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PuSiny spygliy grybiniy ligy identifikavimas
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Pastaruoju metu vis daugéja praneSimy apie nejprasty patogeniniy gryby sukeltus ligy protriikius. Sunku jvardinti viena pagrinding priezasti, kodel
yra suaktyvéje grybinés ligos. Jos geba sukelti didelius nuostolius tiek privacioms, tiek valstybinéms {staigoms auginan¢ioms jvarais augaly kultiiras ar
radis. Todél augaly patogeny aptikimas ir tikslus identifikavimas yra vienas i§ svarbiausiy strateginiy Zingsniy, Kontroliuoti augaly ligas imantis
prevencijos ar pradedant naudoti gydomasias priemones. Siame tyrime grybiniy ligy sukéleju Dothistroma septosporum ir Lecanosticta acicola
nustatymui pusy spygliu méginiuose surinktuose Lietuvoje panaudojame klasikinius bei molekulinius tyrimo metodus. Morfologiniu biidu
(mikroskopuojant) pazeistuose spygliuose aptikome tiek D. septosporum, tiek Lecanosticta acicola konidijas. Polimerazés grandininés reakcijos (PGR)
metodu su specifiniais pradmenimis identifikavome D. septosporum, taciau nepavyko aptikti L. acicola. Atlikg tikro laiko polimerazés grandininés
reakcija (TL-PGR) identifikavome abu D. septosporum ir L. acicola grybus. Tyrimo rezultatai parodé kad patogeniniy gryby tiksliam ir greitam
nustatymui tinkamiausias metodas yra tikro laiko PGR, kurio pagalba buvo galima identifikuoti tiek D.septosporum, tiek L. acicola net ir nepastebint

pazeidimy spygliuose.

Dothistroma septosporum, Lecanosticta acicola, Raudonziedeé spygliy degligé, Rudoji spygliy demétligé, patogenas

Ivadas

Visuomenés démesys | patogeninius grybus iSaugo
tuomet, kai prasidéjo grybiniy ligy protrukiai. Taciau
grybiniy ligy protrikiai yra daZnesni nei manoma, taip pat
pastaruoju metu vis daugéja praneSimy apie nejprasty
patogeniniy grybu sukeltus ligy protrukius (Litvintseva ir
kt., 2015). Sunku jvardinti viena pagrindine prieZasti,
kodél yra suaktyvéje grybinés ligos. Taciau ypatingai
svarbu laiku pastebéti liga ir imtis atitinkamu priemoniy.

Miskas yra jautrus klimato kaitai, nes medziai nespéja
taip greit prisitaikyti prie besikei¢ian¢ios aplinkos (Lindner
ir kt., 2010). Pasodinty misky monokulttiros yra jautresnés
negu nattraliy misky kultiiros. Visame pasaulyje apie 25
proc. pasodinty misky susideda i3 introdukuoty rasiy. Siuo
metu pasodinto misko plotas sparciai auga, manoma, kad
tokie miskai sudaro 7 proc. ploto visu pasaulio miskuy.
Europa ne iSimtis, ji uzima antra vieta pagal turinCius
didZiausia uzsodinty miSky plota (Lombardero ir Kkt.,
2012).

Su klimato kaita yra susij¢ keletas veiksniy, turinéiy
poveiki misko ekosistemai, Sie veiksniai gali veikti
savarankiSkai arba kompleksiskai (Lindner ir kt., 2010).
Aukstesnés temperatiiros, vandens trikumas gali sumazinti
augaly gyvybinguma ir atsparumg kenkéjams ir ligoms
(Milad ir kt., 2011). Kaip vienos i§ svarbiausiy grésmiy
misko zeldiniams yra jvairGs kenkéjai ir patogenai
(Lombardero ir kt., 2012).

Iki 2008 mety kai kur Lietuvoje vietiniuose puSynuose
buvo stebimos pusuy spygliu defoliacijos bei ankstyvos
mirtys, kuriy priezastys buvo nesuprantamos. Po iSsamiy
mikologiniy tyrimy paaiSkéjo, kad tai raudonziedés
degligés sukéléjo Dothistroma septosporum pasekmés
(Markovskaja ir Treigiené, 2009). Dabartiniu metu
Lietuvoje prie dazniausiai pasitaikan¢iy pusu spygliy ir
pusy tigliy ligy Zeldiniuose galima priskirti pusu paprastaja
spygliakritg, puSy raudonziedg spygliy degligg, pusies
spygliu rudis, spygliy tgliy vézi (Bagdzitnaite, 2013).

Lecanosticta acicola spyglinis rutulgrybis yra rudosios
spygliu déemetligés sukeléjas. Sis grybas sukelia rudas
spygliu démes ant visy puSy raSiy spygliy, kuriuos
uzpuola. Rudoji spygliy démétligé mazina bendra puSaiciy
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metini prieaugi. Ji ne tik slopina augima, bet ir sukelia
pusai¢iy mirtinguma. L. acicola yra jtraukta { Lietuvos
karantininiy organizmy saraSa . bei, i A2 karantininiy
organizmy saras$a Europos ir VidurZemio jiiros augaly
apsaugos organizacijos (EPPO, 2015).

Identifikuoti grybinés ligos sukéléja tik pagal
simptomus ant augalo arba grybo morfologija pradinése
stadijose yra sudétinga. Siekiant palengvinti ankstyva
diagnostika ir pasirinkti tinkamas kontrolés priemones
ligos plitimui stabdyti, vis dazniau gryby identifikavimui
taikomi molekuliniai metodai. Molekuliniy metody
privalumai  prie§  klasikinius  metodus greitis,
specifiskumas, bei jautrumas (Zeng ir kt., 2005). Siame
straipsnyje aptarsime klasikinius ir molekulinius pustny
spygliu grybiniy ligy identifikavimo metodus ir D.
septosporum ir L. acicola nustatymg puSy spigliy
meginiuose.

Molekuliniai metodai naudojami grybiniy ligy sukéléjy
aptikimui

Augaly patogeny aptikimas ir tikslus identifikavimas
yra vienas i§ svarbiausiy strateginiy zingsniy, kontroliuoti
augaly ligas imantis prevencijos ar pradedant naudoti
gydomasias priemones (Capote ir kt., 2012).

Polimeraziné  grandininé reakcija (PGR) yra
Siuolaikinis tyrimo metodas, puikiai tinkantis augaly
patogeny aptikimui (Capote ir kt., 2012). Sis metodas
leidzia gauti didelj kieki specifiniy DNR fragmenty i$
nedidelio kiekio tiriamosios medziagos. Metodas yra
jautrus, greitas, specifiSkas bei tikslus. Reakcijos
sudaromos taip, kad biity dauginamas tik tam tikras
organizmo genomo DNR fragmentas. Sios PGR savybés
leidzia nustatyti bakterijas, virusus, patogeninius
mikroorganizmus, taip pat §is metodas tinkamas nustatant
ir aprasant patogeniniy organizmy geneting {vairovg ir ju
populiacing struktiira.

PGR metodas yra paremtas fermentiniu DNR
fragmenty dauginimu panaudojant oligonukleotidinius
pradmenis. Pradmenys polimerazés pagalba leidzia
pagausinti norimas DNR sekas. Grybiniy patogeny
molekulinis nustatymas gali bati atlieckamas skirtinguose
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taksonominiuose lygmenyse (identifikuojant gentis, rasis,

kamienas) priklausomai nuo panaudojamy molekuliniy

Zymeny specifikos (Capote ir kt., 2012).

Yra daugybé molekuliniy metody pagristy PGR D.
septospora ir L. acicola gryby identifikavimui. Aptikti
Siuos patogeninius grybus naudota:

e Dauginé PGR (angl. Multiplex PCR) (naudota D.
septosporum identifikacijai) (Groenewald ir kt., 2007);

o RFIP (Restrikciniy fragmenty ilgio polimorfizmo, angl.
Restriction fragment length polymorphism) metodas
(naudota D. septosporum) (OEPP/EPPO, 2008; Pehl ir
kt., 2004).

o Tikro laiko PGR metodas (angl. Real Time PCR)
(naudota D. septosporum ir L. acicola identifikacijai)
(Zhang ir kt.,, 2007; loos ir kt., 2010; OEPP/EPPO,
2015).

¢ Lizdiné PGR (angl. Nested PCR) (D. septosporum
identifikacijai) (Groenewald ir kt., 2007; Langrell, 2010).

 Paprastosios pasikartojanciosios (mikrosatelitinés) sekos
(angl. SSR — Simple Sequence Repeats/Microsatellites)
kitaip dar trumpi grupiniai pasikartojimai (angl. STR —
Short Tandem Repeats) dar vadinamos mikrosatelitais
(D.septosporum identifikacijai) (Drenkhan ir kt., 2013).

Dauginé PGR tai reakcija, kurios metu
padauginame keleta DNR seky. Dauginés PGR metodas
pagristas keliy ar keliolikos pradmenuy pory naudojimu
reakcijos miSinyje, tai leidzia vienu metu ir jautriai aptikti
skirtingus DNR taikinius. Sios PGR privalumai, kad ji
leidzia sutaupyti eksperimentinio darbo ir laiko sanaudas,
bei iSlaidas. Biitent augaly patogenams S§is metodas
naudingas tuo, kad paprastai augalai btina uzkrésti daugiau
nei vieno patogeno (Capote ir kt., 2012).

Restrikciniy fragmenty ilgio polimorfizmo metodas
— tai Zymeny sistema, leidzianti nustatyti nukleotidu seku
skirtumus esanCius tarp DNR molekuliy, pagal
restriktazémis sukarpyty ir specialiy markeriy pazyméty
DNR fragmenty dydi. Sio metodo veikimo principas DNR
molekulés sukarpymas restriktaziy pagalba, kartu veikiant
elektros laukui, nevienodo dydzio DNR fragmentai juda
nevienodai, sudarydami specifinius DNR fragmenty
profilius. Sis metodas tinkamas identifikuoti mazas grupes
gerai charakterizuoty gryby risiy Su maza genetine
variacija (Quaedvlieg ir kt., 2012).

Lizdiné PGR- § metodas naudojamas, kai jautrumo
ir/ ar specifiSkumo aptikimo reakcijoje gerinimas yra
butinas. Metodas susideda i§ dvieju nuosekliy etapu
amplifikacijos. Pirmo etapo amplifikacijos metu, du
iSoriniai pradmenys pagausing didesni DNR fragmenta,
véliau PGR reakcijos produktas naudojamas kaip taikinys
antroje gausinimo reakcijoje panaudojant du vidinius
pradmenis. Sis metodas taip pat pladiai naudojamas aptikti
ir/ arba apibudinti daugelj gryby (Capote ir kt., 2012).

Tikro laiko PGR metodas— pagristas iprastiniais
PGR principais. TL -PGR veikimo principas tai pastovus
fluorescencijos  signalo  fiksavimas, kuris  sklinda
polimerazinés grandininés reakcijos visy cikly metu. Nuo
§io metodo atsiradimo, jo populiarumas tik auga. TL —
PGR metodas pasizymi kaip labiausiai jautrus ir specifinis
kiekybinis PGR metodas (Dorak, 2007). Sis metodas turi
daugybe pliusy lyginant su standartiniu PGR, iskaitant, kad
sistema nereikalauja, kad po PGR biity atliktas papildomas
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apdorojimas  (elektroforezé, kolorimetriné reakcija,
hibridizacija), taip i$vengiant rizikos perkeliant uztersti,
sumazina medziagy sanaudas. Tikro laiko PGR yra
laikomas ,,aukso standarto metodu‘‘ aptinkant augaly
patogenus (Capote ir kt.,, 2012). Metodas yra galingas
irankis, skirtas greitam ir jautriam aptikimui gryby (Kihara
ir kt., 2015).

Paprastosios pasikartojanciosios (mikrosatelitinés)
sekos yra motyvai nuo vieno iki SeSiy nukleotidy
kartojamy keleta karty, visuose eukarioty genomuose
(paprastai nekoduojanéiy regionu). Sie nukleotidy vienetai
gali skirtis tarp pasikartojanéiy skaiCiy individy ir
pasiskirstymas genomo beveik atsitiktinis. Mikrosatelitai
naudojami genetinei ivairovei augaly grybiniy patogeny,
genetiniy zemélapiy konstravimui (Capote ir kt., 2012).

Savo atliktame tyrime mes naudojome klasiking PGR
ir TL-PGR rémémés Ioos ir kt. mokslininkais (2010).
Lecanosticta acicola

Dothistroma  septosporum ir

nustatymas pusy spygliuose

Skirtingy pusy rasiy (Pinus sylvestris, P. sugo, P.
nigra) spygliu méginiai buvo surinkti 2016 m. Surinkta
medZiaga, laboratorijoje buvo perzitréta naudojant
mikroskopa. Pagal morfologinius poZymius tiesioginio
mikroskopavimo metodu paZzeistuose spygliuose buvo
aptikti D. septosporum, L. acicola bei Alternaria sp.,
Neocatenulostroma sp., Cladosporium sp. patogeniniai
grybai. ldentifikuojant morfologiniu biidu D. septosporum
ir L. acicola kyla sunkumy, nes ju sukeliamos ligos turi
panasius simptomus, o ankstyvoje infekcijos stadijoje $iy
patogenu veiklos pozymiy dar néra arba jie nezymds. I$
spygliy kuriuose buvo pastebéti raudonziedés spygliy
degligés ir rudosios spygliy démétligés simptomai, buvo
iSaugintos D. septosporum ir L. acicola gryby kultaros.

Pagrindinis sunkumas auginant patogeniniy gryby D.
septosporum ir L. acicola kultoras yra tas, kad jie létai
auga ir biina nukonkuruojami kitais greitai auganciais
grybais (saprotrofais ir endofitais) (loos ir kt., 2010). 2004
metais Barnes su kolegomis augino D.septosporum ir
L.acicola kultiras ir pastebéjo, kad norint sumazinti
auganciy pasaliniy gryby (saprofity, endofity), siekiant
gryny kultiry yra geriausia po mikroskopavimo grybu
konidijas istepti tiesiai ant terpés. Sis metodas sumazina
uzsikrétimo tikimybg arba ja visiSkai paSalina, tai
palengvina grybo iSskyrima (Barnes ir kt., 2004). Miisuy
tyrime patogeniniy gryby konidijos taip pat buvo tiesiogiai
tepamos ant terpés. IS iSauginty grybu kultiros buvo
i§skirta DNR ir atlikta molekuliné analizé. D. septosporum
ir L.acicola nustatymui panaudojame PGR-RFIP metoda,
kurio pagalba buvo pagausinamas ITS (vidinés
transkribuojamosios sekos; angl. internal transcribed
spacer) regionas. Si metoda pasirinkome todél, kad juo
pagalba galima atskirti viena nuo kito D. septosporum ir L.
acicola patogeninius grybus ir dar bent 10 dazniausiai
Europoje pasitaikanciy patogeniniy grybu ant pusy spygliy
(loos ir kt., 2010). Patogeniniy grybu ITS regionas buvo
gausinamas PGR metu naudojant universalius pradmenis
ITS4 ir ITS5 (esant D. septosporum infekcijai gausinamas
580 bp fragmentas, o L. acicola 600 bp) bei restriktaze
Hhal kuriai veikiant esant D. septosporum susidaro vienas
180 bp fragmentas, o L. acicola susidaro du fragmentai


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Groenewald%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18943931
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350 bp ir 150 bp. Siekiant optimizuoti PGR salygas,
reakcija buvo vykdyta naudojant skirtingus PGR misSinio
komponentus, komercinius rinkinius ir PGR reakcijos
rezima.

Atlikus ITS regiono PGR-RFIP analize ir sekoskaita
buvo identifikuoti Alternaria sp., Neocatenulostroma sp.,
Cladosporium sp. patogeniniai grybai bei 12 {vairiy
saprotrofiniy ir endofitiniy gryby rusiy. Taciau D.
septosporum ir L. acicola grybu i§ iSaugintos kultoros
identifikuoti nepavyko dél D. septosporum ir L. acicola
létesnio augimo ir kity gryby konkurencijos (surinkti
spygliai buvo tik su pirminiais ligos simptomais). Kadangi
kultliry auginimas atima gan daug laiko, ir §is metodas
netinka patogeninio grybo infekuoto augalo ankstyvos
ligos detekcijai, tam kad nustatyti patogeniniy gryby
sukéléjus buty galima kuo greiciau, nelaukiant grybo
pilnos brandos, Siame tyrime buvo pritaikytas tiesioginis
patogeny nustatymas spygliuose. Patogeniniy gryby DNR
iskyrimas buvo atliekamas i§ pusy spygliu. Sis metodas
mikroskopiniy gryby nustatymui iki Siol Lietuvoje
naudojimas nebuvo.

Patogeniniy grybu identifikavimui buvo naudojami [-
tub2 geno (D. septosporum) ir EF1-o0 geno (L. acicola)
specifiniai pradmenys. Atlikus PGR su specifiniais
pradmenimis buvo identifikuoti tik D. septosporum
patogenais uzkrésti méginiai.

Gauty rezultaty pavyzdys pateiktas 1 paveiksle.

LI LiKe 12 12K+

D1 D1K+ D2 D2K+ DK- M

1 pav. 2016 metais atlikto tyrimo metu aptikome Dothistroma
septosporum (M- markeris 100 bp Plus; D1K*, D2K", L1K",
L2K*~ teigiamos kontrolés, DK’, LK™ — neigiamos
kontrolés, D1, D2 — méginiai tikrinami dél Dothistroma

Fig. 1. In 2016 we detected Dothistroma septosporum (M- marker 100 bp
Plus; D1K*, D2K*, L1K", L2K?, - positive control, DK’, LK™ - negative
control, D1, D2 - the samples are checked for Dothistroma septosporum,
L1, L2 - samples tested for Lecanosticta acicola).

Manome, kad L. acicola nepavyko aptikti dél mazos

patogeninio grybo DNR kiekio tirtuose méginiuose.

Siekiant padidinti metodo jautruma Sy grybuy
nustatymui buvo panaudotas TL-PGR metodas. TL-PGR
reakcijai naudoti specifiniai pradmenys gausinant D.
septosporum g-tubulin geno fragment ir L. acicola EFl-a
geno fragmenta. Atlikus TL-PGR buvo identifikuoti D.
septosporum ir L. acicola patogenai.

1 paveiksle matome TL-PGR rezultatus - nustatyti du
teigiami  méginiai, kuriuose aptiktas uZsikrétimas
Lecanosticta acicola.
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2 pav. L. acicola nustatymas TL-PGR metodu. Vieno méginio
fluorescencijos signalo linija, rodancia specifinio DNR fragmento
amplifikacija, pradeda Kilti ties 18 ciklu, t.y. patogeno koncentracija
ganétinai didelé. Kito méginio fluorescencijos linija pradeda kilti ties 28
ciklu, kas taip pat parodo patogeno buvima méginyje.

Fig. 2. L. acicola detection with RT-PCR. One sample fluorescence
signal line indicating a specific DNA fragment amplification, begins to
rise at 18 cycle, i.e., pathogen concentration is quite high. Another sample
fluorescence line rise at 28 cycle, which also shows the presence of the
pathogen in the sample.

Misy tyrimo rezultatai parodé kad patogeniniy grybuy
tiksliam ir greitam nustatymui tinkamiausias metodas yra
TL-PGR, kurio pagalba buvo galima identifikuoti tiek D.
septosporum, tiek L. acicola net ir nepastebint pazeidimy
spygliuose. TL-PGR metodas D.septosporum ir L. acicola
patogeniniy grybu nustatymui Lietuvoje buvo panaudotas
pirma karta.

Atliekant tyrima ir renkantis tyrimo metoda svarbu
isisavinti kelis dalykus. Pirmas, norint nebrangaus
aptikimo metodo, kuris neturi biiti labai tikslus tam puikiai
tinka tiesioginio mikroskopavimo metodas. Taciau svarbu
suprasti, kad su Siuo metodu pradinése stadijose ligos
nesurasime. Taip pat tiesioginiam mikroskopavimui atlikti
reikalinga didelé patirtis, nes kartais susiduriant su panasiy
gryby identifikavimu, gali biiti ganétinai sudétinga atskirti
gryba viena nuo kito. Galima tiesiogini mikroskopavima
kombinuoti su kultiiry auginimu, ta¢iau kultiiry auginimas
maziausiai uZtrunka dvi savaites, po to tenka laukti
sekvenavimo rezultaty, visa tai atima gan daug laiko
(Bradshaw ir kt., 2006). Be to kultiry auginimas taip pat
netinka patogeninio grybo infekuoto augalo ankstyvos
ligos detekcijai, kol augalo audiniai besimtomiai (Zeng ir
kt., 2005). Norint greito ir tikslaus identifikavimo, taciau
kiek brangesnio galima rinktis klasiking PGR, jei norima
labai jautraus metodo puikiai tiks TL-PGR.

Misy atliktame tyrime taikant skirtingus molekulinius
metodus patogeniniy grybuy identifikavimui patikimi
rezultatai buvo gauti naudojant specifinius pradmenis ir
labai jautria polimerazg. Klasikine PGR pavyko
identifikuoti D. septosporum, atlike TL-PGR aptikome abu
D. septosporum ir L. acicola patogenus.
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Pinophyta needles fungal disease identification
Summary

Fungal outbreaks are more common and reports of outbreaks caused by unusual fungal pathogens are increasing. Its hard to describe one reason, why fungal outbreaks
are more common. They are causing significant losses, both private and public institutions, who are raising plant crops or other plant species. Therefore, the plant pathogen
detection and accurate identification is one of the most important strategic steps to control plant diseases by taking preventive or curative measures into use. 2016 in Lithuania,
needles were colected from three species of pine. We analyzed needle samples colected from the three species of pinein Lithuania for presence of Lecanosticta acicola and
Dothistroma septosporum pathogenic fungus. Morphological identification (microscopic examination) allowed to detect both D. septosporum and L.acicola conidia. Using
polymerase chain reaction (PCR) method with specific primers only D. septosporum was identified. Applying real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) were identified
both D. septosporum and L. acicola pathogenic fungus.

Dothistroma septosporum, Lecanosticta acicola, Red band needle blight, Brown spot needle blight, Pathogn

Gauta 2017 m. kovo meén., atiduota spaudai 2017 m. balandZio mén.
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