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SANTRUMPOS

AMEA — uosiy ekstrakto agaras (angl. Ash Extract Malt Agar)

AP-PGR — polimerazés grandininé reakcija (angl. Arbitrarily Primed Polymerase Chain
Reaction)

AS —uosiy ekstraktas (angl. Ash Sapwood Extract)

BCA — biologinés kontrolés agentas (angl. Biological Control Agents)

BIC — Bajeso informacinis kriterijus (angl. Bayesian Information Criterion)

BMR — branduoliy magnetinis rezonansas

bp — baziy pora

CEGs — pagrindiniai eukariotiniai genai (angl. Core Eukaryotic Genes)

cSNP — kopijine DNR pagrjstas vieno nukleotido polimorfizmas (angl. cDNA-based
Single Nucleotide Polymorphisms).

CTAB — cetiltrimetilamonio bromidas

DAPC — pagrindiniy komponenty diskriminaciné analizé (angl. Discriminant Analysis
of Principal Components)

EDTA — diaminoetano tetraacetiné riigstis

HPLC — didelio efektyvumo skys¢iy parengiamosios chromatografijos metodas (angl.
Preparative-Scale High Performance Liquid Chromatography)

ITS — transkripty vidinis skirtukas (angl. Internal Transcribed Spacer)

LDA — tiesiné diskriminaciné analizé (angl. Linear Discriminant Analysis )

MEA - salyklo ekstrakto agaras (angl. Malt Extract Agar)

MLG — multilokusy genotipas (angl. Multilocus Genotype)

MSN — genotipus jungiantis minimalus tinklas (angl., Minimum Spanning Network)

NCBI — nacionalinis biotechnologinés informacijos centras (angl. National Center for
Biotechnology Information)

OMA — avizy ekstrakto agaras (angl. Oatmeal agar)

PCA — pagrindiniy komponenty analizé (angl. Principal Component Analysis)

PGI — procentiné augimo inhibicija (angl. Potential Growth Inhibition)

PGR — polimerazés grandininé reakcija (angl. Polymerase Chain Reaction)

PPSI-PGR — paprasty pasikartojanéiy seky intarpy polimerazés grandininé reakcija (
angl. Inter Simple Sequence Repeat Polymerase Chain Reaction)

SB — natrio borato buferis



IVADAS

Fraxinus L. genties medziai Siuo metu yra stipriai veikiami uosiy dzitties, kurig sukelia
invazinis patogeninis grybas Hymenoscyphus fraxineus (T. Kowalski) Baral, Queloz & Hosoya
(Diaz-Yafez et al., 2020). Europoje ligos simptomai pirmg kartg buvo apraSyti Lenkijoje 1992-
ais metais (Przybyt, 2002). Lietuvoje uosiy dzititis buvo pastebéta apie 1996-us metus ir greitai
iSplito po didzigja dalj Europos (Juodvalkis & Vasiliauskas, 2002). Nuo tada, dél sanitariniy
kirtimy ir medziy i$virtimo, uosyny plotas Lietuvoje sumazéjo nuo 2,7 % (1998 m.) iki 0,7 %
(2018 m.) — Zuvo beveik 38 000 ha uosyny (Valstybiné¢ misky tarnyba, 2018). Siuo metu Salyje
liga yra chroningje stadijoje, didzioji dalis Salies medziy yra uzkrésti ir jy buklé nuolatos
prastéja (Lygis et al., 2014).

H. fraxineus yra heterotalinis grybas, pasizymintis didele genotipine ir morfologine
jvairove (Gross et al., 2012). Patogenas j Europa i$plito atsitiktinio introdukavimo biidu i§ Ryty
Azijos (McMullan et al., 2018). Kadangi grybas yra invazinis, Europai buidingos Fraxinus
rasys, ypac¢ F. excelsior L., yra labai jam jautriis. Nepaisant to, jog yra atlikta nemazai tyrimy,
iki Siol néra patikimy priemoniy su §iuo patogenu kovoti. Tai skatina ieSkoti biidy sustabdyti ar
bent sulétinti H. fraxineus plitimg. Tuo paciu, Siekiant uztikrinti ekologiska ir ekonomiska
augaly ligy kontrole, atsiranda poreikis rasti saugiy alternatyviy metody kovoti su augaly
patogenais (Latz et al., 2018). Vienas jy galéty biiti biokontrolé. Biologinés kontrolés agentais
(angl. Biological Control Agents, BCA) gali biti bakterijos, grybai ir virusai, turintys neigiama
poveikj konkre¢iam organizmui. Viena palankiausiy strategijy — naudoti augalams-
Seimininkams biuidingus endofitinius mikroorganizmus, nes jie bent dalj savo gyvenimo ciklo
praleidzia kolonizuodami gyvo augalo audinius, nesukeldami jokio tiesioginio, akivaizdziai
neigiamo poveikio (Bacon & White, 2016; Card et al., 2016; Hardoim et al., 2015; Rabiey et
al., 2019).

Kovojant su medziy ligomis, taip pat labai svarbu suprasti patogeno geneting ir
morfologing struktiirg. Ziniy apie patogeny biologija ir sklidimo badus gilinimas daznai yra
perspektyviausia apsisaugojimo nuo invazijy strategija (Xhaard et al., 2012). ISsamus patogeno
populiacijos genetikos iSmanymas leidzia nustatyti jo kilme, jvairove ir invazijos kelius
(Grinwald & Goss, 2011), tokiu buadu atsiveria galimybé numatyti basimus populiacijy

poky¢ius bei rasti optimalias ligy kontrolés priemones epidemijy valdymui (Gross et al., 2014).



Darbo tikslas:

Istirti turimy H. fraxineus izoliaty morfologines savybes bei genetine struktiirg, atrinkti

ir jvertinti potencialiai efektyvius biologinés kontrolés agentus.

Darbo uzdaviniai:

1.

Atlikti turimy H. fraxineus izoliaty populiacing analize ir atrinkti reprezentatyvius
izoliatus tolimesniems tyrimams;

Parinkti optimalig mitybing terpe H. fraxineus kultivavimui;

Patikrinti H. fraxineus izoliaty patogeniSkuma in vivo ant uosiy Sakeliy;

Izoliuoti uosiy endofitus, juos suskirstyti ] morfologines grupes ir identifikuoti
biologinei kontrolei tinkamus izoliatus;

Ivertinti uosiy endofity antagonistinj poveikj prie$ H. fraxineus.



LITERATURINE ANALIZE
1.1. Uosiuy genties medziy paplitimas ir reik§mé

Uosiai — Fraxinus genties medziai, priklausantys Oleaceae Seimai (eilé Lamiales,
karalysté Plantae). Tai kosmopolitiné gentis, kurig sudaro apie 40 rasiy (Wallander, 2008)
medziy ir krimy, pasizyminciy jvairia morfologija ir auganc¢iy Vidutiniy platumy klimato
juostoje. Genties arealas i$sidéstes Siaurés pusrutulyje ir tesiasi nuo Volgos upés Rytuose iki
Siaurés Amerikos kranty Vakaruose (Hinsinger et al., 2013).

Europoje naturaliai auga trys uosiy riiSys: Fraxinus excelsior (paprastasis uosis), F.
angustifolia Vahl (siauralapis uosis) ir F. ornus L. (maninis uosis) (Pav.l). Tai vasarg
zaliuojantys 20 m — 30 m aukscio, iki 1,5 m kamieno skersmens medziai, kuriems biidinga plati
reta laja, dideli, neporomis plunksniski lapai. Uosiai greitai auga ir ima deréti 15 — 20 augimo
metais (medelynuose 30 — 40 metais), gyvuoja 150 — 200 mety. Sie Fraxinus genties atstovai

zydi anksti pavasarij, dar pries skleidziantis lapams (Butkus et al., 1976).
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Pav.1. Zemélapis vaizduoja teritorijas, kuriose aptinkami natiiraliai augantys (neintrodukuoti)
F. ornus, F. excelsior ir F. angustifolia medziai. Rusiy pasiskirstymas Zymimas skirtingomis

spalvomis, dalis teritorijy persidengia, jas vaizduoja persidengiancios spalvos. Duomenys
adaptuoti i§ Caudullo et al. (2018).

Lietuvoje vienintelis gamtoje nattraliai augantis Oleaceae Seimos medis yra paprastasis
uosis (F. excelsior) (Plitira et al., 2017) (Pav.1), taciau be F. excelsior Lietuvos miskuose daznai
auga introdukuotos F. americana L. (amerikinis uosis) ir F. pennsylvanica Marshall

(pensilvaninis uosis) rasys (Lietuvos misko genetiniai istekliai, 2020). Kitos Fraxinus rasys
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Lietuve auginamos kaip pavieniai medziai, dekoratyviniais tikslais (pvz., Botanikos soduose)
(VU Botanikos sodas, 2020).

F. excelsior nuo kity uosio genties rasiy skiriasi placiais persuktais sékly sparneliais ir
juodais pumpurais. Sis medis yra reiklus dirvozemiui, geriau auga teritorijose, kuriose gausu
saulés Sviesos (Butkus et al., 1976). Tai didziausias genties medis, i$ kity Europoje auganciy
Fraxinus medziy issiskiriantis savo svarba pramonei (Douglas et al., 2013). Paprastojo uosio
mediena yra kieta, lanksti ir atspari biologiniam poveikiui, pasizymi atsparumu deformacijai,
yra lengvai apdorojama, todél yra plac¢iai naudojama baldy, sporto jrangos bei jrankiy gamybai
(Douglas et al., 2013). F. excelsior taip pat pasizymi didele ekologine svarba: mediena, Sakelés
ir séklos sudaro nemazg elniniy, briedziy, stumbry, maZesniyjy Zinduoliy (tokiy kaip pilkieji
kiskiai, miskinés pelés, rudieji pelénai) maisto raciono dalj (Thomas, 2016). F. excelsior séklos
pasizymi didele maistine verte, todél yra svarbus maisto Saltinis kai kurioms pauksciy riiSims
(pvz., Pyrrhula L.) (Thomas, 2016). Be to, daugiau nei 100 vabzdziy risiy yra siejamos su
uosiais, kurie jiems svarbas ne tik mitybine prasme, bet ir kaip buveiné vabzdziy lervoms ar
suaugéliams; dalis jy yra randami i$skirtinai ant F. excelsior ar kity Fraxinus genties medziy
(Thomas, 2016). Sios genties medziai taip pat yra svarbi kerpiy, samaniiny, augaliniy epifity
bei gryby buveiné (Coker et al., 2019; Johansson et al., 2007; Jonsson & Thor, 2012; Juriado et
al., 2008).

Kultirine prasme uosis svarbus mitologijoje, jo lapai ir mediena pritaikomi tradicinéje
liaudies medicinoje (Corp & Pendry, 2013; Flanagan et al., 2013; Thomas, 2016). Lietuviy
mitologijoje uosis yra laikomasis kilminguoju medziu ir simbolizuoja Pasaulio medj (siejamas
su skandinavy mitologiniu Pasaulio medziu uosiu Igdrasilu (sen. skand. Yggdrasil))
(Dunduliené, 2008).

Tokia neabejotina jvairiapusé $io medzio svarba padaro jo saugos klausimg aktualy
kelioms skirtingoms sritims. Viena opiausiy problemy, susijusiy su F. excelsior $iuo metu, yra
padidéjes uosiy mirtingumas dél Europoje kilusios uosiy dzitties epidemijos (Diaz-Yafiez et
al., 2020).

1.2. Uosiy dziiitis pasaulyje ir Lietuvoje

Fraxinus genties medziai $iuo metu yra stipriai veikiami uosiy dzitties, kurig sukelia
invazinis patogeninis grybas Hymenoscyphus fraxineus (T. Kowalski) Baral, Queloz & Hosoya
(Diaz-Yéfiez et al., 2020). Europoje ligos simptomai pirmg karta buvo pastebéti ir aprasyti
Lenkijoje 1992-ais metais (Przybyt, 2002) (Pav. 2). Nuo tada patogenas palaipsniui iSplito po
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didzigja dalj Europos, jskaitant Jungtinés Karalystés salas (Bakys et al., 2009; Chandelier et al.,
2011; Davydenko et al., 2013; Drenkhan & Hanso, 2010; Halmschlager & Kirisits, 2008; Luchi
et al., 2015; Ogris, Hauptman, & Jurc, 2009; Ogris, Hauptman, Jurc, et al., 2009; Rytkdnen et
al., 2011; Stocks et al., 2017; Szabd, 2009; Talge et al., 2009). Siuo metu uosiy dZifities
oficialiai vis dar neaptikta Moldovoje, Bulgarijoje, Makedonijoje, Albanijoje, Graikijoje,
Kosove, Bosnijoje-Hercegovinoje, Ispanijoje ir Portugalijoje (Pav. 2 pilkai pazymétos
valstybés) (CABI, 2020). Diaz-Yafiez su bendraautoriais (2020) atskleid¢, jog uosiy dzittis
Europoje padidino uosiy medziy mirtinguma labiau, nei buvo tikimasi, — net 74 %, palyginus
su duomenimis, surinktais prie$ iSplintant epidemijai. Mazo kamieno skersmens (5 cm — 10 cm)
medziy mirtingumas padidéjo daugiau nei 2 kartus (Diaz-Yafez et al., 2020). Tiesioginé
koreliacija tarp sumazéjusio uosiy augimo ir padidéjusio jy mirtingumo rodo galimg niSos
praradima, kurio metu uosiai biity i§stumti kity, geriau prisitaikiusiy medziy rasiy (Diaz-Yafez
et al., 2020).

W 1590 - 2000 m.
B 2001 - 2005 m.
[ 2006 - 2009 m.
] 2010-2016 m.
| 2016- 2000 m.

Pav. 2. Zemélapyje vaizduojamos valstybeés, kuriose oficialiai buvo aptiktas H. fraxineus, su
apytikslémis uosiy dzitties pradZios datomis. Skirtingomis spalvomis Zymimi skirtingi
laikotarpiai, kuriais pasireiSké uosiy dzititis; tamsiai pazymétose valstybése liga buvo aptikta
anksCiausiai. IS zemélapio galima spresti apie H. fraxineus plitimo kryptis. Pilka spalva
pazymétose valstybése patogenas nebuvo aptiktas. Zemélapis parengtas pagal CABI
(www.cabi.org/isc) pateiktg informacija.

Prasidéjus tendencingai uosiy dziti¢iai (XX a. paskutinis desimtmetis), buvo manyta, jog
tai abiotinio streso, ypac sausros, poveikis, kurj, galimai, sustiprino zvériy ir vabzdziy sukelti
pazeidimai (Navasaitis et al., 2003; Pukacki & Przybyl, 2005). Ligos simptomai (pvz.:
medienos nekrozé ir lajos vytimas) taip pat buvo priskiriami kity patogeniniy gryby (pvz.,
Armillaria spp., Nectria coccinea Desm., N. galligena (Bres.) Rossman & Samuels,
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Gleosporium sp., Cytophoma pulchella (Sacc.) Gutner) sukeliamiems pazeidimams (Juodvalkis
& Vasiliauskas, 2002). Véliau i8 uosiy dzitties simptomus turin¢iy medziy nekrotinés medienos
buvo isskirtas patogeninis grybas H. fraxineus (Kowalski, 2006) ir taip iSsiaiskintas tikrasis
ligos sukeéléjas.

Uosiy dzit¢iai budingi iSoriniai simptomai apima stipry lajos (Pav. 3 A) ir jauny

sodinuky virstiniy (Pav. 3 D) vytima, lapy spalvos poky¢ius ir ankstyva jy kritima, nekrotines

Pav. 3. ISoriniai uosiy dzilities poZymiai: A — prieSlaikinis lajos vytimas, B — Zievés nekroze,
C — vézinis darinys, D — jauny sodinuky virS$iiniy vytimas. Nuotraukos is: A, D — Gamtos
Tyrimy Centro Augaly patologijos laboratorijos; B, C — asmeninio archyvo.
démeles ant stieby ir Sakeliy, kurios issivysto j zievés pazaidas (Pav. 3 B), 0 véliau — j vézinius
darinius ant stieby bei kamieny (Pav. 3 C).

Vidiniai ligos pozymiai — medienos spalvos pokyciai (Pav. 4 A, rodyklé 2), audiniy
nekrozé (Pav. 4 A, rodyklé 1), taip pat puviniai (Pav. 4 A, rodyklé 4) (Bakys et al., 2009). H.

fraxineus sukelia vandens indy funkcijos sutrikimus — hifai, jaugdami j mediena, sukelia

Pav. 4. Vidiniai vosiy dziiities pozymiai: A — iSilginis Sakos pjiivis, B — skersinis Sakos pjiivis.
A —uosiy dzitties pazeisto medzio $akos Serdies ir medienos pazeidimai (rodyklés 1, 2), B —
audiniy pazeidimai (rodyklés 3, 4), kurie toliau plinta j sveikus audinius. Nuotraukos i$
asmeninio archyvo.
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medienos ir karnienos audiniy nekroze ir taip pazeidzia vandens apytaka (Pav. 4 B, rodyklé 4)
(Cleary etal., 2013; Kirisits et al., 2009). Pirmieji dzitities simptomai pastebimi birzelio — liepos
ménesiais lajos virSuje: ant Sakeliy ir lapkocCiy susiformuoja buidingos mazos nekrotinés
démelés, véliau, rugpjiicio — rugséjo ménesiais, matomas prieslaikinis lapy vytimas bei Kritimas
(Pav. 3 A); ligai patimé&jus, patogenas paveikia ir apating medzio dalj — lajos apacig, kamieng ir
Saknis (Kowalski, 2006; Krautler & Kirisits, 2012). Enderle et al. (2017) nustaté, jog dzitties
procesg labai paskatina kamieno ir $akny puviniai, kuriuos sukelia tiek H. fraxineus, tiek
antriniai medziy patogeniniai grybai, ypa¢ Armillaria spp. Sie puviniai sergantiems medziams
yra labai pavojingi, kadangi jie sumazina medzio stabilumg ir skatina medziy virtimg, ypac
audry metu (Davydenko et al., 2019). Sakny puviniai gali vystytis ilga laika, nepasireiskiant
kitiems ligoms simptomams, pvz., lajos vytimui, dél to jvertinti, ar medis serga ir kiek yra
pazengusi dzidtis, sunku, kol ima virsti vizualiai sveiki medziai (Enderle et al., 2017; Langer,
2017).

Lietuvoje uosiy dziiitis buvo pastebéta apie 1996-us metus valstybés pietuose ir greitai
i$plito po visg Salj (Juodvalkis & Vasiliauskas, 2002). Nuo to laiko, dél sanitariniy kirtimy ir
medziy i8virtimo, uosiy uzimamas plotas Lietuvoje sumazéjo nuo 2,7 % (1998 m.) iki 0,7 %
(2018 m.) — zuvo beveik 38 000 ha uosyny (Valstybiné misky tarnyba, 2018). Siuo metu
Lietuvoje liga yra chroninéje stadijoje, didzioji dalis Salies medziy yra uzkrésti ir jy buklé
nuolatos prastéja (Lygis et al., 2014). Kol kas vienintelé veiksminga priemoné uzkirsti kelig

uosiy dziti¢iai — sanitariniai uzkrésty misky ploty kirtimai (Lygis et al., 2014).

1.3.  Hymenoscyphus genties mikroorganizmai

Hymenoscyphus Gray gentis buvo iSskirta 1821-ais metais, priklauso Helotiaceae seimai
(eilé Helotiales, klasé¢ Leotiomycetes, skyrius Ascomycota) (Kirk et al., 2008). Tai placiai
pasaulyje paplitusi gentis, §iuo metu jai priskiriama apie 170-imt rasiy (Wijayawardene et al.
2017). Sios genties atstovai daugiausiai yra saprotrofai, augantys ant negyvos augalinés
medziagos, tokios kaip mediena, negyvos Sakelés, vaisiai, lapai ir Zoliniai stiebai (Kirk et al.,
2008). Gryby vaisiakiiniai — mazi apoteciai, kurie varijuoja nuo baltos iki geltonos spalvos
(Zheng & Zhuang, 2016). In vitro stebimas tik nelytinés stadijos augimas (Baral & Bemmann,
2014). Hymenoscyphus riisys yra identifikuojamos molekuliniais metodais (Chandelier et al.,
2010) arba vertinant morfologines organizmo charakteristikas: askomos forma, dydj ir spalva,
auksliy formavimasi ir jy savybes; taip pat labai svarbus kriterijus yra organizmo buveiné —

daugelis Hymenoscyphus genties riiSiy kolonizuoja medziy lapkocius ir ant jy formuoja
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pseudosklerocius, i§ kuriy véliau iSauga vaisiakiiniai (Baral & Bemmann, 2014; Zheng &
Zhuang, 2016).

1.4. Uosiy dziiities sukéléjas Hymenoscyphus fraxineus

Uosiy dzitties sukéléjas pirmg kartg moksliSkai apraSytas 2006-ais metais (Kowalski,
2006). Patogenas, remiantis jo morfologinémis savybémis, buvo jvardintas kaip Chalara
fraxinea T. Kowalski — nauja rasis Chalara gentyje (Kowalski, 2006). Véliau, remiantis
transkripty vidinio skirtuko (angl. Internal Transcribed Spacer, ITS) 1%, 5,8S ribosominés RNR
geno ir ITS 22 sekoskaitos duomenimis, C. fraxinea buvo isskirta kaip teleomorfiné® stadija
Hymenoscyphus albidus (Gillet) W. Phillips (Kowalski & Holdenrieder, 2009). Nors, straipsnio
autoriy teigimu, buvo nustatyta, jog C. fraxinea ir H. albidus ITS sekos yra identiskos, Sis faktas
véliau buvo paneigtas detalesniais tyrimais, kurie parodé keleto nukleotidy skirtumus tarp seky
(Baral & Bemmann, 2014; Bengtsson et al., 2012; Gross, Grinig, et al., 2012). H. albidus
Europoje buvo zinomas kaip uosiy endofitas jau nuo 1850-yjy mety ir nickada anks¢iau nebuvo
jvardintas kaip patogenas (Queloz et al., 2011). Dél Sios priezasties buvo pradéti vykdyti
detalesni tyrimai. Queloz et al. (2011) atliko genetinius ir morfologinius eksperimentus, kuriy
metu buvo paimti H. albidus méginiai i§ sveikai atrodanéiy uosiy (Sveicarija) ir palyginti su C.
fraxinea izoliatais i§ epideminiy (tuo metu) zony (Lenkija, Sveicarija, Vokietija) bei turimais
herbariumo méginiais. H. albidus ir C. fraxinea geneting jvairove tyréjai jvertino pagal
morfologinius bruoZzus, rDNR ITS, paprasty pasikartojanc¢iy seky intarpy polimerazés
grandininés reakcijos (PPSI-PGR, angl. Inter Simple Sequence Repeat Polymerase Chain
Reaction, ISSR-PCR) pirsty antspaudy atpazinimg (angl. fingerprinting), be to, norint atlikti
tikslesne filogeneting analizg, kaip iSoriné grupé buvo panaudotos Hymenoscyphus fructigenus
(Bulliard) Gray lokusy sekos (Queloz et al., 2011). Tyréjy atlikta filogenetiné analizé ir
molekuliniai tyrimai parod¢, jog tirti izoliatai gali buti suskirstyti j 2 atskiras grupes, kuriy viena
sudare izoliatai 1§ epideminiy vietoviy, kitg — 1$skirti i§ sveiky uosiy, o herbariumo meéginiai
pateko j abi grupes (Queloz et al., 2011). Sie rezultatai autoriams leido padaryti i§vada, jog H.
albidus ir C. fraxinea — tai dvi kriptinés riiSys (angl. cryptic species): jos yra identiskos

morfologiskai, taciau labai skirtingos genetiskai. Todél C. fraxinea dél savo morfologinio

LITS 1 regionas yra isidéstes tarp 18S ir 5,8S rRNR geny.
2ITS 2 regionas yra issidéstes tarp 5,8S ir 28S rRNR geny.
3 Lytinis heterotalinio organizmo gyvenimo ciklo tarpsnis.
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panaSumo j H. albidus buvo perpavadinta j Hymenoscyphus pseudoalbidus V. Queloz, C.R.
Grinig, R. Berndt, T. Kowalski, T.N. Sieber & O. Holdenrieder (Queloz et al., 2011).

Véliau atlikti tyrimai parodé galimg H. pseudoalbidus paplitima Azijos Tolimuosiuose
Rytuose (Zhao et al., 2013), kur anks¢iau grybas buvo identifikuotas kaip Lambertella albida
(Gillet) Korf (sinonimas Hymenoscyphus albidus). Zhao et al. (2013) atlikto tyrimus, kuriy
metu tiriant L. albida, Lambertella spp., Hymenoscyphus spp. ir Lachnum Retzius genties
atstovus (iSoriné grupé), buvo palyginti jy morfologiniai ir genetiniai panasumai. | filogeneting
analize tyréjai taip pat jtrauke ir Queloz et al. (2011) darbe tirtas H. albidus ir H. pseudoalbidus
sekas. Mokslininky atlikta filogenetiné analizé parodé, jog L. albida ir H. pseudoalbidus
izoliatai yra priskiriami tam paciam pogrupiui, o tai kartu su morfologiniy tyrimy rezultatais
patvirtino, jog L. albida ir H. pseudoalbidus yra viena rusis, priklausanti Hymenoscyphus
genciai (Zhao et al., 2013). Palyginamoji seky analizé atskleidé, jog Japonijos populiacija
galimai turi didesng geneting jvairove nei Europos populiacija, kas parodo jvykusj pradininko
efekta (angl. founder effect) Europoje ir leidzia spresti apie patogeno kilme i$ Azijos (Queloz
etal., 2011; Zhao et al., 2013). Zhao et al. (2013) tyrimo metu buvo nustatyta, jog H. albidus ir
H. pseudoalbidus nukleotidy sekos yra itin genetiskai stabilios ir turi aiSkius tarpusavio
skirtumus keliose nukleotidy pozicijose, dar kartg patvirtindami Queloz et al. (2011) tyrimo
iSvadas.

2014-ais metais suvienodinus nomenklatiros sistemg uosiy dzidties sukéléjas buvo
pavadintas Hymenoscyphus fraxineus (T. Kowalski) Baral, Queloz & Hosoya (bazionimas
Chalara fraxinea T. Kowalski, sinonimas Hymenoscyphus pseudoalbidus Queloz et al.), taip
oficialiai priskirtas Hymenoscyphus genciai (Seima Helotiaceae, cilé Helotiales, klasé

Leotiomycetes, skyrius Ascomycota) (Baral et al., 2014).

1.4.1. H. fraxineus bendroji charakteristika

H. fraxineus budingos baltos, rusvos ar ryskiai rudos spalvos kultiiros, tamsesnés sritys
yra siejamos su sporuliacija (Gross et al., 2012) (Pav. 5). Grybas auga létai, mazdaug 1,24 mm
— 2,98 mm per dieng +21 °C temperatiroje (Carrari et al., 2015). Visgi buvo parodyta, jog
kultara gali augti grei¢iau ir biiti morfologiSkai stabilesné auginama ant salyklo ekstrakto agaro
(angl. Malt Extract Agar, MEA) terpés, praturtintos uosio ekstraktu (angl. Ash Sapwood
Extract) (Gross et al., 2012). H. fraxineus buidingi 1,0 pum — 3,0 um plocio hifai, kuriy spalva

varijuoja nuo permatomos iki tamsiai rudos (Kowalski, 2006) (Pav. 6 A ir B). Trumpos,
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Pav. 5. Makroskopiniai H. fraxineus skirtumai. Trys izoliatai A ir B, iSskirti i§ uosio lapko¢iy
bei C, iSskirtas i§ medienos, demonstruoja patogeno morfologing jvairove. Nuotraukose
vaizduojamos 4 savai¢iy amziaus kultiiros, augintos +20 °C ant uosio ekstrakto agaro (AMEA)
10 cm skersmens Petri 1ékstelése. Nuotraukos i§ asmeninio archyvo.

cilindrinés formos konidijos (Pav. 6 C), 2,0 pum — 4,0 pum x 2,0 yum — 2,5 um dydzio,
anksciausiai kultiroje susiformavusios konidijos yra ilgesnés (Kowalski, 2006). Askomos
iSsisklaidg, pavir§inés, nuo baltos iki kreminés spalvos, su amziumi ir dziiidamos tamséja,
susidaro ant patamséjusiy lapko¢iy viety ar negyvy tgliy (Pav. 6 D) (Kowalski,2006). Auksliai
elipsés formos, placiai suapvalinti virSuje, siauri apacioje, tiesiis arba Siek tiek iSlenkti, 13 pum

— 17 pm x 3,5 — 5,0 um dydzio, rudi, turintys 8 askosporas (Kowalski, 2006).
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Pav. 6. Mikroskopiniai H. fraxineus skirtumai ir dauginimosi stadijos. Nuotraukose A — C
vaizduojamos 4 savai¢iy amziaus kultiiros, augintos +20 °C ant AMEA terpés. Paveiksluose
A ir B hifai skirias savo spalva ir dydziu: A — hifai stambesni, varijuoja savo plo¢iu, permatomi
— gelsvi, B — smulkesni, tolygaus plocio, permatomi — zalsvi. Nuotraukoje C vaizduojamos
nelytinio dauginimosi struktiiros — konidijos. Nuotraukoje D matoma lytinio dauginimosi
stadija — makroskopinis askomos vaizdas. Nuotraukos i§ asmeninio archyvo.
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1.4.2. H. fraxineus gyvenimo ciklas

H. fraxineus yra heterotalinis* grybas (Gross et al., 2012). Nelytiné $io mikroskopinio
grybo stadija yra infekciné (Pav. 7 — Anamorfiné stadija), o lytiné — atsakinga uz plitima (Pav.
7 — Teleomorfiné stadija). Visas patogeno gyvenimo ciklas vyksta ant Fraxinus genties medziy
(Gross, Holdenrieder, et al., 2014) (Pav. 7 A, B).

Vaisiakiiniai formuojasi ant pernykséiy lapkociy ar Sakeliy vasaros — rudens laikotarpiu
(Pav. 7 rodyklé 3) (Kowalski & Holdenrieder, 2009). Sporuliacija vyksta nuo birzelio ménesio
iki rugséjo pradzios, taciau, vyraujant palankioms aplinkos salygoms, gali prasidéti anksciau ir
testis iki pat spalio ménesio (Kowalski & Holdenrieder, 2009). Didziausias aktyvumas stebimas
liepos — rugpjicio ménesiais (Timmermann et al., 2011). Ant lapko¢iy susiformavusios lytinés,
trumpai gyvuojancios askosporos (Pav. 7, rodyklé 1) yra perneSamos véjo, prikimba prie sveiky

medziy lapy ir ten sudygsta (Cleary et al., 2013). Rudenj, nukritus lapams, grybas pradeda
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Pav. 7. Hymenoscyphus fraxineus gyvenimo ciklas: 1 — askoma ant nukritusiy pernyksciy
lapy, produkuojanti vyriSkas (mélyna spalva) ir moteriskas (raudona spalva) auksliaspores;
2 — lapy infekcija; 3 — negyvi lapkociai nukrinta ant misko paklotés; 4 — anteridis ir askogoné
— dvi skirtingy lytiniy potencialy lastelés, kurioms susiliejus jvyksta 5 — apvaisinimas; 6 —
mejoze ir askomos formavimasis; 7 — medienos infekcija patogenu (nelytiné grybo stadija);
8 — medzio zitis. Raudonos raidés zymi ekologine ir evoliucine prasme svarbius patogeno
gyvenimo ciklo aspektus: A — uosiy genetiné jvairové labai svarbi jy tolerantiSkumui; vienas
lapas gali buiti uzkréstas keleto skirtingy H. fraxineus genotipy; B — dél Seimininko gynybiniy
reakcijy gali prasidéti konkurencija tarp skirtingy patogeno genotipy, iSliekant labiausiai
virulentiskoms; C — lytinis dauginimasis lemia patogeno didel¢ geneting jvairove ir
evoliucinj potencialg. Adaptuota i§ Landolt et al. (2016).

Anamorfiné stadija

4 Heterotalinis — turintis skirtingo lytinio potencialo individus.
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formuoti juodus pseudosklerocius ant lapkociy, kartais ir ant lapy gysly ar mazy Sakeliy
(Kirisits et al., 2009; Kowalski & Holdenrieder, 2009) (Pav. 7, rodyklé 3). Kito vegetacinio
laikotarpio metu, galimai net prag¢jus 1 — 2 metams, i§ pseudosklerofio formuojasi nauji
vaisiakiiniai (Gross & Holdenrieder, 2013). Vienas lapkotis gali biti kolonizuotas keleto
genetiskai skirtingy H. fraxineus kultiiry dél keliy atskiry infekcijy (Pav. 7 A) (Gross et al.,
2012). Konidijos — nelytinés sporos — gali biiti perneSamos véjo, patekti ant uosio lapy ar sékly
ir ten sudygti (Pav. 7, rodyklé 7). Uzkrésti lapai ir séklos nukrinta ant misko paklotés, H.
fraxineus toliau auga dirvozemyje bei ant nukritusiy lapy ir sékly, pasiekia uosiy medziy Saknis
ir jas kolonizuoja, sukeldamas naujg infekcijg (Cleary et al., 2012; Fones et al., 2016). Ant
nukritusiy lapy ir Sakeliy gali vykti sporuliacija (jskaitant lytinj dauginimasi, jei yra prieSingy
poravimosi tipy), susiformavusios naujos sporos tuomet gali pakartotinai uzkrésti pirminj medj-
Seimininkg ir kitus netoliese esancius medzius (Fones et al., 2016). Toks H. fraxineus
dauginimosi pobudis leidzia patogenui greitai plisti — jis gali bti perneSamas véjo, plisti per
sodinukus, kuriy Saknys yra infekuotos, taciau néra vizualiy ligos simptomy; taip pat gabenant
neapdorotg uosiy medieng (Kirisits et al., 2009; Kowalski & Holdenrieder, 2009; Timmermann
etal., 2011).

1.4.3. H. fraxineus kilmé

Augaly patogeny invazija daugiausiai lemia Zmoniy veikla (Ghelardini et al., 2016).
Taip pat labai svarbiis klimato poky¢iai, kurie gali sustiprinti patogeno prisitaikyma (angl.
fitness), praplésti jo buveiniy plota ar susilpninti augalg Seimininka ir taip palengvinti infekcija.
(Ghelardini et al., 2016). Prisitaikymo naujoje aplinkoje sékmé priklauso nuo patogeno
genetinés jvairoves ir efektyvaus populiacijos dydzio: gausios populiacijos ir populiacijos,
turin¢ios didelj evoliucinj potenciala, geba geriau prisitaikyti ir iSgyventi (McDonald & Linde,
2002). Kita vertus, patogeny invazijos daZniausiai yra siejamos su butelio kaklelio (angl.
bottleneck effect) arba pradininko efektais, kurie sumazina populiacijos polimorfizmg ir
gebéjima prisitaikyti. Toks reiSkinys yra laikomas biologiniy invazijy genetiniu paradoksu
(Gladieux et al., 2015). H. fraxineus yra tipiskas sékmingo atsitiktinio introdukavimo pavyzdys
(Musolin et al., 2017).

Surinkus duomenis apie H. fraxineus genomo struktiirg bei paplitimg, buvo iSkelta
teorija, jog Europos populiacija galéjo kilti i§ Azijos atsitiktinio introdukavimo biidu (Gross,
Holdenrieder, et al., 2014; Queloz et al., 2011; Zhao et al., 2013). Siems duomenims patvirtinti,
Cleary et al. (2016) atliko tyrimg, kurio metu buvo méginama aptikti H. fraxineus ant sveiky
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Fraxinus mandshurica Rupr. medziy lapy, surinkty trijose skirtingose vietovése Rusijos
Tolimuosiuose Rytuose. Mokslininkai taip pat jvertino F. mandshurica endofity jvairove ir
palygino su duomenimis i§ Europos (Cleary et al., 2016). Méginiai, kuriuose aptiktas patogenas,
buvo atrinkti tolimesniems genetiniams tyrimams. Azijos H. fraxineus populiacijg tyréjai
palygino su Europos populiacija ir nustaté, jog visi izoliatai yra skirtingi (nebuvo rasta klony),
taCiau genetiné jvairové yra didesné Azijos populiacijoje (Cleary et al., 2016). Tyr¢jai, jverting
F. mandshurica endofity jvairovg, ir palyging ja su publikacijy duomenimis apie F. excelsior,
nustaté, jog i§ 20-ies identifikuoty organizmy 12-a yra aptinkami ir ant europinio uosio (M.
Cleary et al., 2016). Tokie rezultatai leido mokslininkams padaryti i§vada, jog kolonizuodamas
F. mandshurica, H. fraxineus turi dvifazj gyvenimo btdg ir gali pereiti i§ endofitinés j
saprotrofing fazg. Tai paaiSkina asimptominj lapy kolonizavima, kuris lemia Seimininko
tolerancijg grybui (M. Cleary et al., 2016).

Drenkhan et al. (2017) atliko panasy tyrima, kuriame buvo méginama izoliuoti H.
fraxineus i§ dziaties simptomus turin¢iy F. mandshurica medziy medienos, lapy, vaisiakiiniy,
jauny Sakeliy ir sékly. Surinkti méginiai buvo lyginami su turimais herbariumo méginiais,
surinktais 1962-2012 metais (Drenkhan et al., 2017). Tyrimo metu buvo jrodyta, jog F.
mandshurica medziai yra atsparesni vietinei H. fraxineus populiacijai; jis néra pirminis
patogenas, sukeliantis medienos pazaidas, $Siy medziy areale, nors ir yra atsakingas uz epidemija
Europoje (Cleary et al., 2016; Drenkhan et al., 2017).

Kilmés i§ mazo skaiciau individy hipotezei patvirtinti, McMullan et al. (2018) atliko
tyrimg, kuris parod¢, jog patogeno populiacija Europoje i§ tiesy kilo i§ dviejy genetiSkai
skirtingy haploidiniy individy. Buvo istirtas H. fraxineus genomas (62,27 Mbp, 20
chromosomy) bei palyginta genetiné jvairove tarp 43-y haploidiniy izoliaty 1§ epideminés zonos
(Jungtingés Karalystés, Norvegijos, Pranctizijos, Lenkijos ir Austrijos) ir 15-0s haplotipy nuo
vieno medzio i§ patogeno natiiralaus arealo (Japonija) (McMullan et al., 2018). Tyrimas
atskleide¢, jog Europos populiacijos genetiné jvairové sudaro vos vieng astuntaja Japonijos
populiacijos genetinés jvairovés, kas leidzia teigti, kad europinéje H. fraxineus populiacijoje
jvyko butelio kaklelio efektas (McMullan et al., 2018). Palygintos pagrindiniy eukariotiniy
geny (angl. core eukaryotic genes, CEGS) treciosios pozicijos (CEGs yra labai konservatyviy
baltymy genai, buidingi visiems eukariotams (Parra et al., 2007)), parodé, jog butelio kaklelio
efektas Europos populiacijoje CEGs skai€iy sumaZino nuo 12,6 (vidutinis CEGs skaicius
Japonijos haplotipuose) iki 2,3 CEGs (McMullan et al., 2018). Autoriai Europos populiacijos
CEGs sugrupavo | du skirtingus haplotipus ir i8kélé hipotezg, kad visa europiné H. fraxineus

populiacija susiformavo i§ dviejy haploidiniy individy (McMullan et al., 2018). Sie rezultatai
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patvirtina ankstesnése publikacijose iSkeltas hipotezes, kuriose nurodoma, kad j Europa pateko
nedidelis patogeno prady skaicius (Burokiene et al., 2015; Gross, Hosoya, et al., 2014).
Ivertinus rezultatus, buvo parodyta, jog Europos H. fraxineus populiacijos jvairove geriausiai
atspindintis pradinés populiacijos dydis yra vidutiniskai 2,5 mln. individy — lygus vieno
Japonijos medzio populiacijos skai¢iui. Tai leidzia daryti i§vada, jog H. fraxineus j Europg

galéjo patekti i§ vienos vietovés, galimai — vienos askomos (McMullan et al., 2018).

1.4.4. H. fraxineus populiacijy genetika

Siekiant i$siaiskinti H. fraxineus populiacing struktiira, buvo atlikti detaltis molekuliniai
tyrimai (Bengtsson et al., 2012; Gross, Griinig, et al., 2012; Hanackova et al., 2015; McMullan
etal., 2018). Gross ir Griinig (2012) su bendraautoriais pirmieji sukiiré ir istyré 18 polimorfiniy
mikrosatelity zymeny, leidusiy tinkamai atskirti H. fraxineus nuo jo kriptinés rusies H. albidus,
ir taip palengvino tolimesnius genetinius tyrimus. Sie Zymenys véliau buvo naudoti kity
mokslininky, tirian¢iy H. fraxineus Europos populiacijos struktiirg, kuriy darbai parémé
anksciau iskeltas hipotezes (Burokiene et al., 2015; Hanackova et al., 2015; McMullan et al.,
2018). Bengtsson et al. (2012) atliko panasia geneting H. fraxineus analizg, Kuria sieké istirti
geneting jo struktiirg ir patogeno rysj su H. albidus rasimi. Mokslininkai siam tyrimui sukiiré 7
naujus mikrosatelity zymenis ir atliko numatyty seky polimerazés grandining reakcija (angl.
Arbitrarily Primed Polymerase Chain Reaction, AP-PCR), naudodami M13 pradmenis.
[$analizave gautus tyrimo duomenis, mokslininkai nustaté, jog tyrimo rezultatai paremia
ankscCiau i8keltg hipotez¢ apie H. fraxineus genetine struktirg (Gross, Grunig, et al., 2012).
Hanackova et al. (2015) komanda, panaudojusi 16-a Gross, Griinig, et al. (2012) sukurty ir 5-
is naujus mikrosatelitinius zymenis, istyrée Cekijos H. fraxineus populiacijas 4-iose vietovése ir
pastebéjo itin Zema genetine jvairove, palyginus su Norvegijos ir Svedijos populiacijomis
(Hanackova et al., 2015). Mokslininkai taip pat pastebéjo netikétai didelg diferenciacija tarp 4-
iy subpopuliacijy ir padaré iSvadg, jog vietinés populiacijos dinamika gali daryti jtakg bendrai
H. fraxineus populiacijos struktiirai (Hanackova et al., 2015).

Svarby indélj atlickant H. fraxineus genetinés populiacijos tyrimus jdéjo ir Lietuvos
tyréjai. Burokiene et al. (2015) komanda atliko plataus masto eksperimentg, kurio metu buvo
jvertinta H. fraxineus genetiné jvairové ir populiacijos struktiira epideminése (Sveicarija) bei
post-epideminése (Lietuva) vietovése. Mokslininkai sieké nustatyti patogeno Europos
populiacijos struktiirg bei galimus pokycius jo genetinéje jvairovéje, atsiradusius epidemijai
plintant. Autoriai istyré 847-is izoliatus (367 — i§ Lietuvos, 480 — i§ Sveicarijos), i§skirtus i§
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simptomatiniy uosiy lapy ir medienos, 11-oje mikrosatelity lokusy, kuriuose aptiko 29-is
skirtingus alelius (2 — 5 aleliai viename lokuse). Tyréjai identifikavo 390 skirtingy MLG
(mikrosatelity multilokusy genotipai, angl. microsatellite multilocus genotypes) i$ kuriy 117
buvo bendry abiem Salims (244 MLG Sveicarijos populiacijoje, 263 MLG Lietuvos
populiacijoje) (Burokiene et al., 2015).Vieng MLG daugiausiai sudaré 13-a izoliaty, o 213-a jy
turéjo tik po vieng atstova. Nepaisant didelio genotipuoty izoliaty skai¢iaus, buvo aptikti tik 5
nauji, prie§ tai neaptikti aleliai (Burokiene et al., 2015). PrieSingai nei tikétasi, tyréjai
nepastebejo jokios genetinés diferenciacijos ar skirtumy genetingje jvairovéje tarp epideminiy
ir post-epideminiy populiacijy ar tarp populiacijy nuo lapy ir populiacijy, i$skirty i§ medienos
(Burokiene et al., 2015). Lapy ir medienos populiacijy panaSumas rodo, jog prieSingai nei buvo
manyta anks¢iau (Gross, Holdenrieder, et al., 2014), H. fraxineus izoliatams nebtidingas niSy
pasidalijimas (Burokiene et al., 2015). Sie rezultatai demonstruoja silpng pradininko efektg ir
leidzia spresti apie H. fraxineus populiacijos Europoje kilmg i§ nedidelio skaiciaus skirtingy
MLG, kurie véliau lytinio dauginimosi biidu sudaré naujus MLG — visi i§tirtit MLG priklauso
vienai grupei (Burokiene et al., 2015). Si i$vada sutampa su kity mokslininky tyrimy
duomenimis (Bengtsson et al., 2012; Gross, Holdenrieder, et al., 2014; Schoebel et al., 2014).

1.4.5. H. fraxineus virulentiSkumas

Nepaisant to, jog yra atlikta daugybé H. fraxineus molekuliniy tyrimy, vis dar triiksta
informacijos apie patogeno virulentiskumo priklausomybe nuo jo genetinés struktiiros. Nors
yra nemazai publikacijy, parodziusiy H. fraxineus patogeniskumg (Gross & Sieber, 2016;
Kowalski & Holdenrieder, 2009a; Kowalski et al., 2015; Krautler et al., 2015; L6sing, 2013),
tik nedidelé jy dalis nagrinéja virulentiSkumo skirtumus tarp atskiry patogeno izoliaty (Bakys
et al., 2009; Kosawang et al., 2020; Lygis et al., 2016).

Bakys et al. (2009) komanda buvo vieni pirmyjy, kurie pasitlé, jog H. fraxineus izoliaty
virulentiskumas tarp izoliaty galimai skiriasi. Mokslininky atlikti patogeniskumo tyrimai
parodé, kad nors skirtumai tarp H. fraxineus izoliaty sukelto nekrozés ilgio nebuvo statistiskai
reikSmingi (galimai dél mazo iStirty izoliaty skaiciaus), tac¢iau vidutinis kai kuriy izoliaty
pazeidimy ilgis buvo dvigubai ilgesnis nei kity (Bakys et al., 2009). Autoriai iskélé hipotezg,
Jog izoliaty agresyvumas gali priklausyti nuo jy genetinés struktiiros (Bakys et al., 2009).
Detalesne analize atliko Lygis et al. (2016), kurie jvertino 200-y H. fraxineus izoliaty
virulentiskuma. lzoliatai buvo isskirti i§ dviejy tipy audiniy (nekrotinés medienos ir lapkociy)
bei reprezentavo 2-i vietoves skirtingoje ligos stadijoje: Lietuva (post-epideminé stadija) ir
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Sveicarija (epideminé stadija). Siuo tyrimu mokslininkai sieké jvertinti galima uosiy dZidities
sunkumo sumaz¢jimg dél patogeno agresyvumo maz¢jimo laikui bégant (Lygis et al., 2016).
Eksperimento metu patogeniskumo testai buvo atlikti 1020-¢iai F. excelsior sodinuky. Tyréjai
jvertino, jog 98 % visy izoliaty sukélé nekrotines pazaidas, taciau nei populiacijos amzius (Post-
epideminé / epideminé populiacijos), nei iSkyrimo vieta (mediena / lapkociai) neturé€jo
reikSmingos jtakos patogeno gebéjimui sukelti audiniy nekroze (Lygis et al., 2016). Autoriai
pastebé¢jo didelius virulentiskumo skirtumus tarp izoliaty, taciau jy nepastebéjo tarp patogeno
populiacijy — mokslininkai padaré i§vada, jog H. fraxineus Europos populiacija yra vis dar per
jauna (15 — 20 mety) skirtumams pasireiksti, arba augalo-seimininko populiacijos dydis vis dar
néra kritinis H. fraxineus iSgyvenamumui (Lygis et al., 2016). Mokslininkai taip pat iskélé
hipoteze, jog atskiry patogeno izoliaty virulentiS$kumo skirtumus galimai lemia ne vienas, 0
keletas genetiniy faktoriy (Lygis et al., 2016). Sias i$vadas parémé Kosawang et al. (2020)
tyréjy komandos neseniai atlikty eksperimenty rezultatai. Mokslininkai jvertino 19-0S
genetiSkai skirtingy H. fraxineus izoliaty virulentiSkuma, atlikdami in vivo patogeniskumo
testus ant uosio sodinuky, ir palygino sukelty nekrotiniy pazaidy dydzio su izoliaty augimo
greiciu in vitro (Kosawang et al., 2020). Tyréjai parodé, jog nors kai kurie H. fraxineus izoliatai
sukélé progresuojancius pazeidimus, kiti izoliatai pasireiské kaip labai silpni patogenai, o
vienas izoliatas visiskai nepadaré jokiy pazeidimy (Kosawang et al., 2020). Autoriy teigimu,
skirtumai tarp izoliaty gebéjimo sukelti nekroze buvo statistiskai reik§mingi, tac¢iau nekoreliavo
su patogeno izoliaty augimo ant mitybinés terpés intensyvumu (Kosawang et al., 2020). Tokios
tyréjy isvados parémé ankséiau iskeltas hipotezes apie patogeno genetinj variabilumag (Bakys
et al., 2009; Lygis et al., 2016), taciau paneigé Orton et al. (2019) pasidlyta in vitro kulttiry
augimo grei¢io koreliacijos su izoliato agresyvumu hipoteze (Kosawang et al., 2020).

Nepaisant atskiry H. fraxineus izoliaty virulentiSkumo skirtumy, didzioji dalis F.
excelsior medziy (~95 %) yra labai jautris patogenui ir tik maza dalis turi dalinj genetinj
atsparuma ligai (McMullan et al., 2018). H. fraxineus labiausiai kenkia jauniems sodinukams,
kurie yra maziausiai atspartis patogenui ir todél mirSta per kelis pirmuosius metus (Heinze et
al., 2017). Ilgaamziuose medziuose iSsivyste dzidities simptomai ne tik juos silpnina tiesiogiai,
bet ir sumazina jy atsparuma kitiems uosiy patogenams (Heinze et al., 2017), kuriy sukeltos
ligos kartu su iSoriniu aplinkos salygy poveikiu neretai ir tampa zaties priezastimi (Davydenko
etal., 2019).

Pietinéje Europos dalyje paplitusios uosiy risies F. angustifolia jautrumas ligai prilygsta
F. excelsior arba yra Siek tieck mazesnis (T. Kirisits et al., 2009; Schwanda & Kirisits, 2016).
Schwanda & Kirisits (2016) 2010-2011 m. atliko eksperimentus su visomis Europai biidingoms
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uosiy rasims: F. excelsior, F. angustifolia ir F. ornus. Tyréjai parodé, jog didZiausig atsparumag
turi F. ornus, o labiausiai pazeisti buvo F. excelsior (2010 m.) ir F. angustifolia (2011 m.).
Kadangi F. ornus néra toks jautrus kaip kitos pries tai paminétos Fraxinus rusys, autoriai teigia,
jog jam uosiy dzittis Europoje kelia maziausig grésme (Schwanda & Kirisits, 2016).

Nepaisant patogeniSkumo kitoms Fraxinus rasims, H. fraxineus Azijoje yra aptinkamas
vizualiai sveikoje uosio medienoje ant F. mandshurica (Hosoya et al., 1993), o tai leidzia
spresti, Jog mandzuriniam uosiui jis néra patogenas (Gross & Han, 2015; Han et al., 2014
Hosoya et al., 1993; Zhao et al., 2013; Zheng & Zhuang, 2013).

Visiskai naujg metodg F. excelsior genetinei jvairovei jvertinti pasitulé Harper et al.
(2016). Mokslininky komanda pirmieji pasitelké asociatyvigjg transkriptomika (angl.
associative transcriptomics, AT) ieskodami Zymeny, lemianciy Fraxinus medziy jautruma
uosiy dzitciai. I§ 5-iy uosiy rasiy (F. excelsior, Fraxinus mariesii Hook. f., F. mandshurica, F.
americana, F. ornus) buvo atrinkti dzitities simptomus turintys medZiai i§ skirtingy vietoviy ir
panaudoti kaip platforma asociacijy modeliui kurti. Tyréjai nustate, jog uz uosiy jautrumg ligai
galima jvertinti pagal cSNP® ir MADS-dézutés® motyvus. Gauti rezultatai atitiko kity
mokslininky tyrimy i§vadas, dar kartg patvirtindami F. mariesii, F. mandshurica, F. americana,
F. ornus medziy atsparuma H. fraxineus (Harper et al., 2016; Schwanda & Kirisits, 2016; Zhao
et al.,, 2013). Nors toks metodas niekada anks¢iau nebuvo panaudotas S$iuo tikslu,
mokslininkams pavyko sukurti modelj, kuriuo naudojantis jmanoma jvertinti konkretaus uosio

individo genetinj atsparumg uosiy dzitc¢iai (Harper et al., 2016).

1.5. Uosiy dziiities prevencijos ir apsaugos priemonés

Sanitarinés priemonés, tokios kaip uzkrésty Saky ir Sakeliy paSalinimas, gali bati

naudojamos uzkirsti kelig ligos progresavimui pavieniui augané¢iuose medziuose (Halecker et

> Kopijine DNR pagrjstas vieno nukleotido polimorfizmas (angl. cDNA-based single nucleotide
polymorphisms, cSNP).

5 MADS-dézuté yra konservatyvus MADS domeno (apie 58 aminoriigi¢iy ilgio seka) mazdaug 174 DNR
nukleotidy ilgio motyvas. Genai, kuriuose yra §is motyvas, yra vadinami MADS-dézutés geny Seima (Schwarz-
Sommer et al., 1990). Santrumpa ,,MADS* ir terminas ,,MADS déZutés baltymas“ buvo sugalvoti pagal keturis
pirmuosius nustatytus genus: MINICHROMOSOME MAINTENANCE FACTOR 1 (MCM1) i$ S. cerevisiae,
AGAMOUS (AG) i§ A. thaliana, DEFICIENS (DEF) i§ A. majus ir Homo sapiens SERUM RESPONSE FACTOR
(SRF) (TheiBen & Gramzow, 2016). MADS domeno baltymai paprastai yra transkripcijos veiksniai (West et al.,
1997).
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al., 2020; McKinney et al., 2012), ypa¢ miestuose ir parkuose, kur daznai yra sodinami dél savo
gero prisitaikymo prie jvairiy aplinkos sglygy (Volke et al., 2019). Visgi tokia priemoné
daugiausiai naudojama tik vizualiai pagerinti atvirose vietose augan¢iy medziy iSvaizda
(Halecker et al., 2020). Miestuose esancios aplinkos salygos (eismo metu iSmetamos
kenksmingos medziagos, temperattiros ir oro drégmés poky¢ial, pavir§iy prieziura, pvz., lapy
grébimas, druskos barstymas keliuose Ziema ir kt.) neigiamai veikia H. fraxineus gyvenimo
cikla, todél uosiy dzititis miestuose taip greitai neprogresuoja (VVolke et al., 2019). Kita vertus,
miskuose stebimas greitas ligos plitimas (30 km — 75 km per metus (Gross, Holdenrieder, et al.,
2014)) — kuo didesnis uosio medziy tankis, tuo lengviau patogenui infekuoti Salia esancius
sveikus medzius (Landolt et al., 2016; Rosenvald et al., 2015), be to, uosiy dzities simptomai
sunkesni nei atvirose vietovése (Landolt et al., 2016; Rosenvald et al., 2015). Deja, kol kas néra
rasta saugiy ir efektyviy priemoniy kovoti su liga miSkuose (detaliau aptarta 1.5.2) (Lygis et
sustabdyti ar gydyti, kuriuos biity galima pritaikyti ateityje (Broome et al., 2019; Cleary et al.,
2016; Davydenko et al., 2019; Enderle et al., 2017; Halecker et al., 2020; Hanackova et al.,
2017; Hrabé&tova et al., 2017; Kosawang et al., 2018; Lygis et al., 2014).

1.5.1. Atspariy F. excelsior genotipy selekcija

Kadangi individuallis medZiai varijuoja tarpusavyje savo pazeidZiamumu, vienas i$
galimy biidy iSsaugoti uosius yra ligai i$ dalies atspariy genotipy selekcija (Enderle et al., 2015,
2017; Landolt et al., 2016; Plitira et al., 2011, 2017). Plitira (2011) su kolegomis atliko tyrima,
kurio tikslas buvo jvertinti genetinj kintamumg bei atsparumo H. fraxineus lygj uosiy
populiacijose ir parinkti i§ dalies atsparius augalus tolimesniam jy selekcijai. Mokslininkai
istyré 320 F. excelsior seimy’ i§ desimties Lietuvos ir keturiolikos Europos populiacijy (i§ viso
27 000 medziy) (Plitira et al., 2011). Gauti rezultatai leido daryti i§vada, kad F. excelsior
atsparumas uosiy dziti¢iai yra genetiSkai nulemtas ir paveldimas, 0 tai leidzia i§ anksto
pasirinkti atsparius genotipus jy veisimui, siekiant i§saugoti uosiy populiacija (Pliiira et al.,

2011). Atsizvelgiant j teigiamus pirminius rezultatus, mokslininkai vykdé tolimesnius tyrimus,

" Miskininkystéje terminas ,,§eima* naudojamas apibiidinti artimai susijusiy genotipy grupe: organizmus,
turinéius vieng (angl. half-sib) arba abu (angl. full-sib) bendrus tévinius organizmus (Kshandakar, 2018).
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kuriy metu buvo atrinkti 50 uosiy dzii¢iai atspariy medeliy ir vykdyta transplantacija® (Plitira
et al., 2014). Tyrimai parodé, jog po dviejy augimo sezony po transplantacijos zymiai padidéjo
ligos atvejy skaiCius ir medziy pazeidimo laipsnis (Plitra et al., 2014). Nepaisant to,
mokslininkai jvertino, jog klonuose uosiy dzitties pasireiskimo daznis buvo mazesnis nei
neigiamoje kontrol¢je, kas suteikia geras perspektyvas atspariy genotipy veisimui ateityje
(Plitira et al., 2014). Siuos rezultatus véliau parémé keletas kity uosiy genetinio atsparumo H.
fraxineus tyrimy (Enderle et al., 2015, 2017; Landolt et al., 2016), ta¢iau kol kas iSlicka poreikis
atlikti ilgalaikius tyrimus, norint i$siaiSkinti, ar klonai, kurie §iuo metu atrodo atspartis H.
fraxineus, islaikys savo atsparumg patogenui (Enderle et al., 2015, 2017).

Kloniné selekcija, siekiant kovoti su kitomis medziy ligomis, buvo pritaikyta anks¢iau
(Bettinger et al., 2009; Franclet & Boulay, 1989; Leakey, 1987; Swedjemark et al., 1998; Xavier
& Otoni, 2009). Vienas tokiy pavyzdziy — keliy deSimtmeciy darbas su Saknine pintimi
(Heterobasidion annosum (fr.) bref.), sukelian¢ia margajj korozinj spygliuo¢iy $akny puvinj
(Asiegbu et al., 1994; Asiegbu et al., 2005; Laine, 1976). Sickiant i§saugoti Pinus sylvestris L.
populiacija, buvo atlickama kloniné selekcija, taciau atspariy genotipy atranka labai apribojo
medziy geneting jvairove (Rieksts-Riekstins et al., 2020; Vasiliauskas, 2001). Dél to daznai yra
pazymima, jog kloninei miskininkystei neturéty bati teikiama pirmenybé kovojant su medziy
ligomis — ji riboja natiralig ruSiy geneting jvairove, o klonai, budami atsparts vienai ligai, gali
bti jautris kitoms ligoms ar kenkéjams (Kumar, 2016; Wu, 2019). Harper et al. (2016) pasiiilé,
JOg uZuot atrinke labai mazg skai¢iy labai tolerantiSky medziy (dél kuriy trikty genetinés
jvairovés), bty galima nustatyti daugybe genetiSkai skirtingy individy pagal iy mokslininky
sukurtg asociatyviosios transkriptomikos modelj. Tokiu biidu bty i$laikyta genetiné jvairove,
tuo paciu greitai atkuriant uosiy medziy populiacijas (Harper et al., 2016). Visgi kol kas tokia
strategija nebuvo praktiSkai jgyvendinta ir reikalauja detalesniy tyrimy, todél turéty biti

ieSkoma ir kity alternatyvy kovojant su uosiy dzititimi.

1.5.2. Biologinés kontrolés agentai kovai su medziy ligomis

Hrabétova et al. (2017) parodé, jog jvairts fungicidai, kaip ir buvo galima tikétis,

efektyviai naikina uosiy dzitties patogena, taciau jie negali buti pritaikyti pla¢iu mastu dél savo

8 Transplantacija yra terminas, naudojamas apibiidinti medZiy persodinima i§ vienos vietos j kitg. Dél
medziy Sakny sistemos apimties ir morfologijos, persodinant medZius paprastai pasalinamos Saknys (Pryor &
Watson, 2016).
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kenksmingo poveikio kitiems organizmams. Siekiant uztikrinti ekologiSkg ir ekonomiska
augaly ligy kontrole, atsiranda poreikis rasti saugiy alternatyviy metody kovoti su augaly
patogenais (Latz et al., 2018). Vienas jy — biokontrolé®. Biologinés kontrolés agentais gali biiti
bakterijos, grybai ir virusai, turintys neigiama poveikj konkre¢iam organizmui. Deja, jy kiirimas
ir komercializavimas Siuo metu Vvis dar yra ribotas procesas (Latz et al., 2018). Daugybé
biokontrolés tyrimy atlickama kontroliuojamomis laboratorinémis sglygomis (Spadaro &
Gullino, 2005), todél perkélus j lauko salygas, biokontrolés agenty veikla daznai riboja jvairiis
aplinkos veiksniai (K6hl et al., 2011). Sios problemos galima i§vengti naudojant augalams-
$eimininkams pritaikytus endofitinius!® mikroorganizmus, nes jie bent dalj savo gyvenimo
ciklo praleidzia kolonizuodami gyvo augalo audinius, nesukeldami jokio tiesioginio,
akivaizdziai neigiamo poveikio (Bacon & White, 2016; Card et al., 2016; Hardoim et al., 2015;
Rabiey et al., 2019). Kai kurie endofitiniai mikroorganizmai, naudodami augala kaip buveing
ir mitybos Saltinj, yra naudingi augalui Seimininkui, nes skatina jo augimg, vystymasi,
adaptacijg ir atsparuma stresui bei ligoms (Bacon & White, 2016; Rabiey et al., 2019;
Saikkonen et al., 1998; Wani et al., 2015). Biokontrolés agentams, taigi ir endofitams, paprastai
yra budingi keturi kontrolés principy tipai: 1) konkurencija dél vietos ir maistiniy medziagy, 2)
tiesioginis slopinimas (antibiozé¢), 3) mikoparazitizmas ir 4) sukeltas atsparumas augale
suaktyvinus gynybos sistemg (Heydari & Pessarakli, 2010; Latz et al., 2018; Zabalgogeazcoa,
2008). Daznai vienu metu veikia keli mechanizmai (Latz et al., 2018).

Yra atlikta nemazai tyrimy, siekiant surasti galimy biokontrolés agenty uosiy dzities
kontrolei (Cermakova et al., 2017; Halecker et al., 2020; Hana¢kova et al., 2017; Kosawang et
al., 2018; Schoebel et al., 2014). Schoebel (2014) su bendraautoriais atliko molekulinius H.
fraxineus tyrimus 233-ims izoliatams i§ Sveicarijos, Lenkijos, Vokietijos, Lietuvos ir Japonijos,
siekdami identifikuoti H. fraxineus mikovirusus, kuriuos buty galima panaudoti Kaip uosiy

dzifities biokontrolés agentus!’. Mokslininkams pavyko aptikti mikovirusa, kuris buvo

% Biologiné kontrolé apibréziama kaip vabzdziy, piktzoliy ir ligy valdymo biidas naudojant natiiralius jy
kenkeéjus ar juos neigiamai veikiancius kitus organizmus.

10 Endofitai yra apibréZiami kaip mikroorganizmai, kurie bent dalj savo gyvenimo ciklo praleidzia
gyvuose Seimininko audiniuose (tarplastelinése ertmése, audiniy ertmése ar apytakos induose), nesukélg
akivaizdzios Zalos augalui (Rabiey et al., 2019).

1 Gryby virusai (mikovirusai) yra randami visose pagrindinése augaly patogeniniy gryby grupése
(Schoebel et al., 2014). Dauguma mikovirusy yra dvigrandés RNR virusai (Ghabrial & Suzuki, 2008). Nustatyta,
kad kai kurie 18 $iy virusy sukelia sekinancias ligas savo grybams - Seimininkams arba mazina jy virulentiSkuma
(Pearson et al., 2009).
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pavadintas Hymenoscyphus fraxineus mitovirus 1 (HfMV1) (Schoebel et al., 2014). Nors jo
patogeniSkumas H. fraxineus nebuvo parodytas, tyréjai nustaté greitus genetinius HfMV1
genomo poky¢ius, kurie suteikia biokontrolei tinkamo HfMV 1 varianto atsiradimo perspektyva
ateityje (Schoebel et al., 2014, 2017).

Siuo metu yra atlickama nemazai tyrimy, siekiant jvertinti uosiy endofity jvairove ir
galimg antagonistinj jy poveikj H. fraxineus (Halecker et al., 2020; Hanackova et al., 2017,
Kosawang et al., 2018; Lahiri et al., 2019; Schlegel et al., 2016; Scholtysik et al., 2013).
Hanackova (2017) su kolegomis atliko tyrima, kurio metu buvo jvertintas F. excelsior gryby
bendruomenés kitimas priklausomai nuo medzio buklés (uosiy dzitties pasireiskimo laipsnio)
bei mety laiko ir atlikti antagonizmo testai tarp rasty endofity ir H. fraxineus izoliaty
(Hanackova et al., 2017). Buvo nustatyta, jog dalis uosio aplinkoje rasty endofity sumazino H.
fraxineus augima (Hanackova et al., 2017). Mokslininky teigimu, uosiy dzitciai atsparesni
medziai pasizyméjo didesne riiSine gryby jvairove, taCiau reikSmingy skirtumy tarp
bendruomenés struktiiry nebuvo rasta (Hanackova et al., 2017). Autoriai padaré i$vada, jog
endofity bendrija daro maza poveikj H. fraxineus slopinimui, o geresnés sveikatos buklés
medziai ginasi kitais mechanizmais (Hanackova et al., 2017). Nors in vitro patogeniskumo
testai parodé endofity jtakg H. fraxineus augimui, taip pat buvo pastebétas neigiamas H.
fraxineus poveikis endofitams. D¢l $iy prieZasé¢iy mokslininkai padaré¢ iSvada, jog daugelis
iStirty rasiy néra klittis H. fraxineus, taciau neatmeté galimybés, jog yra perspektyva ateityje
atrasti endofitg (-us), kurj (-iuos) buty galima panaudoti kaip biokontrolés agentg (-us) kovai su
uosiy dzittimi (Hanackova et al., 2017).

Kosawang (2018) su bendraautoriais iskélé hipoteze, jog tolerantisky ar i§ dalies
tolerantisky uosiy riisiy gryby endofitinés bendruomenés galimai apsaugo Sias rasis NUO uosiy
dziaties ir kad tokie endofitai galéty buti panaudoti kaip biokontrolés agentai prie§ H. fraxineus.
Siekdami patikrinti $ias hipotezes, tyr¢jai iSskyré Fraxinus lanuginosa Koidz, F.
pennsylvanica, F. ornus, F. chinensis subsp. rhynchophylla (Hance) A. E. Murray, ir F.
mandshurica gryby bendruomeniy narius ir juos identifikavo (Kosawang et al., 2018). Endofity
antagonistiniam poveikiui patikrinti, tyréjai atliko in vitro testus prie$ vieng H. fraxineus
izoliatg (Kosawang et al., 2018). Mokslininkai nustaté, kad H. fraxineus slopinanc¢iy endofity
buvo visose uosiy riiSyse, nors jy gebé¢jimas slopinti patogeng in vitro labai skyrési (Kosawang
et al., 2018). Autoriy teigimu, gauti rezultatai patvirtina ankstesniy tyrimy iSvadas (Hanac¢kova
etal., 2017; Schlegel et al., 2016), taciau reikalauja eksperimenty in vivo, kad buty galima istirti

endofity jtaka Seimininko gynybos mechanizmams ir galbiit apibiidinti endofity iSskiriamas
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antimikrobines medziagas, kurios galéty biiti naudojamos kaip biopesticidai pries H. fraxineus
(Kosawang et al., 2018).

Biitent tokius tyrimus atliko Halecker (2020) su bendraautoriais. Tyréjai izoliavo 340 F.
excelsior endofitiniy gryby ir patikrino jy antagonistinj poveikj 5-iems H. fraxineus izoliatams
in vitro. Mokslininkai taip pat inokuliavo akseninius'? F. excelsior sodinukus 8-iais endofitais,
kurie parodé antagonistinj poveikj in vitro eksperimente, siekdami uztikrinti, jog izoliatai geba
kolonizuoti medelius, o jy kolonizacija nesukelia ligos simptomy. (Halecker et al., 2020). Testy
rezultatai parodé, jog 7-i endofitai sukélé ligos simptomus ir tik vienas endofitas F. excelsior
kolonizavo asimptomatiSkai; autoriy teigimu, toks désningumas pabrézia in vivo eksperimenty
svarbg, kadangi in vitro eksperimentai negali pilnai atspindéti patogeno—endofito—augalo-
Seimininko tikryjy sgveiky (Halecker et al., 2020). Antagonistinj poveikj parodziusj izoliatg
mokslininkai identifikavo kaip askomiceta Hypoxylon rubiginosum (Persoon) Fries (gentis
Hypoxylon, Seima Xylariaceae). Tyréjai, panaudoje didelio efektyvumo skyséiy
parengiamosios chromatografijos metoda (angl. preparative-scale high performance liquid
chromatography, HPLC), isskyré metabolitus i§ H. fraxineus ir H. rubiginosum kulttry bei
iStyré jy struktiirg branduoliy magnetinio rezonanso (BMR) spektroskopijos (angl. Nuclear
magnetic resonance spectroscopy, NMR) ir masiy spektrometrijos (angl. High resolution mass
spectrometry, HR-MS) metodais (Halecker et al., 2020). Mokslininkams pavyko identifikuoti
jau anksc¢iau zinomg fitotoksing viridiolj kaip pagrindinj H. fraxineus metabolita kultiiroje su
endofitu ir i$ anksciau zinomg priesgrybelinj metabolita fomopsiding kaip pagrindinj antrinj H.
rubiginosum metabolita; be to, tyréjams pavyko iSskirti nauja Sio metabolito derivatg 10-
hidroksifomopsiding (Halecker et al., 2020). Omopsidinas veikia eukarioty citoskelets, taip
slopindamas patogeno augima, taciau Sis metabolitas taip pat turi silpng citotoksinj poveikj
(Halecker et al., 2020). Visgi autoriai pabrézia, jog tai, kad H. rubiginosum auga asimptomiskai
ant uosio medziy leidzia tikétis, jog ateityje H. rubiginosum arba keliy endofity derinys gali
buti pritaikyti kaip efektyviis biokontrolés agentai pries$ uosiy dziGties patogeng (Halecker et
al., 2020).

12 Neuztersti ir nesusieti su jokiais kitais gyvais organizmais; kultiiros, kuriose visiskai néra kity
organizmy.
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JRANGA, MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Prietaisai ir jranga

Tyrimo metu naudota jranga ir prietaisai:

Mitybiniy terpiy ruo$imui ir sterilizavimui: autoklavas Multicontrol 121/181
(CertoClav, Austrija).

Grynyjy kultiry iSskyrimui: 11-0s klasés laminariniai boksai CellGard
(NUAIRE, JAV); mikroskopas 102M (Motic, Didzioji Britanija);
mikroskopas Eclipse Ci-E (Nikon, Didzioji Britanija), mikroskopas
SMZ800N (Nikon, Didzioji Britanija).

DNR i8skyrimui ir koncentracijos nustatymui: homogenizatorius FastPrep
Biol01 (Savant, JAV); centrifuga MiniSpin (Eppendorf, Vokietija);
centrifuga Heraeus FRESCO 21 (Thermo Scientific, JAV); centrifuga Galaxy
mini (VWR, JAV); kaitinimo blokas (Grant, Didzioji Britanija),
nanospektrofotometras P330 (Implen, Vokietija).

PGR metodui — termocikleris Veriti 96-Well Thermal Cycler (Applied
Biosystems, JAV); termocikleris A6 (Nyx Technik, JAV).

Elektroforezei — elektroforezés aparatas Sub-Cell® GT (Bio-Rad, JAV);
DNR elektroforezes Saltinis EPS 301 (Amersham Biosciences, JAV).

DNR fragmenty vizualizavimui — geliy dokumentavimo sistema Fire Reader

(UVitec Cambridge, DidZioji Britanija).

2.2. Medziagos

Tyrimo metu naudotos medziagos:

o Tiriamojo darbo metu naudoty terpiy ir tirpaly sudétinés dalys ir jy

koncentracijos pateiktos lenteléje (Lentelé 1). Mitybinés terpés autoklavuojamos

30 min. +121 °C temperatiiroje 1,25 atm slégyje.
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Lentelé 1. Eksperimente naudoty terpiy sudétis ir medziagy koncentracijos.

Pavadinimas

Medziagy sudétinés dalys

Medziagy koncentracijos

Uosiy ekstrakto agaras
(AMEA) (Kirisits et al.,
2013)

Uosio ekstraktas (Philp et
al., 1995)

AS agaras
(Brasier & Webber, 2013)

Avizy ekstrakto agaras
(OMA) (Foster & Bills,
2011)

AS + OMA terpé (Brasier &
Webber, 2013; Foster &
Bills, 2011)

V8 agaras (Miller et al.,
1955)

V8 + AS agaras (Brasier &
Webber, 2013; Miller et al.,
1955)

Agaras
Uosio ekstraktas
Salyklo ekstraktas
Distiliuotas vanduo
Paprastojo uosio (Fraxinus
excelsior) mediena ir lapai
Distiliuotas vanduo
Paprastojo uosio (F.
excelsior) mediena ir lapai
Agaras
Salyklo ekstraktas
Distiliuotas vanduo
Avizos
Agaras
Salyklo ekstraktas
Distiliuotas vanduo
Avizy ekstraktas
Agaras
Salyklo ekstraktas
Paprastojo uosio (F.
excelsior) mediena ir lapai
Distiliuotas vanduo
V8 ekstraktas
Salyklo ekstraktas
Agaras
Distiliuotas vanduo
V/8 ekstraktas
Salyklo ekstraktas
Agaras
Distiliuotas vanduo
Paprastojo uosio (F.

excelsior) mediena ir lapai

25 g/l
200 ml/I
20 g/l
08I
20 g/l

1,01
20 g/l

25 g/l
20 g/l
1,01
20 g/l
25 g/l
20 g/l
1,01
200 ml/I
25 g/l
20 g/l
20 g/l

091
0,21
20 g/l
25 g/l
0,81

0,21
20 g/l
25 g/l
08I
20 g/l
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o Augalinés medziagos pavir$iy sterilinimui naudotas etilo alkoholis
(C2HsOH) (Stumbras, Lietuva).

o DNR skyrimui naudotos medziagos: CTAB (Ci9H42BrN) (G
Biosciences, JAV); druskos ragstis (Tris-HCI) (C4H1:NOs - HCI) (Alfa Aesar,
Vokietija); etilendiamintetraacto riigstis (EDTA) (CI0H16N208) (Fluka,
Vokietija); natrio chloridas (NaCl) (Fluka, Vokietija); chloroformas (CHC13)
(Fisher Chemical, Prancizija); izopropanolis (CsHgO) (Fisher Chemical,
Pranciizija), etilo alkoholis (CoHsOH) (Stumbras, Lietuva). (Lentelé 2)

o PGR metodui naudotos medziagos: DNR polimeraz¢ DreamTaq
(Thermo Fisher Scientific, Lietuva), dNTP misinys (Thermo Fisher Scientific,
Lietuva), magnio chloridas (MgCi2) (Thermo Fisher Scientific, Lietuva), 10X
DreamTaq Green buferis (Thermo Fisher Scientific, Lietuva).

. Elektroforezei naudotos medziagos: natrio Sarmas (NaOH); boro
rugstis (B(OH)3), agarozé, Gel Green dazas, molekulinio svorio markeris

(Thermo Fisher Scientific, Lietuva).

Lentelé 2. Eksperimente naudoty cheminiy medziagy sudétis ir koncentracijos.

o Naudoty medziagy Naudoty medziagy
Pavadinimas N
sudétinés dalys koncentracijos
CTAB milteliai 0,03g/mil
Tris-HCI (1 M) 150 pl / ml
CTAB tirpalas (3%) EDTA (0,5 M) 4 ul/ ml
NaCl (5 M) 520 ul / ml
Distiliuotas vanduo 330 ul / ml
) NaOH 8qll
Natrio borato (SB)
o B(OH)3 47 g/l
buferinis tirpalas o )
Dejonizuotas vanduo ki1l

Tiriamojo darbo metu naudoti oligonukleotidiniai pradmenys, jy sekos bei PGR

produkto dydziai pateikti 3 lenteléje.
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Lentelé 3. Tiriamojo darbo metu naudoti oligonukleotidiniai pradmenys.

Pradmuo Seka 5 3¢ Tipas Pradmens autorius

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG Tiesioginis | White et al. (1990)

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC Atvirkstinis | White et al. (1990)

Visi eksperimentai vykdyti Augaly patologijos laboratorijoje (Gamtos tyrimy centras,

toliau GTC).

2.3. Metodai

2.3.1. Méginiy surinkimas

Uosiy endofity jvairovei jvertinti, 2018 mety pavasario ir rudens laikotarpiu (vasario,
kovo ir rugséjo ménesiais) buvo surinkta augaliné medziaga nuo 10-ies asimptomatiniy U0OSIiO
medziy i§ 3-y Vilniaus miesto vietoviy: Kairény, Verkiy, Balsiy. Mikroorganizmai buvo
izoliuojami i§ F. excelsior ir F. pennsylvanica pumpury, medienos ir lapkoc¢iy (Priedas 1).

Surinkta augaliné medziaga buvo apdorojama tg pacia arba kitg dieng, méginiai laikomi + 4 °C.

2.3.2. Grynyjy kultiiry iSskyrimas

Mikroorganizmy i$skyrimas buvo atliktas Augaly patologijos laboratorijoje, pagal
Kirisits, Dampfle & Krautler (2013) aprasyta metodika. Augaliné medziaga buvo paruosta
pagal Hanackova et al. (2017) apraSyta metodikg. Pumpurai buvo pjaunami per puse, o
lapkociai sukarpyti j 0,5 cm ilgio gabalélius ir perpjaunami per pus¢. Nedideli gabaléliai (0,5
cm x 0,3 cm x 0,1 cm) buvo sterilinami pamerkiant j 96 % etanolj 30 s. ir plaunami distiliuotu
vandeniu, tuomet dedami ant salyklo ekstrakto agaro (angl. Malt Extract Agar, MEA) terpés,
papildytos 2 % paprastojo uosio medienos ir lapy ekstraktu (Kirisits et al., 2013). Vienoje 9,0
cm Petri 1€kSteléje buvo dedami 4 — 5 augalinés medziagos gabaléliai. Petri 1€kStelés buvo
laikomos tamsoje, kambario temperatiiroje (+20 °C) dvi savaites, nuolat stebint grybienos
augima. Pasirodzius grybienai, grynos gryby kultiiros isskirtos gryna, gyvybinga grybieng (Su
agaro gabaléliu) sterilia adata imant i$ kultiiros pakrascio ir pers¢jant ant AMEA terpés.
Isskirtos grynosios gryby kultiiros buvo laikomos tokiomis pat salygomis, kol pakankamai

iSaugs ir susiformuos charakteringi morfologiniai kultiiry pozymiai.
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Visos kultiiros saugomos Augaly patologijos laboratorijos (GTC) kolekcijoje

2.3.3. Grynyjy kultiiry suskirstymas j morfologines grupes

Grynosios endofitiniy mikroorganizmy kulttiros buvo suskirstytos j grupes naudojantis
Sviesiniu mikroskopu, stebint morfologinius 4 savaifiy amziaus kultliry pozymius. Buvo
jvertintas hify dydis ir spalva, sporuliacija ir spory savybés, taip pat kolonijos i§sidéstymas,

spalva, forma (Lacey, 1997).

2.3.4. H. fraxineus populiaciné analiz¢é ir izoliaty atranka

Siame tyrime naudoti H. fraxineus izoliatai buvo paimti i§ Augaly patologijos
laboratorijos (GTC) kolekcijos. 367 izoliatai buvo iSskirti 2012 — 2013 metais i§ penkiy
Lietuvos vietoviy — Birzy, Kédainiy, Kretingos, Ukmergés ir Vilniaus, bei i§ dviejy tipy medzio
audiniy — nekrotinés medienos ir lapkociy (detali iskyrimo metodika aprasoma Kirisits et al.
(2013) straipsnyje). Ankstesniuose tyrimuose Siems izoliatams buvo atlikta sekoskaita, po to
jie buvo suskirstyti j grupes pagal multilokusy genotipus (MLG, angl. multilocus genotype)
(Burokiene et al., 2015). Buvo nustatytas dalies izoliaty virulentiSkumas (Lygis et al., 2016).
Siekiant jvertinti galimas H. fraxineus izoliaty grupes pagal jy MLG, i$skyrimo vietove ir audinj
bei tokiy grupiy tarpusavio genetinius rySius, Siame tyrime buvo atlikta pagrindiniy
komponenty diskriminantiné analizé (angl. Discriminant Analysis of Principal Components,
DAPC) ir sudarytas genotipus jungiantis minimalus tinklas (angl., Minimum Spanning Network,
MSN). Duomenys apdoroti RStudio 1.2.5042 (R 4.0.0) poppr 2.8.5, adegenet 2.1.2, pegas 0.13
ir vegan 2.5-6 paketais. DAPC buvo pasirinktos 10 i$ rasty grupiy, turin¢iy informatyviausias
kaupiamosios dispersijos (angl. Cumulative variance) vertes ir 10 diskriminanto veréiy, pagal
Zemiausig Bajeso informacijos kriterijy (angl. Bayesian information criterion) (BIC).
Minimalaus jungianéio tinklo sudarymui buvo naudojamas Bruvo'® kombinuotasis modelis.
Visi skai¢iavimai atlikti klony-koreguotiems (angl. clone-corrected) duomenims.

Po rezultaty jvertinimo, siekiant patvirtinti suskirstymg, 30-¢iai H. fraxineus izoliaty
seky buvo papildomai atlikta filogenetiné analiz¢ ir sudarytas artimiausios kaimynystés medis

(angl. neighbour-joining tree). Buvo pritaikytas Tamura 3 parametry modelis, naudojant

13 Bruvo atstumas tarp dviejy individy apskai¢iuoja minimaly atstuma tarp visy galimy aleliy pory deriniy
vienoje lokuso vietoje ir tada apskai¢iuojamas to atstumo vidurkis per visus lokusus (Bruvo et al., 2004).
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diskretyjj gama paskirstyma, darant prielaida, kad tam tikra dalis genomo viety yra evoliuciskai
nekintamos. Analiz¢ atlikta MEGA 10.1.1 (Kumar, Stecher, Li, Knyaz, and Tamura 2018)

programa.

2.3.5. Optimalios mitybinés terpés H. fraxineus paieska

Optimalios terpés paieSka vykdyta pasirinkus 5-is H. fraxineus izoliatus i Augaly
patologijos laboratorijos mikroorganizmy kolekcijos (GTC), reprezentuojanCius 5-ias
skirtingas vietoves, kuriose jie buvo isskirti (Birzai, Kédainiai, Kretinga, Ukmergé, Vilnius),
taip pat atsizvelgiant j jy genetinius skirtumus bei morfologines savybes (Burokiene et al.,
2015).

Tyrime buvo naudojamos 7-iy dieny amziaus kultaros, 0,5 cm diametro grybienos diskas
buvo s¢jamas ant 5-iy skirtingos sudéties terpiy 3-mis pakartojimais: uosio ekstrakto agaro
(AMEA) (Kirisits et al., 2013), avizy ekstrakto agaro (angl. Oatmeal Agar, OMA), avizy ir V8
sul¢iy agaro, tik V8 suléiy agaro, V8 ir uosio medienos agaro (Atlas, 2010). H. fraxineus
izoliaty augimo greitis buvo stebimas 4-ias savaites, augimo greitj jvertinant iSmatavus
kolonijos poaugj kas 7-ias dienas ir braizant augimo kreive (Hendricks et al., 2017).

Gauti duomenys i$analizuoti naudojantis RStudio Desktop 1.2.5042 (R 4.0.0) programa,
tidyverse 3.0.0. ir ggplot2 3.2.1. paketais.

2.3.6. Patogeniskumo testai in vivo ant uosio Sakeliy

Patogeniskumo testas atliktas 14-ai H. fraxineus izoliaty, paimty i§ Augaly patologijos
laboratorijos mikroorganizmy kolekcijos (GTC), pagal 5-ias skirtingas vietoves, kuriose jie
buvo isskirti (Birzai, Kédainiai, Kretinga, Ukmergé, Vilnius) ir kolonizuojamg audinj (mediena,
lapkociai), taip pat atsizvelgiant j jy genetinius skirtumus bei morfologines savybes (Burokiene
et al., 2015). PatogeniSkumo testas atliktas pagal Soltaninejad et al. (2017). Naudotos 30 cm
ilgio ir trijy skirtingy diametry grupiy (Pav. 8 A; Priedas 4) uosio $akelés, surinktos Verkiy
regioniniame parke nuo sveikai atrodan¢iy F. excelsior medziy. Mediena paruosta ja
dezinfekavus 96 % etanolio tirpalu, sakeliy galai ir kitos atviros vietos buvo uzlietos parafinu,

siekiant palaikyti medienos drégme ir apsaugoti nuo uzkrato (Reinprecht & Repak, 2019).
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Ksilemoje skalpeliu buvo padarytos 2 nedidelés (1,0 cm x 2,5 cm) pazaidos (Pav. 8 B, rodyklé
1), 10,0 cm atstumu viena nuo kitos, 2,5 cm nuo Sakos galy. Ant pazaidy buvo dedami 0,5 cm

skersmens grybienos diskeliai (Pav. 8 B, rodyklé 2), kontrolei naudotas identiskas sterilios

Pav. 8. H. fraxineus patogeniSkumo testas: A — eksperimente naudotos 3-y skirtingy
diametry Sakelés; B —uosio krétimas patogenu: rodyklé 1 Zymi medienoje padaryta pazaida,
rodyklé 2 — 0,5 cm agaro diskelis su grybiena; C — eksperimento eiga.
AMEA terpés diskelis, uzkréstos pazaidos apvyniotos Parafilm™ plévele (Soltaninejad et al.,
2017) (Pav. 8 C). Tyrimas vykdytas kambario temperatiiroje (+20 °C), $akelés buvo laikomos
plastikinéje dézéje, pakeltos nuo dugno, j vidy jpilta 1 I distiliuoto vandens pastoviai drégmei

palaikyti. Rezultatai jvertinti po 6 savaiciy nuo eksperimento pradzios (Kowalski et al., 2019).

2.3.7. Antagonizmo testai

Pirminiai antagonizmo testai buvo vykdomi 2018 m. lapkricio — gruodZio ménesiais. Jy
metu buvo pasirinkti 2 reprezentatyviis uosiy dzidties sukéléjo H. fraxineus izoliatai, kurie
skyrési savo morfologinémis ir genetinémis savybémis (Burokiene et al., 2015). IS 37-iy
endofity morfologiniy grupiy buvo pasirinkti 47 izoliatai, atrinkus po vieng atstovag 32-joms
grupéms ir po 2 atstovus 5-ioms grupéms (dé¢l didelio Siy izoliaty tarpusavio panaSumo).
Tyrimas buvo atliekamas remiantis Hafidckova et al. (2017) aprasyta metodika, ja Siek tiek
modifikavus: 5 mm skersmens H. fraxineus grybienos diskeliai buvo dedami j 10,0 cm Petri
lékstelés centrg ir auginami vieng savaite +20 °C, tamsoje. Praéjus savaitei, 2,5 cm atstumu nuo
H. fraxineus agaro gabalélio i§ abiejy pusiy buvo uzdedami du 0,5 ¢cm skersmens endofity

grybienos diskeliai. Neigiama kontrolé buvo paruosta tokiu paciu metodu, vietoj endofity
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grybienos uzdéjus 0,5 cm agaro diskel; (Hanackova et al., 2017). Lékstelés buvo laikomos
kambario temperatiiroje, tamsoje. Reakcijy vertinimas pradétas po 7-iy dieny nuo testo
pradzios, matavimai atlikti kas 7-ias dienas, 4-ias savaites. Reakcijos buvo vertinamos
remiantis Brasier & Webber (2013) metodika ir buvo skirstomos j 2 tipus: S (kolonijy miceliai
suauga) ir N (kolonijy miceliai nesuauga, formuojama inhibiciné zona). Izoliaty micelio
suaugimas papildomai buvo vertinamas pagal jo laipsnj: S+ — izoliatai suauga pilnai, s+ —
suauga pavieniai dviejy izoliaty hifai. Antagonistinés mikroorganizmy savybés buvo jvertintos

procentine augimo inhibicija (angl. Potential growth inhibition, PGI) (Hanackova et al., 2017):

-1

PGI = — X 100%, kur

C — H. fraxineus neigiamos kontrolés kolonijos diametras,

T — testinés kolonijos diametras;

Po pirminiy testy buvo jvertintos kultiiry reakcijos. Inhibicinés zonos formavimasis (N
tipo reakcija) buvo stebimas tarp patogeno izoliaty ir 18-os endofitiniy mikroorganizmy. Sie
18-a endofity buvo atrinkti kaip galimai turintys antagonistiniy savybiy. Véliau, jvertinus PGl
reikSmes ir reakcijy tipus, buvo atrinkti 4 potencialiai antagonistines savybes prie$ H. fraxineus
turintys mikroorganizmai i$ 3-jy skirtingy morfologiniy grupiy.

Toliau buvo atliekami antagonizmo testai 55-iems H. fraxineus izoliatams, atrinktiems
i§ Augaly patologijos laboratorijos kolekcijos (GTC), su 4-iais atrinktais endofitais.
Eksperimentai vykdyti atlikti remiantis ta pacia metodika.

Antagonizmo testy duomenys apdoroti ir statistiné analizé atlikta RStudio Desktop
1.2.5042 (R 4.0.0) programa, naudojantis tidyverse 3.0.0. ir ggplot2 3.2.1. paketais. Duomenys
istirti atlikus Sapiro — Vilko testg (angl. Shapiro-Wilk) ir t-testg priklausomoms imtims (angl.
paired t-test), pasirinkus 95 % pasikliautingjj intervalg.

2.3.8. DNR skyrimas

DNR skyrimui atlikti naudotas modifikuotas CTAB metodas (Rosling et al., 2003).
Uzaugusi grybiena skalpeliu buvo sudéta | 2 ml talpos plastikinius mégintuvélius, kurie pries
tai buvo paruosti j juos jdedant 5 sterilizuotus 2,5 mm skersmens stiklo rutuliukus. |
mégintuvélius buvo jdéta po 0,5 ml grybienos. Méginiai buvo uzpilami 600 pl cetrimonio
bromido (CTAB) tirpalo (3%) (Lentelé 2). Lastelés buvo ardomos mégintuvélius purtant
homogenizatoriumi 30 s., esant 5,5 aps./min. greiciui; mégintuvéliai centrifuguojami 1 min. 8
000 aps./min. grei¢iu, vél purtomi homogenizatoriumi. Tuomet mégintuvéliai buvo
inkubuojami 1 val. +65 °C temperatiiroje. Po kaitinimo, | mégintuvélius jpilta 600 pl

34



chloroformo, gerai sumaisyta ir centrifuguojama 30 min. 8 000 aps./min. grei¢iu. Tirpalui
nusistovéjus, virSutiné skystoji fazé buvo perkelta j naujg 1,5 ml talpos mégintuvélj ir uzpilta
izopropanoliu santykiu 1:2. Méginiai gerai sumai$yti ir inkubuoti 30 min. — 24 val. +20 °C
temperatiroje. Véliau méginiai buvo centrifuguojami 30 min. +4 °C temperatiiroje, esant 13
000 aps./min. Tuomet vandeniné fazé buvo nupilta, DNR uzpilta 200 pl 70 % etanoliu ir
centrifuguojama 5 min. +4 °C temperattroje, 13 000 aps./min. grei¢iu. Nupylus supernatanta,
buvo leidziama iSgaruoti etanolio liku¢iams. DNR tirpinta 20 ul molekulinés $varos vandenyje.
Nanospektrofotometru buvo nustatyta DNR koncentracija ir jos grynumas. Méginiy DNR $vara
jvertinta nanospektrofotometru, matuojant DNR tirpaly koncentracijas ties 260 nm ir 280 nm
bangy ilgiais. Jei nustatytas Sviesos bangy absorbcijos A260/A280 santykis yra > 1,8, DNR
laikyta Svaria (IMPLEN®. NanoPhotometer® P Class User Manual, Version 2.1., 2011).

2.3.9. Polimerazés grandininé reakcija (PGR)

PGR reakcijos misinys (vienam pavyzdziui, 20 ul): DreamTag DNA Polymerazé — 0,2
ul, 10X DreamTaq Green buferis — 2 ul, ANTP — 2 ul, MgCl, — 0,2 ul, sterilus vanduo (MiliQ)
— 13,3 ul, pradmuo ITS1 — 0,4 pl, pradmuo 1TS4 — 0,4 ul ir 1,5 pl DNR tirpalo (5 ng/ul
koncentracijos). PGR vykdyta pagal parametrus, pateiktus lenteléje (Lentelé 4).

Lentelé 4. PGR parametrai.

Pradinis ciklas 95 °C 2 min.
95 °C 30s.

35 ciklai 55°C 30s.

72 °C 60 s.

Paskutinis ciklas 72 °C 7 min.

Padauginta DNR buvo patikrinta elektroforezés pagalba. Elektroforezé atlikta naudojant
1 % agarozinj gelj (1,5 g agarozés ir 150 ml 1x SB buferio tirpalo (Lentelé 2)), Gel Green dazus
ir 1 kb GeneRuler molekulinio svorio markerj. Elektroforezé vykdyta 105 V jtampos rézimu 1x
SB buferiniame tirpale 45 min. DNR fragmentai vizualizuoti UV S$viesoje ir fotografuoti,
naudojant geliy dokumentavimo sistema.

Pavyzdziai buvo isvalyti naudojantis egzonukleaze | (Exol) ir Calf Infestine Alkaline
Phosphatase (CIAP) (Thermo Fisher Scientific, Lietuva): 1 ul Exo I + 4 ul CIAP + 10 ul PGR
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produkto. Gauti PGR produktai buvo nusiysti kompanijos Nanodiagnostika (Lietuva)

specialistams, kur buvo atlikta DNR pavyzdziy sekoskaita.

2.3.10. Endofitiniy organizmy identifikavimas

Gautos sekos sutvarkytos Geneious Prime 2020.1.1 (https://www.geneious.com)

programa ir identifikuotos, naudojantis NCBI (The National Center for Biotechnology
Information) duomeny bazés BLASTN programa, pritaikant numatytuosius MEGABLAST
algoritmo parametrus (nukleotidy duomeny bazé, didziausia E-verté = 10, iSlyginimo vertés:
sutapimas 1, nesutapimas — 2) (Blast Topics, 2020; Koonin & Galperin, 2003). Paieskos

rezultatai jvertinti vadovaujantis Stover & Cavalcanti (2017) rekomendacijomis.
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REZULTATAI

3.1. Méginiy surinkimas

Tyrimo metu nuo 10-ies asimptomatiniy uosio medziy i§ 3-ijy Vilniaus miesto vietoviy
(Kairény, Verkiy, Balsiy) i$ viso buvo isskirti 259-i izoliatai: 229-i endofitai i$ F. excelsior ir
30-imt i§ F. pennsylvanica medziy (Pav. 9). 84-i endofitai buvo isskirti i$ vosiy pumpury, 51-

as — I8 lapko¢iy ir 124-i — i§ medienos.

Fraxinus pennsylvanica

Pumpurai
Mediena

_ _ Lapkodiai
Fraxinus excelsior

0 20 40 60 80 100 120
Izoliaty skaiCius

Pav. 9. Detali surinkty méginiy informacija ir pasiskirstymas pagal izoliavimo audinj.

Endofity rasiné jvairové gali priklausyti ne vien nuo augalo Seimininko rasies, bet ir
daugelio kity faktoriy, tokiy kaip mety laikas, apSvietimas, augavieté, medzio sveikatos bikle,
taip pat gali varijuoti tarp atskiry individy (Kosawang et al., 2018; Power et al., 2017;
Scholtysik et al., 2013). Siekiant i$skirti kuo didesn¢ mikroorganizmy jvairove, patartina
augaling medziagg surinkti nuo kuo daugiau skirtingy medziy i§ skirtingy vietoviy Su
varijuojanciomis aplinkos sglygomis. Deja, dél Lietuvai biidingos mazos Fraxinus genties
medziy jvairovés ir dabartinés uosiy dzidties situacijos, prieinami iStekliai yra gana riboti.
Nepaisant to, Siame tyrime buvo stengiamasi augaling medZziaga surinkti taip, jog iSskirti
endofitai tarpusavyje skirtysi augalu-seimininku, i§skyrimo vietove ir kolonizuojamu audiniu.
D¢l didesnio F. excelsior paplitimo ir atsizvelgiant j tai, jog tai vienintelé Fraxinus genties rasis
natiiraliai auganti Lietuvoje, didzioji dalis endofity buvo izoliuoti bitent i$ Sios riiSies medziy
(Pav. 9). Daugiausiai endofity — 48 % visy izoliaty — pavyko i$skirti i§ medienos, 32 % — i

pumpury, o 20 % — i§ lapko¢iy. Sie rezultatai atitinka kity tyrimy duomenis, kurie rodo, jog
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didziausia sumedéjusiy augaly endofity jvairové aptinkama jy medienoje (Harrison & Griffin,

2020).

3.2. Grynujy kultiiry suskirstymas j morfologines grupes

Visi 259-i izoliatai buvo istirti $viesiniu mikroskopu ir suskirstyti j 37- ias morfologines

grupes (Pav. 10). Visas grupes, iSskyrus vieng — 16-3 grupe, atstovavo daugiau nei vienas

Pav. 10. Trys izoliaty, reprezentuojanciy skirtingas morfologines grupes, pavyzdziai.
Nuotraukose vaizduojamos 4-iy savaiCiy amziaus kultiiros, augintos +20 °C ant uosio
ekstrakto agaro (AMEA). Paveikslai A, B, C vaizduoja skirtingy endofity kultiry
morfologija. Paveiksluose D, E, F — atitinkamo izoliato mikroskopinis vaizdas. Nuotraukos

1§ asmeninio archyvo.
izoliatas, taip pat kiekvienai grupei buvo priskirti izoliatai i§ skirtingy tipy audiniy (medienos,

lapkoc¢iy, pumpury).

3.3. H. fraxineus populiaciné analizé ir izoliaty atranka

Atlikus DAPC analiz¢ pasirinktiems 55-iems H. fraxineus izoliatams, buvo parodyta,

kad izoliatai nesigrupuoja j aiskias populiacines struktiiras (Pav. 12).
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Pav. 12. DAPC grafikas, rodantis genetinius ryS$ius tarp i$skirty hipotetiniy H. fraxineus
izoliaty grupiy, kurios vaizduojamos skirtingomis spalvomis. Kaip matyti i§ paveikslo,
grupés neatsiskiria viena nuo kitos ir neissiskaido j atskiras subpopuliacijas.

DAPC neparodzius jokios diferenciacijos tarp nustatyty grupiy, buvo sudarytas MSN,
kuris demonstruoja genetinius rysius tarp atskiry populiacijos individy. Si analizé parodé tam
tikrg H. fraxineus izoliaty pasiskirstymg j dvi atskiras grupes, ta¢iau neatskleidé jy

priklausomybés nuo kolonizuojamo audinio, MLG grupés ar i§skyrimo vietovés (Pav. 11).

Populiacija

Birzai - mediena
Birzai - lapkociai
Kretinga - mediena
[] Kretinga - lapkociai
[ Keédainiai - mediena
Kédainiai - lapkociai
Ukmerge - mediena
a Ukmerge - lapkodiai
= Vilnius - mediena

Vilnius - lapkociai

Pav. 11. MSN, parodantis genetinj H. fraxineus izoliaty susiskirstyma j dvi atskiras grupes.
Skirtingomis spalvomis vaizduojami izoliatai, priskirti tam tikrai i§skyrimo vietovei ir
audiniui.
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Izoliaty susiskirstymui patvirtinti taip pat buvo sudarytas artimiausios kaimynystés

medis, kuris irgi pademonstravo izoliaty pasidalijimg j dvi grupes (Pav. 13). Visgi Sios dvi

UKM35P
UKM36P
UKM33P
KRES4L
KRE28P
KRE19P
KRE10P
BIR44P

BIR30P

BIR14L

UKM37P

[—— UKM39P
s —— viL2op

— VIL24P
sL— viLoep

KRE34P
BIR21L

BIR24P

KED18L
KED19P
KRE10L
KRE37P
UKM29P

o VIL28L
—1 o
2 VIL41L

BIR24L
- KED35L
" KED38L

% KED43L

Pav. 13. Artimiausios kaimynystés medis, aukStomis tikimybinémis vertémis (angl.
bootstrap values) suskirstantis H. fraxineus izoliatus j dvi grupes.

a3

grupés néra pakankamai informatyvios, kad pagal jas buty galima atrinkti izoliatus
tolimesniems tyrimams. Remiantis DAPC (Pav. 12), MSN (Pav. 11) ir artimiausios giminystés
medzio (Pav. 13) rezultatais, tolimesniems tyrimams atrinkti 15% visy izoliaty, taip, kad jie
savo proporcijomis pagal i§skyrimo vietove, kolonizuojama audinj ir MLG grupe atitikty visa
imtj (367 izoliatai). I§ viso buvo atrinkti 55-i H. fraxineus izoliatai i§ skirtingy MLG grupiy ir
5-iy skirtingy vietoviy (Birzai, Kretinga, Kédainiai, Ukmergé, Vilnius), remiantis tuo, jog tokie
1zoliatai pakankamai gerai atspindi patogeno geneting jvairoveg. IS atrinkty MLG grupiy atstovy,
53-ys izoliatai priklausé grupei, kurig sudaré daugiau nei vienas H. fraxineus izoliatas ir tik 2-
U izoliatai buvo i$ pavieniy MLG. 42-u atrinkti izoliatai priklausé misrioms MLG grupéms, t.y.,
buvo i8skirti tiek i§ lapkocCiy, tiek i§ pazeistos nekrotinés medienos; 8 izoliatai priklaus¢ MLG
grupéms, sudarytoms i§ izoliaty, iSskirty tik i§ pazeistos medienos; 9 izoliatai priklausé MLG
grupéms, sudarytoms i§ izoliaty, kurie buvo i$skirti tik i§ nukritusiy lapkoc¢iy (Burokiene et al.,
2015). Taip pat yra zinomas dalies izoliaty virulentiSkumo laipsnis: aukstas — 6 izoliatali,

vidutinis — 3 izoliatai, mazas — 5 izoliatai. 19 izoliaty virulentiskumas nebuvo tirtas, ta¢iau buvo
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tirtas kito izoliato, priklausancio tai pac¢iai MLG grupei, virulentiSkumo laipsnis: auksStas — 7
izoliatai, vidutinis — 5 izoliatai, Zemas — 6 izoliatai (Lygis et al., 2016). 23 izoliaty MLG grupiy
virulentiSkumas nebuvo tirtas.

Analizés metu gauti rezultatai parodo, jog Lietuvoje téra viena genetiné H. fraxineus
MLG grupé, apimanti visas epidemijos populiacijas. Si i§vada atitinka ankstesniy tyrimy
rezultatus (Bengtsson et al., 2012; Burokiene et al., 2015; Gross, Hosoya, et al., 2014).

Nepaisant didelés tyrimo imties, genetiniai skirtumai, egzistuojantys tarp H. fraxineus
izoliaty, néra pakankamai gerai atspindimi iStirty MLG grupiy, todél ateityje reikéty atlikti
tyrimus didesniam skai¢iui lokusy. Taip pat gali biiti, jog Europos populiacija yra vis dar per
jauna (20 — 25 m.), kad dél mutacijy ir atsitiktinés rekombinacijos atsiskirty genetiskai
skirtingos subpopuliacijos. Tokia hipotez¢ paremia Lygis et al. (2016) rezultatai, kurie
atskleidzia, jog H. fraxineus vis dar nebiidingas virulentiSkumo mazéjimas, kuris paprastai
pasireiSkia senesnése patogeny populiacijose. Tal, jog nei viena analizé neparodé
kolonizuojamo audinio jtakos, atitinka ankstesniy tyrimy iSvadas (Burokiene et al., 2015).

Populiacijos struktiira parodo genetinés jvairovés pasiskirstyma tiek pacios populiacijos
viduje, tiek tarp keliy subpopuliacijy, ypa¢ pabréziant jy erdvinj iSsidéstyma (Sbordoni et al.,
2012). Patogeny populiacijos geneting struktiirg formuoja pusiausvyra tarp mechanizmy,
sukurian¢iy jvairove, tokiy kaip rekombinacijos ir mutacijos, ir ja mazinanciy jégy, pavyzdziui,
konkurencija tarp parazity tipy (Gupta & Anderson, 1999). Populiacijy genetikos tyrimai
svarbiis tobulinant ligy epidemijy prognozavimo modelius arba renkantis kontrolés priemones
(Atallah & Subbarao, 2012). Pavyzdziui, tyrimo metu gauty rezultay apie H. fraxineus
populiacijos struktiirg pasitelkimas veisiant atsparuma ligoms turin¢ius kamienus gali suteikti
izvalgy apie galimg ilgalaikj metodo veiksminguma. Be to, zinios apie patogeno migracijos
budus ir mastg yra labai svarbios rengiant tarptautine augaly prekyba reglamentuojancius teisés

aktus (Atallah & Subbarao, 2012).

3.4. Optimalios mitybinés terpés H. fraxineus paieska

Optimalios kultivavimo terpés paieska buvo atlikta 5-iems genetiskai ir morfologiskai
skirtingiems H. fraxineus izoliatams. Tyrimui buvo pasirinktos 5-i0s skirtingos sudéties terpés,
naudojamos gryby kultivavimui: uosio ekstrakto agaras (AMEA), avizy ekstrakto agaras
(OMA), avizy ir V8 sul¢iy agaras (OMA + V8), V8 suléiy agaras, V8 ir uosio medienos agaras
(V8 + AS).
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Ivertinus atlikty matavimy rezultatus (Pav. 14), paaiSkéjo, jog terpés sudétis izoliaty

BU14L, UKM11L ir VI24L augimo grei¢iui jtakos neturéjo. 1zoliatas KR28P, auginamas ant

BU14L
1.00- =e——
,/:d_o-—H
075- >
0.50- g ,,/‘
» 05
s ¥
% 0.25-
-0
£ 0:00
E
S UKM11L
S 1.00 =
K3 075 > il
[=)] 2 7
g 2
g 0.50 i
o 72
0.25-

0.00-

! | | |
1savaité 2 savaité 3 savaité 4 savaité

i ' | |
1 savaitée 2 savaité 3 savaité 4 savaité
Matavimo laikas

| \ | !
1savaité 2savaité 3 savaite 4 savaité

KU37P

A
il

Terpe

AMEA

—*- OMA

—* OMA+V8

—- Vg

V8 +AS

Pav. 14. Skirtingy H. fraxineus izoliaty augimo greiciai ant 5 skirtingy mitybiniy terpiy.

AMEA terpés, pirmasias 7-ias dienas augo 1,7 karto greiciau nei ant V8 + AS terpés, 2 kartus

greiciau nei ant V8 sulCiy agaro ir 3 kartus grei¢iau nei ant OMA ar OMA + AS terpés (Lentelé

5). Sie rezultatai rodo AMEA terpés svarba pirmosiomis augimo savaitémis. Nepaisant to, jog

véliau KR28P izoliato kolonijos diametras ant AMEA, V8 bei V8 + AS terpiy skyrési mazai

(8,4 cm, 8,4 cm ir 6,5 cm atitinkamai), vidutinis augimo greitis vis tiek didziausias kultivuojant
ant AMEA terpés (Priedas 2).

Lentelé 5. Izoliato KR28P augimo greitis (cm) ant skirtingy mitybiniy terpiy.

AMEA OMA V8 OMA Ve
+ AS + AS
1 savaiteé 51 1,6 2,6 1,6 3,0
2 savaité 3,3 3,2 5,8 2,8 3,5
3 savaite 0,6 3,2 0,5 2,0 1,6
4 savaite * 1,0 0 1,2 0,5
Vidutinis
augimo greitis, 3,0 2,3 2,2 1,9 2,2
cm / savaitg

* Izoliato augimas sustojo (kolonija pasieké savo augimo potencialg — iSaugo per visg

1eksteles plota) prie§ eksperimento pabaiga.
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Vienintelis izoliatas, kurio augimo grei¢iui kultivavimo terpés sudétis turéjo jtakos Viso
eksperimento metu, yra KU37P (Lentelé 6, Priedas 2). Sis izoliatas pasizymi itin létu augimu
(Lentelé 6) — vidutiniskai 1,7 cm per savaite ant AMEA terpés (apie 1 cm per savaitg ant kitos
sudéties terpiy), kai tuo tarpu kiti izoliatai auga vidutiniskai 2 cm — 3 cm per savaite greiciu,
kartais pasiekia 4 cm — 5 cm per savaite greitj, t.y., auga 2 — 3 kartus greiciau (Priedas 2). Po 4-
iy savai¢iy nuo eksperimento pradzios KU37P izoliato kolonija vis dar nebuvo i$pildziusi savo
augimo potencialo (angl. growth potential), t.y. kolonija apémé vos % Petri 1€kstelés, kai tuo
tarpu kiti izoliatai po 4-iy savaiciy buvo uzauge per visg lékstelés perimetrg (dalis izoliaty Petri

lékstele apaugo jau po 3-iy savaiciy nuo eksperimento pradzios) (Priedas 2).

Lentelé 6. 1zoliato KU37P augimo greitis (cm) ant skirtingy mitybiniy terpiy.

AMEA OMA V8 OMA +AS V8+AS

1 savaité 1,2 0 0 0 0
2 savaité 29 19 0,8 1,0 1,2
3 savaite 15 0,9 1,4 1,1 1,2
4 savaite 1,2 1,0 19 2,0 1,9
Vidutinis

augimo greitis, 1,7 1,0 1,0 1,0 1,1

cm / savaite

Rezultatai rodo, jog optimali mitybiné terpé KU37P izoliato kultivavimui yra uosio
ekstrakto agaras (AMEA). Auginant ant kity keturiy terpiy (OMA, OMA + V8, V8 ir V8+AS),
grybienos augimas buvo pastebétas tik praéjus 14-ai dieny nuo eksperimento pradzios (Priedas
2). Nepaisant to, Sio vieno izoliato savybés neatspindi bendros tendencijos, kuri rodo, jog terpés
sudétis didziajai daliai H. fraxineus izoliaty (80 %) reik§mingos jtakos neturi.

Visgi daugelio kity H. fraxineus optimalios terpés paieskos tyrimy rezultatai
publikacijose rodo, jog H. fraxineus optimalus augimas stebimas ant mitybinés terpés,
papildytos uosio augaline medziaga (Botella et al., 2016; Carrari et al., 2015; Gross et al., 2012;
Kirisits et al., 2013; Orton et al., 2019).

Mitybinés terpés, kuriy dalies komponenty cheminé sudétis yra zinoma, o kita
komponenty dalis yra natiiralios kilmés (nezinomos sudéties), yra vadinamos semi-sintetinémis
(Ahmad & Khan, 2010; Atlas, 2010). Visos Siame tyrime naudotos mitybinés terpés yra semi-
sintetinés, jy sudétis skiriasi mitybiniais komponentais dél skirtingy organiniy medZiagy

panaudojimo. Organinémis medZiagomis papildytos terpés yra naudojamos, kuomet konkretaus
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organizmo mitybiniai poreikiai néra gerai Zinomi arba sintetiniy terpiy, atitinkanc¢iy Siuos
poreikius, ruoSimas yra ekonomiSkai nenaudingas (McNeil & Harvey, 2008). Grybai,
kultivuojami ant semi-sintetinés terpés, dazniausiai auga grei¢iau, i$skiria didesnius kiekius
metabolity ir yra morfologiskai stabilesni (Carlile et al., 2001). Kirisits et al. (2013) nustaté,
kad H. fraxineus izoliatams budingas morfologinis kintamumas juos auginant ant salyklo agaro
(angl. Malt Extract Agar, MEA), ta¢iau izoliatai, auginami ant AMEA terpés, auga greiciau ir
yra morfologiskai stabilesni, be to, grei¢iau sporuliuoja.

Sio eksperimento rezultatai patvirtina kity tyrimy iSvadas apie mitybinés terpés,
papildytos uosio dalimis (lapais, Sakelémis), tinkamuma H. fraxineus kultivavimui (Botella et
al., 2016; Carrari et al., 2015; Gross et al., 2012; Kirisits et al., 2013). Atsizvelgiant j tai, jog H.
fraxineus yra iSskirtinai uosiy patogenas (Baral et al., 2014), nenuostabu, jog uosiy dalys terpei
galimai suteikia maistiniy medziagy, reikalingy $io grybo normaliam augimui ir vystymuisi.

Eksperimente naudoti izoliatai skiriasi savo savybémis (Priedas 5). [domu pastebéti, jog
izoliatai, geriau augantys ant AMEA terpés (KR28P ir KU37P), priklauso i$ tokio pat skai¢iaus
izoliaty sudarytai MLG grupéms ir abu yra i$skirti i§ lapkociy, kai tuo tarpu like izoliatai buvo
i8skirti i§ nekrotinés medienos. Visgi tiek pat izoliaty turin¢iai MLG grupei priklauso ir dar
vienas izoliatas — VI24L, todél labiau tikétina, jog izoliaty augimo grei¢iui jtakos turi jy
iSskyrimo audinys. Gali biti, jog keletas skirtingy pozymiy (izoliato mitybiniai poreikiai, jo
virulentiSkumas, buveinés pasirinkimas) yra susij¢, taciau $i hipotezé reikalauja detalesniy
tyrimy. Orton et al. (2019) parodé, jog izoliaty augimo greitis in vitro tiesiogiai koreliuoja su
ju virulentiSkumu. Kiek véliau $j teiginj paneigé Kosawang et al. (2020). Tyréjai iskélé
hipoteze, jog toks prieStaravimas galimai atsiranda dél skirtingy audiniy tipy (lapai ir stiebai)
uzkrétimo in vivo eksperimento metu, dél fiziologiniy $iy audiniy skirtumy arba dél genetinio
atsparumo skirtumy tarp audiniy tipy (Kosawang et al., 2020). Si hipotezé galéty paaiskinti,
kodél tik dalis eksperimente naudoty, biitent 1§ lapkociy iSskirty izoliaty, parodé geresnj augima
ant AMEA terpés, kai tuo tarpu kity, i§ nekrotinés medienos i$skirty izoliaty, augimo greitis ant

visy mitybiniy terpiy buvo panaSus.

3.5. PatogeniSkumo testai in vivo ant uosio Saky

In vivo patogeniSkumo testo ant uosiy Sakeliy rezultatai buvo jvertinti paSalinus dalj
Zievés ir iSmatavus sukelty pazaidy ilgj bei plotj. Po 6-iy savai¢iy nuo eksperimento pradzios,
50% izoliaty sukeélé audiniy nekroze (Pav. 15). Nekrotiniy ploty dydis variavo nuo 0,24 cm? iKi

8,58 cm?. Didziausias nekrotines pazaidas sukélé izoliatas UKM39P ant pirmos grupés
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Sukeltos pazaidos plotas, cm?
O = L E N O
o
h

Izoliatas

Pirma 3akeliu diametry grupé (2.1 - 2.7 cm)
B Antra $akeliu diametru grupé (3.0 - 4.2 cm)
m Trecia Sakeliu diametry grupé (4.3 - 5.6 cm)

Pav. 15. PatogeniSkumo testo rezultatai: po 6 savaiciy nuo testo pradzios 50 % izoliaty sukélé
nekrotines pazaidas. Sukelty pazaidy dydis varijuoja nepriklausomai nuo Sakos storio.

diametro sakos. Izoliatai KU43P, KR37L, BU44P, BU24L, UKM33L, KU38L, VI28L ir VI26P
nesukélé pazaidy ant nei vieno i$ trijy diametry grupiy Saky. Yra zinomas dalies izoliaty
virulentiskumas (Lentelé 7). 1zoliatai VI41L ir UKM39P, pasizymintys aukstu virulentiskumu,
eksperimento metu sukélé pazaidas, taciau dar vienas auksto virulentiSkumo izoliatas VI26P jy
nesukélé. Dviems izoliatams — KR28P ir KR37L — budingas vidutinis virulentiSkumas, ta¢iau
pazaidas sukélé tik vienas jy (Lentelé 7). Izoliatas su zinomu Zemu virulentiSkumu pazaidy ant

medienos nesukélé.

Lentelé 7. PatogeniSkumo testui naudoty izoliaty savybés.

MLG grupe
Sukélé audinio . . o ) )
VirulentiSkumas  sudaranciy izoliaty  ISskyrimo audinys

nekroze skai€ius
BU24L - NA 4 Nekrotiné¢ mediena
BU44P - NA 2 Lapkociai
BUGOL + NA Vienintelis atstovas | Nekrotiné mediena
KR28P + Vidutinis 2 Lapkociai
KR37L - Vidutinis 3 Nekrotiné mediena
KR54L + NA 4 Nekrotiné¢ mediena
KU38L - NA 3 Nekrotiné mediena
KU43P - NA 2 Lapkociai
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7 lentelés tesinys.

" . MLG grupe
Sukelé audinio . oy oL T y . .
VirulentiSkumas | sudaranciy izoliaty | ISskyrimo audinys
nekroze oo
skaiCius
UKM33L - NA & Nekrotiné mediena
UKM37L + NA 2 Nekrotiné mediena
UKM39P + Aukstas Vienintelis atstovas Lapkociai
VI26P - Aukstas 3 Lapkociai
VI28L - Zemas 2 Nekrotiné mediena
VI41L + Aukstas 2 Nekrotiné mediena

DidZiausias pazaidas sukeles izoliatas UKM39P turi auksta virulentiSkumga ir i§ kity
izoliaty issiskiria tuo, jog vienintelis atstovauja atskira MLG grupg. Antras pagal sukelty
pazaidy dydj yra izoliatas KR28P, priklausantis MLG grupei, sudarytai i§ 2-y izoliaty. Visi
pazaidas sukéle izoliatai, i$skyrus KR54L, priklauso MLG grupei, sudarytai i§ 2-y izoliaty, arba
yra vieninteliai atstovaujantys savo MLG grupe (Lentelé 7). Gali buti, jog retesni genotipai
bendrai pasizymi didesniu virulentiskumu.

Siame eksperimente buvo panaudotas naujas metodas patogeniskumui tikrinti —
paprastai tokie tyrimai yra atlieckami ant sveiky jauny sodinuky (Bakys et al., 2009; A. Gross &
Sieber, 2016; T. Kowalski & Holdenrieder, 2009a; Kowalski et al., 2015; Lygis et al., 2016;
Schwanda & Kirisits, 2016). Sodinuky naudojimas patogeniSkumui tikrinti yra iStobulintas
metodas, taciau pasiruo$imas jam ir pats ekperimento vykdymas reikalauja daug fizinio darbo
ir yra ekonomiskai nenaudingas. D¢l to yra ieSkoma alternatyvy, kurios ne tik prilygty, bet
turéty pranasumy tokiam metodui (Orton et al., 2019; Soltaninejad et al., 2017). Medzio Saky
naudojimas patogeniskumui tikrinti jau buvo pritaikytas ir anks¢iau (Dissanayake et al., 2015;
Elena & Vlahoyiannis, 2002; Soltaninejad et al., 2017), taciau iki Siol nebuvo isbandytas su
Fraxinus genties medziais. Zemas pazaidy sukélimo daZnis (50 % izoliaty) $iame ekperimente
gali buti paaiSkinamas netinkamai nustatytomis eksperimento salygomis arba per trumpu
eksperimento vykdymo laikotarpiu — atsizvelgiant j itin 1étg kai kuriy H. fraxineus augima in
vitro, gali biiti, jog 6 savaités néra pakankamai ilgas laikas patogenui jaugti ] medieng. Ateityje
vykdant tokio tipo eksperimetus reikéty skirti laiko optimizuoti medienos atrankos ir paruo§imo
strategijas bei tyrimo salygas (eksperimento laika, oro drégme, temperatiirg ir pan.), jas pakeisti

taip, jog labiau atspindéty lauko eksperimenty salygas.
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Pakartojus patogeniSkumo testus H. fraxineus izoliatams, buty jdomu nustatyti, ar
pazaidy dydis priklauso nuo izoliaty MLG grupés dydzio, kolonizuojamo audinio bei $akos

storio.

3.6. Antagonizmo testai

Pirminiai antagonizmo testai parodé, jog i§ 47-iy endofitiniy mikroorganizmy 18-a
geb¢jo inhibuoti bent vieno i§ dviejy eksperimente naudoty H. fraxineus izoliaty augima. Siy
endofity antagonistinés savybés buvo jvertintos vizualiai pagal inhibicinés zonos formavimasi

(Pav. 16) bei apskaiciavus procenting augimo inhibicijg (Priedas 6).

Pav. 16. Trys skirtingi reakcijy tarp patogeno ir endofito tipai: A — pilnai suauge miceliai, N

reakcija (rodyklés 1 ir 2); B — 1§ dalies suauge pavieniai hifai, s+ reakcija (rodykleés 3 ir 4); C
— miceliai nesuaugg — rySki inhibicijos zona, S+ reakcija (rodyklés 5 ir 6).

Kai PGI reikSmés turéjo panaSias vertes, pirmenybé buvo teikiama izoliatui, kuris
formavo platesne inhibicine zong. Buvo remiamasi tuo, jog patogeno kolonijos dydZiui jtakos
taip pat gali turéti jo pacio létas ir endofito greitas augimas, konkurencija dél maisto medziagy
ir vietos, o ne konkretis antagonistinj poveikj turintys i$skiriami metabolitai. Todél plati
inhibiciné zona leidzia geriau jvertinti patogeno-endofito sgveikas.

Pagal siuos du kriterijus buvo atrinkti 4-i didziausig neigiama poveikj patogenui turéje
izoliatai — 7A, 7B, 15 ir 16, — priklausantys trims morfologinéms grupéms. Siems izoliatams
buvo atlikti antriniai antagonizmo testai su 55-iais H. fraxineus izoliatais. Antriniy antagonizmo
testy reakcijos jvertintos tuo paciu principu kaip ir pirminiuose testuose: reakcijos buvo stebétos
vizualiai ir apraSytos, apskai¢iuotos jy PGl vertés (Priedas 8, Priedas 9, Priedas 10, Priedas 11).
Statistiné analizé parodé, jog H. fraxineus kolonijy diametry vidurkiy skirtumai tarp kontrolinés
ir eksperimentinés 1éksteliy su visais 4-iais endofitais yra statistiSkai reikSmingi (Lentelé 8).
PGI vertés svyravo labai placioje skaléje nuo 0,2 % iki 93,0 % — jdomu pastebéti, jog maziausia

ir didziausig vertes jgijo H. fraxineus reakcijoje su endofitu Nr. 7A. Kity endofity PGI vertés
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taip pat smarkiai skyrési: endofitas Nr. 15: 4,2 — 79,6 %, endofitas Nr. 16: 1,9 — 83,3 %,
endofitas Nr. 7B: 3,0 — 89,7 %. Toks rezultaty nepastovumas dar kartg jrodo H. fraxineus

Lentelé 8. t-testo priklausomoms imtims rezultatai. Visi izoliatai parodé statistiSkai
reikSmingg patogeno izoliaty inhibicijg.

Vidurkis o
- p - reiksme
Kontrole 35,79
Endofitas nr. 15 23,69 < 0,001
Endofitas nr. 16 21,133 < 0,001
Endofitas nr. 7A 15,99 < 0,001
Endofitas nr. 7B 15,62 < 0,001

izoliaty genetine ir morfologing jvairove, lemiancig jo savybiy skirtumus tarp atskiry izoliaty.

Vidutiniskai stipriausig bendrg inhibicijg parodé endofitai 7A ir 7B, endofitai Nr. 15 ir
Nr. 16 patogeno izoliatus inhibavo silpniau (Pav. 17). Taip pat buvo jvertintas visy endofity
poveikis konkrec¢iam H. fraxineus izoliatui (Priedas 7). Stipriausia inhibicija (PGI > 60 %)
pastebéta izoliatams BU14L, BU24L, BU30L, BU37P, BU5S0L, KR28P, KR54L, KU37P,
VI24L. Maziausiai inhibuoti (PGI < 30 %) buvo BU12L, BU19P, BU49L, BU60L, KR19L,

iy
=]

PGi, %

Nr. 15 Nr. 16 Nr. 7A Nr. 7B
Endofitas
Pav. 17. Vidutinés PGI vertés pagal endofita — stipriausig inhibicijg (didziausig PGI verte)

turi izoliatai 7A ir 7B.
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KR24P, KR51L, KU35L, UKM11L, UKM36L ir VIL13P. Keleto $iy izoliaty virulentiskumas
yra zinomas (Lygis etal., 2016) (Lentelé 9). Nors biity galima tikétis, jog izoliatai, pasizymintys

aukstu virulentiSkumu, yra prasc¢iau inhibuojami, tokia tendencija nebuvo pastebéta.

Lentelé 9. Izoliaty PGI ver¢iy ir virulentiSkumo palyginimas.

Izoliatas Virulenti§Skumas PGI, %
BU14L Aukstas 65,00
BU24L Vidutinis 63,90
BU50L Vidutinis 65,55
KR54L Zemas 66,28
KU37P Vidutinis 62,18
BU12L Zemas 24,75
KR19L Aukstas 11,03
KU35L Zemas 12,48

PGI vertés taip pat buvo palygintos su turimais duomenimis apie izoliaty MLG grupes
(Priedas 12). Vidutiniskai didZiausia PGI verté yra i$ 7-iy izoliaty sudarytoms MLG grupéms
(56,48 %), 3-is ir 4-is izoliatus turinéiy grupiy vidutinis PGI yra gana panasus (atitinkamai
48,14 % ir 50,55 %), 0 MLG grupiy, kurios yra sudarytos i$ 2-y izoliaty, PGI yra Zzemiausias —
43,95 %. Tai galima bty paaiskinti tuo, jog tokia tendencija galimai parodo didesnj i§ 2-y
izoliaty sudaryty MLG grupiy atsparuma stresui (Siuo atveju — antagonistinj poveikj turintiems
endofitams). Gali buti, jog dél savo gebéjimo geriau iSgyventi nepalankiomis aplinkos
salygomis ar didesnio konkurencingumo, biitent §iy MLG grupiy atstovai yra placiau paplite
(atspindi didesné grupés imtis) (Priedas 12).

Tyrimo metu nepastebéta priklausomybe tarp PGI vertés ir izoliato kolonizuojamo

audinio.

3.7. Endofitiniy mikroorganizmy identifikavimas

Po pirminiy antagonistiniy testy atrinkti 4 izoliatai, parode didZiausig inhibicijg H.
fraxineus kultiroms, priklausé 3 morfologinéms grupéms: 7 (izoliatai A ir B), 15, 16. Siems
izoliatams buvo atlikta sekoskaita, o gautos sekos buvo identifikuotos naudojantis NCBI
duomeny baze (2.3.10). Rezultatai parod¢, jog izoliatai 7A ir 7B priklauso tai paciai rasiai ir
buvo identifikuoti kaip Aureobasidium pullulans (De Bary) G. Arnaud ex Cif., Ribaldi & Corte.
15-ai grupei priklausantis izoliatas buvo identifikuotas kaip Filobasidium wieringae (A.
Fonseca, Scorzetti & Fell) Xin Zhan Liu, F.Y. Bai, M. Groenew. & Boekhout. 16-0s grupés
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endofitag pavyko identifikuoti iki genties lygmens — buvo nustatyta, jog jis priklauso
Phaeomoniella Crous & W. Gams genciai.

A. pullulans yra plagiai paplites juodasis mieliagrybis'* (angl. black yeast-like fungus),
aptinkamas jvairiose aplinkose (dirvozemyje, vandenyje, ore) (Bozoudi & Tsaltas, 2018;
Gostincar et al., 2014; Singh et al., 2015). Jis yra zinomas kaip daugelio augaly epifitas ar
endofitas (Barata et al., 2012; De Curtis et al., 2012). Siam mieliagrybiui yra budingas
morfologinis plastiskumas, jis geba augti kaip mieliy-tipo lastelés arba sudaryti hifus, formuoti
grybieng (Yurlova et al., 1995). Morfologinius A. pullulans izoliaty skirtumus lemia daugybé
faktoriy, svarbiausi jy — temperatiira, pH, deguonies koncentracija (Singh et al., 2015). Anglies,
azoto bei mineraliniy medziagy Saltinis ir koncentracija lemia mieliy-tipo lgsteliy gebé&jima
sintetinti antrinius metabolitus, tokius kaip polisacharidas pululanas®®, kuris yra svarbus
biotechnologine prasme (Chi et al., 2009b; Deshpande et al., 1992; Singh et al., 2015). Tamsiy
chlamidospory formavimasis yra tipinis riiSies pozymis — i§ pradziy kolonijos yra Sviesios,
kreminés spalvos, ta¢iau émus formuotis sporoms, iSsiskiria specifinis melaninas, suteikiantis
tamsig kolonijos spalva (de Hoog & Yurlova, 1994). A. pullulans yra svarbus biotechnologine
prasme fermenty (amilazés, proteazés, lipazés, ksilazés ir kt.), siderofory, poli- ir
oligosacharidy gamybai (Chi et al., 2009a; Deshpande et al., 1992). Sis grybas gali biti
naudojamas kaip aplinkos tarSos rodiklis, kadangi menkiausias tarSos kiekis stipriai veikia
populiacijos dydj (Singh et al., 2015). A. pullulans yra perspektyvus organizmas kuriant naujas
antimikrobines medziagas medicininiais tikslais - iSskiriamy ekstralgsteliniy medZziagy
antimikrobinis aktyvumas buvo jrodytas keliuose tyrimuose (Beniwal, 2014; McCormack et
al., 1994; Prakitchaiwattana et al., 2004; Singh et al., 2015), daug bioaktyviy ir struktariSkai
jvairiy Sio mieliagrybio metabolity buvo panaudota vaisty kiurimui (Singh et al., 2015b). Kai
kurie A. pullulans kamienai turi antagonistinj poveikj daugelio fitopatogeniniy gryby atzvilgiu
ir yra laikomi galimomis biokontrolés priemonémis (Mounir et al., 2007). Pavyzdziui, A.
pullulans kamienas L47, kuris buvo i$skirtas nuo vynuogiy uogy pavirsiaus Piety Italijoje, buvo

panaudotas kontroliuoti jvairiy vaisiy ir darZzoviy ligas po derliaus nuémimo (Schena et al.,

14 Juodieji mieliagrybiai yra jvairi létai auganc¢iy mikroskopiniy gryby grupé, kuriai biidingas nelytinis
dauginimasis, morfologinis plastiSkumas, melanino sintezé sieneléje, apsauginiy metabolity, tokiy kaip
karotenoidai ir mikosporinai, sintezé, kuri suteikia didelj atsparumga aplinkos stresui (Gostincar et al., 2009; Rosa
& Peter, 2006).

15 pululanas yra vandenyije tirpus linijinis olisacharidinis polimeras, sintetinamas A. pullulans i§ krakmolo,
apsaugantis lgsteles nuo i§dzitivimo, svarbus apsauginiy mechanizmy veiklai (Chi et al., 2009a). Pramonéje
pululanas naudojamas kaip maisto priedas (Cheng et al., 2011).
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2002). Sis kamienas uztikrino auksta apsauga nuo Penicillium digitatum Sacc. ant greipfruty,
Botrytis cinerea Pers., Aspergillus niger Tiegh. ir Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill. ant
vynuogiy, B. cinerea ir Monilia lax (Ehrenb.) Sacc. & Voglino ant saldziyjy vysniy, B. cinerea
ant kiviy, vysniy, pomidory, obuoliy ir braskiy, B. cinerea ir R. stolonifer ant vy$niniy pomidory
(Mounir et al., 2007; Schena et al., 1999). Mieliagrybio A. pullulans kamienas Achl-1 buvo
pritaikytas kontroliuoti Penicillium expansum Link augimg ant obuoliy (Bencheqroun et al.,
2007). A. pullulans antagonistiné veikla gali buti paaiskinama jo konkurencija su patogenais
dél maistiniy medziagy ir vietos (Benbow & Sugar, 1999; Vero et al., 2002), priesgrybeliniy
junginiy sekrecija (McCormack et al., 1994), fermenty chitinazés ir gliukanazés iSskyrimu
(Ippolito et al., 2000), bioplévelés formavimu, lakiyjy organiniy junginiy gamyba, taip pat
augaly Seimininko atsparumo indukcija (Liu et al., 2013).

A. pullulans taip pat yra daznai izoliuojamas kaip uosiy endofitas (Bakys, 2013; Bakys
et al., 2009b; Chen, 2012; Davydenko et al., 2013b; Hanackova et al., 2017b; Kowalski et al.,
2016; Lahiri, 2020; Lygis et al., 2005; Power et al., 2017; Pukacki & Przybyt, 2005; Scholtysik
et al., 2013b).

F. wieringae (sin. Cryptococcus wieringae) yra mieliagrybis (kai kuriuose $altiniuose —
mielé), kurj aprasé Fonseca et al. (2000), perskirstes Cryptoccocus albidus (Saito) C.E. Skinner
kamieny taksonomijg ir iSskyres F. wieringae kaip naujg rasj. F. wieringae daugiausiai
randamas asociacijoje su augalais ar dirvozemyje (Arenz et al., 2006; Kurtzman et al., 2011; Li
etal., 2020), ta¢iau buvo isskirtas ir i§ ledyny (Branda et al., 2010). Sis mieliagrybis yra plagiai
paplites, daugiausiai jo izoliuojama i§ berzy (Yurkov et al., 2015), vynuogiy medziy ir uogy
pavirsiaus (Cordero-Bueso et al., 2017; Lederer et al., 2013; Milanovi¢ et al., 2013), vaismedziy
(Glushakova & Kachalkin, 2017; Lutz et al., 2012), taip pat yra aptiktas ant paprastojo er§kécio
ir naminés slyvos (Rashmi, 2019). D¢l savo paplitimo F. wieringae yra laikomas svarbiu augaly
endofitu (Yurkov et al., 2015). Yra zinoma, jog $is mieliagrybis geba sintetinti hidrolizinius,
pektinolizinius ir celiuliozinius fermentus, visgi jy reikSmé grybo gyvenimo ciklui kol kas
nebuvo jvertinta ir reikalauja detaliy tyrimy (Inécio, 2003). Nepaisant eksperimenty su Siuo
mieliagrybiu stokos (galimai dél klaidingos identifikacijos kaip C. albidus), kelios publikacijos
apraSo galimg F. wieringae antagonistinj potencialg. Janisiewicz et al. (2010) komanda parodé¢,
jog F. wieringae neigiamai veikia Monilinia laxa (Aderh. & Ruhland) Honey ir Monilinia
fructigena (Pers.) Pers., sukelian¢ius kaulavaisiy rudajj puvinj (monilioze). Hilber-Bodmer et
al. (2017) jvertino $io mieliagrybio savybe inhibuoti filamentinius grybus, 0 Pauvert et al.
(2020) neseniai parodé F. wieringae antagonistinj poveikj pries vynuogiy miltlige sukeliantj

patogeninj gryba Erysiphe necator Schw..
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F. wieringae pavyko izoliuoti ir i§ F. excelsior sékly, taip pat buvo parodyta, jog Sis
mieliagrybis daZniau aptinkamas ant uosiy dziti¢iai jautresniy medziy (Hayatgheibi, 2013).

Phaeomoniella genciai (Seima Phaeomoniellaceae, eilé Phaeomoniellales) priklauso 9
rasys (Robert et al., 2013): Phaeomoniella capensis Crous & A.R. Wood (buvo isskirtas nuo
Encephalartos altensteinii Lehmann lapy), Phaesomoniella chlamydospora (W. Gams, Crous,
M.J. Wingf. & Mugnai) Crous & W. Gams (iSskirtas i$ Vitis vinifera L. (tikrojo vynmedZio)
nekrotinés medienos), Phaeomoniella dura Damm & Crous (buvo isskirtas i$ Prunus salicina
Linn. (japoninés slyvos) nekrotinés medienos), Phaeomoniella effusa Damm & Crous
izoliuotas (i Prunus persica (L.) Batsch (persiko) nekrotinés medienos), Phaeomoniella
niveniae Crous, (izoliuotas nuo Nivenia stokoei (L. Guthrie) N.E. Br. lapy pavirSiaus),
Phaeomoniella pinifoliorum Huang B. Lee, J.Y. Park, R.C. Summerbell & H.S. Jung (i$skirta
nuo Pinus densiflora Siebold & Zucc (japoninés raudonosios pusies) spygliy), Phaeomoniella
prunicola Damm & Crous (i$ P. persica ir P. salicina nekrotinés medienos), Phaeomoniella
tardicola Damm & Crous (i$ Prunus armeniaca L. (abrikoso) $viesiy nekrotiniy démiy) ir
Phaeomoniella zymoides Huang B. Lee, J.Y. Park, Summerb. & H.S. Jung (izoliuota nuo P.
densiflora spygliy). Sios riidys skiriasi tiek savo arealu, tick gyvenimo biidu — vienos jy yra
laikomos patogeniskomis, kitos yra svarbis augaly epifitai (Crous, 2000; Crous et al., 2008,
2011; Damm et al., 2010; Lee et al., 2006). Nors kai kurios genties rasys laikomos
patogeniS$komis, taciau tyrimai ant abrikosy, persiky ir slyvy daugeliui jy (iSskyrus P. dura)
sukelty nekroziy neparodé statistiskai reik§mingy skirtumy palyginus su kontrole (Damm et al.,
2010). P. prunicola, nors i§ buvo iSskirtas i§ pazeisty medzio audiniy, eksperimento metu
nekrozés visiskai nesukélé nei ant vieno i§ medziy (Damm et al., 2010).

Sios genties grybai buvo izoliuoti ir i§ Fraxinus genties medziy kaip jy endofitai,
taciau néra placiai paplite (Power et al., 2017).
Kadangi visi trys endofitiniai mikroorganizmai jau anks¢iau buvo isskirti i3

Fraxinus genties medziy kaip jy endofitai, o du mieliagrybiai pasizymi antagonistinémis
savybémis pries kitus fitopatogenus ir buvo sékmingai pritaikyti biokontrolei (Bencheqroun et
al., 2007; Hayatgheibi, 2013; Lygis et al., 2005; Pauvert et al., 2020; Power et al., 2017), tai
suteikia vilCiy, jog Sie trys organizmai galéty buiti pritaikyti ir uosiy dzitties gydymui ar
prevencijai. Tolimesni tyrimai turéty apimti antagonizmo eksperimentus in vivo, siekiant
jsitikinti, jog lauko sglygomis endofitai nepraranda savo pranaSumo prie§ H. fraxineus
(Hanackova et al., 2017). Taip pat buity naudinga iSskirti ir identifikuoti atrinkty izoliaty
produkuojamus metabolitus, jvertinti jy citotoksiskuma bei galimas pritaikymo medziy ligy
gydymui galimybes (Halecker et al., 2020; Pourmoghaddam et al., 2020).
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Siame eksperimente pirma karta buvo tirtas antagonisty poveikis prie§ Zinomo
virulentiSkumo H. fraxineus izoliatus. Nors koreliacija tarp PGI ir virulentiSkumo nebuvo
pastebéta, biity jdomu patikrinti, ar tokia tendencija iSlieka ir padidinus eksperimento imtj arba

patj eksperimentg vykdant in vivo.

53



ISVADOS

1. Pagal multilokusy genotipy grupiy duomenis atlikta H. fraxineus populiaciné
analizé parodé izoliaty susiskirstyma j dvi subpopuliacijas; tolimesniems tyrimams atrinkti 55-
| reprezentatyvis izoliatai.

2. Pasirinkta optimali augimo terpé H. fraxineus kultivuoti — uosio ekstrakto agaras
(AMEA).

3. Atlikti patogeniSkumo testai in vivo iki Siol netaikytu metodu ant uosio Saky
parodé dalies izoliaty (50%) gebéjimg sukelti audiniy nekroze, su perspektyva metodo
optimizavimui ateities tyrimuose.

4. Isskirti 259-i F. excelsior ir F. pennsylvanica endofitiniai grybai buvo istirti
mikroskopu ir suskirstyti j 37-ias morfologines grupes.

5. Atlikus antagonizmo testus, buvo atrinkti 4-i statistiSkai reik§minga inhibicinj
poveikj H. fraxineus izoliatams turintys endofitiniai grybai, kurie buvo identifikuoti kaip 3-ys
organizmai: dvi skirtingos Aureobasidium pullulans morfologijos, Filobasidium wieringae ir

Phaeomoniella sp..
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SANTRAUKA

Asta Jarasiate

Uosiy dzitties sukéléjo Hymenoscyphus fraxineus savybiy tyrimai ir antagonisty

paieska

H. fraxineus yra invazinis patogeninis grybas, Europoje sukéles uosiy dzidties
epidemijg. Nepaisant ilgos ligos istorijos, Siuo metu vis dar néra rasta efektyviy priemoniy jai
stabdyti. Sio tyrimo tikslas buvo istirti turimy H. fraxineus izoliaty morfologines savybes bei
genetine struktiirg, 0 taip pat atrinkti ir jvertinti potencialiai efektyvius biologinés kontrolés
agentus, kurie galéty bati panaudoti ligos progresavimui stabdyti.

Pagal MLG duomenis atlikta H. fraxineus populiaciné analizé neparodé aiSkios
genetinés struktiiros, taciau iSskyré izoliatus j dvi subpopuliacijas. Pagal MLG grupes,
kolonizuojamg audinj ir iSskyrimo vietove tolimesniems tyrimams buvo pasirinkti 55-i
reprezentatyvis izoliatai. Buvo atlikti optimalios augimo terpé paieskos eksperimentai, kurie
parodé, jog geriausia terpé H. fraxineus kultivuoti — uosio ekstrakto agaras (AMEA).Véliau,
siekiant jsitikinti, jog ilgojo saugojimo metu nebuvo prarastos izoliaty savybés, buvo atlikti
patogeniSkumo testai in vivo iki Siol netaikytu metodu ant uosio Saky. Buvo parodytas tik dalies
izoliaty (50%) gebéjimas sukelti audiniy nekrozg, galimai dél poreikio optimizuoti
eksperimetno salygas.

Antagonizmo testams atlikti buvo isskirti 259-i F. excelsior ir F. pennsylvanica
endofitiniai grybai. Istyrus mikroskopu, jie suskirstyti j 37 morfologines grupes. Antagonizmo
testai atlikti dviem etapais — i$ pradziy patikrintas visy morfologiniy grupiy atstovy inhibicinis
potencialas prie$ 2 H. fraxineus izoliatus, tuomet geriausius rezultatus parode endofitai tirti su
visais patogeno izoliatais. Atlikus antagonizmo testus, buvo atrinkti 4-i statistiskai reik§mingg
inhibicinj poveikj H. fraxineus izoliatams turintys endofitiniai grybai, kurie buvo identifikuoti
kaip 3 organizmai: dvi skirtingos Aureobasidium pullulans morfologijos, Filobasidium
wieringae ir Phaeomoniella sp. Sie organizmai ateityje galéty biti pritaikyti kaip biokontrolés

agentai kovoje su uosiy dzititimi.
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SUMMARY

Asta Jarasiate

Study of The Causal Agent of Ash Dieback Hymenoscyphus fraxineus Properties
and Search for Antagonistic Microorganisms

H. fraxineus is an invasive pathogenic microscopic fungus that has caused the ash
dieback epidemic in Europe. Despite a long history of the disease, no effective measures have
yet been found to stop it. This study aimed to investigate the morphological characteristics and
genetic structure of available H. fraxineus isolates, as well as to select and evaluate potentially
effective biological control agents that could be used to treat disease or to slow down its
progression.

Population analysis of H. fraxineus based on MLG data did not show a clear genetic
structure but grouped isolates into two subpopulations. 55 representative isolates were selected
for further studies based on their MLG groups, colonized tissue, and isolation site. Optimal
growth medium search experiments were performed and showed that the best medium for
culturing H. fraxineus is ash extract agar (AMEA). Subsequently, to ensure that the properties
of the isolates were not lost during long-term storage, in vivo pathogenicity tests were
performed on ash branches. The ability of only a fraction of isolates (50%) to induce tissue
necrosis was demonstrated, possibly due to the need to optimize experimental conditions.

259 F. excelsior and F. pennsylvanica endophytic fungi were isolated and divided into
37 morphological groups based on their colony features. Antagonism tests were performed in
two steps - initially, the inhibition potential of all morphological groups against 2 H. fraxineus
isolates was tested. Afterwards 4 endophytes with the best results were tested with all 55
pathogen isolates. Four endophytic fungi with statistically significant inhibitory effects on H.
fraxineus isolates were identified as 3 organisms: two different morphologies of Aureobasidium
pullulans, Filobasidium wieringae and Phaeomoniella sp. These organisms could be used in

the future as biocontrol agents to fight ash dieback disease.
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PRIEDAI

Priedas 1. Isskirty méginiy pasiskirstymas pagal i§skyrimo vietove, laikg ir vieta.

' ISskyrimo vieta
) I$skyrimo _ _
Vietove . _ _ o Mediena be | Medienasu
laikotarpis Pumpurai Lapkociai ' .
71eves zieve

Kairénai Vasaris + - + +
Verkiai Kovas + - + +
Balsiai Kovas + - + +
Verkiai Rugséjis + + + +

Priedas 2. 5-iy genetiskai ir morfologiskai skirtingy H. fraxineus izoliaty kolonijy skersmuo,

juos auginant ant 5-iy skirtingy mitybiniy terpiy. Eksperimentas vykdytas 4-ias savaites,

matavimus atliekant kas 7-ias dienas (eksperimento sglygos aprasytos 2.3.5).

1 matavimas 2 matavimas
o V8 V8
Izoliatali OMA OMA
AMEA | OMA | V8 + | AMEA | OMA | V8 +
+ AS + AS
AS AS
VI24L 25 3.6 3.6 2.8 4.3 6.9 9 7.7 6.7 7.7
KR28P 5.1 1.6 2.6 1.6 3 8.4 4.8 8.4 4.4 6.5
BU14L 3.4 25 2.7 25 3 5.8 6.3 5.7 6.4 6.3
UKM11L 2.9 2.1 2.2 25 2.8 6.3 5.9 6 6.2 6.7
KU37P 1.2 0 0 0 0 4.1 1.9 0.8 1 1.2
3 matavimas 4 matavimas
V8 V8
OMA OMA
AMEA | OMA | V8 + | AMEA | OMA | V8 +
+ AS + AS
AS AS
VI24L 8.3 9 8.6 9 8.7 9 9 8.7 9 9
KR28P 9 8 8.9 6.4 8.1 9 9 8.9 7.6 8.6
BU14L 7 8.6 6.9 8.8 8 7.7 8.8 7.1 8.8 9
UKM11L 8.4 9 8 8.8 7.6 9 9 9 8.8 9
KU37P 5.6 2.8 2.2 2.1 2.4 6.8 3.8 4.1 4.1 4.3
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Priedas 3. H. fraxineus izoliaty VI24L, BU14L ir UKM11L augimo greitis (cm / savaitg) ant
5-1y skirtingy mitybiniy terpiy.

OMA +
AMEA OMA V8 AS V8 + AS

-
=
N
>

2 savaité
= 4 savaité
—
.
oM

2 savaité
- 4 "
= savaite
P
X
.

* Izoliato augimas sustojo (kolonija pasieké savo augimo potencialg — iSaugo per visa lékstelés

plota) pries eksperimento pabaiga.
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Priedas 4. In vivo patogeniskumo testy Saky vidutinis diametras pagal izoliatg, kuriuo Saka

buvo apkrésta.

Izoliatas Sakos diametras Nr. 1 Sakos diametras Nr. 2  Sakos diametras Nr. 3
Kontrolé 2,65 3,95 5,20
KU43P 2,40 3,80 4,50
KR37L 2,35 3,95 4,95
BU44P 2,35 4,15 4,65
BUGOL 2,50 3,80 4,70
KR54L 2,60 3,50 4,30
BU24L 2,35 3,90 5,50
VI41L 2,45 3,30 5,25
UKMS33L 2,15 3,50 5,35
KU38L 2,05 3,65 5,05
VI28L 2,55 3,50 4,55
UKM37L 2,50 3,05 5,60
VI26P 2,55 3,35 4,40
KR28P 2,45 3,40 4,55
UKM39P 2,35 4,00 4,70
Vidurkis 2,42 3,65 4,88

Priedas 5. Mitybinés terpés atrankos eksperimente naudoty H. fraxineus izoliaty savybiy

palyginimas.
Izoliatas Virulenti§kumas MLG grupe sudarantiy ISskyrimo audinys
izoliaty skaicius

BU14L Aukstas 7 Nekrotiné mediena
KR28P Vidutinis 2 Lapkociai
KU37P NA 2 Lapkociai

UKM11L NA 3 Nekrotin¢ mediena
VI24L NA 2 Nekrotiné¢ mediena
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Priedas 6. Pirminiy antagonizmo testy PGI vertés.
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Priedas 7. PGI ver¢iy pasiskirstymas pagal H. fraxineus izoliatg — inhibicinis endofity potencialas

priklauso pagal patogeno genetiniy ir morfologiniy savybiy.
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Priedas 8. Endofito Nr. 15 (Filobasidium wieringae) antrinio antagonizmo testy PGI vertés 55-iems H. fraxineus izoliatams.
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Priedas 9. Endofito Nr. 16 (Phaemoniella sp.) antrinio antagonizmo testy PGI vertés 55-iems H. fraxineus izoliatams.
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?Priedas 10. Endofito Nr. 7A (Aureobasidium pullulans morfologijos A) antrinio antagonizmo testy PGI vertés 55-iems H. fraxineus izoliatams.
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(Aureobasidium pullulans morfologijos B) antrinio antagonizmo testy PGI vertés 55-iems H. fraxineus izoliatams.
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Priedas 12. Antriniy antagonizmo testy vidutiniy PGI ver¢iy ir MLG grupiy palyginimas pagal H.

fraxineus izoliatus. Spalvomis pazymétos zemiausios (raudonai) ir auksciausios (zaliai) PGI vertés.

MLG grupe MLG grupe
Izoliatas PGI, % sudaranéiy Izoliatas PGI, % sudaranéiy
izoliaty skaicius izoliaty skaicius
BU19P 28,75 2 BU16P 50,03 3
BU21L 47,13 2 BU30L 60,05 3
BU21P 54,00 2 BU37P 65,55 3
BU30P 54,10 2 BU46P 50,65 3
BU31L 50,28 2 BUS3L 55,43 3
BU44P 52,23 2 KR37L 35,43 3
BU45L 52,50 2 KR51L 22,50 3
BU49L 22,60 2 KR55L 43,68 3
BU58L 44,38 2 KU19L 49,80 3
KR14P 57,78 2 KU27P 54,88 3
KR15P 33,33 2 KU38L 40,10 3
KR19L 11,03 2 UKM11L 19,33 3
KR24P 29,28 2 UKM33L 48,48 3
KR28P 60,58 2 VI19P 58,23 3
KU20P 35,96 2 VI20P 59,25 3
KU35L 12,48 2 VI26P 56,90 3
KU37P 62,18 2 BU12L 24,75 4
KU43P 54,90 2 BU24L 63,90 4
KU48L 57,85 2 BUSOL 65,55 4
UKM10P 45,65 2 KR10L 35,45 4
UKM15P 42,50 2 KR34P 42,23 4
UKM36L 25,00 2 KR43L 55,80 4
UKM37L 52,88 2 KR54L 66,28 4
VI13P 29,25 2 UKM24P 50,43 4
VI24L 66,10 2 BU14L 65,00 7
VI28L 56,75 2 UKM29P 47,95 7
VI41L 47,13 2 BUGOL 26,75 Vienintelis
atstovas
YRR 46,88 Vienintelis
atstovas
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