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Témas aktualitate

SILAVA

~36% no mezu kopégjas platibas aiznem priezu
tfiraudzes.

Latvija saknu trupe ir biezi sastopama. saknu trupe
nodara materialus zaudéjumus mezsaimniecibas nozarei.

— Lielais priedes tiraudzu Tpatsvars veicina Sis slimibas izplatibu.
— Saknu trupi grati detektét, vadoties péc koka aréja izskata.
— Pret saknu trupi rezistentu priezu nav.



Mezaudzu atveselosanas problémas

SILAVA

Inficétu mezaudzi atvesel|ot ir praktiski neiesp&jami, lai to
panaktu, no augsnes jaaizvac inficétas saknes, pat tad

saknu fragmenti paliek augsné.

Alternativu sugu izvéle ir ierobezota, jo H. annosum inficé
art bérzus, alksnus, egles u.c. sugas.



Darba merkis
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Darba praktiska nozime - izstradat selekcijas materiala
molekulari genétisku atlases metodi rezistentako priedes klonu
atlasei.

Darba zinatniskais merkis ir izpétit:

‘rezistenci ietekmé&joso génu kopiju skaita atskiribas
*génu darbibas izmainas péc inokulésanas ar H. annosum

* génu kopiju skaita saistibu ar genu ekspresiju.



Darba uzdevumi
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|zveidot molekularas genétikas metodi individualu koku stavok|a
raksturoSanai attieciba uz to inficétibu ar H. annosum, nenozagéjot koku.

Veikt rezistences génu kopiju skaita analizes.

Veikt génu ekspresijas analizes pirms un péc koku inokulésanas ar
H. annosum. *génu ekspresija = génu darbibas intensitate

Parbaudit vai ir sakaribas starp génu darbibas intensitati un génu kopiju
skaitu



Rezultati
H. annosum DNS detektéSana
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Analizei
viens

paraugs
no koka

Pozitivs

Negativs

No 300 parbauditiem kokiem, 119 dod pozitivu rezultatu, t. i.
gandriz 40 % koku ir inficéti.

Veicot so eksperimentu rodas aizdomas par nevienmérigu H. annosum

izplatibu priedes stumbra pamatné, jo divi koki, uz kuriem tika atrasts H.
annosum auglkermenis, parbaudé deva negativu rezultatu.



H. annosum nevienmeriga izplatiba

A

Veselakoka celms

Nokaltusa koka celms

Parauga numurs

DO R DR OD® 0N A ON

B

Parauga atrasanas vieta

Stumbrs, arpuse (1cm no mizas)

Stumbrs, 5cm no centra
Stumbrs, 2cm no centra

1. sansakne, piegulosi stumbram, arpuse
1. sansakne, piegulosi stumbram, centrs
2. sansakne, 10 cm no stumbra
Mietsakne, piegulosi stumbram
Mietsakne, 20 cm no stumbra

Stumbrs, arpuse (1cm no mizas)
Stumbrs, 1cm no centra

1. sansakne, piegulosi stumbram, arpuse
1. sansakne, piegulosi stumbram, centrs
2. sansakne, 5 cm no stumbra, arpuse

2. sansakne, 5 cm no stumbra, centrs

3. Sansaknes gals, 30 cm no stumbra
Mietsakne, 5 cm no stumbra

*Eglé infekcija norit citadi

H. annosum
DNS (+/-)

+



Koku inficétibas [imena noteiksana
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Kandidatgenu izvéle

SILAVA

Kritériji pétamo génu (kandidatgénu) izvélei:
*Informacija par géna produkta antimikrobialam Tpasibam
zinatniskaja literatdra.

*Géna DNS sekvences pieejamiba.

Informacija biezi pieejama tikai par radniecigam sugam, par parastas priedes
antimikrobialajiem géniem un So génu produktiem informacijas maz.



Analizétie géni

Taumatinam lidziga proteina (TLP) géns.

Pieder PR-5 proteinu klasei, kuras sastava ir proteini ar negativu iespaidu
uz augu patogénu augsSanu mazas koncentracijas.

Defenzina 2 géns (Def2).

Efektivitate pret H. annosum pieradita in vitro

Pinus sylvestris rezistences géns (PsR)

Dokumentéta géna ekspresijas pastiprindsanas péc inokulacijas ar H.
annosum. lespéjama loma auga aizsargsistémas signalu parnesé.

Pinosilvina sintazes géns (PsBBs)

Géna kodétais enzims katalizé reakciju, kas sintezé pinosilvinu — organisku
savienojumu ar plasSa spektra baktericidam un fungicidam ipasibam.



Antimikrobialie proteini
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Antimikrobialie proteini ir proteini, kas inhibé patogénu vairoSanos vai
iznicina tos.

Piemérs

Parastas priedes Def1 proteina (defenzins 1) sénu augSanu inhibéSanas efekts. a —
Heterobasidion annosum, b — Fusarium solani. K — sterils destiléts Gdens, 1 — 5ug Def1,
2 — 10 ug Def1. (Kovaleva et al., 2009.)



Rezistences kandidatgenu kopiju skaita %
variacijas analizes
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Kopiju skaita frekvences
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Génu kopiju skaits
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Rezultatu gimenes struktar

TLP geéna kopiju skaits
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TLP géna gadijuma visiem Ja3
gimenes kokiem, iznemot paraugu
GEZ20, kas ir loti tuvi robezai, kopiju
skaits ir lielaks par divi.

Def2 géna analizé iegatajiem
rezultatiem ir gimenes struktdra -
visiem gimenes Ja15 parstavjiem
ir vismaz 3 ST géna kopijas.

Rezultatu gimenes struktiira
pastiprina CNV analizu
rezultatu ticamibu.



Zemmizas inokulésana
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i

» Génu ekspresijas izmainu novertésanai

* InokuléSanas ar H. annosum izraisitas
pigmentacijas garuma novértésanai
(ilgaka laika perioda)



TLP géna ekspresija [

TLP loma inducétaja rezistencé lielaka neka
primaraja rezistencé

*Géna ekspresija = géna darbibas
intensitate

Paraugs Relativa Attieciba starp kontroles
TLP gena ekspresija ekspresija un inokuléto paraugu
35,00
4k ] 0,78
30.00 4,90 6,30
i 0,27
£ 20 (221 | 4,52 16,49
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= 20,00
g 5,89 19,30
£ 1500 |20k | 0,64
* 1000 1,00
. 0,82 0,82
5,00 29k | 1,03
1 20 I 15,85
000 = — = R 2,09
v g e et s e p— 220 1,06
Pamugs 5,48
0,67 0,12
Endogéna kontrole = GAPDH 9%k | 0,16
E 0,74 4,60

Paraugiem ar lielaku TLP géna kopiju skaitu (atiela zali) 8T géna ekspresija péc
inokuléSanas ar H. annosum palielinas vairak neka paraugiem, kuros TLP
kopiju skaits nav palielinats (attéla zili)!

Dati vélreiz pastiprina CNV analizu ticamibu.



SILAVA
Attistita PKR metode individualu P. sylvesris koku inficétibas [Tmena noteikSanai. Konstatéts, ka

H. annosum priedes stumbra pamatné izplatas nevienmérigi. Analiz€jot 5 paraugus no katra
koka ir iespéjams raksturot inficétibas pakapi un pétit tas dinamiku.

Detektéts kopiju skaita polimorfisms diviem ar rezistenci saistitiem géniem. Pirmo reizi priedée
pétits génu kopiju skaita polimorfisms.

Noteiktas H. annosum izraisitas génu ekspresijas izmainas. Detektéts, ka analizéto génu
ekspresija uz H. annosum reagé dazadi, kas norada uz $o génu lomu dazados rezistences
mehanismos.

TLP génam noteikta korelacija starp génu kopiju skaitu un géna ekspresijas pieaugumu, Sadi
dati par priedi agrak nav aprakstiti.



Darba novitate
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|zveidota molekularas genétikas metode individualu koku inficétibas ar
H. annosum limena raksturoSanai.

Pirmais darbs, kura detektétas un pé&titas génu kopiju skaita variacijas
priezu genomos.

Pirmais darbs, kura aprakstita palielinata géna kopiju skaita korelacija ar
lielaku géna ekspresijas pieaugumu reakcija uz inokulaciju ar H. annosum.

Pirmo reizi aprakstitas génu ekspresijas analizes dazadiem audu tipiem
viengadigos parastas priedes séjenos, kombinéjot lazera mikrosecésanas
mikroskopiju ar génu ekspresijas analizém.

L1dz Sim nav publicéti darbi par rezistences mehanismiem molekularas
genétikas ITment pieaugusos P. sylvestris sugas kokos.



Génu kopiju skaita analizu prieksrocibas
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Biezi rezistences pétijumos izmanto génu ekspresijas, t. i. génu darbibas
intensitates analizes. Salidzinot ar So metodi, génu kopiju skaita analizém ir
vairakas priekSrocibas:

*Vienkarsums

*Mazaks darba apjoms

-Atraka rezultatu ieguve

Lielaks razigums (salidzinot ar ekspresijas analizém tas var bat milzigs)

Praktiskam pielietojumam nepiecieSams:

*Kopiju skaita korelacija ar ekspresiju

*Géna kodeta proteina efektivitate pret patogéniem



Génu kopiju skaita analizu prieksrocibas
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Géenu ekspresijas eksperimenti

DAUD/Z datu, ko analizét
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ESF projekts ,, Zinatniskas kapacitates stiprinasana auglkopibas,
mezu un informdcijas tehnologijas nozarés, nodrosinot videi
draudzigu audzesanas risinajumu, produktu izstrades un

ievieSanas izpéti ar datortehnologiju atbalstu”™
(Nr.2009/0228/1DP/1.1.1.2.0/09/APIA/VIAA/035)



