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KOPSAVILKUMS

Viena no postoSakajam kokaugu slimibam Latvija ir saknu trupe, ko izraisa saknu
piepe Heterobasidion annosum (Fr.) Bref. H. annosum izraisa koku priekslaicigu bojaeju,
tada veida radot ieverojamus zaud@umus mezsaimnieciba. Saknu trupes bojato
kokmaterialu vértiba ievérojami samazinas. Visbiezak lietotais saknu trupes biologiskas
kontroles agents Eiropas valstis ir liela pergamentséne: Phlebiopsis gigantea (Fr.) Jiil.

Ilgstosi pielietojot biologiskos preparatus, vidé nonak liels daudzums genétiski
viendabiga sénes izolata. Biologisko preparatu ietekmi uz vidi iesp&jams samazinat,
pielietojot preparatus, kuru razoSana izmantoti vietgjas izcelsmes sénu izolati.

Darba mérkis bija Latvija izdalit efektivakos P. gigantea izolatus un parbaudit to
efektivitati laboratorijas apstak]os.

Pavisam tika ievakti 96 paraugi no priedes koksnes un 36 no egles koksnes.
Laboratorija izol&ti 47 P. gigantea celmi no priedes un 8 no egles koksnes.

Saja pétijuma tika izmantoti 29 Latvija ievaktie P. gigantea izolati un Somija
razotais P. gigantea séni saturoSais preparats ,,Rotstop”.

Latvijas P. gigantea izolatu efektivitate tika salidzinata ar preparata ,,Rotstop” sastava
esosas P. gigantea izolata Cetriem dazadiem efektivitates raditajiem: micélija augSanas
atrumu, antagonismu pret H. annosum S un P intersterilitates grupam, oidiju produkciju.

Konstatéts, ka laboratorijas apstaklos, vairaku Latvija ievakto P. gigantea izolatu
mic€lija augSanas atrums, ka arT antagonisms pret H. annosum S un P intersterilitates
grupam bitiski neatSkiras no ,,Rotstop” izolata efektivitates raditajiem. Attieciba uz oidiju
produkciju vairaki Latvijas P. gigantea izolati uzrada butiski augstakas vértibas salidzinajuma
ar izolata ,,Rotstop” sastava esoSo P. gigantea. Visefektivakie no Latvijas ievaktajiem
Phlebiopsis gigantea izolatiem ir J1, K4, J3, J5 un Kd2, kuru efektivitate turpmak tiks
parbaudita lauka apstak]os.



IEVADS

Viena no postosakajam skujkoku slimibam Latvija, tapat ka citur Eiropa, ir saknu
piepes Heterobasidion annosum (Fr.) Bref. izraisita saknu trupe.

Baltijas valstis trupes patsvars eglu audze€s ir 20-50% (Vasilauskas et al., 2002;
Gaitnieks et al., 2004). Trupes izraisitie zagbalku vértibas zudumi ir 6-9%, bet zaudgjumi
var sasniegt pat 30-40% (Tamminen, 1985; Kaarna-Vuorinen, 2000). Ik gadu ekonomiskie
zaud€jumi Eiropas Savienibas valstis sastada aptuveni 500 milj. eiro (Woodward et al.,
1998; Webber and Thorpe, 2001).

Viens no svarigakajiem saknu trupes ierobezoSanas pasakumiem ir celmu virsmu
apstrade ar biologiskiem vai kimiskiem preparatiem. Tiesi biologisko preparatu
pielietosanai ir vairakas priekSrocibas. Atskiriba no kimiskajiem preparatiem, biologiskas
kontroles agenti un to metaboliti ir viegli noardami, tada veida ir iesp&jams izvairities no
ekologiskam briesmam. Biologisko lidzek]u ietekme ir ilgstoSa, turklat tie var k]at par
noturigu biocenozes komponentu.

Viens no efektivakajiem biologiskas aizsardzibas veidiem ir celmu virsmu apstrade
ar antagonistu sporam. Efektivaka H. annosum ierobezoSana ar antagonistiem ir §is sénes
agrinajos attistibas posmos. Saja laika patogénam ir maza biomasa un tapéc ari vaja
saprofitiskas konkurences sp&ja (Holdenrieder and Greig, 1998).

Pagaidam vieniga s€ne starp bazidiomic&t€m, kas sp&j nodrosinat H. annosum
izplatibas ierobezosanu celmos ir licla pergamentséne Phlebiopsis gigantea (Fr.) Jil. Uz
§1s sénes bazes ir izveidoti vairaki preparati. ,,Rotstop” ir viens no vislabak pazistamajiem
P. gigantea sporas saturosajiem biologiskajiem preparatiem (Korhonen et al., 1994).
Daudzas valstis priezu celmu apstrade ar P. gigantea ir attistita un sekmigi pielietota.
Tomér neskaidri ir jautajumi par P. gigantea viena izolata ,,Rotstop” ietekmi uz
ekosistému, ta lietoSanas dro$ibu attieciba uz genétisko un biologisko daudzveidibu.

Veiktie pétijumi Zviedrija paradija, ka preparata ,,Rotstop” efektivitate Zviedrija bija
zemaka ka Somija (Berglund et al., 2005; Thor and Stenlid, 2005), tad€] tika mekl&ti
Zviedrijas vietgjie P. gigantea celmi, kas butu efektivaki un labak pieméroti Zviedrijas
apstakliem.

F s

Ar AS ,Latvijas valsts meZzi” iniciativu Latvija ,,Rotstop (turpmak teksta

,Rotstop”) tika registréts 2006. gada. Ari Latvija ir svarigi atrast efektivus P. gigantea



celmus, ko perspektiva vartu izmantot, razojot biologiskos preparatus H. annosum

izraisttas saknu trupes ierobezosanai.

Miisu darba mérkis ir Latvija izdalit efektivakos P. gigantea izolatus un parbaudit

to ietekmi uz H. annosum attistibu skujkoku celmos.

2007. gada tika izvirziti sekojosi darba uzdevumi:

1.

2.

Ievakt atskirigus P. gigantea sénes izolatus;
Noteikt sénes P. gigantea micglija augSanas atrumu;

Laboratorijas apstaklos analizét P. gigantea antagonismu pret H. annosum S un P

intersterilitates grupam,;
Parbaudit sénes P. gigantea sporu produkcijas efektivitati,

Salidzinat Latvija ievakto sénes P. gigantea izolatu un preparata ,,Rotstop” sastava

esosas sénes P. gigantea efektivitates raditajus.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Lielas pergamentsénes Phlebiopsis gigantea biologija

Liela pergamentséne Phlebiopsis gigantea (Fr.) Jilich ir koksni noardosa
saprotrofiska bazidiomic@te, kas pasi izplatita mérenas un borealas joslas mezos visa
pasaul€. Séne izraisa skujkoku kokmaterialu balto trupi (Eriksson et al., 1981)..

Sénes optimalai attistibai nepiecie$ams augsts mitruma saturs. P. gigantea sénes
auglkermeni biezi veidojas uz kritalam, un cir$anas atlickam (1. att€ls). P. gigantea séne ir
biezi sastopama uz divus - tris gadus veciem eglu un priezu celmiem (2. att€ls). Visbiezak
auglkermeni sastopami uz priezu celmiem (Kéairik and Rennerfelt, 1957).

Jaunie P. gigantea auglkermeni ir caurspidigi, baltpeleki, vecakas sénes — pelekas
vai dzeltenbrunas (3. att€ls). Diametrs auglkermeniem var biit no 20 Iidz 30 cm (Ké&érik
and Rennerfelt, 1957), biezums — 0,5 mm (Cram, 2003). Auglkermeni var veidoties tris

lidz Cetrus gadus péc infekcijas koksneé (Holdenrieder and Greig, 1998).

1. att€ls. Phlebiopsis gigantea auglkermeni 2. attéls. Phlebiopsis gigantea auglkermeni

uz cirSanas atliekam (T. Gaitnieka foto). uz egles celma (T. Gaitnieka foto).

P. gigantea ir raksturiga gan dzimumiska gan bezdzimumiska vairoSanas.
Dzimumiska vairoSanas noris ar bazidijsporam, kuru izméri ir 6-8 x 2,75-4 um.
Bezdzimumiska vairo$anas — ar vegetativajam sporam, jeb oidijam, kuru izméri ir 5-10 x

2,5-6 um (Eriksson et al., 1981).



Lidz Sim ir veikti daudzi lauka pétijumi Lielbritanija, Kanada, ASV, Francija,
Vacija, Zviedrija, Somija, Polija, lai noskaidrotu P. gigantea efektivitati pret H. annosum
attistibu koksn€ un analizétu sénes antagonismu (Rishbeth, 1975; Thor, 1997; Varese et

al., 2003; Pettersson and Ronnberg, 2001; Vainio et al., 2001; Webber and Thorpe, 2001).

3. attéls. Phlebiopsis gigantea auglkermeni (T. Gaitnieka foto).

1.2. Saknu piepes Heterobasidion annosum biologija un izraisitie
ekonomiskie zaudejumi

Saknu piepe Heterobasidion annosum(Fr.) Bref. ir koksni noardosa bazidiomicéte. H.
annosum séne veido neregularas formas, s€doSus auglkermenus. Auglkermena pamatne ir
paplasinata, savukart apmale ir planaka, biezi uzliekta. Visbiezak jaunie auglkermeni
veidojas rudens ménesos - septembr un oktobri, retak vasaras beigas. H. annosum piepes
veidojas uz v€ja izgaztu koku sakném. Atrodamas atmirusu vai vél dzivu koku saknu
kakla rajona (Laflamme, 1994).

Piepes virspuses krasa var biit no tumsi briinas, gandriz melnas Iidz pat gaisSi briinai.
Apmale ir balta (4., 5. attels). Himenofors ir stobrveida. Ta krasa ir dzelteniga vai balta.
Auglkermenu diametrs ir 5-30 cm, biezums — 3-4 cm. (Eglitis, Gailitis,1930; [lleBuenko,
Humopuk, 1986).

H. annosum ir raksturiga gan dzimumiska gan bezdzimumiska vairo$anas. Dzimumiski
séne vairojas ar bazidijsporam, kuras ir olveida vai elipsoidas. Bazidijsporu izméri: 4.5-6 x

4-4.5 um. Bezdzimumiski vairojas ar konidijam (Breitenbach, Krénzlin, 1986). Konidiju



izméri ir 4.8-6.6 x 3,6-5,0 um (Mugnai, Capretti, 1989). Daba konidiju loma H. annosum
izplatiba ir nenozimiga. Visbiezak s€nes bezdzimumstadija ir sastopama laboratorijas
apstaklos tirkultiira, kur konidijas labvéliga temperattiras un mitruma rezima veidojas Petri

plat€s uz micélija virsmas (Laflamme, 1994).

4. attels. Heterobasidion annosum auglkermeni 5. attéls. Heterobasidion annosum auglkermeni uz

uz priedes saknu kakla (T. Gaitnicka foto). egles celma (T. Gaitnieka foto)

H. annosum sastopama gandriz visos apsaimniekotajos mezos ziemelu puslodé
(Niemeld and Korhonen, 1998). Ik gadu s€nes izraisitie zaudeéjumi Eiropas valstis veido
aptuveni 500 miljonus eiro (Webber and Thorpe, 2001). Latvija saknu trupe ir sastopama
visu vecuma klasu priezu un eglu audzes.

H. annosum séne konstateéta gandriz 150 saimniekaugu sugam (Hodges, 1969).
Galvenie saimniekaugi Eiropas ziemelu dala ir skujkoki. Saknu piepes bojajumi visbiezak
tiek konstatéti priedei (Pinus sylvestris L.) un eglei (Picea abies (L.) Karst). Ir novérots,
ka saknu piepe inficé arT ara berzu (Betula pendula Roth), apsi (Populus tremula L.),
piladzi (Sorbus aucuparia L.), kadiki (Juniperus communis L.), baltalksni (Alnus incana
(L.) Moench.), sila virsi (Calluna vulgaris (L.) Hull). Vairuma gadijumu H. annosum
neinficé lapu koku tiraudzes, bet gan izplatas no slimibas skartiem skuju kokiem saknu
kontaktu cela (Korhonen, Piri, 1993).

Galvena pazime, kas liecina, ka koki ir inficeti ar So slimibu, ir trup&juma plankumi,

kas redzami uz nozagétu koku celmu virsmas. Plankumi sakotngji ir gaisi dzelteni, parasti



balaki neka vesela koksne, tos aptver tumsakas krasas zona. Trup&jusi koksne péc kada
laika kliist miksta, Skiedraina, sausa, bringana (6. att€ls). V€lak stumbra var izveidoties

dobums (Greig, 1998).

6. att€ls. Ar saknu trupi inficéts Picea abies celms (T. Gaitnieka foto).

Austrumeiropa un Baltijas valstis vairak neka pusi no mezu platibas aiznem Pinus
sylvestris. Tadgl ipasi svarigs mezsaimnieciba ir So audzu fitopatologiskais stavoklis. H.
annosum ir plasi izplatita valstis, kur notiek intensiva mezu apsaimniekosana (Fiodorov,
1998).

Ar H. annosum inficétajiem kokiem pavajinas noturiba pret véjgazeém un snieglauzém,
samazinas pieaugums, ka ar1 pastiprinas uznémiba pret kait€kliem un citiem patog€niem
(Korhonen et al., 1994).

H. annosum pazimes dzivos kokos nav loti atSkirigas no citu trupi izraisoSo sénu
bojajumiem koksné. Dziva koka stumbra saknu trupe var attistities bez argjam pazimém.
Kad vismaz puse no koka saknu sistémas vai saknu kakls ir inficéts, simptomi koksn&
klust redzami. Konstatéti svekaini izdalijumi pie koka pamata vai svekainas briices uz
sakném. Infekcijai pastiprinoties koku vainags dzelteé vai briingé, v€rojama vainaga
izretinaSanas. Jauni koki, kas aug uz bijusam lauksainmiecibas zem&m, var nokalst vienas

sezonas laika (ipasi priedes) (Greig, 1998; Cram, 2003).



1.3. Heterobasidion annosum biologiska kontrole.

Organisma sp&ju eksistét noteikta vidé dal&ji nosaka ta ekologiskas attiecibas ar citiem
organismiem, kuri biezi var biit antagonisti. Tadg] ir iesp&jams $adus organismus lietot
patogénu biologiskaja kontrolé (Holdenrieder and Greig, 1998).

Vieniga suga starp bazidiomicétém, kas plasi tiek pielietota H. annosum biologiskaja
kontrolg, ir P. gigantea.

P. gigantea, lidzigi H. annosum, spgj inficét vél dzivus, svaigi cirstu celmu audus.
Straujas celma kolonizacijas rezultata ta nelauj attistities H. annosum (Holdenrieder and
Greig, 1998). Starp $STm divam s€ném, laboratorijas apstaklos, tieck novérots antagonisms
hifu kontakta vieta. Saskaroties ar P. gigantea hifam, H. annosum hifas strauji noardas
(Deacon, 1998).

H. annosum augsana ir daudz lénaka ka P. gigantea. H. annosum vidgjais augSanas
atrums dzivas sakn€s var biit no 9.5 - 25.0 cm gada. P. gigantea vidgjai augSanas atrums
var biit vairak neka 20 cm tris méneSos (Pettersson and Ronnberg, 2001).

P. gigantea vegetativi izplatas ar oidijam. Tas ir pietiekoSi rezistentas pret izzusanu,
tiek producgtas liela skaita un ir viegli uzglabajamas. Eiropas Savienibas valstis plasi tiek
pielietots P. gigantea oidiju pulveris H. annosum izraisitas saknu trupes kontrolg.

Sads P. gigantea oidiju pulveris Skandinavija ir registréts ka biologiskas kontroles
preparats ,,Rotstop”, Polija — ka preparats PgIBL, Lielbritanija — ka PG Suspension (Thor,
1997). Eiropa P. gigantea ir visplasak lietotais H. annosum biologiskas kontroles Iidzeklis.
Ar to katru gadu tiek apstradati apméram 210 000 ha mezu (Thor, 2001).

Somija, Irija, Skotija, Polija, Norvégija, Francija, Danija un Zviedrija celmu apstrade
péc kailcirtes vai audzu retinaSanas tiek veikta 90 % no visas platibas. P&tijumos
konstatéts, ka eglu celmu apstrade pec mezizstrades samazina svaigu neinficétu celmu
inficg$anos par 90 — 95 %. Inficetas audzes rezultati ir atskirigi. Eiropas Savienibas valstis
gada investe 13 miljonus eiro celmu apstradei, taja skaita ari kimiskajai apstradei. Lai
nodro$inatu veselu audzu ipatsvara palielinaSanos nakotn€, Polija un Lielbritanija celmu
apstrade ir obligata (Thor, 2001).

Celmu apstrade pavasarT un rudeni palielina apstrades efektivitati pat Iidz 100%, ja
vien celmi ir atbilstoSi apstradati. Celmu apstrade palielina izmaksas par 10%. Tomer

nakotné tas atmaksajas gan ekonomiski, gan ekologiski (Sierota, 2001).
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Izmantojot P. gigantea, tiek panakta H. annosum izplatibas samazinasana skujkoku
audzés. Sadas biologiskas kontroles rezultata samazinas skujkoku mirstiba un pieaug
produkcijas apjomi. Celmu apstrade Polija ar So preparatu pirmas paaudzes priezu audzgs,

kas izveidotas uz lauksaimniecibas zem&m, ir obligata kops 1984. gada (Sierota, 2001).

1.4. Biologiskas kontroles blakusefekti un ietekme uz vidi

Biologiska kontrole, salidzinot ar kimikaliju pielietojumu, bieZi ir jutigaka attieciba uz
klimatiskajiem apstakliem un, adekvats tas pielietojums, prasa atbilstoSas zinasanas.
Izmantojot P. gigantea celmu apstrade meza, skujkoku zagmaterialiem séne var izraisit
sarkanas svitras (Holdenrieder and Greig, 1998).

Dabisko sénu populaciju struktiiru gan skuju koku, gan lapu koku celmos, butiski
ietekmé celmu apstrade ar kimiskajiem agentiem. Zinatnieki ir pieradijusi, ka celmu
apstrade ar P. gigantea un citu sénu sporu suspensijam ietekmé citu celmu sénu sugu
daudzveidibu (Lipponen, 1991). Biologisko preparatu pielictosanas efekts ir ilgstoss, tadél
nevar dro$i apgalvot, ka celmu apstrade neizraisis nopietnas izmainas meza ekosist€éma
(Varese et al., 2003).

P&tijumi Zviedrija pierada, ka pirmo seSu gadu laika p&c apstrades preparats ,,Rotstop”
samazina celmos sastopamo sénu sugu daudzveidibu. Cetrus gadus vecos analizétajos
celmos daudzveidiba ir samazinajusies par 32%, bet seSus gadus vecos celmos par 46%.
Domingjosa séne Cetrus gadus vecos apstradatajos celmos bija P. gigantea (,,Rotstop”
genotips), kontroles celmos tika novérota liela dabiskas P. gigantea genétiska
daudzveidiba. SeSus gadus vecos celmos gan apstrades, gan kontroles varianta P. gigantea
jau bija reti sastopama. ST vecuma celmos tika novérota citu sénu sugu sastopamiba,
pieméram, Hypholoma capnoides, Resinicium bicolor, Sistotrema brinkmannii. P&tjjuma
rezultata tika pieradits, ka péc ,,Rotstop” preparata pielietosanas Heterobasidion annosum
bija vieniga bazidiomicgte, kuras sastopamiba tika biitiski samazinata (Vasiliauskas et al.,
2002).

Nopietnakas bazas rada efekts uz nemérka organismiem. Negativi ietekméti var biit
celmus apdzivojosie mikofloras organismi, taja skaita P. gigantea dabiskas populacijas,
kas var novest pie nevélamam biologiskas daudzveidibas izmainam ekosistema

(Holdenrieder and Greig, 1998). Tomeér arvalstu zinatnieku pétijumos tiek minéts, ka

11



preparats ,,Rotstop” neizraisa bitisku dabiskas P. gigantea genétiskas daudzveidibas
samazinasanos ( Vainio et al., 2001).

Pétijumi liecina, ka negativi tiek ietekméta vegetacijas daudzveidiba ap celmiem un
augsnes 1paSibas, ja tiek izmantoti kimiskas kontroles Iidzekli. Tadi kimiskie agenti, ka
urinviela un borati, izraisa strauju stinu un vaskularo augu bojaeju. Salidzinot celmu
apstradi ar kimiskas kontroles lidzekliem, preparats ,,Rotstop” neizraisija butiskus

vegetacijas bojajumus un neietekméja augsnes pH (Westlund and Nohrstedt, 2000).
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2. MATERIALS UN METODIKA

Dazadi Latvijas izcelsmes Phlebiopsis gigantea izolati tika ievakti laika no 2007.
gada jilija 1idz novembra meénesim Ziemelkurzemes, Dienvidkurzemes, Zemgales,
Vidusdaugavas, Austrumvidzemes, Rietumvidzemes un Ziemellatgales meZsaimniecibas.
Pavisam tika ievakti 96 paraugi no priedes koksnes un 36 no egles koksnes. Lidz Sim
laboratorija izol&ti 55 P. gigantea celmi: 47 no priedes un 8 no egles koksnes. Petijuma
tika izmantoti ar1 2006. gada ievaktie izolati.

Ievakto izolatu nosaukumi veidoti no izcelsmes vietas nosaukuma viena vai diviem
burtiem. Eksperimenta izmantoti 29 P. gigantea celmi: sesi no Kalsnavas (K1, K2, K3,
K4, K5, K6), sesi no Jelgavas (J1, J2, J3, J4, J5, J6), devini no Kuldigas (Kd1, Kd2, Kd3,
Kd4, Kd5, Kd6, Kd7, Kd8, Kd9), tris no Cesvaines (C1, C2, C3), divi no Ogres (O1, O2),
viens no Gulbenes (G1), viens no Plakanciema (P1) un viens no Kandavas (Knl). P.

gigantea izolatu ievaks$anas rajoni atziméti 7. attéla.

7. att€ls. P.gigantea izolatu ievaksanas vietas (K. Parumas shéma).
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2.1. Lauka darbu metodika Phlebiopsis gigantea izolatu ievaksanai

Phlebiopsis gigantea séne tika mekléta uz divus-Cetrus gadus veciem priezu un eglu
celmiem, ka arl uz nogaztiem kokiem un meza atstatam cirSanas atlieckam. Séne parasti
tiek atrasta uz tas koksnes dalas, kas ir versta pret zemi, ka ar1 uz balku galiem. Ar cirvja
palidzibu panéma nelielus (5 x 10 cm) paraugus. legiitos paraugus ievietoja polietiléna
maisos. Katra maisa pievienoja etiketi ar izcelsmes vietas nosaukumu. Paraugus uzglabaja

aukstaja kamera (+ 4 °C).

2.2. Laboratorijas darbu metodika Phlebiopsis gigantea izolatu
efektivitates novertesanai

Phlebiopsis gigantea kultiiru iegiiSana

Ar naza vai skalpela palidzibu no ievaktajiem koksnes paraugiem izgrieza 20-25
mazus koka gabalinus (0,2 - 0,5 x 2 cm). Pirms novietoSanas Petri platés uz sterilas iesala-
agara barotnes, iegtitos koksnes gabalinus virspuséji steriliz&ja virs atklatas liesmas. Katra
Petri plat€ ievietoja divus Iidz tris koksnes gabalinus p&c iesp&jas talak vienu no otra (8.
att€ls). Petri plates uzglabaja termostata (Lovibond — Thermostat Cabinet) vienu lidz divas

nedélas 20 °C temperatiira un regulari noveroja sénes koloniju attistibu (9. attéls).

8. attéls. Petri plate ar koksnes gabaliniem 9. attéls. P. gigantea micélijs (A. Mihailovas foto).
P. gigantea izol&sanai (A. Mihailovas foto).
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Iesala-agara barotne:

Maltozes ekstrakts (SIGMA ,,Malt extract”, Steinheim, Germany)
I5g

Agars (Difco Laboratories ,,Agar”, Detroit, Michigan, USA)
12¢g

Udens
1000 ml

Barotni autoklavéja 20 min 121°C temperatira.

Phlebiopsis gigantea kultiiru identifikacija

Phlebiopsis gigantea kultiras identificgja péc to makroskopiskajam un

mikroskopiskajam pazimém, izmantojot Leica DM 4000B mikroskopu.

Makroskopiskas pazimes:

Micelija krasa: balta;
Micgelija virsma: gluda, matgta;
Micélija apmale: gluda;

Micélija konsistence: sikgraudaina.

Mikroskopiskas pazimes:

Gaisa micélijs sadalits tipiskas oidiju virknés;
Oidijas cilindriskas, ar noapalotiem galiem;
Micelijs inkrust€ts ar kalcija oksalata kristaliem;

Micgelija biezi sastopamas spradzes un dubultas spradzes.
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Phlebiopsis gigantea tirkultiiru iegiSana

Izmantojot nosterilizétu metala cilindru (diametrs 5 mm) un prepargjamo adatu, no
P. gigantea kulturas ieguva vienadus micélija gabalinus, kurus pa vienam novietoja
atseviskas Petri platés ar iesala-agara barotni un inkubgja termostata 20 °C temperatiira.

legutas tirkultiras glabaja termostata pie tadas pasSas temperatiiras.

Phlebiopsis gigantea micélija augSanas atruma noteikSana

Phlebiopsis gigantea tirkultiiras mic€lija gabalinu novietoja uz iesala-agara barotnes
pie pasas Petri plates malas. Petri plates novietoja termostata 20 °C temperatiira un katru
dienu viena un taja pasa laika ar linealu izmerija augoSa micélija radiusu virziena no
micélija gabalina uz Petri plates malam. Micélija augSanas robezas atzimé&ja uz Petri plates
apaksgjas virsmas ar pildspalvu (10. attéls). AugSanas atrumu mérijja devinu dienu laika.
Merijumus veica tris atkartojumos. Péc iegiitajiem rezultatiem izrékinaja katra Phlebiopsis

gigantea izolata micglija vid€jo augsanas atrumu diena.

10. attels. P. gigantea micé€lija augSanas atruma mérisana (A. Mihailovas foto).
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Phlebiopsis gigantea antagonisma parbaude pret H. annosum S un P intersterilitates

grupam

Katru P. gigantea izolata micélija gabalinu parnesa atseviska Petri platé uz sterilas
iesala-agara barotnes, izmantojot nosterilizétu pipeti. P&c tam uz $is pasas Petri plates
parnesa agara gabalinu ar H. annosum S intersterilitates grupas (Zviedrijas izolats Rb 175)
kultiru un novietoja 5-6 cm attaluma no parbaudamas kultiras. Petri plates inkubg&ja
termostata 20 °C temperatiira. Regulari novéroja abu sénu koloniju augSanu un attistibu.
P&c 10 un 20 dienam kop$ sénu uzlik§anas uz platém mérija P. gigantea parauguma zonas

platumu (11. attéls). Identiskus me&rijjumus veica, izmantojot H. annosum P intersterilitates

grupu (Zviedrijas izolats 358).

11. att€ls. P. gigantea C1 izolata antagonisms pret H. annosum P intersterilitates grupu —
labi saskatama parauguma zona (K. Parumas foto).
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Phlebiopsis gigantea oidiju (vegetativo sporu) produkcijas noteik§ana izmantojot

Gorjajeva kameru

No katra Phlebiopsis gigantea izolata tirkultiiras pagatavoja suspensiju. Izmantojot
sterilu pipeti, Petri platé pievienoja Iml tidens un ar nosteriliz€to Spateli vienmerigi
izkliedgja pa visu virsmu. Ar pipeti ieglito suspensiju iesiica un parnesa Ependorfa
megeng.

Lai noteiktu oidiju skaitu iegiitaja suspensija, tika izmantota Gorjajeva kamera (12.
attels).

Gorjajeva kamera ir biezs priekSmeta stikls, kura vidusdala Sk&rsam izdobtas Cetras
renites, izveidojot piecas taisnstirveida plaksnites. Videja plaksnite, ko 1paSa renite
perpendikulari pardala uz pusém, ir par 0,1 mm zemaka neka divas blakusesosas. Tapéc,

parsedzot kameru ar segstiklinu, izveidojas mikrotelpa, kuras dzilums ir 0,1 mm (12.

attels).
i
Tikding
megstilding
v
/ T v/ \

r
Kameras dzilums 0,1 mm

12. attels. Gorjajeva kamera (Poiitoepr, CtpyTbiHckmii, 1999).
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13. attels. Gorjajeva kameras tiklins (Potit6epr, CtpyThiHCKHH, 1999).

Uz vidgjas plaksnites abu puSu virsmam stikla iegravéts tiklins (13. att€ls). Tiklins
sastav no 225 lielajiem kvadratiem, no kuriem 25 kvadrati ir sadaliti katrs vél 16 mazajos
kvadratinos. Liela kvadrata malas garums ir 0,2 mm (laukums atbilstos$i ir 0,04 mmz),
maza kvadrata malas garums ir Cetras reizes mazaks (0,05 mm) (laukums atbilstosi ir

0,0025 mm?) (1. tabula).

1. tabula. Gorjajeva kameras tehniskais raksturojums

Kameras parametri Parametru raksturlielumi
Liela kvadrata malas garums, mm 0,2 £0,0015

Maza kvadrata malas garums, mm 0,05 + 0,001

Tiklina malas garums, mm 3+0,003

Tiklipa laukums, mm?® 9

Kameras dzilums, mm 0,1+ 0,003

Kameras masa, g 4

Kameru apstradaja ar 70% etilspirtu. Uz kameras vid€jas plaksnites uzlika segstiklinu
un to pieslip&ja ta, lai uz segstiklina malas kliitu redzami varaviksnes gredzeni (ta tika
precizi ieverots kameras tilpums). Ar sterilu pipeti panéma 100 pl suspensijas un ievadija
Gorjajeva kamera, uzpilinot to uz kameras vidgjas plaksnites I1dzas segstiklina malai. P&c

1-2 minttém, kad izbeidzas skidruma pliisma kamera, to uzlika uz mikroskopa galdina.
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Izmantojot 100 x palielinajumu, P. gigantea oidijas tika saskaititas 20 mazajos kvadratos.
Sim noliikam redzes lauka kreisaja auggja st atrada lielo sadalito kvadratu un saskaitija
oidijas Cetros mazajos kvadratinos pa liela kvadrata diagonali (15. attéls). P&c tam
parbidija kameru pa diagonali uz leju un atrada nakamo sadalito kvadratu, 11dzigi saskaitija

oidijas Cetros mazajos kvadratos un ta talak (14. attels).

14. attels. P. gigantea oidijas Gorjajeva kameras lielaja kvadrata (A. Mihailovas foto).

Ja oidijas atradas uz maza kvadrata malas, tad pieskaitija tikai uz divam malam (uz
kreisas un apaks$g€jas malas) esosds, ja vismaz puse Siinas atradas kvadrata. P&c tam
aprékinaja vidgjo oidiju skaitu viena mazaja kvadrata. levérojot maza kvadrata laukumu,
noteica vidgjo oidiju skaitu Imm?’. Skaitfjumus veica tris atkartojumos divas reizes (1 un

2,5 ménesi) pec kultiiru uzsésanas.

2.3. Datu matematiska analize P. gigantea izolatu efektivitates
novertesanai

Iegtitie rezultati apstradati, izmantojot programmu Microsoft Excel. Rekinaja vidgjas
vertibas un standartnovirzes, ka ar1 korelaciju starp visiem iespgjamiem efektivitates
raditajiem. Korelacijas koeficienta biitiskumu parbaudija, salidzinot ar kritisko vértibu pie
o = 0,05 (Liepa, 1974).

Izolatu efektivitates raditaju vertibu salidzinasanai izmantota dispersijas analize

(ANOVA).
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3. REZULTATI UN DISKUSIJA

Lidz 2007. gada novembra ménesim pavisam tika ievakti 132 P. gigantea paraugi.

No egles koksnes ievakti 36 un no priedes koksnes 96 paraugi. Lidz Sim laboratorija ir

izdaliti 47 P. gigantea izolati no priedes koksnes un 8 izolati no egles koksnes.

Laboratorija ir izanalizéti 28 P. gigantea izolati no priedes koksnes un viens no egles

koksnes.

3.1. Phlebiopsis gigantea izolatu efektivitates analize

Laboratorijas apstaklos tika mérits P. gigantea izolatu mic€lija augSanas atrums.

Sénes P. gigantea izolatu micélija vid&jais pieaugums devinu dienu laika ir att€lots 2.

tabula.
2. tabula.
P. gigantea izolatu micélija vid&jais picaugums devinu dienu laika.

P. gigantea P. gigantea kult}'lru micélija vidéjais (pec 3 atkartojumiem)

celma . pieauguma zonas garums, mm _

nosaukums Dienu skaits p&c kultiiras uzsésanas Videja

1 2 3 4 5 6 7 8 9 | véertiba
K1 20| 47150 72| 95| 95| 9,7[10,0]10,0 7,50
K2 10| 60| 75] 80| 9,7[10,0]10,3]10,5] 10,0 8,11
K3 1,5 52[163]80]10,1] 9,0]10,5]10,2]10,0 7,87
K4 23| 6,7 70| 8810,0]10,0]10,8 10,3 |11,0 8,56
K5 22| 42153163 93| 88[10,3]10,3]10,3 7,46
K6 1,8 45[163]85[103| 9,2]10,2 10,0 | 10,2 7,89
J1 10| 53]162]80]10,0] 9,5[10,0] 9,7]10,0 7,74
J2 1,8 73178 87[10,5] 9,7] 98[102| 9,7 8,39
J3 1,2 63162 77| 98| 9,0]10,5] 9,7]10,0 7,81
J4 20| 57162 80| 93| 97]10,5(10,8 10,0 8,02
J5 2,0| 88 80| 80| 98| 88108 | 9,5]10,0 8,43
J6 20| 781 75| 7,3]10,0] 9,2]10,2|10,3 | 11,5 8,43
Kdl 05| 52|165| 77[10,5] 9,8]10,0]10,0] 10,0 7,80
Kd2 08| 58160 78] 98| 9,8]10,0]10,0 10,2 7,81
Kd3 23| 70 80| 87102 85| 97| 9,5]10,0 8,20
Kd4 1,2 60] 55 72| 97| 80| 93] 83| 9,0 7,13
Kd5 08| 63| 7,7]95]103] 9,7]10,0]10,5]10,5 8,37
Kd6 43| 62 85| 83| 88| 95| 9,7[10,0]10,0 8,37
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2. tabulas turpinajums.

Kd7 20| 70 87192 97| 98]108| 9,3]10,0 8,50
Kd8 1,8 6316568 88| 85| 9,0 93| 8,0 7,24
Kd9 1,7| 68 63| 58| 85| 85| 87]102] 85 7,22
Cl 27| 68| 78| 80| 85| 9,8]10,0(10,0 10,0 8,19
C2 50 7,5193]88] 90| 93]10,2|10,2]10,2 8,83
C3 30| 60| 73] 80| 85| 98]10,2]10,0 10,2 8,11
Gl 08| 48|50 6,7] 87| 92| 93[10,0| 92 7,07
Pl 05| 47175(82[102| 93| 8,0]10,2] 10,2 7,63
Knl 1,2 43]163] 83| 82| 83| 98]10,0] 9,5 7,33
Ol 23] 6,7 58| 83| 7,5| 88]10,0| 92| 92 7,54
02 22 72165185 82| 90| 98] 90| 9,0 7,70
ROTSTOP 2,71 53(190]90] 90]10,0]10,0]| 10,0 10,0 8,33
P. gigantea

izolatu videjais

pieaugums 1,9 61| 68| 79| 94| 92| 99| 99| 98

Devigu dienu laika vid&jais izolatu micélija pieaugums ir nevienmerigs:
vismazakais tas ir pirmaja diena pe&c kultiiras uzsésanas (1,9 mm), vislielakais septitaja un
astotaja diena (9,9 mm). Izolatu mic€lija augSanas atruma izmainas atspogulo augSanas
likne (15. attéls). Lielakais micélija vid€jais pieaugums diena ir izolatam C2 (8,83 mm),
K4 (8,56 mm) un Kd7 (8,50 mm). Preparata ,,Rotstop” sastava esosas P. gigantea micglija
vidgjais pieaugums diena ir 8,33 mm. Viszemakais micélija vid&jais pieaugums diena ir

G1 izolatam 7,07 mm.

[
N
[=]

=
o
=]

!

6,0

40
201 /

0,0

Micélija vid€ja pieauguma

zZonas garums, mm

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Dienas péc kultGras uzsésSanas

15. attls. P. gigantea izolatu mic¢lija augsanas likne.
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Attela ir redzams, ka izolatu pieauguma eksponenciala faze ir sakot no pirmas lidz
piektajai dienai. Vismazakais P. gigantea micélija vid€jais pieaugums ir pirmaja diena
(1,9 mm). Piektaja diena vidgjais micglija picaugums sasniedz 9,4 mm (15. att€ls).

legttie rezultati par P. gigantea antagonismu pret H. annosum atSkiras starp
dazadiem P. gigantea izolatiem. Rezultatu atskiribas ir vérojamas ari viena izolata robezas

pret H. annosum S un P intersterilitates grupam.

3. tabula.
P. gigantea izolatu antagonisms pret H. annosum S intersterilitates grupu.
Demarkacijas linijas platums, mm
P. gigantea Dienu skaits péc kultiiru Parauguma
celma uzséSanas Videja zonas vidgjais
nosaukums 10 20 vertiba picaugums
mm/diena
K1 8,5 23 15,75 1,00
K2 9 26 17,50 1,10
K3 9 29 19,00 1,18
K4 9 30 19,50 1,20
K5 8 25 16,50 1,03
K6 9 31 20,00 1,23
J1 8,5 35 21,75 1,30
J2 7 22 14,50 0,90
I3 10 27 18,50 1,18
J4 10 37 23,50 1,43
J5 8 31 19,50 1,18
J6 9 25 17,00 1,08
Kdl 8,5 29 18,75 1,15
Kd2 8 27 17,50 1,08
Kd3 10 35 22,50 1,38
Kd4 8 29 18,50 1,13
Kd5 7 28 17,50 1,05
Kd6 8 28 18,00 1,10
Kd7 7 22 14,50 0,90
Kd8 9 24 16,50 1,05
Kd9 5,5 19 12,25 0,75
Cl 6 16 11,00 0,70
C2 9 27 18,00 1,13
C3 9 32 20,50 1,25
Gl 10,5 35 22,75 1,40
Pl 8 28 18,00 1,10
Knl 8,5 31 19,75 1,20
Ol 9 23 16,00 1,03
02 8,5 24 16,25 1,03
ROTSTOP 8,5 30 19,25 1,18
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Vidgjais P. gigantea parauguma zonas picaugums pret H. annosum S intersterilitates

grupas izolatiem vari€ no 0,7 mm/diena (C1 izolats) lidz 1,43 mm/diena (J4 izolats) (3.

tabula). Lielako P. gigantea vid&jo parauguma zonu veido izolati J4 (1,43mm/diena), G1
(1,40 mm/diena), Kd3 (1,38 mm/diena) un J1 (1,30 mm/diena) izolati. Preparata

,Rotstop”sastava esosa P. gigantea parauguma zonas picaugums ir 1,18 mm/diena.

Vidgjais P. gigantea parauguma zonas pieaugums pret H. annosum P intersterilitates

grupas izolatiem vari€ no 0,65 mm/diena (C1, C2 izolati) lidz 1,15 mm/ diena (P1, Kd2

izolati) (4. tabula). Analiz€jot antagonismu pret H. annosum P grupu, konstatéts, ka

labakos rezultatus uzrada P. gigantea izolati Kd2 (1,15 mm/ diend), PI (1,15 mm/ diena)

un J1 (1,10 mm/ diend). Preparata ,,Rotstop” vid&jais parauguma zonas platums diena pret

H. annosum P intersetilitates grupu ir 0,9 mm/diena.

4. tabula.
P. gigantea izolatu antagonisms pret H. annosum P intersterilitates grupu.

Demarkacijas linijas platums, mm
- G Dienu skaits p&c kulttiru uzsésanas Pirauguma
celma Videja | zonas vidgjais
nosaukums 10 20 veértiba pieaugums
mm/diena
K1 10 17 13,5 0,93
K2 10 19 14,5 0,98
K3 9 15 12 0,83
K4 9 17 13 0,88
K5 7 17 12 0,78
K6 11 21 16 1,08
J1 12,5 19 15,75 1,10
]2 8 12,5 10,25 0,71
I3 10 18 14 0,95
J4 9,5 17 13,25 0,90
J5 9,5 18 13,75 0,93
J6 9 17 13 0,88
Kdl 9 18 13,5 0,90
Kd2 12 22 17 1,15
Kd3 9 19 14 0,93
Kd4 12 19 15,5 1,08
Kd5 10 19 14,5 0,98
Kd6 8 17 12,5 0,83
Kd7 6 16 11 0,70
Kd8 9 16 12,5 0,85
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4. tabulas turpinajums.

Kd9 9,5 16 12,75 0,88
Cl 6 14 10 0,65
C2 7 12 9,5 0,65
C3 8 13 10,5 0,73
Gl 10 17 13,5 0,93
Pl 12 22 17 1,15
Knl 7,5 12 9,75 0,68
01 8,5 20 14,25 0,93
02 7,5 21 14,25 0,90
ROTSTOP 8 20 14 0,90

P. gigantea izolatu oidiju produkciju mérija péc viena un diviem ar pusi ménesiem
péc kultiiras uzséSanas. Vidgjais P. gigantea izolatu oidiju skaits Gorjajeva kameras
0,0025 mm® un 1 mm’® ir redzams 5. tabula. Vislielaka oidiju produkcija starp
analizétajiem P. gigantea izolatiem konstatéta izolatiem J2: 13x10° sporas/mm2 un [3:
8x10° sporas/mm’. Viszemaka sporu produkcija atziméta izolatam K1: 0,1x10’
sporas/mm” un C1 izolatam - 0,1x10° sporas/mm’. Preparata ,,Rotstop” sastava esosa P.

gigantea sporu produkcija ir 4x10° sporas/mm? (5. tabula).

5. tabula.
P. gigantea izolatu vidgja oidiju produkcija.

. Vidéjais oidiju skaits | Videjais
P. gigantea R g :
celma Gor]zfj_eva kan_le_ras 01d1]u2skalts
nosaukums mazaja kvaglrata 1 m3m .
(0,0025 mm"®) x10
Kl 1 0,1
K2 2 1
K3 3 1
K4 5 2
K5 2 1
K6 2 1
J1 10 4
12 31 13
I3 20 8
J4 3 1
J5 2
J6 3 1
Kdl 5 2
Kd2 10 4
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5. tabulas turpinajums.

Kd3 2 1
Kd4 3 1
Kd5 2 1
Kdé6 12 5
Kd7 11 4
Kd8 2 1
Kd9 5 2
Cl 0 0,1
C2 9 4
C3 4 2
Gl 12 5
Pl 2 1
Knl 5 2
01 2 1
02 5 2
ROTSTOP 10 4

Talakaja datu analizg tika parbaudita korelacija starp P. gigantea izolatu efektivitates

raditajiem. Korelacijas analize parada, ka izolatu efektivitates raditaji sava starpa nekorelé (6.

tabula).

6. tabula

P. gigantea izolatu efektivitates raditaju korelacijas analizes rezultati.

Antagonisms pret

Antagonisms pret

Micélija H. annosum S H. annosum P Oidiiu produkciia
augSanas atrums intersterilitates intersterilitates Jup !
grupu grupu
M1celpa augsanas | 023 022 0.26
atrums
Antagonisms pret H.
annosum S -0,23 1 0,45 0,05
intersterilitates grupu
Antagonisms pret H.
annosum P -0,22 0,45 1 -0,21
intersterilitates grupu
Oidiju produkcija 0,26 0,05 -0,21 1

Korelacija tika rekinata pie o = 0,05.

Korelacijas koeficienta kritiska vertiba: 0,497 (Liepa, 1974).
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Analizgjot P. gigantea izolatu efektivitati péc visiem Cetriem parametriem — micélija

augSanas atruma, antagonisma pret H. annosum S un P intersterilitates grupam, oidiju

produkcijas, secinats, ka preparata ,,Rotstop” sastava esosas P. gigantea izolats ir starp

desmit labakajiem péc visiem efektivitates raditajiem. Lai izdalitu efektivakos P. gigantea

izolatus, tika izv€leti pieci sénes izolati, kas pec efektivitates raditajiem uzradija augstakas

vertibas, ka ar7 ,,Rotstop” izolats (7. tabula).

7. tabula

P. gigantea efektivako izolatu satidzinajums ar ,,Rotstop”.

Antagonisms pret H.a. S

Antagonisms pret H.a. P

AugSanas atrums intersterilitates grupu intersterilitates grupu O prse e
P. gigantea izolatu Parauguma Pe‘l:lauguma Vidgjais
P. gigantea micélija vid&jais P. gigantea zonas vidgjais P. gigantea z0 d:a_s . P. gigantea | oidiju
izolati augSanas atrums, izolati pieaugums, izolati vicejais izolati skaits/ 1
mm/diena mm/diena pieaugums, mm?, x 10°
mm/diena
C2 8,83 J4 1,43 Pl 1,15 ]2 13
K4 8,56 Gl 1,40 Kd2 1,15 I3 8
Kd7 8,50 Kd3 1,38 J1 1,10 Gl 5
J5 8,43 J1 1,30 K6 1,08 Kd6 5
J6 8,43 C3 1,25 Kd4 1,08 C2 4
ROTSTOP 8,33 ROTSTOP 1,18 ROTSTOP 0,98 ROTSTOP 4

Veicot dispersijas analizi starp analiz€tajiem izolatiem, konstatéts, ka efektivako

izolatu vidgjie micélija augSanas atrumi bitiski neatskiras (p=0,09>0,05). Salidzinot ar

»Rotstop” nav biitisku atSkiribu, novertgjot ar1 to antagonismu gan pret H. annosum S, gan

P intersterilitates grupu. S intersterilitates grupa: p=0,35 un P intersterilitates grupa

p=0,37. Toties pastav bitiskas atSkiribas starp izolatu sporu produkcijas raditajiem

(p<0,001). Vislielako sporu produkciju uzradija izolati J3 un J2 (attiecigi 8x10 * un 13x10°

oidijas/mm?) (8. tabula).
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8. tabula

Dispersijas analizes tabula - izolatu efektivitates raditaju novertgjums.

Statistiskie raditaji
SS df (brivibas MS (vidgjais
Izolatu efektivitates raditaji | (kvadratu pakapju < F(Fkriterijs) p (p-vértiba)
. kvadrats)
summa) skaits)
Vidgjais micelija augSanas
atrums 0,979 5 0,196 2,478 0,092
Antagonisms pret H.a. S
intersterilitates grupu 0,07 5 0,013 1,429 0,353
Antagonisms pret H.a. P
intersterilitates grupu 0,074 5 0,015 1,369 0,369
Otdiju produkcija 36-10° 5 7-10’ 157,223 2:10™
Novertgjot efektivitates raditajus, var secinat, ka Latvijas izcelsmes P. gigantea

izolati: J1, K4, J3, J5, Kd2 laboratorijas apstaklos ir tik pat efektivi ka ,,Rotstop” izolats.

Attieciba uz oidiju produkciju, divi Latvijas izolati: J2 un J3 uzrada butiski augstakas

vertibas, kas ir Joti svarigi no biologisko preparatu razosanas aspekta.

Turpmakaja darba laboratorija ievakto Phlebiopsis gigantea izolatu J1, K4, J3, J5 un

Kd2 efektivitate tiks parbaudita lauka apstaklos.
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SECINAJUMI

1. No 29 analizétajiem Latvijas Phlebiopsis gigantea izolatiem, astoni izolati (C2,
K4, Kd7, J5, J6, J2, Kd6, K5) uzradija lielaku mic€lija augSanas atrumu: 8,37 - 8,83

mm/diena, salidzinot ar preparata ,,Rotstop” sastava esoso izolatu: 8,33mm/diena.

2. legiitie rezultati liecina, ka Latvijas izolati J4, G1, Kd3 ir efektivaki pret
Heterobasidion annosum S intersterilitates grupu (parauguma zonas vid€jais pieaugums:

1,38 — 1,43 mm/diend), salidzinot ar preparata ,,Rotstop” sastava esoSo izolatu: 1,25

mm/diena.

3. Novértgjot antagonismu pret Heterobasidion annosum P intersterilitates grupu,
secinats, ka Latvijas izolati Kd2, P, J1 ir efektivaki (parauguma zonas vidgjais pieaugums:

1,10 — 1,15 mm/diena) par preparata ,,Rotstop” sastava esoso izolatu: 0,98 mm/diena.
4. Konstatéts, ka Latvijas P. gigantea izolati: J2, J3, Kd6, G1 uzrada butiski

augstaku oidiju produkciju (5 x 10°...13 x 10° oidijas/lmm?), salidzinajuma ar ,,Rotstop”

izolatu (4 x 10° oidijas/ Imm?).
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