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IVADAS

Invaziniy mikroorganizmy sukelty ligy daroma zala tampa vis didesne problema
pasaulyje (Santini et al, 2013). Zmogaus veiklos pakeista aplinka yra vienas i§
pagrindiniy faktoriy Sioms ligoms plisti (Daszak et al, 2000), kadangi natiralis
gamtiniai barjerai, apsaugantys ekosistemas nuo pavojingy mikroorganizmy (Holt ef al.,
2013), del Zmogaus veiklos Sie barjerai pradeda prarasti savo apsaugines funkcijas, ir
invaziniai organizmai (jskaitant augaly patogenus) gali nesunkiai jsiskverbti 1 naujas
teritorijas ir jose isitvirtinti (Fisher et al, 2013). Vien Lietuvoje per pastargji Simtmet]
aptikta daugiau kaip 100 naujy invaziniy gryby rusiy (Motiejiinaité et al., 2017), o per
pastaruosius tris deSimtmecius invaziniy mikroorganizmy skaic¢ius Europoje padvigubé¢jo
(Santini et al., 2013). Per pastargjj Simtmet] bene daugiausiai zalos Europos miSkams
(konkreciai,- kilmingyjy lapuociy - guoby ir uosiy medynams) padare invaziniai medziy
patogenai: guoby maro sukéléjas Ophiostoma novo-ulmi Brasier (Brasier, 1996) bei
uosiy dziities sukeléjas Hymenoscyphus fraxineus (T. Kowalski) Baral, Queloz &
Hosoya (Kowalski, 2006).

Intensyvaus tranzito Salyse svetimZemiy augaly patogeny invazijy tikimybé
gerokai iSauga (Santini et al., 2013). Pavyzdziui, Lietuva ir Sveicarija yra viena nuo
kitos pakankamai geografiSkai atskirtos panasaus dydzio Salys, kurias kerta svarbis
Europos Sajungos transporto koridoriai (European Commision, 2014), todél
palyginamieji invaziniy mikroorganizmy tyrimai tokiose Salyse yra ypac¢ aktualls ir
jdomis. Norint sékmingai kovoti su naujai pasireiSkianCiomis pavojingy invaziniy
mikroorganizmy sukeltomis ligomis, biitina ne tik surinkti kuo i§samesnius duomenis
apie tokiy ligy pasireiSkimo masta, jy sukéléjy invazyvuma, plitima, biologines bei
ekologines savybes, populiacijy geneting bei genotiping jvairove, tac¢iau Siuos duomenis
taip pat svarbu palyginti su kitose Salyse surinkta informacija. Palyginamieji tyrimai
ypa¢ svarbiis atskleidZiant invaziniy ligy sukéléjy epidemiologija, nustatant jy kilme,
patekimo ] naujas teritorijas kelius bei tolimesnio plitimo perspektyvas.

Bene geriausiai Zinomi invaziniai fitopatogenai, sukéle masine atitinkamy rusiy
medziy dzitut] Europoje yra guoby maro sukeléjas Ophiostoma ulmi (Buisman) Nannf.
sensu lato, vosiy dziities sukelejas H. fraxineus ir alksniy dzitties sukéléjas

Phytophthora alni Brasier & S.A. Kirk sensu lato. Visos trys ligos yra placiai paplitusios



visoje Europoje, 1§ kuriy guoby maras yra seniausia ir bene geriausiai iStirta; uosiy
dzitties epidemija prasidéjo daugiau nei prieS 20 mety, ir latkoma daugiausiai
paprastajam uosiui Zalos padariusia liga; tuo tarpu alksniy dzittis Europoje Zinoma nuo
1990-yjy ir yra maziausiai iStirta 1§ $iy trijy ligy.

Pagrindinis Sio darbo tikslas buvo apibudinti trijy invaziniy patogeny populiacijas:
Phytophthora alni s. 1. — septyniose Europos Salyse (daugiausiai démesio skiriant
Lietuvai ir Sveicarijai), Ophiostoma novo-ulmi - tik Lietuvoje, ir Hymenoscyphus
fraxineus - Lietuvoje ir Sveicarijoje.

Pagrindiniai uzdaviniai:

1. Istirti ir apibiidinti oomicety bei tikryjy gryby bendrijas dziiities pazeisty alksniy
(juodalksnio ir baltalksnio) medienoje ir Siy medziy aplinkoje (rizosferoje ir
vandens telkiniuose) Lietuvoje ir Sveicarijoje;

2. I8tirti invaziniy patogeny Phytophthora x alni ir Phytophthora uniformis,
Ophiostoma novo-ulmi it Hymenoscyphus fraxineus populiacijy genetines
savybes;

3. Palyginti dviejy skirtingy paprastojo uosio dirbtinio apkrétimo eksperimenty
(virulentiSkumo testy) rezultatus, juose panaudojant anksCiau genotipuotus
lietuviskos ir SveicariSkos kilmés H. fraxineus izoliatus;

4. I8tirti H. fraxineus micelio (kultiiry) augimo grei¢io santykj su ty paciy izoliaty

virulentiSkumu.

Mokslinis naujumas. Pirmg kartg Lietuvoje alksniy dziiities sukél¢jas buvo iSskirtas
1999-aisiais metais (Jovai§ien¢, 2002), Sveicarijoje — 2005-aisiais (Dr. Simone Prospero,
asmeninis kontaktas), taciau iki Siy dieny nebuvo atlikta tyrimy, atskleidZianciy
Phytophthora alni s. 1. komplekso riiSiy paplitimg ar jy populiacijy genetinés struktiiros
ypatybes abejose Salyse. Tokiy ziniy triksta ne tik Lietuvoje ir Sveicarijoje, bet ir
daugelyje kity Europos Saliy.

Siame darbe pirmg karta buvo istirti dZifistanéiy alksniy aplinkoje aptinkamy
mikroorganizmy bendrijy skirtumai Lietuvoje ir Sveicarijoje. Penkios Phytophthora
genties oomicety risSys: Phytophthora gallica T. Jung Nechwatal, Phytophthora
gonapodyides (H.E Petersen) Buisman, Phytophthora gregata T. Jung, M.J.C. Stukely &



T. Burgess, Phytophthora lacustris Brasier, Cacciola, Nechw., Jung & Bakonysi,
Phytophthora taxon Oaksoil buvo pirma kartg identifikuotos Lietuvoje.

Phytophthora. x alni (Brasier & S.A. Kirk) Husson, loos & Margais ir
Phytophthora uniformis (Brasier & S.A. Kirk) Husson, Ioos & Aguayo populiacijy
tyrimai buvo atlikti panaudojant medziaga, surinktg net septyniose Europos Salyse. Tai
vieni detaliausiy tokio pobiidzio $iy riiSiy tyrimy ne tik Europoje, bet ir pasaulyje. Net
keturiose Salyse: Lietuvoje, Sveicarijoje, Austrijoje ir Cekijoje, tokie tyrimai atlikti
pirmg kartg. Mikrosatelitiné analizé leido identifikuoti 36 P. x alni genotipus, 1§ kuriy
net 24 yra nauji mokslui (iki Siol nebuvo aprasyti).

Lietuvoje detaltis guoby maro sukéléjo O. ulmi s. 1. (tuo metu risis tiksliai nebuvo
identifikuota) tyrimai buvo atlikti tik pra¢jusio amziaus viduryje (Zuklys, 1952), po
kurty ilgus metus naujy duomeny nesukaupta. Disertacinio darbo metu surinkti
duomenys leidzia teigti, kad pagrindinis guoby maro sukéléjas (Siuo metu) yra O. novo-
ulmi, o pirmosios guoby maro bangos sukeléjas O. ulmi sensu stricto yra galimai
iSstumtas 1§ Lietuvos. Taip pat Siame darbe pirma karta Lietuvoje buvo identifikuoti
vidurtiSiniai O. novo-ulmi hibridai. Vegetatyvinio suderinamumo testai parode, kad O.
novo-ulmi Lietuvos populiacija pasizymi didele genotipine jvairove.

Pirma karta Lietuvoje, o ir visoje Siaurés-Ryty Europoje atlikti tokio didelio
masto H. fraxineus populiacijy genetiniy savybiy tyrimai (i§ viso tirti 367 Lietuvoje
18skirti H. fraxineus izoliatai). Pirmg kartg atlikti dirbtiniy uosio medeliy apkrétimo H.
fraxineus kultiromis eksperimenty pakartojamumo palyginamieji tyrimai (lygintas
didZiausiu ir maziausiu virulentiSkumu pasizyméjusiy grybo izoliaty virulentiSkumas
dviejuose skirtingu laiku atliktuose eksperimentuose), taip pat Siame darbe pirma buvo
siekiama palyginti H. fraxineus izoliaty micelio (kultiry) augimo greiti su ty paciy
izoliaty virulentiSkumu lauko eksperimentuose (geb¢jimu sukelti nekrozes gyviems

uosiukams). Tokio pobiidzio tyrimai pasaulyje atlikti pirmg kartg.

Ginamieji teiginiai:
e Lictuvoje ir Sveicarijoje Phytophthora alni s. 1. komplekso rasys (P. x alni ir P.
uniformis) yra daznai sutinkamos dziiities pazeisty alksniy (Alnus spp.)

medienoje, o P. x multiformis aptinkama retai;



P. x alni ir P. uniformis populiacijos Europoje pasiZymi Zema genotipine

jvairove;

o Ophiostoma ulmi s. s. Lietuvoje yra iSstumta agresyvesnés invazinés rusies -
Ophiostoma novo-ulmi, kurios populiacijos pasizymi didele genotipine jvairove;

e Lietuvoje sutinkami du Ophiostoma novo-ulmi portsiai: O. novo-ulmi ssp. novo-
ulmi, O. novo-ulmi spp. americana bei §iy portusiy hibridai,

e Lietuvoje H. fraxineus populiacijos pasizymi didele genotipine bei genetine
jvairove ir turi aiSky erdvinj (geografinj) pasiskirstyma;

o Atitinkamy H. fraxineus izoliaty virulentiSkumas gerai koreliuoja pakartotinai
atlickamuose dirbtinio apkrétimo eksperimentuose;

e H. fraxineus i1zoliaty micelio (kultiry) augimo greitis terpéje koreliuoja su ty

paciy izoliaty virulentiSkumu.

Disertacijos duomenu aprobavimas. Disertacijos rezultatai publikuoti trijuose
straipsniuose zurnaluose, jraSytuose | Clarivate Analytics Web of Science duomeny baze.
Disertacijos metu gauti rezultatai taip pat buvo pristatyti SeSiose tarptautinése ir dvejose
nacionalinése (Lietuvos) konferencijose.

Darbo apimtis ir struktiira. Disertacijos apimtis yra 149 puslapiai (iSskyrus priedus).
Disertacijg sudaro Santrumpos, Jvadas, Literatiros apZzvalga, Tyrimy medziaga ir
metodai, Tyrimy rezultatai, Diskusija, ISvados, Literatiiros sgraSas (286 literatiiros
Saltiniai), Autorés publikacijos disertacijos tema, Priedai. Disertacija iliustruota 31-u

paveikslu ir 14-a lenteliy.



MEDZIAGOS IR METODAI

Oomicety ir tikryjy grybuy iSskyrimas i§ paZeisty alksniu (A/nus spp.)
aplinkos

Alnus Mill. genties medziai — juodalksniai (Alnus glutinosa (L.) Gaertn) ir
baltalksniai (4/nus incana (L.) Moench), buvo tirti 27-ose vietovése Lietuvoje ir 14-oje
vietoviy Sveicarijoje. I§ viso buvo paimta 201 medienos méginys, 17 vandens méginiy i§
jvairiy vandens telkiniy ir 110 dirvoZzemio méginiy. Medienos méginiai buvo renkami
remiantis Jung (2009) aprasyta metodika, bei pagal Dr. Simone Prospero (WSL,
Birmensdorfas, Sveicarija; asmeninis kontaktas) pasiiilyta metodika. Vandens méginiai
buvo renkami pagal JKI instituto (BraunSveigas, Vokietija) laboratorijoje naudojama
protokolg (dr. Sabine Werres; asmeninis kontaktas). DirvoZemio méginiai buvo surinki
remiantis Tedersoo et al. (2014) metodika.

Oomicety iSskyrimas i§ dirvozemio ir vandens méginiy buvo atliktas panaudojant
rododendry lapus (angl. baiting tests): oomicety iSskyrimui buvo naudojami sveiki
Rhododendron catawbiense Michx. ar R. catawbiense formos ,,Cunningham’s White*
lapai. DirvoZzemio ir vandens méginiai buvo paruosti pagal JKI institute (Braunsveigas,
Vokietija) naudojamg protokolg (dr. S. Werres, asmeniniai kontaktai). ISrySkéjus
nekrozéms, oomicetai 1§ rododendry lapy buvo iSskiriami pagal Themann ir Werres
(2000) apraSyta metodika. Oomicety ir gryby iSskyrimas i§ alksniy medienos buvo
atliktas pagal Jung (2009) metodika. Grynosios oomicety kultiiros buvo iSskiriamos ir
auginamos ant PARPNH-VS ir CA terpiy 22° C temperatiiroje, tamsoje.

Lietuvoje oomicetai 1§ dirvoZemio buvo iSskiriami paruoSiant dirvoZemio
suspensija, kuri véliau buvo iSglaistoma ant PARPNH-VS terpés, 22° C temperatiroje,
tamsoje. Véliau grynosios kultiiros buvo perkeliamos ant CA terpés ir auginamos 22° C

temperatiroje, tamsoje.

Phytophthora alni s. 1. komplekso risiy genetiniai tyrimai

P. x alni ir P. uniformis genetiniai tyrimai buvo atlikti su izoliatais surinktais 7-
iose Europos Salyse: Lietuvoje, Sveicarijoje, Austrijoje, Cekijoje, Ispanijoje, Svedijoje ir
Vengrijoje. P. x alni 1zoliatai ] populiacijas buvo suskirstyti pagal Salis/vandenskyra/upé.

Lietuvoje, Sveicarijoje, Austrijoje ir Ispanijoje toks (populiacijy) suskirstymas, dél mazo
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izoliaty skaiiaus, buvo negalimas, tode¢l izoliatai buvo priskirti atitinkamos Salies
populiacijai. P. uniformis izoliatai | populiacijas buvo suskirstyti tik pagal Salis.

DNR isskyrimas Grynyjy kultiry DNR buvo iSskirta 1§ P. alni s. 1. izoliaty, kurie
buvo auginami skystoje V8 sulCiy terp¢je. DNR buvo skiriama naudojant DNR skyrimo
rinkinius DNeasy ® Plant Mini kit ir DNeasy ¥ 96Plant kit (Qiagen, Hildenas, Vokietija);
dalis DNR méginiy buvo iSskirta naudojant CTAB protokolg (Kérén et al., 1997).

Polimerazés grandininé reakcija. Polimerazés grandininé reakcija (PGR) buvo
atlikta naudojant JumpStart™ RedTaq® Ready Mix polimerazg bei PGR bufer; (Sigma-
Aldrich, Vokietija), bei naudojant ITS6 (Cooke et al., 2000) bei ITS4 (White et al.,
1990) pradmenis. DNR buvo i$valyta su Illustra™ ExoProStar™ PCR and Sequence
Reaction Clean-Up Kit rinkiniu (Sigma-Aldrich, Vokietija) vadovaujantis gamintojo
instrukcijomis. Sekoskaitai buvo naudojamas BigDye™ Terminator v. 3.1 Cycle
Sequencing Kit and BigDye™ x-Terminator Purification Kit rinkinys (Applied
Biosystems, Karlsbadas, JAV). Reakcijos atliktos vadovaujantis gamintojo
instrukcijomis. Sekoskaita buvo atliekama naudojant genetinj analizatoriy 3130x1 DNA
Analyzer (Applied Biosystems, JAV). Gautos sekos buvo tvarkomos naudojant
bioinformacines programas: CLC Main Workbench (version 8.0 Beta 4) (QIAGEN
Bioinformatics, Danija) ir Geneious (version R9.1.5) (Biomatters Ltd, Naujoji
Zelandija). Sekos buvo sulyginamos su NCBI duomazéje esan€iomis sekomis.
Artimiausios kaimynystés metodas (angl. neighbor-joining method) buvo panaudotas
norint jsitikinti, kad tiriami izoliatai buvo priskirti tinkamoms rtsims.

Mikrosatelitiné analizé. Tyrime buvo naudojama 10 polimorfiniy mikrosatelity
lokusy. Vienos reakcijos lizdiné DNR (angl. single-tube nested PCR) su 5° — gale
esanCiu M13F700 pradmens fragmento junginiu. Mikrosatelitiné analizé buvo atlikta
naudojant Type-it Microsatellite PCR Kit (Qiagen, Valencia, Jav) rinkinj, pagal
Burokiené et al. (2015) apraSyta metodikg. Pritaikant Schuelke (2000) metodika.
Fragmenty analizei buvo panaudotas fragmenty dydzio standartas GeneScan™ 500
LIZ® Size Standard (Applied Biosystems, Foster Sitis, JAV). Mikrosatelitiné¢ analizé
atlikta naudojant ABI 3730 xl genetin] analizatoriy. Gauti duomenys buvo apdotroti
GeneMapper v. 3.7 (Applied Biosystems, JAV) ir Geneious v. R9.1.5 (Biomatters Ltd,
Naujoji Zelandija) kompiuteriniy programy pagalba.



Populiacijy genetika. 1zoliatai ; multilokusy genotipus (MLGs) buvo suskirstyti
naudojant GENODIVE v. 20b27 programg (Meirmans & Van Tienderen, 2004).
Genotipinis turtingumas (angl. genotypic richness), ivairove ir vienodumas, asociacijos
indeksas (angl. Index of Association) ir standartizuotas asociacijos indeksas (angl.
standardized index of association) buvo apskaiiuoti naudojantis POPPR programa
(Kamvar et al., 2014). Minimalaus jungiancio tinklo (angl. Minimum Spanning Networtk,
MSN) sudarymas buvo paremtas Bruvo genetinio nuotolio skai¢iavimais, naudojant
PoOPPR programg (Kamvar et al., 2014). Molekulinés genetinés jvairovés analizé (angl.
Analysis of Molecular Variance) (AMOVA) skai¢iavimai buvo atlikti naudojantis POPPR
programa (Kamvar et al., 2014). Ivairovés buvo ieSkoma tarp populiacijy, populiacijy
viduje ir tarp izoliaty. Pagrindiniy komponenciy analize¢ (angl. Principal Components
Analysis) (PCA) buvo atlikta naudojantis Adegenet v.2.1.1 (Jombart, 2008) ir ade4
v.1.7-10 (Dray & Dufour, 2007) paketais. Grafikas buvo nubraizytas naudojantis
Factoextra v.1.0.5 (Kassambara, 2015) paketu.

Pazeistos Ulmus spp. medienos pavyzdZziy surinkimo ir grybu izoliavimo
metodika

Meéginiy surinkimas. Medienos pavyzdziai buvo renkami 2011-2012 metais,
vasaros laikotarpiu. I§ viso buvo surinkti pazeistos medienos pavyzdziai nuo 90 medziy
(47 pavyzdziai — nuo kalninés guobos (Ulmus glabra Huds) ir 43 — nuo paprastojo
skirpsto (Ulmus minor Mill.)). MedZiaga buvo surinkta dvylikoje vietoviy - skirtinguose
Lietuvos rajonuose. Gryby grynyjy kultiry i$skyrimas buvo atliktas Gamtos tyrimy
centro Botanikos instituto Fitopatogeniniy mikroorganizmy laboratorijoje vadovaujantis
Brasier (1981) ir Bakys et al. (2009) metodikomis. Genominés DNR iSskyrimas 1§
grynyjy grybiniy kultiiry ir po jo sekanti PGR buvo atlikta remiantis Kéarén et al. (1997)
protokolu, panaudojant universalius pradmenis ITS1 ir ITS4 (White et al., 1990).
Sekoskaita buvo atlickama kompanijoje Macogen Inc. (Seulas, Piety Kor¢ja). Gautos
sekos buvo identifikuotos NCBI BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) duomeny

bazg¢je.



Ophiostoma novo-ulmi populiacijy genetiniuy savybiu tyrimas

Restrikcijos fragmenty ilgio polimorfizmas (RFIP). 1$skirti O. novo-ulmi DNR
produktai buvo pagausinti PGR pagalba panaudojant rtsiai specifinius col-1 (Pereira et
al., 2000) ir cu (Pipe et al., 1997) pradmenis. PGR produktai véliau buvo sukarpyti
panaudojant restrikcijos endonukleazes Bfal ir Hphl (Fermentas, Lietuva). Gautieji
fragmentai analizuoti horizontalios elektroforezés pagalba. Elektroforezé¢ atlikta
naudojant 2 % agarozés gelj. Elektroforezeé vykdyta 1x natrio borato buferiniame tirpale,
1,5 val. 120 V jtampoje. DNR profiliai iSryskinti UV Sviesoje ir fotografuoti geliy
dokumentacijos sistemos ,,Fire Reader* (UVitec Inc., Kembridzas, JAV) pagalba.

Vegetatyvinio suderinamumo testai. Visy turimy 49-iy O. novo-ulmi izoliaty
vegetatyvinio suderinamumo testai buvo atlikti pagal Brasier (1984) apraSytag metodika.
Visomis jmanomomis kombinacijomis suporuoti izoliatai buvo laikomi kambario
temperatiroje, tamsoje 2-4 savaites. ISrySkeje vegetatyvinio (ne)suderinamumo reakcijos

buvo vertinamos pagal Brasier (1984) metodika.

Medziagos rinkimas ir gryby iSskyrimas i$ dZiuties paZeisty uosiy medienos
ir nukritusiy lapko¢iy

Medziaga tyrimui buvo surikta i§ penkiy vietoviy Lietuvoje. Grynyjy kultiry
1§skyrimas 1§ lapko€iy buvo atliekamas pagal Kirisits ef al. (2013) metodika (atlikta
Lietuvos agrariniy ir miSky mokslo centro filiale MiSky institute, Misko apsaugos ir
medzioklétyros skyriuje), o 1§ medienos - vadovaujantis Schoebel et al. (2014) metodika
(atlikta Gamtos tyrimy centro Botanikos instituto Fitopatogeniniy mikroorganizmy
laboratorijoje).

DNR isskyrimas. DNR i§skyrimas buvo atliktas Sveicarijos federalinio misky,
sniego ir kraStovaizdZio instituto (WSL, Birmensdorfas, Sveicarija) Augaly apsaugos
laboratorijoje pagal Schoebel ef al. (2014) metodika, panaudojant Norgen Total RNA
Purification Kit (Norgen Biotek Corp., Kanada), vadovaujantis gamintojo protokolu,
taCiau neatliekant DNazés valymo zingsnio.

H. fraxineus izoliaty genotipavimas mikrosatelity pagalba. H. fraxineus
genotipavimas buvo atliktas Sveicarijos federalinio misky, sniego ir krastovaizdzio
instituto (WSL, Birmensdorfas, Sveicarija) Augaly apsaugos laboratorijoje.

Genotipavimui buvo panaudota 11-a H. fraxineus-specifiniy mikrosatelitiniy pradmeny
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(Gross et al., 2012). Visos reakcijos su mikrosatelitiniais pradmenimis buvo atliktos
dvejose daugybinése (angl. multiplex) PGR. Reakcijos atliktos panaudojant Type-it
Microsatellite PCR kit (Qiagen, Valencia, JAV) rinkinj, vadovaujantis gamintojo
protokolu. Gauti duomenys apdoroti GeneMapper v.3.7 (Appllied Biosystems, JAV)
programa.

Populiacijy genetika. H. fraxineus izoliatai ] multilokusy genotipus (MLG) buvo
suskirstyti naudojantis POPPR programiniu paketu (Kamvar et al., 2014). Genotipinis
turtingumas ir genotipiné jvairové (Senono-Vynerio indeksas) buvo apskaidiuoti
naudojantis VEGAN programiniu paketu (Dixon, 2003; R Development Core Team
2014). t-testo pagalba, panaudojant statistiniy programy paketag SPSS Statistics v.17.0
(SPSS Inc., Cikaga, JAV), buvo apskaiGiuotas patikimumas tarp tikéting MLG (angl.
expected MLG - eMLG) aptikty lapkoCiuose ir medienoje. GENEPOP programinis
paketas (Rousset, 2008) buvo panaudotas apskaiCiuoti bendram aleliy skaiciui (Ay).
Aleliniy varianty turtingumas (Ag) ir privaciy aleliy daznis (Apr) buvo suskaiCiuoti
naudojantis ADZE kompiuterine programa (Szpiech et al., 2008); statistinis rezultaty
patikimumas buvo apskaiCiuotas ¢-testo pagalba. H. fraxineus populiacijos genetiné
diferenciacija buvo apskai¢iuota naudojantis kompiuterine programa FSTAT 2.9.3.2
(Goudet, 2001). Programinis paketas GENCLONE v.2.0 (Arnaud-Haond & Belkhir,
2007) padéjo apskaiciuoti atsitiktinio poravimosi (Pge,) ir nepriklausomo lytinio
dauginimosi (Ps.) tikimybes. Asociacijos indeksas ir standartizuotas asociacijos
indeksas buvo suskai¢iuoti POPPR programa (Kamvar ef al., 2014). H. fraxineus geneting
struktiira buvo analizuota pagrindiniy komponenciy diskriminantinés analizés pagalba
(DAPC) (angl. Discriminant Analysis of Principal Components) (Jombart et al., 2010).
Visi skai¢iavimai buvo atlikti su klony koreguotais duomenimis.

H. fraxineus virulentiskumo tyrimai. VirulentiSkumo tyrimams izoliatai buvo
atrinkti 1§ genotipuoty H. fraxineus izoliaty tarpo. Detalus pirmo dirbtinio uosio
sodinuky apkrétimo H. fraxineus izoliatais eksperimento (,,Seedlings 1) apraSymas
pateikiamas Lygis et al. (2017) publikacijoje. Antrasis apkrétimo eksperimentas
(,,Seedlings 2”) buvo atliktas 2015-2016 mety laikotarpiu. Penkiolika pirmajame
eksperimente (,,Seedlings 1) kaip labiausiai virulentiSky ir keturiolika kaip maziausiai
virulentiS8ky H. fraxineus izoliaty buvo pasirinkti norint patikrinti pirmojo eksperimento

rezultaty patikimumg (atkartojamumg). Tyrimui buvo panaudoti 145 ketveriy mety
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paprastojo uosio sodinukai. Tuo paciu izoliatu buvo apkreciami penki medeliai.
Eksperimentas ,,Seedlings 2” truko devynis ménesius. VirulentiSkumo jvertinimas buvo
atliktas pagal Lygis et al. (2017) metodika.

H. fraxineus augimo greicio testai. Augimo greitis buvo nustatomas 190
genotipuoty ir virulentiSkumo testuose naudoty H. fraxineus izoliaty. Trijy savaiciy
amziaus izoliatai buvo perkelti 1 naujas 90 mm skersmens Petri 1ékSteles su AMEA terpe
(Kirisits et al., 2013), kiekvienam izoliatui skiriant po tris l¢kSteles (pakartojimus).
Lékstelés su auganciomis kultiromis buvo laikomos tamsoje, kambario temperatiiroje.
Po 13 dieny buvo iSmatuotas radialinis kiekvienos kulturos prieaugis. H. fraxineus
izoliaty virulentiSkumo ir augimo grei¢iy palyginimas buvo atliktas #-testo pagalba,
koreliacijas apskaiGiuojant programos SPSS Statistics v.17.0 (SPSS Inc., Cikaga, JAV)
pagalba.

REZULTATAI

Mikroorganizmy jvairové dzitistan¢iuose alksniuose ir ju aplinkoje

IS viso darbo metu buvo iSskirtos 674 mikroorganizmy kulttros, i§ jy 564
priskirtos oomicetams, o 110 - grybams. Daugiausiai kultiiry buvo iSskirta i§ dirvozemio
(402 1zoliatai), maziausiai - 1§ alksniy medienos (80 izoliaty). Atlikus DNR sekoskaitg 18
viso buvo identifikuoti 43 mikroorganizmy taksonai, 1§ kuriy 24 priskirti oomicetams ir
19-- grybams.

Tyrimo metu buvo identifikuota 14 Phytophthora genties rusiy, 18 kuriy 6 rusys:
P. x alni, P. gallica, P. gonapodyides, P. gregata, P. lacustris ir P. taxon Oaksoil buvo
isskirtos tiek Lietuvoje, tiek Sveicarijoje. Viena ru§is — P. uniformis, buvo rasta tik
Lietuvoje, o tik Sveicarijoje buvo isskirtos 7 rusys: Phytophthora chlamydospora
Brasier, C. and E. Hansen, Phytophthora citrophthora (R.E. Smith & E.H. Smith)
Leonian, Phytophthora cryptogea Pethybr. & Laff., Phytophthora hydropathica C. Hong
& Gallegly, Phytophthora niederhauserii Z.G. Abad & J.A. Abad, Phytophthora
plurivora T. Jung & T.I. Burgess, Phytophthora pseudosyringae T. Jung & Delatour.
tipy substrato (medienos, vandens ir dirvoZemio). Dvi alksniy dZitties sukéléjo P. alni s.

1. komplekso riiSys — P. x alni ir P. uniformis Lietuvoje buvo iSskirtos tik i§ pazeisty
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alksniy medienos, tuo tarpu Sveicarijoje P. x alni buvo izoliuota ir i§ medienos, ir i$
dirvozemio. Dazniausiai abejose Salyse pasitaikiusi Phytophthora genties rusis - P.
lacustris (viso 147 izoliatai) 1$skirta 1§ visy trijy tipy substrato.
Phytopythium ir Pythium genciy organizmai buvo iSskirti tik 1§ dviejy substrato
tipy — dirvoZemio ir vandens, jie buvo rasti tick Lietuvoje, tieck Sveicarijoje.
Izoliatai, priklausantys gryby (Fungi) karalystei, buvo iSskirti epizodisSkai

abejose Salyse 18 visy trijy tipy substrato, daugiausiai 1§ dirvoZemio.

Phytophthora alni s. 1. komplekso raSiu P. x alni ir P. uniformis genotipinés
jvairoves tyrimai

Tyrimo metu sékmingai genotipuoti 245 P. alni s. 1. izoliatai 1§ 7-1y Europos Saliy
- Lietuvos, Sveicarijos, Austrijos, Cekijos, Ispanijos, Svedijos ir Vengrijos. Priklausomai
nuo rusies, aleliy skai¢ius varijavo nuo vieno (P. x alni ir P. uniformis) iki trijy (P.
uniformis).

IS viso buvo genotipuoti 159-1 P. x alni izoliatai, kurie buvo suskirstyti j 36-ias
multilokusy genotipy grupes (MLG), 1§ kuriy 24 grupés buvo pirma kartg apraSytos
Siame darbe (t.y., publikuojamos pirma kartg).

P. x alni populiacijy genotipiné jvairove apraSyta 1 lenteléje, kurioje P. x alni
kloninis MLG turtingumas (R) bei vienodumas (E.s) parod¢, kad visose tirtose
populiacijose vienas genotipas (Pxa-1) buvo dominantinis. Cekojoje buvo rasta
daugiausiai genotipy - 21, o Sveicarijoje maziausiai — 1.

Minimalaus jungianio tinklo (angl. Minimum Spanning Network, MSN)
panaudojimas leido visus Siame darbe tirtus P. x alni genotipus suskirstyti ] tris
pagrindines grupes (1 pav.). Vieng grupe sudar¢ MLG, kurie daugiausiai buvo aptikti
Svedijoje, antrg grupé buvo sudaryta i§ MLG aptikty Lietuvoje, Cekijoje, Austrijoje,
Ispanijoje ir Vengrijoje, o trecig grupe sudaré pavieniai MLG, artimi dominuojanc¢iam
genotipui Pxa-1 (1 pav.).

Tyrimai parodé, kad 24 nauji genotipai susiformavo evoliucijos eigoje netekus
alelio/-iy. Daugiausiai tokiy genotipy buvo rasta Cekijoje (16), o likusiose $alyse nauji
genotipai aptikti Zymiai re€iau. 18 genotipy susiformavo netekus aleliy 1§ P. x
multiformis tévinio subgenomo, 4 — netekus aleliy 1§ P. uniformis tévinio subgenomo ir

du — netekus aleliy 1§ abejy téviniy subgenomy.
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Atlikus molekulinés genetinés jvairoves analiz¢ (AMOVA), P. x alni izoliatams
i Cekijos, Svedijos ir Vengrijos aiskus MLG pasiskirstymas nebuvo nustatytas. Tik
Svedijos P. x alni populiacijoje buvo pastebétas MLG pasiskirstymas pagal stambiy upiy
baseinus - visus P. x alni genotipus buvo galima suskirstyti 1 dvi grupes: rytings ir

vakaringes Salies daliy.

1 lentelé. Genotipinis Phytophthora x alni populiacijy charakterizavimas tirtose Salyse:
Austrijoje, Cekijoje, Vengrijoje, Lietuvoje, Ispanijoje, Svedijoje ir Sveicarijoje. N — tirty P. x
alni izoliaty skaiCius; MLG — realus (gautas) multilokusy genotipy skaicius; eMLG — tikétinas
multilokusy genotipy skai¢ius, esant maziausiam tirty izoliaty skaiciui (N = 4); SE — standartinis
nuokrypis; Pxa-1 — genotipo Pxa-1 sutinkamumo daznis, %; R — kloninis turtingumas; D —
pakoreguotas Simpson‘o indeksas; E.s — genotipinis tolygumas; I — asociacijos indeksas; PT —
asociacijos indekso patikimumas; rbarD — standartizuotas asociacijos indeksas; PrbarD —
standartizuoto asociacijos indekso patikimumas; NaN — nejmanoma reikSmé (padalinimas i§
nulio); NA — triikstama reik§mé.

Salis N | MLG eMLE Pxal, 1 R | p | E5 8 rbard
(4SE) | % (PL,) | (PrbarD)
A:zi)ja 9 5 (50'%)0) 3333 | 04 |0.861 | 0.91 (697";12) ('3'()13)
Cekija (CZ) | 49 | 21 ( 51'119) 54 | 0.04 |0.699 | 0.33 (00.65022) (00.60071)
Vengrija(HU) | 39 7 ( jl"l090) 74.35 | 0.02 | 0.442 | 0.45 (0"3'657) (699'389)
Lietuva (LT) | 9 2 ( 12(59(;)0) 88.88 | 0.03 [0.222 | 0.59 | NA NA
Ispanija (SP) | 4 3 (369(5)0) 50 | 0.55 | 0.8330.91 (8:;2) (092'} 5
Svedija (SW) | 41 9 (fd§967) 2439 | 0.12 | 0.852 | 0.89 (0921:2) (096()553)
Svfé"lgija 7 Lol 1169(;)0) 100 | 0 | 000 |NaN| NA NA
Viso 159 | 36 (fl"l389) 54.08 | 0.014 [ 0.695 | 0.3 i )

14



POPULATION

I

Pxa-46

Pxa-32 Pxa-35
0.017 0.038 0.059 0.081 0.102

[ —————————————————
DISTANCE

1 pav. Phytophthora x alni genotipus jungiantis minimalus tinklas (angl. Minimum Spanning
Network)

I§ viso genotipuoti buvo 87 P. uniformis izoliatai i§ Austrijos, Cekijos, Ispanijos,
Lietuvos, Svedijos ir Vengrijos. I§ jy 68 buvo priskirti dominantiniam Pu-E1 genotipui,
likg 20 izoliaty priskirti Pu-E2 genotipui. Antrasis genotipas Pu-E2 buvo rastas tik

Svedijos P. uniformis populiacijoje.

Guoby maro sukéléjo Ophiostoma novo-ulmi paplitimo tyrimai

Pagal morfologines savybes visos gryby grynosios kultiiros, i$skirtos 1§ maro
pazeisty guoby medienos buvo suskirstytos 1 33-is grupes. Vienai grupei priskirti 49
1zoliatai buvo identifikuoti kaip guoby maro sukélejas — O. novo-ulmi. Visi $io grybo
1zoliatai buvo i8skirti 1§ dzitstanciy Ulmus glabra bei U. minor medziy 8-iose Lietuvos
vietovése. Tyrimo metu pirmosios guoby maro bangos sukeéléjas O. ulmi sensu stricto
1§skirtas nebuvo.

Atlikus RFIP, visi 49-1 O. novo-ulmi izoliatai buvo suskirstyti | poriiSius (2
lentele): 36-1 izoliatai buvo identifikuoti kaip O. novo-ulmi ssp. novo-ulmi ir 13-a
izoliaty - kaip viduriiSiniai dvejy poriiSiy hibridai: O. novo-ulmi ssp. novo-ulmi x O.
novo-ulmi ssp. americana. Vidurii§iniai hibridai buvo rasti Plunges, Kédainiy, Vilniaus

rajonuose bei Vilniaus mieste. Tik O. novo-ulmi ssp. novo-ulmi buvo i$skirtas 1§ pazeisty
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medZziy, augusiy Birzy, Kauno, Pasvalio ir RokiSkio rajonuose. Antrasis O novo-ulmi

poriisis — O. novo-ulmi ssp. americana $10 darbo metu rastas nebuvo (2 lentel¢).

2 lentelé. Maro pazeisty kalninés guobos (Ulmus glabra) ir paprastojo skirpsto (Ulmus minor)

pavyzdziy paémimo vietos ir iSskirtieji Ophiostoma novo-ulmi porisiai

Raionas Vieta Medis - Porusis ir Ophiostoma novo-ulmi hibridas
J (Populiacija) | Seimininkas (iSskirtu izoliaty skaicius)

Birzai Karajimiskis | U. glabra O. novo-ulmi ssp. novo-ulmi (1)

Kaunas Raudondvaris | U. glabra O. novo-ulmi ssp. novo-ulmi (1)

Kédainiai Aristava U. minor O. novo-ulmi ssp. novo-ulmi (24);
O. novo-ulmi ssp. novo-ulmi X ssp. americana
)

Pasvalys Gulbinénai, U. glabra O. novo-ulmi ssp. novo-ulmi (3)

Paberliai

Plungé Kuliai U. glabra O. novo-ulmi ssp. novo-ulmi (4);
O. novo-ulmi ssp. novo-ulmi X ssp. americana
@)

Rokiskis Dusetos U. glabra O. novo-ulmi ssp. novo-ulmi (4)

Vilnius Dikstos U. glabra O. novo-ulmi ssp. novo-ulmi (3)

Vilnius miestas | Verkiai U. glabra O. novo-ulmi ssp. novo-ulmi x ssp. americana
@)

Vegetatyvinio Ophiostoma novo-ulmi izoliaty suderinamumo testai

Atlikus vegetatyvinio suderinamumo (VS) testus, visi 49-1 O. novo-ulmi izoliatai
buvo sugrupuoti | 38-as vegetatyvinio suderinamumo grupes (VSG), kurias geriau tikty
vadinti dispersiniais genotipais, kadangi daugelis 1zoliaty buvo genetiskai skirtingi nuo
kity ir grupiy nesudaré. Nei vieno genotipo nesudar¢ daugiau kaip du izoliatai.

Vietinéje Keédainiy rajono Aristavos populiacijoje iSskirtt 29-1 O. novo-ulmi
1zoliatai buvo suskirstyti 1 24-is dispersinius genetus. Penki genotipai buvo sudaryti i$
dvejy izoliaty; visi kiti izoliatai buvo genetidkai skirtingi ir grupiy nesudaré. Sioje
vietingje populiacijoje iSskirti 23 O. novo-ulmi ssp. novo-ulmi portiSio atstovai ir Sesi
vidur@iSiniai hibridai. Vietingje Pasvalio rajono Paberliy-Gulbinény populiacijoje iSskirti
trys O. novo-ulmi izoliatai, kurie buvo suskirstyti j du dispersinius genotipus. Vieng
genotipg sudar¢ du O. novo-ulmi ssp. novo-ulmi porusio izoliatai. Vietin¢je Rokiskio
rajono Dusety populiacijoje iSskirti keturi O. novo-ulmi izoliatai buvo suskirstyti ] tris
dispersinius genotipus. Vieng genotipa sudar¢ du O. novo-ulmi ssp. novo-ulmi poriisio

izoliatai. Vietingje Plungés rajono Kuliy populiacijoje 1Sskirti Sesi O. novo-ulmi 1zoliatai
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buvo suskirstyti ] tris dispersinius genotipus, kuriy kiekvieng sudaré po du izoliatus - O.
novo-ulmi ssp. novo-ulmi portusSio atstovus bei du vidur@i§inius hibridus. Vietingje
Vilniaus rajono Diksty populiacijoje iSskirti trys vidur@iSiniy hibridy izoliatai buvo
suskirstyti 1 du dispersinius genotipus. Vilniaus miesto Verkiy populiacijoje iSskirti du
vidurtiSiniy hibridy izoliatai buvo genetiSkai skirtingi — VSG nesuformavo. Kauno ir
BirZzy rajony populiacijose buvo iSskirta tik po vieng izoliatg, taigi, ¢ia VSG taip pat

negaléjo biiti suformuotos.

Lietuvos Hymenoscyphus fraxineus populiaciju apibudinimas

Siame tyrime buvo tirtos penkios H. fraxineus populiacijos i§ Lietuvos. I§ viso
367-1 izoliatai buvo genotipuoti mikrosatelitinés analizés pagalba, 1§ kuriy 181 buvo
1§skirtas 1§ paprastojo uosio lapkociy ir 186 - 1§ pazeistos uosio medienos. Visi izoliatai
buvo suskirstyti 1 224-ias multilokusy genotipy (MLG) grupes. Tik 71-as genotipas buvo
pasikartojantis. Kiekvienoje populiacijoje MLG skaicius kito nuo 56-iy iki 87-iy (3
lentel¢). Tirtosios H. fraxineus populiacijos pasizyméjo aukSta genotipine, bet Zema
genetine jvairove. Privaciy aleliy pasireiSkimo daznio skai¢iavimai (Apgr) parode, kad H.
fraxineus populiacijos nepasizymi tik konkreciai populiacijai biidingomis savybémis, §is
indeksas (Apgr) varijavo tarp 0.00 ir 0.09 (3 lentel¢). Standartizuotas asociacijos indeksas
(rbarD) parod¢, kad H. fraxineus populiacijose dominuoja lytinis dauginimasis (3
lentelé).

Atlikus fiksacijos indeksy (Fsy) palyginimg tarp populiacijy, tarp pastaryjy
nebuvo pastebéta esminiy genetiniy skirtumy. Didziausias, taciau visvien labai mazas,
genetinis atstumas buvo rastas tarp Birzy ir Vilniaus populiacijy (Fsr = 0.014) bei Birzy
ir Kedainiy (Fstr = 0.006) populiacijy. Visy populiacijy fiksacijos indeksy reikSmés buvo
statistiSkai nepatikimos (P > 0.05). Pagrindiniy komponenciy diskriminantiné analizé

aiSkios erdvinés (geografinés) H. fraxineus populiacijy struktiiros taip pat neparode.
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3 lentelé. Genotipiné uosiy dziiities sukéléjo Hymenoscyphus fraxineus ivairové penkiose Lietuvos populiacijose

Izoliaty skaicius Surasty multilokusy genotipy skvqlcms (MLG) ir tikétinas MLG Ag® Avg
L skaicius .
Populiacija H* Fsr
L%P kp- Mediena | Viso inpk.o- eMLG (£SE) Mediena eMLG Viso La? k " |Mediena Lali)kq- Mediena
¢iai ¢iai (£SE) Ciai ¢iai
Birzai 239 1.96 2.08 0.01 0.10
(BIR) 43 44 87 43 25.0 (£0.00) 41 (£0.84) 81 | 3.94 ©0.08) | (0.16) | (0.01) | (0.06) -0.006
Kédainiai 22.6 1.78 1.84 0.00 0.00
(KED) 32 28 60 28 22.6 (£0.89) 25 (£0.65) 50 | 3.77 ©0.12) | 0.09) | (0.00) | (0.00) 0.013
Kretinga 23.0 1.96 1.96 0.04 0.03
(KRE) 38 43 81 37 24.6 (+0.49) 37 (£1.05) 70 | 3.93 ©0.07) | 0.08) | (0.03) | (0.03) -0.005
Ukmergé 241 1.89 1.89 0.03 0.02
(UKM) 37 46 83 35 24.1 (£0.69) 43 (£0.76) 75 13.98 ©.11) | (0.11) | (0.03) | (0.02) 0.009
Vilnius 24.0 1.87 1.87 0.00 0.03
(VIL) 31 25 56 28 23.1 (£0.78) 24 (£0.00) 49 | 2.1 0.05) | 0.05) | (0.00) | (0.02) 0.029
Viso 181 186 367 148 NA 144 NA | 244 | NA NA NA NA NA -0.001

SE — standartinis nuokrypis
NA — trukstama reikSmé
¢ Senono-Vynerio indeksas, parodantis genotiping jvairove (suskai¢iuotas pagal maziausia populiacijoje i§skirty izoliaty skai¢iy: VIL, N = 56)
® Alelinis turtingumas (lokuse)
¢ Privaciy aleliy skai¢ius (lokuse)
¢ Fiksacijos indeksas




Dirbtinis uosio sodinuky apkrétimas Hymenoscyphus fraxineus izoliatais

Pakartotinio uosio sodinuky apkrétimo eksperimento ,,Seedlings 2 metu buvo
apkreésti 145-1 Fraxinus excelsior sodinukai, 1§ kuriy eksperimento pabaigoje vertinimui
tiko 128 (17-ai medeliy pasireiS8keé natiiralios nekrozés, neleidusios objektyviai vertinti
eksperimento rezultaty). Pra¢jus 9 ménesiams po apkrétimo, ant 81 (63.3 %) apkréstyjy
sodinuky inokuliacijy vietose susiformavo jvairaus dydzio zievés paZeidimai (nekrozes).
IS 29-1y eksperimente naudoty H. fraxineus izoliaty, 26-1 (89.7 %) sukelé Zieves
nekrozes apkrétimo vietose.

Vidutinis proksimalinis nekrozés ilgis eksperimento ,,Seedlings 2% pabaigoje
sieké¢ 3.1£0.6 cm. Patikimy proksimaliniy nekrozés ilgiy skirtumy tarp sodinukuy,
apkresty lietuviSkos ir SveicariSkos kilmés H. fraxineus izoliatais, nenustatyta (P > 0.05,
t-testas). Didziausios nekrozeés (4.2+1.5 cm) buvo sukeltos lietuvisky H. fraxineus
izoliaty, i8skiry 1§ uosio lapkoCiy (saprofitiné patogeno stadija), taciau lietuviski
1zoliatai, i8skirti 1§ F. excelsior medienos (paraziting stadija), sukélé¢ maZziausias nekrozes
(1.7£0.5 cm). Taciau palyginus lietuvisky ir SveicariSky H. fraxineus izoliaty, i$skirty 18
lapko€iy ir medienos, virulentiSkumo rezultatus (proksimalinius nekrozes ilgius),
skirtumai buvo nepatikimi (P > 0.05, ¢-testas).

Patikima teigiama koreliacija (r = 0.418; P = 0.024) buvo rasta palyginus 14-os
maziausiai virulentiSky ir 15-os labiausiai virulentiSky H. fraxineus izoliaty sukelty
proksimalinius nekroziy ilgius pirmajame (,,Seedlings 1) ir antrajame eksperimente
(,,Seedlings 2*) (2 pav.). Abiejuose eksperimentuose patikimi skirtumai (P < 0.005; ¢-
testas) tarp proksimaliniy nekrozés ilgiy buvo rasti tarp virulentiSkiausiy ir maziausiai
virulentiS8ky H. fraxineus izoliaty. Taciau virulentiSkumo (proksimalinio nekroziy ilgio)

skirtumai tarp lietuvisky ir SveicariSky H. fraxineus izoliaty nebuvo patikimi.



12,0 Pearson’s correlationr=0.486; P =0.008 I I

Proximal lesion length, cm

0O Seedlings 1 M Seedlings 2 |

2 pav. Proksimaliniy nekroziy, susidariusiy ant paprastojo uosio sodinuky zievés dirbtinio
apkrétimo grybu Hymenoscyphus fraxineus eksperimenty pasékoje, ilgiai. Pateikiami 14-os
maziausiai virulentisky ir 15-os labiausiai virulentiSky H. fraxineus izoliaty sukelty nekroziy
ilgiai (Siy izoliaty virulentiSkumas nustatytas pirmojo eksperimento ,,Seedlings 1”” metu (zr.
Lygis et al. 2017). Tyrime naudoti izoliatai yra i§ penkiy Sveicarijos populiacijy
AIG=Aigle, BIE=Bié¢re, KUE=Kuessnacht, SAR=Sargans ir WIL=Wil) ir penkiy Lietuvos
populiacijy: BIR=Birzai, KED=Kédainiai, KRE=Kretinga, UKM=Ukmerg¢, VIL=Vilnius.

Hymenoscyphus fraxineus izoliaty augimo greicio ir ju virulentiSkumo palyginimas
H. fraxineus izoliaty grybienos augimo greiciai in vitro kultiirose nekoreliavo su
ty paciy izoliaty sukelty nekroziy ilgiais eksperimente ,,Seedlings 1* (3 pav.). Palyginus
labiausiai ir maziausiai virulentiSkus H. fraxineus izoliatus, taip pat nebuvo rasta
patikimy skirtumy tarp $iy izoliaty augimo greicio ir jy virulentiSkumo. Taip pat, nebuvo
pastebéta patikimy augimo greic¢io skirtumy tarp izoliaty, i$skirty skirtingose Salyse

(Lietuvoje ir Sveicarijoje).
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3 pav. Koreliacija tarp vidutinio radialinio Hymenoscyphus fraxineus grybienos augimo greicio
kultiiroje (Petri 1ékstelése, praéjus trylikai dieny po uzséjimo) ir vidutinio proksimalinio ty paciy
izoliaty uosio sodinukams sukelty nekroziy ilgio.

ISVADOS

* IS Phytophthora alni s. 1. ruSiy komplekso Lietuvoje aptiktos dvi riiSys — P. x alni
ir P. uniformis, Sveicarijoje — tik P. x alni, o tre¢ioji komplekso rii§is — P. x
multiformis neaptikta nei vienoje Salyje;

» Tirtose septyniose Europos Salyse uZfiksuota gana didelé P. x alni genotiping
pvairove: 1§ viso identifikuoti 36 multilokusy genotipai, 1§ kuriy 24 Europoje
nustatyti pirma karta; P. uniformis visose tirtose Salyse identifikuoti tik du
genotipai, tiek P. x alni, tick P. uniformis rusiy europinése populiacijose
dominuoja vienas genotipas (P. x alni - Pxa-1; P. uniformis — Pu-E1);

* Lietuvoje surinktus guoby maro sukeléjo izoliatus RFIP identifikavo kaip
Ophiostoma novo-ulmi port$ius ir vidurGSinius hibridus (O. ulmi s.s. nebuvo
rastas nei vienoje Lietuvos populiacijoje, taigi tikétina, kad pastaroji risis jau yra
1Sstumta agresyvesnés O. novo-ulmi riisies): 36-is O. novo-ulmi ssp. novo-ulmi
izoliatus ir 13-a viduriiSinio O. novo-ulmi ssp. novo-ulmi x O. novo-ulmi ssp.
americana hibrido izoliaty.

* Lietuvoje tirtos O. novo-ulmi populiacijos pasizymi didele genotipine jvairove,
kas rodo aukstg viduriSinés rekombinacijos laipsnj;

* LietuviSkosios H. fraxineus populiacijos pasizymi aukSta genotipine, bet Zema
genetine jvairove: visi tyrimy metu rasti multilokusy genotipai pateko ] vieng

genetinj klaster] be pastebimo erdvinio pasiskirstymo;
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Dviejy dirbtinio uosio sodinuky apkrétimo tais paciais H. fraxineus izoliatais
eksperimenty rezultatai reikSmingai koreliavo tarpusavyje, kas leidzia daryti
prielaida, kad tokie eksperimentai suteikia patikimus duomenis apie atskiry uosiy
dzitties sukeléjo 1zoliaty virulentiSkuma;

H. fraxineus 1zoliaty virulentiSkumas nekoreliuoja su ty paciy izoliaty grybienos
augimo greiciais kultiiroje (in vitro), kas leidZia daryti prielaida, kad grybienos
augimo greitis néra pats svarbiausias faktorius H. fraxineus-F. excelsior

patosistemoje.
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Characterization of populations of invasive pathogens - causal agents of three
major forest tree diseases: alder decline, Dutch elm disease and ash dieback

SUMMARY

Emerging infectious diseases are usually associated with biological invasions —
introduction of alien pathogenic microorganisms (Santini et al., 2013). Human-caused
environmental change is one of the main forces in the emergence of plant EIDs that are
mainly caused by organisms accidentally introduced to new geographical areas (Daszak
et al., 2000). In Lithuania, during the past century more than 100 invasive plant
pathogens have been identified (Motiejunaite et al., 2017). In case of intensive transit
through a certain country, the risk to introduce alien plant pathogens is higher (Santini et
al., 2013). Lithuania and Switzerland are countries of similar size and both serve as
important European Union transport corridors (European Commission, 2014), thus
investigation and comparison of communities and populations of alien organisms that
have invaded both countries is highly desired.

Probably the best-known examples of forest epidemics caused by invasive forest
pathogens in both Lithuania and Switzerland are Dutch elm disease (DED) caused by
Ophiostoma novo-ulmi, ash dieback caused by Hymenoscyphus fraxineus (Kowalski,
2006) and alder decline caused by Phytophthora alni sensu lato (species complex). All
three diseases are widely present throughout Europe and deserve extensive studies to
find effective ways for pathogen control.

During the present study of alder decline, the use of oomycete-specific isolation
methods allowed recovering of a large variety of oomycetes in three substrate types —
wood, soil and water. The microorganism communities have been compared in two
geographically separated and distinct countries — Lithuania and Switzerland. In
Lithuania, two causal agents of alder decline were isolated - Phytophthora x alni and P.
uniformis, while in Switzerland only P. x alni has been detected.

Microsatellite analysis of P. x alni revealed relatively high genotypic diversity
across Europe. In 7 investigated countries, a total of 36 multilocus genotypes (MLGs)
were identified, of wich 24 MLGs were identified for the first time in Europe, whereas
genotypic diversity of the investigated P. uniformis populations was very low. Both
species had one dominant genotype across Europe, which confirmed -effective
microorganisms spreading by asexual reproduction. P. x alni population in Sweden is
probably distributed locally by the waterbodies, while in other countries P. x alni
populations did not show such character.

During the research of Dutch elm disease, only Ophiostoma novo-ulmi was
isolated from symptomatic Ulmus spp. trees. RFLP allowed identification of the
subspecies - O. novo-ulmi ssp. novo-ulmi and intraspecific hybrids of O. novo-ulmi ssp.
americana x O. novo-ulmi ssp. novo-ulmi. Vegetative compatibility tests revealed high
genotypic diversity across Lithuanian O. novo-ulmi populations.

Microsatellite analysis of Hymenoscyphus fraxineus indicated high genotypic, but
low genetic diversity in all populations in Lithuania, with no observed spatial structure, -
all identified H. fraxineus multilocus genotypes fell into one genetic cluster. Moreover,
no differentiation between isolates recovered from ash bark lesions (pathogenic phase)
and fallen leaf petioles (saprophytic phase) was detected during this study.
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H. fraxineus inoculation experiments showed a significant correlation in
performance (virulence) of the same set of H. fraxineus isolates used in two F. excelsior
inoculation experiments, indicating that such seedling inoculation experiments provide
reliable results of H. fraxineus virulence assessment (ranking), and that results of the
repeated experiments are reproducible. The results of this study also showed that isolate
virulence doesn’t correlate with in vitro mycelium growth rate of the same isolates.
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PADEKA

Nuosirdziai dékoju savo mokslinio darbo vadovui Dr. Vaidotui Lygiui uz

visokeriopg pagalbg ir vertingus patarimus ruoSiant disertacijos rankraStj. Uz
konsultacijas rengiant rankrastj taip pat nuoSirdziai dékoju Dr. Daivai Burokienei, Dr.
Antanui Mateliui ir Dr. Simone Prospero.
Esu dékinga GTC Botanikos instituto Augaly patologijos bet WSL Augaly apsaugos
bendradarbiams uz gera nuotaikg ir moralinj palaikymg. Dékoju uZsienio
mokslininkams, kurie sutiko pasidalinti turimais Phytophthora x alni ir P. uniformis
DNR tirpalais, taip suteikdami galimybg iSplésti mano mokslinj darba.

NuosirdZiai dékoju savo Seimai ir artimiems draugams uz didel; supratinguma,
parama ir doméjimasi mano atliekamu darbu.

Siame darbe pristatyti moksliniai tyrimai dalinai buvo finansuojami Lietuvos-
Sveicarijos bendradarbiavimo programy, kuriomis siekiama sumaZinti ekonominius ir
socialinius skirtumus iSsiplétusioje Europos Sgjungoje: SCIEX NMSch - Scientific
Exchange = Programme  NMS.CH) ir projektu  Nr. CH-3-SMM-01/12
("CONTROLDIEBACK") (part of the Swiss Contribution to the New Member States of
the EU.

Dékoju COST programai uz finansing paramg trumpalaikei mokslinei stazuotei
Julius Kiihn institute (JKI), BraunSveige, Vokietijoje, bei uz galimybe¢ sudalyvauti
Sarajeve (Bosnija ir Hercegovina) vykusiuose mokymuose (COST Action No. FP1002
"PERMIT" (Pathway Evaluation and pest Risk Management in Transport)).

Taip pat uz gautg finansing parama dékoju Lietuvos Mokslo Tarybai.
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