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Anotacija

2009-2010 m. Vilniaus universiteto Botanikos sode buvo tiriami rododen-
drus pazeidziantys Exobasidium genties grybai. Polimerazés grandininés reakci-
jos (PGR) metodu pagal genominés DNR ITS regiono sekas buvo identifikuoti
specializuoti dviejy rasiy Exobasidium genties grybai — E. vaccinii, pazeidzian-
tis brukne (Vaccinium vitis-idaea L.) ir Exobasidium japonicum - rododendra
(Rhododendron L.).

Exobasidium japonicum Shirai ant rododendry (Rhododendron ‘Bielici, ‘Hatsu
Girf, Jelinkovy’ ir R. kiusianum ‘Albuny’ ir ‘Alpinum’) Lietuvoje identifikuotas pir-
ma karta.

Reik$miniai Zodziai: Exobasidium japonicum, puslialigé, rododendras
(Rhododendron), Lietuva.

JVADAS

Exobasidiaceae $eimos, Exobasidium genties grybai placiai paplite
visame pasaulyje, ypa¢ $iaurés ir vidutinio klimato regionuose. Siuo
metu priskaic¢iuojama per $imtg Exobasidium genties gryby rasiy (de
Beer et al., 2006). Sios genties grybai labiausiai pazeidzia Ericaceae ei-
mos augaly (brukniy, spanguoliy, mélyniy, rododendry) lapus, Zied-
kodius ir stiebus (Ezuka, 1991a, 1991b; Graafland, 1960). Pazeistose
vietose audiniai sustoréja: i§ pradziy viena lapy pusé buna Zalsvai
balksvos spalvos, o antra — parausvéja. Grybai sukelia specifiskus
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vegetatyviniy ar reprodukciniy organy pazeidimus - puslialiges, ku-
rios susidaro dél augalo lasteliy hipertrofijos. Pazeistos lastelés pa-
didéja 2-4 kartus, pakeisdamos formg. Kai pazeidziamas stiebas ar
ziedkocdiai su ziedais, tokie augalai visai nedera. Jei grybas pazeidzia
lapus, nukencia augalo dekoratyviné verté, derlius buina labai mazas ir
prastos kokybés (Farr et al., 1996; Graafland, 1960; Nagao et al., 2000).
Skirtingos Exobasidium genties gryby rasys gali buti vienmetés arba
daugiametés. Palankiausios salygos plisti $iy gryby sporoms - kai oras
yra vésus ir drégnas. Exobasidium genties grybai dazniau uzkrecia ro-
dodendrus, kurie auga prastai aeruojamame dirvozemyje (Penkonen
et al., 2008).

Lietuvoje iki $iol aprasytas tik vienas Exobasidium genciai pri-
klausantis grybas - placiai visame pasaulyje paplites paprastasis bru-
knégrybis (E. vaccinii (Fuckel) Woronin), pazeidziantis bruknes,
augancias nataraliuose bruknynuose (Bandzaitiené ir kt., 2002)
bei spanguoles (Daubaras, 2006). 2008 m. rugpjucio mén. Vilniaus
universiteto Botanikos sode (Kairénai) buvo aptikti rododendro
(Rhododendron spp.) lapy pazeidimai su puslialigés pozymiais, pana-
$iais j sukeliamus E. vaccinii. 2009 m. atlikti preliminaras tyrimai pa-
rodé, kad liga sukélé Exobasidium japonicum Shirai — naujas grybas
Lietuvoje. Pirmg karta $is grybas identifikuotas Japonijoje — 1896 m.
ant Rhododendron genties augaly; Europoje $io grybo sukelti rododen-
dry pazeidimai pastebéti XX a. pradzioje (Ing, 1999, 2005).

Exobasidium japonicum dazniausiai pazeidzia rododendry lapus,
kartais gali pazeisti ir Ziedlapius. Pavasarj infekuoti jauni, neseniai su-
siformave lapai pagelsta dél gelezZies, cinko, azoto ir magnio trakumo, o
apatiné lapo pusé pabgla (Nagao et al., 2004). Visas lapas ar jo dalis de-
formuojasi, susidaro stambus galas, kurio skersmuo gali siekti iki 3 cm
(Ing, 1998). Pazeistoje augalo dalyje susiformaves himenis biina gruble-
tas, baltas. Himenyje esancios papédeés turi 2—4 sterigmas su papédspo-
rémis. Papédés yra vézdiskos, cilindriskos formos, o papédsporés elip-
soidiskos, kiausiniskos, su 1-2 pertvaromis arba be jy (Nagao, 2004).

Exobasidium genties gryby sistematika nepastovi, pvz., Naujosios
Zelandijos ,Landcare Research®interneto puslapyje: http://nzfungi.lan-
dcareresearch.co.nz/html/data.asp?TID=&ID=& NAMEPKey=3619
nurodoma, kad E. vaccinii ir E. japonicum yra viena ir ta pati rasis,
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taciau, atlikus detalesnius genetinius tyrimus, paaiskéjo, kad tai yra dvi
skirtingos gryby rasys (Nagao et al., 2001).

Exobasidium genties gryby identifikacija pagal jy morfologinius
pozymius yra gana sudétinga, kadangi sukeliami ligos pozymiai pa-
nasius — visi grybai savo augalams Seimininkams sukelia beveik vie-
nodas audiniy deformacijas. Identifikuojant Exobasidium genties gry-
bus vienu pagrindiniy diagnostiniy pozymiy paprastai biina sterigmy
skaicius, jy dydis, taip pat papédsporiy dydis bei daigumas (Li et al.,
2009). Manoma, kad $ie grybo pozymiai néra labai patikimi ir gali kis-
ti, priklausomai nuo augalo Seimininko, geografinés padéties ir klima-
to zonos (Pehkonen et al., 2008). Vienu i§ diagnostiniy pozymiy galéty
bati augalo $eimininko rasis, taciau, susidarius palankioms salygoms
grybui plisti, jis gali uzkrésti ir sau nebaidingos rusies augala (Nagao,
2003, 2006). Tiriant Exobasidium genties gryby genetinius skirtumus,
pastaruoju metu placiai taikomi molekuliniai metodai.

Pagal Begerow et al. (2002) atliktus genetinius Exobasidiales eilés
gryby rasiy tyrimus jrodyta, kad E. japonicum genetiskai labai artimos
gryby rasys — E. rhododendri (Fuckel) C. E. Cramer ir E. shiraianum
Henn.

Lietuvoje rododendrus pazeidziantys Exobasidium genties grybai
iki $iol nebuvo tirti. Todél noréjome nustatyti, ar rododendry puslia-
lige sukelé iki $iol musy Salyje neaprasSytas patogenas, ar paprastasis
bruknégrybis (E. vaccinii).

Sio darbo tikslas — molekuliniais metodais identifikuoti rododen-
dry puslialigés sukéléja, palyginant pastarojo genominés DNR sekas su
Lietuvoje gerai Zinomo paprastojo bruknégrybio DNR sekomis.

METODIKA

2009 m. rudenj Vilniaus universiteto Botanikos sode buvo tiria-
mi Exobasidium genties grybai ant Rhododendron ‘Bielici, ‘Jelinkovy,
‘Hatsu Giri’ bei R. kiusianum ‘Alpinuny’ ir ‘Album’ - tyrimui buvo su-
rinkti 22 lapai su tipingais puslialigés pozymiais (1 pav.). Kaip kontroli-
niai méginiai, ty paciy mety rudenj i$ Balzio ezero apylinkiy (Vilniaus
rajonas) nuo puslialige (egzobazidioze) serganciy bruknés (Vaccinium
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vitis-idaea L.) augaly buvo surinkti 22 lapai su aiskiais ligos poZymiais.
Po 11 nuo kiekvienos augalo rasies surinkty lapy buvo atidéta gry-
by i$skyrimui j gryngsias kultaras ir molekulinei analizei - tiesiogiai
traukti grybo DNR i$ pazeisty augalo organy.

Grynyjy kultiary is$skyrimas. I$ pazeisty bruknés ir rododendro
deformuoty lapy grybai buvo bandomi i$skirti j Hagemo agaro (HA)
terpe pagal R. Vasiliausko et al. (1998) metodikg. Sviesiniu (optiniu)
mikroskopu nustatyta, kad Exobasidium spp. i$ ligoty bruknés ir rodo-
dendro lapy neisaugo.

Tiesioginis DNR isskyrimas i§ augalinés kilmés pavyzdziy.
Tiesioginiam DNR traukimui surinktyjy simptominiy bruknés bei ro-
dodendro lapy pavirsius buvo sterilizuojamas, laikant 30 s 95 % etilo
alkoholyje, ir nuskalaujamas steriliu distiliuotu vandeniu. Steriliu skal-
peliu susmulkinty lapy dalys buvo sudétos j uzsukamus 2,0 ml talpos
plastikinius mégintuvélius (jdedant mazdaug po 1 g augalinés medzia-
gos) kartu su penkiais 2,5 mm skersmens stiklo rutuliukais ir homogeni-
zuojamos FastPrep biologiniy pavyzdziy homogenizatoriumi (FastPrep
FP 120, BIO 101, Savant). DNR traukimas, polimerazés grandininé re-
akcija (PGR), elektroforezé, PGR produkty iSvalymas bei paruosimas
sekoskaitai buvo atliekami GTC Botanikos instituto laboratorijoje pagal
O. Karen et al. (1997) protokolg. Vidinio transkribuoto ribosominio tar-
piklio (ITS) sekoskaita buvo atliekama naudojant grybams universalius
pradmenis ITS1 bei ITS4 (White et al., 1990). ITS sekoskaitai padau-
ginti ir i$valyti DNR fragmentai buvo siun¢iami kompanijos Macrogen
Inc. (Seulas, Piety Koréja) specialistams. Gautos DNR ITS regiono se-
kos buvo analizuojamos ir apdorojamos kompiuterinémis programomis
SeqMan (Lasergene 5.0 software; DNAStar, Inc.) ir BioEdit (Tom Hall,
Ibis Biosciences, Carlsbad, JAV, versija 5.0.9.).

Rasiy identifikavimas ir genetiné palyginamoji analizé. Exoba-
sidium genties gryby rasiy identifikavimas buvo atliekamas lyginant
gautas sekas su sekomis elektroninéje Geny banko NCBI BLAST duo-
meny bazéje (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi) (Altschul
et al., 1997) bei Svedijos Agrariniy moksly universiteto Migko mikologi-
jos ir patologijos departamento (Upsala, Svedija) elektroninéje duomeny
bazéje. DNR seky palyginamoji analizé atlikta naudojant kompiutering
programa MegAlign (Lasergene 5.0 software; DNAStar, Inc.).
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REZULTATAI IR JUU APTARIMAS

I$ vienuolikos pazeisty brukniy lapy pavyzdziy isskirta DNR seky
genetiné analizé parodé, kad sekos yra tarpusavyje identiskos ir 100 %
sutampa su E. vaccinii (Fuckel) Woronin seka Geny banke. I$ astuoniy
ligoty rododendry lapy i$skirta DNR seky genetiné analizé parodé, kad
pastarosios yra tarpusavyje identiskos ir 99 % sutampa su Exobasidium
japonicum Shirai seka, esancia Geny banke. Tai yra geriausia atitiktis
tarp visy Geny banke esanciy Exobasidium genties gryby rasiy seky.
Sio tyrimo metu i§ bruknés lapy i$skirta plagiai paplitusios ir nuo seno
zinomos Lietuvoje — paprastojo bruknégrybio (E. vaccinii) DNR, ku-
rios ITS regiono seka nesutapo su i§ rododendro isskirto grybo DNR
seka.

E. japonicum - Lietuvoje iki $iol neaprasyta grybo rasis. Iki
2008 m. nebuvo jokiy pranesimy apie puslialiges, susidariusias ant
Rhododendron genties augaly, taciau galima suabejoti, kad minéta
Exobasidium genties rusis Lietuvoje pasirodé tik neseniai, kadangi nie-
kas detaliau Sios genties gryby misy Salyje netyrinéjo. Gali bati, kad
mausy Salyje E. japonicum atsirado jau anksciau, pvz., 1972-1976 m.,
kartu su i$ Japonijos introdukuotais rododendrais.

E. japonicum sumazina rododendry dekoratyviaja verte. Ligos ap-
nikti augalai zZiemg tampa neatsparis $al¢iams. Pavasarj susiformave
galai vasaros antroje puséje paruduoja ir susirauksléja, negrjztamai
deformuodami uzkréstus augalo-$eimininko audinius, todél daznai
po grybo invazijos pazeista augalo dalis zasta. ISimtiniais atvejais gali
sunykti visas rododendro kriimas, taciau taip gali atsitikti ir dél kity
abiotiniy veiksniy poveikio (Farr et al., 1996; Graafland, 1960; Nagao,
2000).

2010 m. geguze Exobasidium japonicum susiformavo tik ant
Rhododendron ‘Jelinkovy, ‘Bielici’ ir ‘Hatsu Giri’ lapy. Jautriausi ro-
dodendry veisliy - ‘Bielici’ ir ‘Jelinkovy’ augalai, kurie pazeidziami
100 proc. (1 pav. A, B). Birzelio pradzioje liga labai smarkiai plito toliau
ir pazeidé visai naujy veisliy augalus: Rhododendron ‘April Rose, ‘April
Snow, ‘Geischa, ‘Kermesina rosea, ‘P.S. Meritt, ‘P.S.M. Elitte’ Birzelio
viduryje puslialigés sukeéléjas aptiktas ir ant R. kiusianum ‘Albuny’ ir
‘Alpinum’

109



BOTANIKOS SODO RASTAI

1 pav. Exobasidium japonicum pazeisti rododendro (Rododendron ‘Bielici’)
lapai (A) bei ant lapy dél ligos susiformave galai (B) (2009 m. rugpjucio
mén.)

Fig. 1. Damages on Rododendron ‘Bielici’ caused by Exobasidium japonicum:
deformed leaves (A) and gals (B) on the diseased leaves (August, 2009)

Exobasidium japonicum gali padaryti nemazai zalos Lietuvoje au-
ginamiems dekoratyviniams Rhododendron genties augalams, todél
reikty stebéti $io grybo pasireiskimo atvejus ir laiku panaudoti apsau-
gos priemones nuo $ios ligos.

ISVADOS

1. Polimerazés grandininés reakcijos (PGR) metodu pagal ge-
nominés DNR ITS regiono sekas identifikuotos dvi specializuotos
Exobasidium genties gryby rasys — E. vaccinii (pazeidzia brukne —
Vaccinium vitis-idaea) ir Exobasidium japonicum (pazeidzia rododen-
drg - Rhododendron).

2. Exobasidium japonicum ant rododendry (Rhododendron ‘Bielici,
‘Hatsu Giri, Jelinkovy’ ir R. kiusianum ‘Album’ ir ‘Alpinum’) Lietuvoje
identifikuotas pirmg karta.

3. Kaip rodo DNR seky palyginamoji analizé, genetiskai $ios dvi
gryby rusys - E. xobasidium vaccinii ir E. japonicum - viena nuo kitos
yra gana smarkiai nutolusios.
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EXOBASIDIUM JAPONICUM - A CAUSAL AGENT OF RHODODENDRON
LEAF BLISTERS

Vaidotas Lygis, Banga Grigalitinaité, Vitalija Pribusauskaité, Antanas Matelis

Summary

In 2009-2010, the fungi of genus Exobasidium damaging Rhododendron spp.
plants in the Botanical garden of Vilnius University (Kairenai, Vilnius) were in-
vestigated. Exobasidium japonicum, previously in Lithuania undescribed species,
has been identified by the aid of modern molecular techniques (DNA sequen-
cing) causing leaf blisters and deformations on Rhododendron ‘Bielici, ‘Hatsu Giri,
Jelinkovy’ and R. kiusianum ‘Album’ and ‘Alpinum.

Keywords: Exobasidiosis, Exobasidium japonicum, leafblisters, Rhododendron,
Lithuania
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