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Bérza koksnes iekrasojuma izpéte molekulari genétiska liment.

Berzs ir izplatitaka lapu koku suga Latvija, kas aiznem gandriz 30% no kopgjas
mezu platibas. Latvija, strauji attistoties saplaksna razoSanai, pieauga ar1 pieprasijums
péc bérza koksnes. Ta ka saplakSna kvalitate ir tieSi saistita ar izejmateriala - bérza
koksnes, 1paSibam - koksnes stipribu, iekrasojumu, krasu, ka ari bérza stumbra
taisnumu un zarainibu, tad, atlasot bérza klonus séklu ieguves plantaciju izveidoSanai
ar genétiski determinétam augstvértigam koksnes ipasibam, biitu iesp&jams palielinat
saplakSna razoSanas pievienoto vertibu, kas lautu ar saplak$pa kvalitati sekmigi
konkurét argja tirgi. Lielu pievienoto veértibu saplaksnim pieskir ta krasa. Jo ta ir
gaisaka, jo lielaks saplaksna pielietojums mébelu razoSana. Saplaksna razoSana bérza
koksnes iekrasojums pazemina saplakSna pievienoto vertibu.

Citam lapu koku sugam, pieméram, dizskabardim, noskaidrots, ka koksnes
iekrasojumu varetu izraisit dazadas sénu sugas. Tomer, §1 probléma nav pétita ar
modernakam molekulari genétiskajam metodém, ari Latvijas bérzu audzEs koksnes
iekrasojuma sastopamiba un molekulara analize nav veikta, nav ari noskaidroti
koksnes iekrasojuma iesp&jamie genétiskie faktori.

Projekta istenoSanas komanda tika iesaistiti dazadu zinatnu parstavji - meza
selekcionari, molekularas genétikas, augu fitopatologijas specialisti, kuru zinasanas
un prasmes ir starptautiski atzitas — laba cit€§jamiba datu bazes. Projekta istenoSana
piedalijas ar1 SIA Latvijas Finieris ,,Mezs” parstavis.

Projekta izpildei ievakti koksnes paraugi no iekrasotas un neiekrasotas bérza
koksnes. Parsvara, paraugi ievakti no pieaugusiem berza kokiem cirSanas laika,
sadarbiba ar ,,Latvijas Finieris” parstavi. Paraugi ievakti dazados Latvijas regionos,
parsvara Kurzem& un Latgale. Sadarbiba ar LVMI ,.Silava” selekcionaru A. Gaili
apsekoti ari 14 gadus veci bérzu koki gimenu stadijuma Rembaté. Bérzu stadu
ekperimentalai parbaudei izmantota sé€klu partija no zempléves bérzu plantacijas
Kalsnava. AugoSu koku maksligai infic€Sanai ar sénu tirkulturam izmantoti bérzi no
privata ipaSuma ,,Karléni” IkSkiles novada, pie Tiniiziem. Kopuma ievakti un analiz&ti
aptuveni 1250 bérza koksnes paraugi, ieskaitot pieaugusus kokus, jaunus kokus, ka ar1
bérzu stadus no stadaudzetavas.

1. tabula

Paraugu ievaksSanas vietas.

Vieta Koordinates Koku vecums
Liepajas novads, 56,618672 21,606766 ~20-50 gadi
Mazgramzda
Ré&zeknes novads, 56,620219 27,613792 ~10-30 gadi
Bikava 56,440007 27,442474

56,784755 27,232189
56,806517 27,060626

Ikskiles novads, TiniizZi 56,878985 24,590315 ~10 gadi

Keguma novads, 56,769754 24,799232 ~10 gadi
Rembate




Sénu identificéSana iekrasota bérza koksné, izmantojot mikrobiologiskas
metodes

Viens no pirmajiem darba posmiem bija mikroorganismu izdaliSana no
iekrasotas bérza koksnes un to identificéSana, izmantojot mikrobiologiskas metodes.
No 63 bojatiem un 5 nebojatiem kokiem ar Preslera urbi ievaca paraugus, no kuriem
talak apstradaja tikai dalu — 10 steriliz€ja un novietoja uz agarizetas iesala ekstrakta
barotnes un no 24 bérza koksnes paraugiem izdalija kop&o DNS. Paraugus Iidz
apstradaSanai uzglabaja 4°C temperatura. Paraugi sénu identific€Sanai sastavgja no
diviem atkartojumiem — viens DNS izdali$anai, otrs mic€lija kultivésanai.

Kopuma no dazadiem bérza koksnes paraugiem (no Liepajas un Ré&zeknes
rajoniem) tika izdalitas 18 sénu kultiiras un 46 baktériju kultturas. Loti iesp&jams, ka
dala no $im kultiiram ir viena un ta pati vai tuvradnieciga suga. To noskaidrojot, buitu
iesp&jams noverteét kadas noteiktas sugas vai sugu sabiedribas saistibu ar koksnes
iekrasoSanos. Tirkultiras mikroskopgjot tika konstatetas $adas sénu gintis: Mucorales,
Alternaria, Cladosporium (vairakos paraugos). Bakteriju identifikacijai tika izmantoti
BBL Crystal komplekti. Rezultata identific€ja Sadas sugas: Pseudomonas aeruginosa,
Pantoea aglomerans, Bacullus brevis, Kulyvera cryocrescens, Yokenella
regensburgei, Burkholderia cepacia (x3), Klebsiella pneumoniae spp ozaneae,

Enterobacter cloacae, Kulyvera ascorbata, Leifsonia aquatica. Rezultatu ticamiba
vari€ no 79% lidz 99%.

Bérza koksnes kluciSu inokuléSana ar mikroorganismu tirkultiram

Balstoties uz iegiitajiem rezultatiem un literatiiras analizi, ka arT no iekrasotas
bérzu koksnes izdalitas sénu tirkultiiras, bérza koksnes klucisu inokulacijai izmantoja
no mikroorganismu kolekcijas Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS, Utrehta,
Niderlande) pasiititas 10 sénu tirkultiras. Sterilus bérzu koksnes kluciSus novietoja
Petri plateé uz 1% udens-agara slana. No katras izdalitas sénu tirkultiiras, ka art no 10
pasttito sénu tirkultiram izgrieza divus nelielus agara gabalus (4x4x4 mm), no
kuriem vienu novietoja uz klucisa, bet otru — sana uz agara. Péc 8 nedelu ilgas sénu
audzeSanas ieguva vizualu parskatu par So sugu ietekmi uz bérza koka kluciSiem
parskelot kluciSus un ripas gareniski uz pusém un novert€jot iekrasojumu (1. attels, 2.
tabula).

Autoclaved Daldinia Trametes Si Cyli P
control decipiens versicolor rugosum heteronema

Cadoph Ph Poteh

I P I’ P Cilosshaeria
complicatum  fastigiata melinii gymoides discolor wahlenbergii

1. attels. Bérza kluciSu iekrasojums péc inokuléSanas ar sénu tirkultiram.



2. tabula.

Bérza koksnes iekrasojums un micélija izplatiba pec inokuléSanas ar sénu tirkultiiram.

Suga Iekrasojums Micelijs (ballés no 1 Iidz 5) Micelijs (cm no urbuma malas)
Apdedzinatiem k. | Autoklavetiem k. | Apdedz. k. | Autokl. k. Autokl. ripam

1078. Daldinia decipiens - - 21?20?27 -1+ 12 2 31313 (12]21]1 0.8
1079. Trametes versicolor - - - |- - |- 2 1 312113 [3]25 2.5
1080. Stereum rugosum - - + + |- 1 1 31413[3]2]09 1
1081. Cylindrocarpon heteronema | - - - -+ F 1 1 - |- 11122115 1.5
1082. Stereum complicatum - - +l-1-1-1- 1 - 4 141433115 1.5
1083. Phialophora fastigiata - - + |+ |+ ]+ |+ - - 1 (211 ]1]05 0.4
1084. Cadophora melinii - - + |+ |+ - - 2 (1 (1 [1]17]05 0.8
1085. Phaeomoniella zymoides - - A ERE - - 1|1 ]1[1]1]0.l1 0.1
1086. Potebniamyces discolor - - R EEEI R D! - 1 |11 [1]11]03 0.4
1087. Calosphaeria wahlenbergii | - - - - - - - - - - |- |1 ]1]1]0.1 -

? —koksne ir palikusi sartaka, ka bérza celms 2 ned€las péc nozagesanas.
* - griiti spriest, vai iekrasojums ir virspusgjs, siku sporu radits, vai tomér dzilaks, jo vertéSanas laika Petri plates neatvéra



AugoSu bérza koku inokuléSana ar iekrasojoSo senu sporam jeb miceliju un
iekrasojuma veido$anas noveértéjums

Ar s€nu un bakteriju tirkultiram, kuras ieguva no iekrasotas un neiekrasotas
koksnes dalas, infic€ja sterilus bérza kluciSus, katru ar vienu tirkultiru. Lai arT dazos
paraugos novéroja briingana iekrasojuma paradiSanos, vairuma gadijumu konstatgja
pelécigu iekrasojumu, kas nav novérots lauka apstaklos. Sis eksperiments liecina, ka
eksperimentiem ar tirkultiram ir nepiecieSami augosi bérzi, jo iekrasojuma rasanas ir
saistama ar nepartrauktu bérza un mikroorganismu mijiedarbibu. 2012. gada aprili
bérzus lauka apstaklos inokul&ja ar 10 sénu tirkultiiram trijos atkartojumos (tirkultiiras
katru atseviski ievietoja ar Preslera urbi veiktos urbumos ik péc 20 cm sakot no koka
pamatnes 30 cm augstuma). Bérzus nozaggja péc 6 ménesiem. Sakotngjie rezultati
liecina par tipiska sarkanbriina iekrasojuma rasanos no jebkura liela ievainojuma, kurs
ir paklauts iesp&jamai mikroorganismu invazijai, jo ne tikai visi ar sénu tirkultiiram
inficétie urbumi, bet arT negativas kontroles (n=3) inicigja iekrasojuma veidosanos (2.
attels). lekrasojums, sakoties pie apaksgja urbuma, turpingjas tikai uz augsSu un
summgéjas ar katru nakama urbuma iekrasojumu. Noskaidrots, ka 6 méneSu laika,
koknes iekrasojums var izplatities vairak ka 90 cm no inokul&Sanas vietas (3. attéls).
Iesp&jams, ka iekrasojumu izraisa koksnes audu enzimatiskas aizsargreakcijas, ko
ierosina mikroorganismu un/vai liels skabekla daudzums bojatos audos.

2. attels. Koksnes iekrasojums péc dziva koka inokul€Sanas ar sénu tirkulturam.
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3. attels. Koksnes iekrasojuma izplatiba 6 méneSus péc sénu tirkultiiras
inokulacijas dziva bérza koka.

Iekrasojuma izplatiba visa bérza stumbra garuma

Dazados pétijumos ir secinats, ka ar&jie faktori var liecinat par iekrasotu
kodolkoksni. Sarkanbriina, nehomogéna iekrasojuma izplatiba augosa papira bérza
(Betula papyrifera Marsh.) ir saistama ar koka argjiem defektiem un ipatnibam,
pieméram, zaru zaklém vai rétam, kas atrodamas tuvak stumbra pamatnei (Belleville
et al., 2011). Hallaksela un Niemisto (1998) secinaja, ka galvenais iemesls plantacijas
augosSu ara bérza (Betula pendula Roth.) kodolkoksnes iekrasojumam bija nolauztie
zari un sekojosa mikroorganismu invazija. Tadgjadi varétu secinat, ka iekrasojumu,
visticamak, ir inici€jis kads ievainojums un ar to saistitie faktori. Tomer iekrasojuma
iespgjamiba tiek saistita ari ar dazadiem vides faktoriem un koka ipatnibam,
piem&ram, kokiem, kuri attiecigaja audz€ atrodas domingjosSaja stava, iekrasoto dalu
apjomi ir mazaki. Lielaks iekrasotas kodolkoksnes daudzums novérots kokiem, kuri ir
vecaki par 40 gadiem ar relativi lielu diametru kriiSu augstuma un apjomigu lapotni
(Belleville et al., 2011).

Dazam sugam kodolkoksne ar tai raksturigo tumso iekrasojumu veidojas
koksnes $iinam novecojot un izmainoties to kimiskajam sastavam. Tomér papira bérza
iekrasojumu nevarétu uzskatit par 1stu kodolkoksni, jo ta satur baribas vielas
(oglhidratus, pieméram, cieti), kas ir raksturigas dziviem, augoSiem koksnes audiem
(Piispanen, Saranpdd, 2001). Lai gan $adu iekrasojumu saista arT ar trupes sakuma
stadiju, tas parasti biitiski neietekmé koksnes mehaniskas Ipasibas.

Lai nov@rtétu iekrasojuma izplatibu visa stumbra garuma, nozaggja tris 12 gadus
vecus ara bérzus. Bérzu aptuvenais augstums bija 17 m, diametrs kriiSu augstuma — 15
cm. Iekrasojums vispirms tika noteikts, izdarot urbumu pie koka pamatnes ar Preslera



urbi. Péc koka nozagéSanas stumbru sadalija 1-2 m garos gabalos, lai sakotng&ji
novertétu iekrasojuma sakumu un beigas. Pec tam attiecigos stumbra fragmentus ar
iekrasojumu parzagéja gareniski. Zagesanai izmantoja benzina motorzagi ar apm. 5
mm platu zaga kedi.

Izveletajiem kokiem iekrasojums stumbra vidi bija konstat€jams jau pie
pamatnes, no kurienes tas turpingjas aptuveni 4-5 m augSup. lekrasojuma
samazinasanas virziena uz augsu nebija vienmeriga — vietam tas kluva plasaks, vietam
manami samazinajas (4. attéls) Iidz pakapeniski izzuda pavisam vai krasi beidzas kada
zara vieta (5. attels). Reétu, dzivu un nolauztu (t.i., ieaugusu) zara vietu saistiba ar
vienmerigi izplatitu iekrasojumu berza stumbra vidi konstatéta lielakaja dala
gadijumu (5. - 8. atteli). Iekrasojums no zara vietas lokali nedaudz palielinaja
iekrasojuma diametru vidusdala. Dala zara vietu, gan dzivu, gan ieaugusu, radija
lokalu iekrasojumu, kas neturpinajas stumbra vida (9. - 15. atteli).

4. attels.

5. attéls.






9. attéls.

10. attéls.



11. attéls.

12. attéls.

13. attéls.



14. attéls.

15. attéls.

Vienam no trim bé&rziem praktiski visi zari pie pamatnes bija ar iekrasotu
vidusdalu (15. attéls), tomér vairuma gadijumu iekrasojums neturpinajas dzilak
stumbra. Sadi zari lielakoties bija sastopami bérza augidala. Nokaltusu un nolauztu
zara vietu, ka ar1 ieaugusu rétu raditais iekrasojums dazviet bija lokals, bet citur —
turpindja izplatities stumbra (8. attéls) vai bija Skietams iekrasojuma nobeigums (5.
attels). Sadi rétaudi, kas vietam, iesp&jams, satur trupgjusus koksnes audus, varétu biit
viegls cel$, ka mikroorganismiem iekliit koka. Lidz ar mikroorganismiem koka,
iesp&jams, ieklust ar1 papildus skabeklis, kas var veicinat oksidéSanas reakcijas.
Tomeér nav skaidri zinami iemesli, kadel viena zara vieta rada nelielu, lokalu
iekrasojumu, bet cita — saplist ar iekrasojumu stumbra vidi. Veseli zari, kas ir
iekrasoti pie pamatnes, ir novéroti ari ieprieks. So paradibu ir griiti izskaidrot, nemot
vera faktu, ka vizuali nekas neliecina par biitiskiem bojajumiem. Iesp&jams, ka tas
liecina par trupes sakuma stadiju. Vairakos pétijumos konstatéta specifisku sénu
klatbiitne bérza zaros, kas, iesp&jams, veicina bérza atzaroSanos (Hanso, Drenkhan,



2010). Iespgjams, atseviSkos gadijumos, kas varétu bt saistiti ar noteiktam koksnes
1pasibam, infekcija no zariem pariet dzilakos koksnes audos.

Vairaki pétijumi mudina domat, ka segse€klu nodalijuma visas koku sugas
funkcionalaja aplievas koksné vairak vai mazak satur trupi izraisoSas sénes latenta
stavokli, tom@r ne vienmér tas ir tas paSas, kas pec tam ir sastopamas trup€. To
izplatiba viscaur stumbram un zariem var biit vienmériga. Aktivus trupes procesus,
visticamak, ierosina nelabvéligi vides apstakli, piem@ram, parmérigs mitrums (Parfitt
etal., 2010).

JaatzZimg, ka izmantotie berzi bija salidzinoSi jauni. Lai gan nedaudzajos
pieejamajos rakstos stumbra vidusdalas iekrasojums ir saistams ar aptuveni 40 gadus
veciem be&rziem, iepriek$€jos noverojumos iekrasojums tika konstatéts ari 8 gadus
veciem bérziem (Bitenieks, 2012 (bakalaura darbs), Parfitt ef al., 2010). Jauno bérzu
izp@te var liecinat par iekrasojuma iniciacijas vietam.

Iekrasojuma izplatibas izpéti vajadz€tu veikt ar lielaku atkartojumu skaitu; 1pasi
svarigi pétit vecakus berzus, jo iekrasojuma struktira tiem ir izteiktadka neka
jaunajiem kokiem. Lielaku un vecaku bérzu izpéte ir problematiska, jo p&c stumbra
gareniskas parzagésanas, ievérojams daudzums koksnes vairs nav lietojams finiera
iegiiSanai. Alternativa var€tu bt finierkluca lobiSanas procesa novérosana, tomér tas
ir mehaniz€ts un atrs process. Ta laika iekrasojuma izplatiba saméra Tsajos
finierkluCos ir griuti noverojama, tau zara vietu saistiba ar stumbra vidusdalas
iekrasojumu ir redzama.

Iekrasota koksné atrasto bakteriju lomas noskaidro$ana iekrasojuma
veidoSana

Atseviskos eksperimentos ar dazadu bérza koku koksnes ekstraktu ietekme uz
atseviSkam tirkultiram netika noveérota. Kultivejot tirkultiiras sterila bérza sula, kuru
ieguva pavasari, tikai trijos gadijumos (n=36) noveéroja niecigas, bakteriju tirkulttru
raditas briinas nogulsnes, kas var€tu liecinat par So tirkultiiru sp&u izmantot
organiskas vielas bérza sula, radot galaproduktus briina krasa. Iesp&amie blakus
petijumi varétu but saistiti ar paaugstinatu fenolu klatbutni iekrasota koksn€, kas
daudzos gadijumos ir saistama ar koka aizsargmehanismiem pret patog€niem, ka
rezultata var rasties koksnes 1paSibu izmainas, t.sk., krasas izmainas.

Koksnes kopéjas un tirkultiiru DNS izdaliSana

Kop&jo DNS no koksnes izdalija péc CTAB metodes protokola (ar
modifikacijam no Asif, Cannon 2005, Johannesson, Stenlid 1999).

Sénu sugu specifisku praimeru izstrade, izmantojot polimorfus sénu
ribosomalo genu apgabalus

Ievakti 117 bérza paraugi no nesen cirstiem bérzu balkiem un celmiem, dazados
Latvijas regionos. Katra audz€ ievaca paraugus gan no kokiem bez iekrasojuma, gan
no kokiem ar iekrasojumu un izdalijja DNS. Sakotngji sénes identifikacijai tika
izveleta DNS sekvenéSanas metode. Atlasiti ribosomalie DNS markieri, ar kuriem
biitu iesp&jams analizét visas paraugos esosas sénu sugas. Ar Siem markieriem PKR
reakcijas iegiiti DNS fragmenti. leglitas DNS sekvences salidzinatas ar NCBI
datubazi, lai noskaidrotu sénu sugu, ka ar1 savstarpgji, lai varétu noskaidrot dazado
sénu sadalfjumu iekrasota un neiekrasota koksné.



No iekrasotas koksnes izdalija sénu tirkultiiras, no kuram izdalija DNS. Iegiito
DNS sekvengja ar ITS1 un ITS4 praimeriem un ieguva ITS1 un ITS4 nekodgjosa
rajona sekvences, ka arT 5S kodg€joso sekvenci. Izmantojot iegiitas ITS sekvences tika
konstruéti specifiski praimeri. legiito praimeru specifiskums tika parbaudits uz dazadu
sénu tirkultiram dazados reakcijas apstaklos. No izstradatajiem praimeriem, péc
optimizacijas, par derigu tika atziti tikai Cladosporium gintij specifiskie praimeri. Ar
Siem praimeriem tika parbauditi 65 paraugi no iekrasotas un 69 paraugi no
neiekrasotas koksnes (gan no iekrasota koka neiekrasotas dalas, gan no neiekrasota
koka). Izteikta atSkiriba starp iekrasotu un neiekrasotu koksni nav konstateta. Turklat
datu analizéSanu apgritina tas, ka Cladosporium gints ir plasa, ar daudz sugam, tapéc
ar Siem praimeriem nevar noteikt, vai paraugos ir viena suga vai vairakas. Ar diviem
izstradatajiem sénu sugu specifiskajiem PKR praimeriem tika analizéti 121 bérzu
koksnes paraugi, kuri tika ievakti no iekrasotas un neiekrasotas koksnes. Papildus tika
analizeti 17 paraugi, kuri tika ievakti no bérzu kokaudzetavas ‘Zabaki’. Ar praimeru
pari ‘2.ssp’ 41 paraugs no iekrasotas koksnes arl uzradija pozitivu rezultatu PKR
analizé. 12 neiekrasoti koksnes paraugi uzradija negativu rezultatu PKR analize.
Kopuma 68 paraugi bija tadi, kur nesakrita iekrasojums ar PKR analizi. No tiem, 11
neiekrasotie paraugi uzradija pozitivu PKR analizi, un 57 iekrasotie koksnes paraugi
uzradija negativu PKR analizi (16. attels).

50
40
30
20
M Pozitiva reakcija
10
0 B Negativa reakcija
lekrasota neiekrasota neiekrasota
koksne koksne, koksne,
iekrasots neiekrasots
koks koks

16. attels. Iekrasotas un neiekrasotas koksnes analize ar sénu sugu specifisku markieri

IepriekSminétas metodes ir piemérotas sugu konstat€Sanai, tomér tas nav
statistiski butiskas un nepierada identific€to sugu lomu iekraso$anas procesos, tapéc,
analiz€jot mikroorganismu sabiedribu p€tijumus, noléma izstradat citu uz
molekularajam metodém balstitu pieeju, kas dotu iesp&ju vienlaicigi apskatit lielako
dalu bakteriju vai mikroskopisko sénu sabiedribas iekrasota bérza koksné un
salidzinat tas sava starpa, ka ar1 ar neiekrasotu koksnes mikroorganismu sabiedribam.
Tadel tika konstruéti divi praimeru komplekti baktériju sabiedribu pétijumiem un divi
— mikroskopisko sénu sabiedribu pétijumiem. Tika noteikta mikroorganismu
taksonomiska piederiba peéc PKR-DGGE rezultatiem, lai ieglitu sugu specifiskus
praimerus preciziem un atriem patogéna petijumiem bérza koksné.

Polimerazes kédes reakcijas pielietoja, lai pavairotu 18S, 5.8S un 28S génu
fragmentus. Balstoties uz literatiira minétam praimeru sekvencém, izveidoja divus
praimeru komplektus baktériju un sénu DNS profiléSanai un identificéSanai koksné.
Pirmais praimeru komplekts amplificé lielako dalu no 18S géna séném (pilns ~1800
bp) ar trim secigam PKR — pirmaja PKR (NS1_F un EF3_R) regionu V1-V9 (1711
bp), otraja PKR (NS1_F un FR1-GC R) regionu V1-V5 (1648 bp), izmantojot pirma



PKR produkta DNS. Otrais praimeru komplekts (ITSF-GC_F un ITS4 R) amplificgja
(secigi) dalu 18S rDNS, visu 5.8S rDNS un dalu no 28S rDNS géna rajona séném
(kopa ~ 350-880 bp) (17. attels).
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17. attéls. Senu tirkultiru DNS amplifikacijas ar praimeru pariem (a) ITSF-
GC F un ITS4 R, (b) NS1 F un EF3 R, (c) NS1_F un FR1-GC R. ‘¢’ rinda esosie
paraugi ir nested-PKR produkti no ‘b’ rinda esosajiem PKR produktiem.

Talak PKR produktus sadalija denaturgjosa gradienta gela elektroforéze,

tadgjadi veicot dazadu kop&jo DNS paraugu profiléSanu un salidzinasanu sava starpa
(18. attels).
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18. attéls. NS1_F un FR1-GC_R PKR produktu DGGE profili.
Berza koksnes iekrasojuma izplatiba un dinamika Latvijas bérzu audzes

Noteikta bérza koksnes iekrasojuma izplatiba un dinamika Latvijas picaugusas
bérzu audzes cirSanas laika, ka ar1 jaunakas audzes kopsanas cirtes laika. Noskaidrots,
ka bérzu koksnes iekrasojums ir izplatits pa visu Latvijas teritoriju, un tas sastopams
jau desmit gadus vecos kokos. No iekrasotas bérzu koksnes izdalitas endofitas sénes
un bakt€rijas un noteiktas to identitates, izmantojot ribosomalas DNS sekvenéSanas
metodikas.

Cirsmu apsekosana dazados meZa augsnes tipos Latvijas regionos
iekrasojuma pakapes noteikSanai

Laika perioda no 2011. gada septembra lidz 2012. gada augustam b&rza koksnes
paraugi (kopuma aptuveni 320) tika ievakti Sadas vietas:

1. Liepajas novads, Mazgramzda, 56,618672 N, 21,606766 E, bojati 13 koki no

16;

2. Ré&zeknes novads, Bikava, Cetri parauglaukumi: 56,620219 N 27,613792 E;
56,440007 27,442474 E; 56,784755 N 27,232189 E; 56,806517 N 27,060626
E, bojats 121 koks no 418;

Ikskiles novads, Tintuzi, 56,878985 N 24,590315;

Keguma novads, Rembate, 56,769754 N 24,799232 E, bojats 121 koks no
418;

Ré&zeknes novads, Kuderi, 56,786611 N, 27,203778 E, bojati 11 koki no 14;
Rézeknes novads, Gaigalava, 56,77141935 N, 27,10718866 E, bojats 1 koks;
R&zeknes novads, Striizani, 56,765528 N, 27,157139 E, bojati 54 koki no 85;
Kuldigas novads, Laidi, 56,777833 N 21,853722 E, bojati 11 koki no 15;
Aizputes novads, Kazdanga, 56,74628624321 N, 21,68281173 E, bojati 10
koki no 19;
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10. Durbes novads, Dunalka, 56,7188756321 N, 21,26919645 E, bojati 12 koki no
15;

11. Pavilostas novads, Ziemupe, 56,733222 N, 21,089483 E, bojati 9 koki no19;

12. Kandavas novads, Oksle, 57,110889 N 22,812222 E, bojati 16 koki no 40;

13. Kandavas novads, Zante, 56,8353792322 N 22,78280958 E, bojats 31 koks no
50.

Koksnes iekrasojuma izplatibas analize bérzu plantacija kopSanas cirtes
laika

Apsekojot iekrasojuma izplatibu, Liepajas rajona Mazgramzdu cirsma 57 % (26
no 45) no apskatitajiem aptuveni 30 gadus vecu bérzu celmiem bija ar iekrasojuma
pazimém kodolkoksnes apvidii. Kopuma Latgalé un Kurzemé tika konstatéta Iidziga
iekrasojuma sastopamiba (66% un 56%) (19. att€ls).

2012. gada janvari, piedaloties bérzu jaunaudzu (14 g.v.) kopSanas cirté
Rembaté (56,769754 N, 24,799232 E), konstatgja, ka 31% (131 kokam no 418) no
nozagetajiem kokiem kodolkoksnes dala pie pamatnes ir iekrasota. Iekrasojuma
patsvars nebija vienmerigi izplatits, bet atSkiras starp b&rzu p&cnacgju gimenem.
Atseviskas gimenés iekrasojums praktiski netika novérots, savukart citas tas bija
lielakajai dalai koku. Tiek pienemts, ka viens no galvenajiem iemesliem ir genétiska
variacija starp gimeném, kas varétu biis saistita ar rezistences mehanismiem pret
iekrasojumu vai to izraisoS$ajiem mikroorganismiem. Arl augsnes neviendabigums
eksperimentalaja plantacija varétu dazadi ietekmét b&rza augSanas procesus. Bérzu
s€klu plantacija noverots, ka atrodamas atSkiribas koksnes iekrasojuma pakapé starp
atseviskam gimeném, kas liecina par ta genétisku pamatu. Bérza koksnes iekrasojumu
izraisoSo mikroorganismu noskaidroSana dos iesp&ju noteikt to izplatibu, ka ari
izmantot §is zinasanas, lai atlasitu b&rzus ar lielaku noturibu pret koksnes
iekrasoSanos.
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19. attels. Berza koku ar iekrasotu koksni 1patsvars Latgale un Kurzemé.



Berza koksné esoSo seénu kvantitativas noteik§anas metodes izstrade

Izmantotas divas metodes seénu DNS kvantit€Sanai un daudzveidibas noteikSanai
paraugos — reala laika PKR (RT — PKR) un PKR produkta analize ar génu analizatoru.

RT — PKR ir metode, kas balstas uz to, ka p&c katra cikla PKR reakcija tiek
detektéts DNS daudzums parauga. RT — PKR tika izmantoti ITS1F praimeris, kas ir
sénu specifisks, un ITS4 praimeris. Kontrolei izmantoti bérza PAL génu kodgjosi
praimeri. Metode ir ticama un ar augstu precizitati. Ar So metodi ir iesp&jams noteikt
kop€jo sénu kvantitati DNS parauga. Analizei tika izdalita kop&ja DNS no iekrasotas
un neiekrasotas koksnes un salidzinata kop€ja sénu kvantitate.

PKR produkta analize ar genu analizatoru — $aja metodé PKR reakcijai tika
izmantots ITS1F praimeris ar fluoriscento iezimi (FAM) un ITS4 praimeris. Reakcijas
veiktas ar dazadam DNS koncentracijam no vienas s€nes tirkultliras, ka ar1 ar
vienadas koncentracijas DNS no dazadam sénu tirkultiram. legtitie PKR produkti
analiz€ti ar génu analizatoru. legiita pika augstums starp viena parauga tehniskajiem
atkartojumiem ir at$kirigs un nav novérojama korelacija starp pika augstumu un DNS
daudzumu PKR reakcija. Lidz ar to $T metode nav pielietojama kvantitativam
analizém. Ta ka ITS fragmenta bp garums starp dazadam sénu sugam var atskirties,
tad ar §1s metodes palidzibu var€tu noteikt parauga esoSo sénu daudzveidibu. Ar So
metodi ir iesp&jams noteikt kop&jo sénu daudzveidibu DNS parauga. Analizei tika
izdalita kop&€ja DNS no iekrasotas un neiekrasotas koksnes un salidzinata kop€ja sénu
daudzveidiba.

Ar RT-PKR metodi noteica kop&jo sénu kvantitati. Tika analiz€ta no 8 bérza
koku gan iekrasotas un neiekrasotas koksnes (kopa 16 paraugi) izdalita DNS.
Konstatets, ka vairuma gadijumu, iekrasota koksné ir ievérojami lielaka kopgja sénu
daudzveidiba. 3. un 4. individa, sénu kvantitate bija mazliet mazaka, tomer tika
konstateta sénes klatbtitne iekrasota un neiekrasota koksné. Netika kvantitativi verteta
koksnes iekrasojuma pakape, un, iesp&jams, ka Sajos analize€tajos individos tikai nesen
paradijies koksnes iekrasojums. Sadu analizi vajadz&tu paplaginat, un analizét lielaku
koku skaitu, tomér laika un resursu ierobeZojuma dél, to nebija iesp&jams veikt §1
projekta ietvaros.

Tika analizéta ar1 sénu kop€ja daudzveidiba, izmantojot iepriekS aprakstitos
iekrasotos un neiekrasotos bérza koksnes paraugus. Analize liecinaja, ka kopgja sénu
daudzveidiba ir lielaka iekrasotos koksnes paraugos, iznemot 7. individa, kur ta ir
vienada iekrasota un neiekrasota koksné, un 2. individa, kur iekrasota koksne tika
atrasta mazliet zemaka kop€ja sénu daudzveidiba neka neiekrasota koksné (20. attels).
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20. attels.

Kopgjas sénu daudzveidibas analizes dazados mezZa tipos

No bérza kokiem, kurus ievaca no dazadiem meza tipiem, tika analiz&ta koksnes
kopg€ja sénu daudzveidiba, izmantojot iepriekS aprakstito metodiku. Kopuma tika
analizéti 546 koksnes paraugi no dazadiem meza tipiem un augSanas apstakliem
(damaksnis, dumbrajs, kiidrajs, 1ans, veris un bijust lauksaimniecibas zeme). Lielaka
dala analiz€to koksnes paraugu bija iekrasoti. Noteikts, ka nav bitiska atSkiriba
kopgja sénu daudzveidiba starp dazadiem meza tipiem un augSanas apstakliem (21.
attéls), tomer tika apstiprinata lielaka daudzveidiba iekrasotos koksnes paraugos,
salidzinot ar neiekrasotiem.
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21. attels. Kopgja sénu daudzveidiba iekrasota koksné dazados meza tipos.



Dazadas aprites stadu analize

2011. gada rudent tika ievakti paraugi no stadaudz&tavas ,,Zabaki”. levakti
desmit treSas aprites stadi, devini pirmas aprites stadi un desmit iepriek$¢ja gada seti
un uz lauka augosi stadi. No So stadu stumbriem izdalita DNS, kas analiz&ta ar
Cladosporium gintij specifiskiem praimeriem. No 18 analiz&tajiem paraugiem 12
paraugos bija pozitiva reakcija.

Stadu inficeSanas parbaudei tika veikts sekojoSs eksperiments:

1) s€klas steriliz&ja ar balinataju ACE, atSkaidot to ar dejoniz€tu tdeni
attieciba 1:1, piecas miniites, pec tam vairakas reizes skalots ar sterilu dejonizetu
tdeni,

2) kiidras substrats tika sterilizéts 140° C temperatira 4 stundas.Tomér
eksperimenta gaita izradijas, ka $ada sterilizacija ir nepietiekama,

3) aprobéta DNS izdaliSanas metodika no kiidras substrata ta sterilitates
kontrolei,

4) sterilizétas s€klas ies€tas gan nepilnigi sterila, gan nesterilizéta augsné,

nedélam izpikétas,

5) iekrasojoSo sénu parbaude stados tika veikta 2013. gada pavasari
izmantojot ITS1F/ITS4 praimeru pari, nosakot kop€jo sénu daudzveidibu analiz&tajos
beérzu stados (22. attels).

Secinats, ka lielaka dala sénu atrodas vid€ (augsné u.c.), un ka tas nav parnestas
seklas. Lielaka sénu daudzveidiba atrasta stadu virszemes dala (lapas un stumbra
augSpus€). Tas liecina, ka endofitds s€nes, kuras ir atrodamas bérza koksne ir
kolonizgjusas bérza koksni no apkartgjas vides, un ir atrodamas stada augsdala, ka ar1
sakngés.
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22. attels. Kopgja seénu daudzveidiba 1 g.v. bérzu stados.



Kopgja fenolu daudzuma un mitruma noteikSana iekrasota un neiekrasota
koksne

Fenola savienojumi tika ekstragéti no beérza koksnes ar 70% etanolu un to
daudzums tika noteikts fotometriski péc Folina-Cikalte metodes nosakot kop&jo
reducéto fenolu daudzumu. Koksnes mitruma saturs (%) tika noteikts ar mitruma
svariem. Tika analiz&ti koksnes paraugi no 19 bérzu kokiem, analiz&jot gan iekrasoto,
gan neiekrasoto koksni, tados kokos, kuros tika atrasts koksnes iekrasojums (kopa 30
paraugi). Tika atrasts, ka kop€jais fenolu un mitruma saturs ir nozimigi paaugstinats
iekrasota koksné (23. un 24. attls).

Fenola savienojumu daudzums (%) bojata un nebojata bérza

6.000
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1 ickiasola daja

F06A 207A 710A 2144 218A 727A 723A 270A 276A 730A 247A 194C 2270 7330 236c 7380 2440 245C 2730

23. attéls. Fenola savienojumu daudzums (%) iekrasota un neiekrasota bérza koksné.
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24, attels. Mitruma daudzums (%) iekrasota un neiekrasota bérza koksné.

Secinajumi

- Visas izpétitas sénu tirkultiras izraisija bérza koksnes iekrasojumu
kluciSos un dzivos kokos.

- Koksnes iekrasojums var izplatities >90cm 6 ménesu laika péc dziva
koka inokulacijas ar sénu tirkulttram.

- Kopgja sénu daudzveidiba un kvantitate ir palielinata iekrasota koksné.

- Meza tips, kura aug bérzi, bitiski neietekmé kopg&jo sénu daudzveidibu
koksné.

- Visticamak, iekrasojums ir koka fiziologiska reakcija uz
mikroorganismu klatbtitni, un iekrasota koksné ir paaugstinats fenolu un
mitruma saturs.

- Starp bérzu gimeném atrasta liela atSkiriba koksnes iekrasojuma
sastopamiba, kas liecina par §is ipasibas genétisko pamatojumu.

- Turpmakajos pétijumos varétu analiz€t atseviSkus fenola savienojums
un to at$kiribu starp bérzu gimeném.

- Genétiskais pamatojums koksnes iekrasojumam varétu dot iespgju
nakotné atlasit bérzu materialu/gimenes, kuram ir zemaka koksnes
iekrasoSanas sastopamiba.

Daliba konferences

AdapCar un IUFRO (WP 2.02.00) konference "Adaptacijas un

pielagosanas genétiskie aspekti meza veselibas, koksnes kvalitates un biomasas
razoSanas konteksta", 2012. gada 3.-5. oktobris, Riga, Latvija
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