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Parastā priede un skujbire

• Parastā priede (Pinus sylvestris) aizņem 47% no AS „Latvijas Valsts 
meži” apsaimniekošanā esošajiem mežiem. 

• Latvijas priežu audzēs sastopama brūnā skujbire, ko izraisa 
Lophodermium seditiosum. Nāvējoša tikai jauniem stādiem. Izplatību 
veicina silts, lietains rudens, siltas ziemas.

• Stādaudzētavās izmanto fungicīdus («Amistar»), tomēr miglošana 
nespēj pasargāt visus stādus no L. seditiosum, kā arī slimība var 
izraisīt stādu bojāeju pirmajos gados pēc to izstādīšanas mežā.

• Slimību apkarošanai jaunaudzēs nav atļauts lietot fungicīdus, tādēļ 
aktuālāka kļūst nepieciešamība meklēt jaunus ceļus augu 
aizsardzības nodrošināšanā. 
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Darba mērķis ir izpētīt inducētās rezistences iespējas parastās priedes Pinus sylvestris rezistences paaugstināšanā pret L. seditiosum.

Seedling infected with L. seditiosum may be undetectable as the symptoms are not always visible when planted in the early spring. 
Developement of needle cast is favored by warm, rainy autumn and mild winter. 
which may become a more frequent, and severe problem in the future due to climatic changes and forest regeneration practices. 
Tiek izstrādātas tehnoloģijas mazāka izmēra stādu audzēšanai un jaunāka vecuma stādu izmantošanai meža atjaunošanā, bet šādiem stādiem ir neliela barības vielu rezerve un skuju masa, tādēļ inficējoties ar skujbiri, ir augstāka varbūtība, ka stāds iznīks. 







Inducētā rezistence
• Inducētā rezistence ir aktīvs process, kurā tiek izmantota auga dabīgā 

aizsardzība kā rezultātā palielinās auga izturība pret otrreizēju 
nelabvēlīgā faktora iedarbību. 

• Inducētās rezistences noturīgums kokos joprojām nav zināms.
– eglē (Picea abies), tā ir novērota vismaz vienu gadu, 
– savukārt pēc Pinus radiata inokulēšanas ar patogēnu Fusarium circinatum, 

inducētā rezistence tika novērota vēl 3 gadus.

• L. seditiosum gadījumā būtu svarīgi, lai inducētā rezistence stādos 
saglabātos tieši pirmajos 2 - 3 gados. 

• Inducētā rezistence ir nespecifiska - inducējot rezistenci pret vienu 
patogēnu, augs var kļūt izturīgāks arī pret citiem biotiskiem vai 
abiotiksiem faktoriem.



• Inducēto rezistenci kokos var iedalīt vairākās grupās: 
– inducēta ķīmiskā aizsardzība (sekundārie metabolīti, piemēram, 

terpenoīdi, fenola savienojumi, alkaloīdi), 
– inducētas anatomiskas izmaiņas (šūnas sieniņu lignificēšanās, sveķu 

aiļu veidošanās), 
– inducēta ekoloģiskā vai netiešā aizsardzība (gaistoši savienojumi, kas 

piesaista koka patogēna dabīgos ienaidniekus vai brīdinot apkārtējos 
kokus par patogēnu),

– inducēta proteīnu aizsardzība (ar patoģenēzi saistītie proteīni, kas 
ātri inducējas gan lokāli, gan sistēmiski). 17 grupas. Vairums 5 grupas 
proteīni tiek inducēti kā atbildes rekacija patogēnu infekcijām, 
biotiskiem, abiotiskiem stresiem, apstrādei ar augu hormoniem.
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One of the most important inducible defense mechanisms is the biosynthesis of pathogenesis – related (PR) proteins (17 groups) (Velazhahan et al., 1999). 
Many PR – 5 proteins are induced in plants as a response to infection by pathogens, osmotic stress, treatment with abscisic acid, ethylene, salicylic acid, methyl jasmonate and wounding. 
Members of the PR – 5 group are called thaumatin – like proteins (TLPs).





Taumatīnam līdzīgais proteīns

• Izolēti no dažādiem 
organismiem (nematodēm, 
kukaiņiem, sēnēm, kailsēkļiem 
un segsēkļiem).

• Izturīgi pret proteāzēm un 
ekstrēmiem temperatūras, pH 
apstākļiem.

• Visiem augu PR5 grupas 
proteīniem, kam piemīt 
pretsēnīšu aktivitāte, 
raksturīgas 5 augsti 
konservatīvas aminoskābes 
(arginīns, glutamīnskābe un 3 
aspargīnskābes).

• TLP, iespējams, ietekmē sēņu 
šūnas sieniņu, saistoties ar 
(1,3)b-glikānu un noārdot to 
vai palielinot šūnas sieniņas 
caurlaidību, veidojot poras 
tajā. 

• Pēc vīteņauga Cynanchum komarovii
apstrādes ar abscīzskābi, salilcilskābi, 
metiljasmonātu, NaCl un sausumu, 
konstatēta palielināta TLP gēna 
ekspresija, kas liecina, ka šim 
proteīnam ir nozīmīga loma stresa 
atbildes reakcijā. Šis proteīns izrādīja 
spēcīgu pretsēnīšu aktivitāti. 

Liu and Sturrock, 2010



Darba mērķis un uzdevumi
• Darba mērķis ir izpētīt inducētās rezistences iespējas parastās 

priedes Pinus sylvestris rezistences paaugstināšanā pret L. 
seditiosum.

• Darba uzdevumi:
– P. sylvestris stādu apstrādes metožu apgūšana ar dažādiem inducētās 

rezistences regulējošiem faktoriem. 
– RNS izdalīšana no apstrādātajiem paraugiem, TLP gēnu ekspresijas 

analīzes, izmantojot reāla laika PCR.
– P. sylvestris inducētās rezistences izraisītāju atlasīšana pēc gēnu 

ekspresijas rezultātiem un to izmantošana parastās priedes stādu 
apstrādē, lai vēlāk veiktu inokulāciju ar L. seditiosum. 
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Previous results from our laboratory have shown that TLP gene expression increases in P. sylvestris after inoculation with Heterobasidion annosum, therefore the present study was undertaken to investigate TLP expression and antifungal activity, suggesting that it may play an important role in P. sylvestris defense response. 




Pinus sylvestris TLP gēna sekvences 
iegūšana

• Lai iegūtu gēna sekvenci, tika izmantota
Pinus taeda TLP mRNS, cds sekvence
(GenBank Acc. No. EF532603) praimeru 
veidošanai. 

• Genomiskais P. sylvestris DNS izolēts ar 
CTAB metodi (Murray and Thompson 
1980).

• Analizējot ORF, P. sylvestris bija īsāka TLP 
proteīna sekvence nekā P. taeda.

• PCR and cDNA sekvenēšana tika 
izmantota lai noteiktu introna esamību 
un garumu, kā arī noteiktu tā atrašanās 
vietu.

P. taeda TLP ORF

P. sylvestris TLP ORF

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/

1. P.sylvestris gDNS →
2. P.taeda mRNS →
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Open reading frame (ORF) is the part of a reading frame that has the potential to code for a protein or peptide.

The CDS is that portion of an mRNA transcript that is translated by a ribosome.
CDS means only that the sequence is known to be transcribed and, therefore, it is coding for something -- neither gene nor protein has to be known. Any full mRNA sequence (obtained from cDNA sequencing) will have a full coding sequence. ORF is usually predicted based on DNA sequence and not proven to be transcribed.

The P. sylvestris TLP cDNA sequence was highly similar to the TLP mRNA, cds from Pinus taeda (99%). 

As many PR – 5 proteins are induced in plants as a response to abiotic stress we used exogenous application of MJa on the seedlings needles. MJ treatment has been reported to induce resistance in conifers and suppresses pathogen growth (Piggott et al. 2004, Heijari et al., 2005, Heijari et al., 2008, Moreira et al., 2009). 
Many PR – 5 proteins are induced in plants as a response to infection by pathogens, osmotic stress, treatment with abscisic acid, ethylene, salicylic acid, methyl jasmonate and wounding. 




• Normālos apstākļos TLP tiek ekspresēts zemā līmenī, kā arī atsevišķās 
auga daļās un/vai attīstības stadijās.

• Metiljasmonāta (MJa) apstrāde palielina TLP gēna ekspresiju Pinus 
moticola (Piggott N. et al. 2004) un ietekmēja (samzināja) patogēnu 
augšanu, tādēļ, lai iegūtu TLP gēna sekvenci un noteiktu introna 
esamību, RNS un DNS tika izdalīti no MJa aptrādātiem stādiem.

• P. sylvestris stādi (1 gadu veci) tika apstrādāti ar:
– 5, 10, 30, 50, 100 mM MJa + 0,1% Tween 80,
– kontroles – H2O; 0,1% Tween 80,
– Katru stādu apsmidzināja ar 2,5 - 5 ml Mja šķīduma,
– Skujas tika ievāktas pirms apstrādes un 2 – 4 nedēļas pēc apstrādes.

• Pārāk liela MJa deva izraisa fitotoksisku ekfektu.

10 – 100 mM MJa (5 ml)

30 mM MJa (2.5 ml)

2 nedēļas 3 nedēļas
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Exogenous application of MJa stimulates the synthesis of PR proteins include TLP, chitinases, peroxidases, proteinase inhibitors and several other proteins in conifers.
The plant growth regulator jasmonate and its methyl ester MJa are naturally present in plant tissues and are involved in both regulation of plant development and response to environmental stresses such as wounding and pathogen attack.
These results indicate that these doses of MJ applied exogenously on seedlings were too high, which reduced seedlings growth and showed a phytotoxic effect, such as needle browning.




Introna pārbaude P. sylvestris sējeņos (pirms un pēc apstrādes).
PCR produkta garums no gDNS ir 818bp un no cDNA – 673bp. 
1; 2 – gDNS, 3;4 – pirms apstrādes (cDNS); 5-8 – pēc apstrādes ar MJa, 
9- NK (cDNA).

ORF - 850 bp, kurā atrodas 145bp introns.
PsTLP veido 234 aminoskābes.

  1    GTGTTGAGTTATACTGTTTAACCTGCTGCCTCGCCATTTGCAATGGGGCGAAGAACATGC  60 
 ----------------------------------------- M  G  R  R  T  C   
  61   GCAGGGTCCCTTTGGATCACAGCAATAGTAACTTTATTAGCTCTTAATGTTTATCTGCAA  120 
  A  G  S  L  W  I  T  A  I  V  T  L  L  A  L  N  V  Y  L  Q     
  121  Ggtaacgtgccgctctctcaattactctacaatatcactatactgattgctttgatcaat  180 
  ---------------------------------------------------------- 
  181  aaatcatgaattatatagcaggcttatgtattcatttgtcaaagtagaaatattaataga  240 
 ----------------------------------------------------------- 
  241  ttttgtttggtgaactataagtgcagGTATAGAAGGTGCGACAATGACCGTCAAAAACCA  300 
 ------------------------- G I E  G  A  T  M  T  V  K  N  Q   
  301  GTGCTCATACACAGTTTGGGCGGCTGGCAGTCCGGGCGGCGGTAAGCAACTGGGGCAGGG  360 
 C  S  Y  T  V  W  A  A  G  S  P  G  G  G  K  Q  L  G  Q  G   
  361  TGAGACATGGAGTTTTGATGTTCCAGCGGGAACAACAGGAGGCAGAATCTGGGGGCGTAC  420 
 E  T  W  S  F  D  V  P  A  G  T  T  G  G  R  I  W  G  R  T   
  421  CGGTTGCTCCTTCGACGCTGGCAGTGGTACAGGTAGCTGTACCACTGGTGACTGTGGTGG  480 
        G  C  S  F  D  A  G  S  G  T  G  S  C  T  T  G  D  C  G  G 
  481  GTTGCTCAATTGTCAAGGCTATGGAAGCGTCCCTGCAACGCTTTTTGAATATGGTCTGAA  540 
 L  L  N  C  Q  G  Y  G  S  V  P  A  T  L  F  E  Y  G  L  N   
  541  TAAGTACCAGAATCAAGACTTCTATGATATCTCTCTTGTCGATGGCTTCAATATCCCTCT  600 
        K  Y  Q  N  Q  D  F  Y  D  I  S  L  V  D  G  F  N  I  P  L   
  601  CTCTGTAACTCCCTCAGACTCTTCGTGCAAAGTAATAGGTTGCACCACCGACATAAATGC  660 
 S  V  T  P  S  D  S  S  C  K  V  I  G  C  T  T  D  I  N  A   
  661  TGTGTGCCCTGCAGAACTGAAAGTGACCGATGGATGCAAGAGTGCTTGTGCGGAGTTCAA  720 
 V  C  P  A  E  L  K  V  T  D  G  C  K  S  A  C  A  E  F  N 
  721  TACCCCTCAATACTGCTGTACCGGAGACTATGAAAACAACTGCTCTCCCACCAACTATTC  780 
 T  P  Q  Y  C  C  T  G  D  Y  E  N  N  C  S  P  T  N  Y  S   
  781  GCAATTCTTCAAGGGGCAGTGCCCACAGGCATACAGCTATGCCAAGGACGATGCCACCAG  840 
 Q  F  F  K  G  Q  C  P  Q  A  Y  S  Y  A  K  D  D  A  T  S 
  841  CACCTTCACCTGCCCTTCTGGTGCTAATTACAACGTCGTCTTCTGTGGTTAGGAAGATAT  900 
  T  F  T  C  P  S  G  A  N  Y  N  V  V  F  C  G  * -------- 
  901  TTACGTAATATCTTCCTACTCATATAGTAACAATAG  936 

    --------------------------------------------------------------- 

PCR 
gDNA 818 bp → ←PCR 

cDNA 673 bp

Pirms apstrādes

Pēc apstrādes ar MJa
cDNA

gDNA

10/ 5 / 30 /50  NC

P. sylvestris TLP gēna sekvence publicēta NCBI datu bāzē (GenBank Acc. No. 
JX461338.
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Agarose gel electrophoresis of PCR amplicons confirmed that the fragment amplified from cDNA amplicons were shorter in length compared with the respective genomic DNA amplicons. 
To save energy under stress-free or pathogen-free conditions many PR-5 group proteins are up-regulated only by abiotic and biotic stimuli.




Analizējot iegūto P. sylvestris sekvenci, 
konstatēts:

• Proteīnu veido 234 aminoskābes, 
molekulmasa ir 24,6 kDa.

• Sekvence satur 5 konservatīvās aminoskābes, 
kas raksturīgas augu  PR5 grupas proteīniem ar 
pretsēnīšu iedarbību (arginīns (R), 
glutamīnskābe (E) un trīs aspargīnskābes (D), 
kas atzīmētas ar *.

• Sekvence satur taumatīna dzimtas iezīmi 
(thaumatin family signature) (PS00316): G-x-
[GF]-x-C-x-T-[GA]-D-C-x(1,2)-[GQ]-x(2,3)-c.

• Sekvence satur TLP Large (L-) type raksturīgos 
16 konservatīvos cisteīnus (C).

• Pasvītrota signālpeptīda sekvence.
• Salīdzinot ar P. taeda, sekvenē ir 7 aa 

izmaiņas. (99% līdzība ar TLP mRNS, cds no
Pinus taeda).
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Taumatīna dzimtas iezīmē burti, kas ir kvadrāt iekavās, nozīmē, ka tājā vietā var būt viena no divām minētajām amisnoskābēm [GF] – vai nu G vai F.
Roberts and Selitrennikoff (1990) suggested that zeamatin, a PR-5 protein isolated from corn seeds, exerts antifungal activity by a membrane permeabilization mechanism.
Membrane pore formation has been hypothesized as one possible mechanism of action of antifungal TLPs (Roberts and Selitrennikoff 1990). Three-dimensional molecular structures of
PR-5 proteins revealed that many of those with antifungal activity had a common motif, a negatively charged surface cleft (Koiwa et al. 1999). Secondary and tertiary structure analyses showed that the
amino acid residues comprising the acidic cleft are conserved among antifungal PR-5 proteins (Koiwaet al. 1999). It was suggested that the acidic cleft might be the site of interaction between PR-5 proteins
and their receptors on the plasma membrane of target micro-organisms and might be directly involved in cell permeabilization (Batalia et al. 1996). It

Signālpeptīds saistīts ar proteīna transporta sistēmu.
Signālsekvences satur nepieciešamo informāciju, kas nepieciešama, lai transportējamais proteīns mijiedarbotos ar sekretoro mašinēriju, membrānas fosfolipīdiem un signālsekvences peptidāzi (Kajava et al. 2000). Parasti to garums ir 18 – 30 aminoskābes. Visas signālsekvences sastāv no trim raksturīgiem domēniem: pozitīvi lādēta N – gala (N domēns), hidrofobas vidusdaļas (H domēns) un vairāk polāra atšķelšanas reģiona (C domēns). 



• TLP gēna ekspresija palielinājās pēc MJa apstrādes.
• Pārāk liela Mja deva bija nāvējoša stādiem un arī TLP ekspresijas līmenis bija 

zemāks nekā ar optimālu devu.

– 10 stādi katrā apstrādes grupā; 
– Neapstrādāti stādi kā kontroles;
– Paraugi, kas ievākti 2 nedēļas pēc 

apstrādes, uzrādīja atšķirīgus 
rezultātus

TLP gēna ekspresijas izmaiņas sējeņos pirms un pēc MJa apstrādes

TLP gēna ekspresijas izmaiņas. Parauga nosaukumā pirmais simbols nozīmē paraugu grupu (apstrāde ar 10mM MJa; 30 mM Mja);
otrais – parauga numuru un simbolas pēc komata – apstrādes laiku, tas ir, 0 – pirms apstrādes, 2 – 2 nedēļas pēc apstrādes). 



Taumatīnam līdzīgā proteīna sintēze

Champion pET Directional TOPO Expression Kit (Invitrogen)

• Izmantots ekspresijas vektors pET100 
un BL21 Star šūnas.  

• Vāja TLP ekspresija, proteīna klātbūtne 
pie nešķīstošajiem proteīniem un 
samazināta E. coli augšana, liecina, ka 
TLP ekspresija BL21 šūnās ir toksiska 
pašām baktērijām.

Laiks (h)

M - marķieris; 1 – 4 – stundas pēc inducēšanas
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Uz E. coli balstīta transkripcijas - translācijas sistēma, kas satur visus translācijai nepieciešamos elementus (ribosomas, ribosomālos faktorus, tRNS, aminoacetil-tRNS sintetāze u.c., kā arī T7 RNA polimerāzi),
divu soļu reakcija, 
kā paraugs tiek izmantots PCR, kas satur gan interesējošo gēnu, gan translācijas un transkripcijas regulēšanai nepieciešamos elementus (T7 promoters, ribosomālā saistīšanās vieta, T7 terminātors). 




• Tika optimizēta proteīna ekspresija
tā, lai baktērija šo proteīnu varētu
ekspresēt noteiktā daudzumā,
saglabājot dzīvotspēju un neveidotu
ieslēguma ķermeņus (paliktu šķīstošā
veidā):
– Samazinot IPTG koncentrācijas (0,05 –

1mM),
– Samazinot augšanas temperatūru

(25oC),
– Pievienojot 1% glikozi, tā var palīdzēt

novērst T7 RNS polimerāzes ekspresiju
un palīdz stabilizēt vektoru.

M – marķieris
A – bez plazmīdas/bez IPTG
B – bez plazmīdas/ar IPTG
C – ar plazmīdu/bez IPTG
D – ar plazmīdu/ar IPTG (TLP)

TLP (24,6 kDa) + N-terminal peptid (3 kDa) = 27,6 kDa.

TLP ekspresijas optimizēšana
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Bija info par konkrēto gēnu, tāpēc interesēja tā produkts
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Sākotnēji šūnas tika inducētas ar 1mM IPTG 
37oC OD600 = 0.5.

Pēc optimizēšanas, indukcija tika veikta 
pie lielāka šūnu daudzuma (OD600 = 1,5).

M – marķieris
A – bez plazmīdas/bez IPTG
B – bez plazmīdas/ar IPTG
C – ar plasmid/bez IPTG
D – ar plazmīdu/ar IPTG (TLP)

5x atšķaidījums 

M/A/B/C/D A/B/C/D

5x atšķaidījums 

M/A/B/C/D/  A/B/C/D 

Atšķirīgi inducēšanas laiki



IPTG koncentrāciju efekts

• Šūnas inducētas pie 25oC pa nakti, 
izmantojot dažādas IPTG 
koncentrācijas, bez glikozes (0.05, 0.1, 
0.5 mM). 

• Dažādās IPTG koncentrācijas īpaši 
neietekmēja ekspresētā proteīna 
daudzumu.

Analizēts uz SDS-PAAG un izmantojot 2100 Bioanalyzer. 1 –lizāts no IPTG inducētām E. coli ar TLP konstruktu (ar 1% glikozi); 2 –lizāts no IPTG inducētām E. coli ar TLP 
konstruktu (bez 1% glikozes); 3 –lizāts no neinducētām E. coli ar TLP konstruktu (ar 1% glikozi); 4 –lizāts no neinducētām E. coli ar TLP konstruktu (bez 1% glikozes); L 
– marķieris. Ni-NTA attīrīšana: 1: FT – flow - through; W 1-2 – mazgāšana; E 1-3 – eluāti. 

Attīrīšana ar Ni-NTA

Audzēts 25oC ~ 60h ar atšķirīgām 
IPTG konc.
M – protein MW marker
A – 0,1mM IPTG
B – 0,5mM IPTG
C – 0,05mM IPTG
D – ar plazmīdu/bez IPTG
E – bez plazmidas

M /A /B /C / A/ B/ C/ D/ E/ M

5x dilution

Protein doublets
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The observed doublets were gel defects of the protein samples re-oxidizing during the run or incomplete disulfide bond dissociation.


As there were medium amount of TLP and Mohamed et al. (2011) reported that maximum amount of soluble NP24I protein was obtained at 0.05 mM IPTG at 25oC, in an additional experiment, 

Analyzing samples by SDS-PAGE there were nonspecific proteins at the same molecular weight or a bit higher (Fig.x.). To clarify origin of the nonspecific bands, protein analysis were performed with the 2100 Bioanalyzer and Protein 80 kit that showed more distinct bands compared to the SDS – PAGE and no nonspecific protein (Fig.x). The observed doublets were gel defects of the protein samples re-oxidizing during the run or incomplete disulfide bond dissociation.




• TLP tika ekspresēts ar 6x His asti, lai varētu veikt proteīnu attīrīšanu,
• Proteīnu attīrīšana dabīgos (native) apstākļos veic ar imidazolu,
• Imidazols inhibē enterokināzes aktivitāti,
• Imidazola aizvākšana ar Sephadex G-50,
• Antimikrobiālās aktivitātes testos izmantoja TLP ar 6x His asti.

His-tag astes nošķelšana

E1/E2/E3/+enterokināze Eluāti + enterokināze pēc inkubēšanas

L/FT/W1/W2/W3

L - lizāts
FT- flow-through 
W- wash
E- eluate



A  B  C   

 D  E  F   

G     H  I   

J     K  L   

M  N  

Proteīna antimikrobiālās aktivitātes 
pārbaude ar L. seditiosum un 11 citām 
sēņu sugām.
(A) Trichoderma sp., 
(B) A. aerolatum, 
(C) B. adusta, 
(D) H. parviporum 17, 
(E) H. parviporum 162, 
(F) C. borealis, 
(G) G.sepiarium, 
(H) H.annosum 50,
(I) H. annosum V Ma15, 
(J) L.seditiosum,
(K) L. conigenum, 
(L) R.bicolor,
(M) S.brinkmannii,
(N) S.sanguinolentum. 
Pulksteņrādītāja virzienā no augšas: 1 -
20µg; 2 – 50 µg; 3 – 300 µg proteīna; 4 
– kontrole (Ni – NTA eluēšanas buferis).
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The recombinant TLP showed antimicrobial activity against E. coli and 12 fungi species. Our results demonstrate that bacterially expressed protein retained its biological activity. All these observation (antifungal activity and transcript accumulation only after MJa treatment) concur with a proposed role of TLP in the protection of seedlings against pathogens

We cloned and expressed the recombinant thaumatin – like proteins (TLP) from Pinus sylvestris and studied its antimicrobial activity against part of the major pathogens of tree (11 fungi species) and Trichoderma sp.. Trichoderma sp. is fungal antagonist which also works on wood decay fungi (Highley, Ricard 1988). 





• S. brinkmanni, C. borealis un R. bicolor bija 
visjūtīgākie pret TLP, sēnes augšana tika 
inhibēta jau pie 20 µg TLP.

• H. annosum 50, Trichoderma sp. un L. 
seditiosum tika inhibēti tikai pie 100 µg TLP. 

• Ilgākais inhibēšanas laika tika novērots R. 
bicolor (14 dienas), G. sepiarium (14 dienas), 
H. parviporum (10 dienas), H. annosum
(10dienas) un L. seditiosum (14 dienas). 

• Mazāka ietekme bija uz ātri augošajām sēnēm
B. adusta un Trichoderma sp..

S. brinkmanni, C. borealis, R. bicolor

20µg

300µg

50µg

300µg

50µg

20µg

300µg

20µg

50µg

Daļa no šīm sēnēm ir nozīmīgi egļu patogēni Latvijā. Arhipova N. et al. 2011 pētījums 
rāda, ka aptuveni 1/5 no eglēm (Picea abies) Latvijas mežos ir inficētas ar trupes 
izraisošām sēnēm un biežāk sastopamā bija H. parviporum , kas tika izolēta no celmiem 
(11.1%) un stumbriem (55,3%). S. sanguinolentum bija otra biežāk sastopamā sēne. Abu 
šo sēņu augšanu relatīvi stipri ietekmēja TLP un salīdzinoši ilgi saglabākās inhibiēšanas 
efekts.

20µg

50µg

300µg

20µg

50µg

300µg

20µg

50µg

300µg

H. annosum, Trichoderma sp., L. seditiosum



Pirms apstrādes 3 mēneši pēc 
inokulēšanas ar L. 

sed.

3 nedēļas pēc 
inokulēšanas ar 

L. sed.

Ar L. sed. specifiskiem praimeriem 
produktam jābūt 382 bp 

Lai novērtētu inducētās rezistences efektu, apgūta L. seditiosum
audzēšana šķidrā barotnē un veiksmīga sēnes inokulēšanas metode 
uz P. sylvestris stādiem.
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Na hipohlorīts ir šūnu kodolu inde, un tādēļ tas rūpīgi jāatskalo no eksplanta. Tomēr šīs vielas pēdas var palikt un tādēļ daži autori iesaka augu audus vispirms skalot 0,01 N HCl un tikai tad skalot ar destilētu ūdeni. �
Skujkokiem vienu gadu vecie dzinumi sterilizēti �5,25% NaOCl šķīdumā 30-60 sekundes� (Harvey, Grasham, 1969).




Inducētā rezistence (MJa)
Sagatavošanas darbi jonu plūsmas sekvenēšanai Norvēģijā (Norvēģijas 
ainavu un mežu izpētes institūtā Ås )

• Izmēģinātas dažādas RNS izdalīšanas metodes, lai iegūtu atbilstošas 
kvalitātes RNS izmantošanai darbā ar jonu plūsmas sekvenātoru 
(paraugi analizēti ar Agilent bioanalizātoru).

• Veikts eksperiments ar P. sylvestris klona rametiem:
- 3 rameti apstrādāti ar 10mM MJa (pa 5ml), 6 rameti 

nepastrādāti (kontroles),
- 2 nedēļas pēc apstrādes ar MJa ievāktas skujas no visiem 

rametiem (arī kontrolēm). Veikta TLP gēna ekspresija ar qPCR un 
rametu pārbaude ar stresa marķieriem. Atlasīti piemērotākie rameti 
darbā ar jonu plūsmas sekvenātoru.
• Norvēģijas ainavu un mežu izpētes institūtā Ås veikta jonu plūsmas 

sekvenēšana kontrolēm un rametiem, kas apstrādāti ar MJa, lai 
varētu atlasīt kandidātgēnus, kas saistīti ar inducēto rezistenci.



1. Klonu rameti: 
- pārbaudīti ar SSR marķieriem,
- rametu skuju pārbaude (lai izslēgtu citu patogēnu sēņu ietekmi uz šo 
eksperimentu),

2. Apstrāde ar metiljasmonātu: 
- 1x apstrādāti ar 0, 5, 10, 30, 50 mM MJa pa 5ml,
- Pēc 2 nedēļām inokulēti ar L. seditiosum,
- Pēc 3 nedēļām un pēc 3 mēnešiem veikta L. seditiosum

pārbaude skujās,
- 2 nedēļas pēc apstrādes ar MJa un 3 nedēļas pēc stādu 

inokulēšanas ar L. seditiosum veikta TLP gēna ekspresija, izmantojot qPCR 
un stresa gēnu marķieru pārbaude (izmantoti dhn 3, Lea, ABA, P5SC2 
marķieri).

Inducētā rezistence (MJa)
Eksperimenti ar P. sylvestris klonu rametiem:
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10_3; 0 – pirms apstrādes
10_3; 2 – 2 nedēļas pēc apstrādes

Pirms apstrādes

Presenter
Presentation Notes
SSR ir mikrosatelītu marķieri (mikrosatelītu garuma polimorfisms)




- nav nokaltuši
2 nedēļas pēc apstrādes ar MJa



3 nedēļas pēc inokulēšanas
- nav nokaltuši



Inducētās rezistences pārbaude sējeņos

L. seditiosum pārbaude kontroles un MJa
apstrādātās skujās pēc 6 mēnešiem. Sēnes
klātbūtnes gadījumā jābūt 382 bp garam PCR
produktam. M – garuma marķieris.

Problēmas:
- sakņu iekalšana, 
- trūdodiņa klātbūtne,
- citu patogēno sēņu klātbūtne augsnē.

kontroles MJa



Darbi šobrīd:
• Hitināžu aktivitātes 

pārbaude,
• TLP un hitināžu gēnu 

ekspresijas pārbaude 
dažādos laika periodos.

Vasarā:
• Inducētās rezistences 

atkārtota pārbaude sējeņos 
un klona rametos.
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