite koosseisu, sest laborianaliiiisi eeldavad meetodid on
paratamatult ka destruktiivsed, sest eeldavad proovide kaasa kogumist. Meetodite sobivust
vilitingimustesse ei tohiks siiski iile tidhtsustada. Iga iiksik laborimeetod ei vaja ju reeglina
tervet laborisisustust, vaid piiratud hulgal seadmeid ja keemilisi iihendeid kindla analiiiisi
labiviimiseks. Néiteks mikroskopeerimisvahendid on kergesti teisaldatavad ja nduavad vihe
ruumi. Vastavalt varustatud vilibaasi olemasolul on véimalik proove koguda ja analiiiisida

samal péeval uuringualade 1dheduses.

Parima meetodi valimisel tuleb esmajoones lihtuda siiski konkreetse uuringu eesmérgist.
Niiteks haruldase liigi populatsioonide seisundi hindamisel tuleks tallusele kahjutut
vilimeetodit eelistada destruktiivsele ent tidpsele laborianaliiiisile, mis eeldab suure hulga
proovide kogumist. Sealjuures tuleks aga lisaks vilistada niiteks pindalalise voi lineaarse
kasvu mdotmine, sest suure proovialade ja isendite arvu juures on need meetodid liialt
aegandudvad. Kui aga uuritakse niditeks metsaraie mdju sdilikpuudel kasvavate samblike
konditsioonile, sobib kasutada ka laborimeetodit. Mikroskopeerimine vajab vihe
proovimaterjali ja osutaks antud ndite puhul vdimalikele vetikarakkude kahjustustele ja
tilemise koorkihi paksenemisele kaitseks kuivuse ja liigvalguse eest. Jérelikult ei saa ka
metsasamblike seisundi hindamisel esile tdsta universaalset meetodit, mida alati iilejdénutele

eelistada.
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KOKKUVOTE

Samblikud on tundlikud stimbiontsed organismid, kes on hésti tuntud indikaatorid
keskkonnaseisundi hindamisel bioindikatsioonis. Looduskaitsebioloogilistes toodes ning
fiisioloogilistes uuringutes on aga oluline ka samblike endi vitaalsuse hindamine. Kuid
samblike seisundi hindamise metoodika on liialt konservatiivne ja keskendunud pigem

seostele inimmoju, mitte looduslike tingimustega.

Kiesoleva t60 eesmirgiks oli analiiiisida tuntumaid samblike seisundi hindamise meetodeid
ja leida neist sobivaimad eelkdige metsasamblike uurimiseks. Sellele eesmirgile tuginedes
on sobiva meetodi omadusteks universaalsus, tipsus, mittedestruktiivsus, sobivus
vilitingimustesse ja optimaalne kulukus. To6 tulemusena selgus, et nendele kriteeriumitele
vastavad koige paremini klorofiilli fluorestsentsi modtmine (néitab fotobiondi fotosiinteesi
intensiivsust), talluse anomaaliate  ja anatoomiliste tunnuste vaatlemine,
paljunemisstruktuuride ohtruse hindamine ja kasvu ning katvuse méiiramine (nditavad

sambliku kui terviku seisundit).

Uhtki samblike konditsiooni hindamise meetodit ei saagi pidada igas olukorras ideaalseks.
Seetdttu on valiku tegemisel oluline konkreetse uuringu eesmérk ja iilesehitus, mis
midravad kriteeriumite kaalu. Metsasamblikke uurides ei tohiks iile tidhtsustada meetodi
sobivust vilitingimustesse, vaid vdimalusel arvestada ka destruktiivsete laborimeetoditega,
mis on enamasti erinevatel kasvuvormidel iiheselt rakendatavad ja vdimaldavad paremini

vorrelda sarnase konditsiooniga tallusi.
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METHODS FOR ESTIMATING THE CONDITION OF FOREST LICHENS

KADI TURK

SUMMARY

Lichens are sensitive symbiotic organisms, which are well known biomonitors. Their
response to environmental change can be used as indicator for many complex factors, from
the air pollution to climatic change. There are many cases in which monitoring the condition
of lichens themselves is a worthy aim in itself. Measuring the vitality of lichens is important
in studies concerning lichen physiology and conservation biology. However, methodology
for estimating the condition of lichens is too conservative and focused on anthropogenic

rather than ecological factors.

The goal of this paper was to analyze methods for assessment of the vitality of lichens and
find the most applicable ones to measure the condition of forest lichens. Based on that, the
appropriate method is universal, accurate, non-destructive, suitable for fieldwork and cost-
effective. Most appropriate methods were found to be chlorophyll fluorescence
measurement, microscopy, observation of morphological abnormalities and the evaluation of

growth, coverage and abundance of reproductive structures.

Chlorophyll fluorescence measurement is a non-destructive method for evaluation of the
photosynthetic activity. Therefore, it only indicates the condition of photobiont. Observation
of morphological abnormalities, evaluation of growth and coverage are also suitable for
fieldwork and additionally describe the condition of both symbionts. But these methods are
vastly inaccurate and cannot be unambiguously appropriate to different growth forms. These

terms are satisfied by microscopy, which is a destructive method.

Since there is no perfect method for lichen condition estimation, the exact methodology
should be chosen considering the goals and structure of the study. However, concerning the
condition of forest lichens, non-destructive methods should not be overpraised. Laborathory
methods — although destructive — have proven to be adequate for different growth forms.

These methods are also capable of comparision of thalli with similar condition.
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TANUSONAD

Hindamatu abi eest t60 valmimisel tdnan eelkdige juhendajat Piret Lohmust, kes vaatamata
kiirele kevadperioodile varustas mu iillitist pohjalike kommentaaridega, jittes siiski ka
piisavalt vabadust. Suur tinu ka Asko Lohmusele suurepiraste kirjutamistingimuste
vOimaldamise ja innustavate manitsuste eest. Abiks oli ka Pille Mind, kes Piretit tdiendades

kommenteeris fotosiinteesi késitlevat peatiikki.

Mainimata ei saa jitta ka Kaja, kes vaatas mu to6 ldbi filoloogi pilguga ega heitunud
raskepérasest erialasest sOnavarast. Kdige mitmekiilgsemat abi pakkus mulle Tanel, kes
péistis t00 esimese poole ldbipdlenud kdvakettalt, dpetas mind Accessi kasutama, julgustas

rakendama tekstiredaktorite vodristust tekitavaid funktsioone ja aitas inglise keelega.

Aitéh!
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