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Kopsavilkums

C. fuckeliana ir P. abies koksni apdzivojoss endofits, kam piemit spgja radit stumbra v&zi.
P&edgjas desmitgades daudzviet pasaul€ biezak novérotas C. fuckeliana raditas kokaugu slimibu
epidémijas. Saja petijuma ar 3 C. fuckeliana izolatiem tika inokulGtas 60 P. abies, lai novértétu
C. fuckeliana patogenitati in vivo eglu audzg; analiz€tu mizas brucu attistibas dinamiku;
novertétu C. fuckeliana izraisito iekrasojumu egles stumbra un izveérteétu egles koloniz&joso
sénu ietekmi uz C. fuckeliana attistibu. S€nu sabiedribas tika analizétas mikrobiologiski un
bioinformatiski ar DNS metabarkodingu, izmantojot ITS2 rDNS regionu. Patogénakais izolats
bija Suenenjoki, jo radija lielakas briices un stiprako krasojumu. Visiem izolatiem straujaka
brii¢u augSana notika otraja gada. T3N izolata bija vismazakais krasojums un tani biezak

novérota Ascocoryne.

C. fuckeliana; P. abies; stumbra vezis; metabarkodings; patogenitate; briices dinamika;

koksnes iekrasojums

Abstract

C. fuckeliana is an endophyte of P. abies wood, which causes cankers. In the last decades there
have been increasing disease outbreaks caused by C. fuckeliana globally. In this study 60 P.
abies were inoculated with 3 C. fuckeliana isolates to assess the pathogenicity of C. fuckeliana
in a spruce stand in vivo; analyze the dynamics of stem wound development; assess coloration
of wood caused by C. fuckeliana and to analyze the effect of other fungi that colonize spruce
wood on C. fuckeliana development. Fungal communities were assessed microbiologically and
bioinformatically with metabarcoding, using ITS2. The most pathogenic isolate was
Suenenjoki, due to its larger wounds and stronger coloration. Fastest wound growth was
observed in the second year. T3N isolate had the least coloration and it was more often

associated with Ascocoryne.

C. fuckeliana; P. abies; stem canker; metabarcoding; pathogenicity; wound dynamics;

wood coloration



Ievads

Viena no bitiskajam klimata parmainu Skautném ir temperatiiras un ekstrému klimatisko
epizozu biezuma pieaugums, kas izraisa nelabvéligus apstaklus vairumam kokaugu sugu un
padara tos uzné€migakus pret dazadiem patog€niem (Pautasso et al., 2012). Turpreti kokaugu
slimibu izraiso$ajam séném to atrakas pielagosanas dél prognozetas vairakas prieksrocibas:
ilgaka augSanas sezona, novajinats saimniekaugs un atvieglota izplatiSanas ar v&ja un tdens
palidzibu, kas kopa paaugstina iesp&jamibu epidémijam (Sturrock et al., 2011). Daudzas
ekonomiski nozimigas skuju koku sugas ir paklautas paaugstinatam patogenézes riskam
(Kubiak et al., 2017) It 1pasi Ziemelu mérenas un borealas zonas domingjosajai skuju koku
sugai parastajai egle Picea abies, kurai raksturiga zema noturiba pret biotiskajiem stresoriem,
prognozeta biezaka un pastiprinata slimibas incidence (Marciulynas et al., 2022).

P. abies apdraud dazadi sénu patogéni, pic biezakajiem pieskaitot tadas gintis ka
Heterobasidion un Armillaria (Vasiliauskas & Stenlid, 1998; Garbelotto & Gonthier, 2013;
Kubiak et al., 2017), tacu zinamu uzmanibu akad@miskajas un saimnieciskajas aprindas raisijusi
endofitiska askomicéte Corinectria fuckeliana, kuras ekologiska loma P. abies joprojam nav
pavisam skaidra. Ir zinams, ka ta spgj izraisit stumbra v&zi un ir konstatéta dazadu priezu
dzimtas koku briic€s, tacu novérota arT neskarta, vizuali neietekméta koksné (Roll-Hansen F &
Roll-Hansen Helga, 1979; Huse, 1981; Ramsfield et al., 2013; Burnevica et al., 2016). Kaut ar1
izsenis pazistama, tieSi pédgjas desmitgad€s registréti pastiprinati tas izraisitu patogenézes
uzliesmojumi daudzviet pasaulg, tostarp uz P. abies Zviedrija un Somija (Talge et al., 2012;
Pettersson et al., 2018; Uimari et al., 2018), Pinus radiata Jaunzéland€ un Cile (Dick & Crane,
2009; Hopkins et al., 2012; Gonzélez et al., 2020), Abies concolor ASV (Schultz & Parmeter,
1990). Lai art zinama C. fuckeliana raksturiga simptomatika — mizas brii¢u veidosanas, galotnu
hloroze un retakos gadijumos arT koku bojaeja, nav apzinati tas patogenézi izraisoSie faktori, ka
arT maz ir zinams par tas veidotajam koksni apdzivojoSo sénu sabiedribam. Turklat pavisam
maz pétita ir atsevisku §is sénes izolatu patogenézes atskiriba in vivo.

Saja magistra darba pétijuma ar trim dazadiem C. fuckeliana izolatiem tika inokulétas 60
egles, no kuram péc 10 gadiem panemti izveidojuSos brii¢u koksnes paraugi mikrobiologiskai
un DNS metabarkodinga analizei. Paraléli notika bric¢u dimensiju uzmériSana pétijuma
pirmajos tris gados un ta beigas brucu attistibas dinamikas noteikSanai, ka arl novertéta C.
fuckeliana micglija saglabasanas koksnes audos briices zona un dazados attalumos no tas.
P&tijuma planots papildinat zinaSanas par C. fuckeliana patogenitati P. abies, ka arT viest
skaidribu par ar to saistitajam koksni apdzivojo§o sénu sabiedribam. ST pé&tijuma novitate ir
tie$a veida no koksnes audiem veikta koksnes senu DNS metabarkodinga analize C. fuckeliana

veidoto briicu sénu sabiedribam, kas nav tikusi veikta lidz Sim.
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P&tijuma jautajums: ka atskiras dazadu C. fuckeliana izolatu patogenitate P. abies briic€s,

un kada ietekme uz C. fuckeliana ir citam koksni apdzivojosajam séném?

Petijuma mérkis: noveértét endofita Corinectria fuckeliana patogenitati un analizét C.

fuckeliana mijiedarbibu ar citam egles koksni kolonizgjosam séném.

P&tfjuma uzdevumi:

1) noskaidrot atskirigu C. fuckeliana izolatu patogenitati in vivo eglu audzg;
2) analiz€t mizas briicu attistibas dinamiku p&c C. fuckeliana infekcijas

3) noveértet C. fuckeliana izraisito koksnes iekrasojumu egles stumbra;

4) izvertet egles koksni koloniz&joso sénu ietekmi uz C. fuckeliana attistibu.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Endofiti augos

Endofiti ir mikroorganismi, kuras izraisa asimptomatisku auga veseligu iek$gjo audu
kolonizaciju (Stone & Petrini, 1997; Stone et al., 2004; Sieber, 2007). Biezak mingtais endofitu
veids ir s€nes, tacu citi autori pie endofitiem pieskaita arT augu iek$€jo vidi apdzivojosas
bakterijas, arhejus un vienstinus (Hardoim et al., 2015). ST magistra darba ietvaros un pé&tijuma

analizes specifikas labad par endofitiem tiks uzskatiti sénu valstij piederigie parstavji.

1.1.1. Endofitu izplatiba, izplati§anas veidi un augSanas Ipatnibas

Endofiti ir loti izplatiti augu sabiedrotie organismi. To kolonizacija ir noverota loti
daudzas sauszemes augu sugas no primitivakajiem sporaugiem lidz segsekliem visdazadakajas
biomas un vides apstaklos (Stone et al., 2004), ka arT pilnigi visos veselajos augu audos (Sieber,
2007). Tomer ir neskaidra robeza starp endofitiem un patogéniem ar latentu, apturétu augSanu;
daudzas endofitiskas sénes tiek uzskatitas par vajiem vai sekundarajiem patogéniem, un to
paradiSanas gan veselos, gan slimos audos liecina par apgriitinato noskirSanu starp endofitiem,
fakultativiem patog€niem un latentiem patogéniem (Stone & Petrini, 1997; Rodriguez et al.,
2009).

Augi endofitus var iegit horizontala vai vertikala infekcijas cela, ieglistot tos no
apkartgjas vides vai nodot no paaudzes paaudz& ar séklam vai vegetativajam auga dalam
(Mishra et al., 2021). Tapat endofiti var augu koloniz&t sist€miski, ka tas ir raksturigi
graudzaleém, turklat nereti tikai ar vienu vai paris sugam, vai ari lokaliz&ti, nesisteémiski auga
dalas, veidojot specifiskus mikrobiomus atkariba no auga audu veida (Sieber, 2007; Kiingas et
al., 2020;Mishra et al., 2021). Nesistemisko endofitu un saimniekaugu sasaiste nereti ir slaiciga
un sezonala, un $adu endofitu daudzveidiba ir atkariga no saimniekauga fiziologiskajiem
parametriem un vides apstakliem (Botella & Diez, 2011 cit. p&c Mishra et al., 2021).

Visus endofitus raksturo periodiski un ilglaicigi partraukta, epizodiska augSana auga
audos. So parejosi apturétas augsanas posmu déve par latento jeb apklusinato (angl. quiescent)
fazi (Williamson, 1994 cit. pec Stone et al., 2004). Ir zinams, ka patogénas sénes ari spgj pariet
sada asimptomatiska, latenta, zemakas aktivitates infekcijas izpausmé, turklat patogéno sénu
celmi, kuriem ir samazinata virulence, var tikt uzskatiti par endofitiem (Stone et al., 2004). Par
endofitiem tiek dév&tas art tadas sugas, kuras koloniz€ saimniekaugu asimptomatiski tikai kada
no infekcijas cikla dalam (Stone & Petrini, 1997). So iemeslu d&] augu ieksieni apdzivojosos

organismus nevar iedalit, izmantojot vienkarSotas definicijas (Collinge et al., 2022). Minéta



raksta autori pauz, ka endofits viena saimniekauga var izradities patogéns citas sugas auga, un
aicina domat par endofitu specifisko sekundaro metabolitu nozimi sénei labvéligu apstaklu

nodro$inasana saimniekauga iek$gja vide.

1.1.2. Auga aizsardzibas reakcijas

Neatkarigi no ta, cik veiksmigi séne sp&j kolonizet saimniekaugu, ir zinams, ka visas
sénes, kuras kolonizg€ augus, tajos ierosina aizsardzibas reakcijas (Lo Presti et al., 2015; Tanaka
& Kahmann, 2021). Sénes micglijam ieaugot saimniekauga audos, jeb notiekot penetracijas
procesam, rodas auga S$iinu bojajums un auga ieksgja vidé izdalas ta sauktie DAMPi jeb
mazmolekulari savienojumi, kas liecina par ta audu bojajumu (angl. damage-associated
molecular pattern). A sénes fiziologisko procesu rezultata auga ieksgja vide tiek izdaliti sénes
Stnu veidojoso molekulu fragmenti jeb ta sauktie MAMPI (angl. microbe-associated molecular
pattern), kas tipiski ir hitina vai beta-glikanu oligosaharidi (Tanaka & Kahmann, 2021). Gan
DAMPu, gan MAMPu paradiSanas izraisa auga imiinsistémas aktivaciju, t.s. paternu izsaukto
imunitati jeb PTI (angl. pattern-triggered immunity), ka rezultata augs izdala dazadus
savienojumus, pieméram, antimikrobialos sekundaros metabolitus un reaktivos skabekla
savienojumus (ROS), kuri ir toksiski sénu audiem (Bigeard et al., 2015). Tom&r patogéniem ir
papildu mehanismi, ka apiet auga PTI, izmantojot IpaSus efektoru savienojumus, kas maskée
s€nes MAMPus vai tiesa veida kave auga imiino atbildi (Lo Presti et al., 2015). Tom@r augiem
atpazistot efektorus, tiek ieslégta nakama Itmena aizsardziba — efektoru izsaukta imunitate jeb
ETI (angl. effector-triggered immunity), kurai jau ir atraka un speécigaka atbilde (J. D. G. Jones
& Dangl, 2006). Efektoru atpaziSanu nodroSina augu noturibas jeb rezistences géni, kas merketi
konkrétam patogéna efektoram izraisa ta darbibas kavésanu (Tanaka & Kahmann, 2021). Senu
patogéni adaptgjas, radot jaunus efektoru génus, uz kuriem laika gaita atbild saimniekaugs,
radot jaunus, specifiskus rezistences génus; $1 nepartraukta evolucionara sancensiba tiek déveta
par zig-zag modeli (Jones & Dangl, 2006). ST augu patosistémas struktiira ir raksturota Flor
(1971) pétijuma, kura postuléta "géns pret génu" teorija: sénu efektoru géniem laika gaita
attistas tieSi specifiski augu rezistences géni, kas galu gala izraisa sakotng&ji virulenci
nodros$inoso sénu génu nozimes infekcija mainisanos uz pret€jo, tadel tos deve par avirulences
géniem (Avr).

Endofiti sp&j noverst auga PTI un ETI toksiskas ietekmes un panakt fikséta oglekla ieguvi
no saimniekauga, izmantojot pielagotus efektorus, kuri stimul€ augu padarit pieejamas baribas
vielas un palidz maskéet savu klatbttni (Collinge et al. 2022). Iemesls, kade] endofiti neizraisa
saimniekauga patogenézi, bet ierobezo savu augSanu un veido mutualas vai komensalas

attiecibas liela mera slépjas Iidzsvara starp s€nes baribas vielu nepiecieSamibu un saimniekauga
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aizsardzibas sp&jam (Mishra et al. 2021). Minéto lidzsvaru var ietekmét baribas vielu apmaina,
saimnieka un endofita genotipi, endofita koncentracija audos, td mijiedarbiba ar citiem
mikroorganismiem un stresa apstakli (Hardoim et al. 2015).

Viena no raksturigajam ipaSibam, kas atSkir patogénu no endofita, ir ta daudzuma
atSkiriba saimniekauga audos — patogénas sénes ir daudzkart augstaka koncentracija (Mishra et
al. 2021). Kvoruma sajusana (angl. quorum sensing) jeb savas sugas $iinu blivuma sajusana
varétu but iemesls patogenézes ierosinasanai. Piem&ram, Fusarium oxysporum, augsné
dzivojo$s augu un dzivnieku patogens, sava apkartgja vide izdala feromonus, kuri, sasniedzot
noteiktu koncentraciju, ierosina dzimuma diferenciaciju un sporulaciju (Tian et al., 2021), vai
ar1 Penicillium sugas pie augsta Stnu blivuma aktiviz€ sekundaro metabolismu un izdala
antibakterialus savienojumus vai pastiprina celulazes aktivitati, kas dod tai sancensigas
prieksrocibas substrata kolonizacija (Barriuso et al., 2018). No §1 var secinat, ka, iesp&jams,
paaugstinoties endofita koncentracijai saimniekauga audos, piemeram, atvieglotas baribas vielu
vai energijas resursu ieguves dél, tiek aktivizéti virulences mehanismi, kas izraisa pareju no

endofitiska reZima uz aktivi augoSu, patogénu rezimu.

1.1.3. Protektivais mutualisms un endofiti mikrobialajas sabiedribas

Viena no pazistamakajam endofitu Tpatnibam ir tada, ka tie saimniekaugam var pieskirt
kadu pozitivu ekologisku pielagojumu, piem&ram, palielinat auga noturibu pret abiotiskiem vai
biotiskiem stresa apstakliem. Caur specifisku efektoru izdaliSanu endofiti var aktivizét auga
aizsardzibas mehanismus, nodroSinot to noturibu pret patogénajiem mikroorganismiem, ka ar1
noverst patogéno mikroorganismu proliferaciju tiesa veida, izdalot antimikrobialus
savienojumus (Collinge et al. 2022). Tapat endofitu efektori var ar1 tiesa veida stimulét
saimniekauga augSanas procesus, vienlaicigi nodrosinot sev nepiecieSamo baribas vielu ieguvi
no saimniekauga $anam (Mishra et al. 2021). Sis Tpasibas ir lidzigas ar tadiem labvéligajiem
augu mikroorganismiem ka mikorizas sénes un augiem labveligas baktérijas, tacu atSkiriba no
tiem endofiti ir galvenokart lokaliz&ti arpus §tinam, starp$tinu apoplasta regionos (James 2000
un McCully 2011 cit. pec Mishra et al. 2021). Lai arT konkr&tas endofitu sugas tiek uzskatitas
par saimniekaugam labvéligam (izmanto art §adu apzim&umu "protektivais mutualisms") ir
maldigi to antagonismu pret zinamiem auga patog€niem pétit izoléti laboratorija, tadel ka augu
ieksieni apdzivojosas sugas ir daudzskaitligas, un tas sava starpa mijiedarbojas; svarigs ir tiesi
visas sabiedribas ietekmju kopiznakums (Lee et al., 2019). Manzotti et al. (2020) p&tijuma no
veseliem tomatu stadiem izdaliti vairaki endofiti, un, vélak inokulgjot sterilos apstaklos
audz€tus tomatu s€jenus ar katru no izdalitajam sugam atseviski, novérota dazada Itmena

patogéno simptomu attistiba. Tas pamato ideju, ka endofitu ietekmi nosaka sarezgita
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mikrobiomu veidojoso sugu mijiedarbiba, un nevar veikt spriedumus par viena endofita ietekmi
atdaliti no paréja mikrobioma.

VEl viens skatpunkts endofitu ekologijas pétijumos ir dazadu endofitisko sénu sugu
lidzpastavésana. Endofitu sabiedribas meza kokaugos ir seviski daudzveidigas, turklat tas var
stipri atSkirties atkariba no saimniekauga genotipa (Pan et al. 2008 un Arnold 2007 cit. p&c
Newcombe, 2011). Savstarpgja endofitu mijiedarbiba ir maz pétita, un iztrukst informacijas par
to mijiedarbibu in situ koksne (Lee et al. 2019). Sancensigas izsl€gsanas teorija paredz, ka sugas
ar lidzigam pieejam resursu ieguve savstarpeji mijiedarbojas negativi, tade] ir retak sastopamas
kopa (Abrams & Rueffler, 2009). Turpreti sugas ar Iidzigu toleranci pret vides apstakliem kopa
noveérotas biezak (Lee et al. 2019). Biitiska loma organismu sabiedribas strukttira ir arT laikam
un secibai, kura tie attiecigaja vieta paradas, kas pamatojas uz prioritates efektu; jaunu
sabiedribas veidosanas notikumu var iniciét ari ekologiski trauc&jumi (Fukami, 2015). Galu
gala var secinat, ka kokaugu endofiti nav viennozimiga grupa un ta var mainities atkariba no
dazadiem saimniekauga un vides apstakliem, ka ari to bitiski var izmainit ekologiski

traucgjumi.

1.1.4. Ksilotropie un P. abies stumbra koksnes endofiti

Vairums ne-graudzalu endofitu rada nesisteémisku infekciju. Tie ir iedalami péc to tipiskas
atraSanas vietas saimniekauga audos, proti, lapu endofiti, saknu endofiti, mizas un koksnes
endofiti (Sieber 2007; Kiingas et al. 2020). Vislabak izpétiti ir lapu endofiti, kas visticamak ir
zalo, nelignificéto audu vieglas manipulacijas dél. Ksilotropo endofitu grupu sastada koksni
kolonizgjoso sénu sugas ar lidzigam ekologiskajam ipatnibam, turklat liela taksonomiskaja
daudzveidiba, kas parspej lapu un mizas endofitus (Stone et al. 2004; Sun et al., 2012).

Skuju kokos, seviski Pinaceae dzimta, visbiezak izdalita endofitisko sénu karta ir
Helotiales, savukart tadas ka Xylariales, Pleosporales un Dothideales noverotas arT lapkokos
(Sieber 2007). Tomér visos gadijumos ksilotropo endofitu sabiedribas veido galvenokart
Ascomycota nodalfjuma sénes, mazaka apméra noveérojamas ari Zygomycota sénes (Chapela,
1989; Stone et al. 2004; Sieber 2007; Burnevica et al., 2016). Biezak noverotie koksnes endofiti
parastas egles Picea abies zaros ir no Mollisia, Pezicula, Tympanis, Tryblidiopsis un
Pocillopycnis gintim, kur visas ir no Helotiales kartas (Sieber 2007). Nesenakos p&tijumos P.
abies koksng atrastas art Agaricales, Capnodiales, Chatothyriales, Hypocreales, Pleosporales,
Russulales un Xylariales kartu sénes (Burnpevica et al. 2016; Klavina et al., 2023). Abos
mingtajos un vairakos citos rakstos P. abies stumbra vizuali neizmainita koksné atrasta ari
Corinectria fuckeliana (=Nectria fuckeliana, =Neonectria fuckeliana) — endofits vai vaj$

patogéns ar neskaidru ekologisko lomu (Gonzélez & Chaverri, 2017).
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1.2. Corinectria fuckeliana dzivesveids un patogenéze

Neonectria fuckeliana (C. Booth) Castl. & Rossman, pazita ari ka Nectria fuckeliana
Booth pirmo reizi oficiali atzita ka jauna suga 1959. gada (Booth 1959), tacu ir registréti agraki
noveérojumi ar saglabatiem paraugiem daudzviet Eiropa jau 20. gs. sakuma
(https://www.gbif.org/occurrence/map?q=nectria%?20fuckeliana&occurrence status=present).
Kops Gonzalez & Chaverri (2017) veiktas taksonomiskas revizijas, $1 suga ir parklasificéta ka
Corinectria fuckeliana (C. Booth) C. Gonzalez & P. Chaverri, comb. nov.; ta ietver sakotng&jo
sugu, tas anamorfo stadiju Cylindrocarpon cylindroides un ieprieks kliidaini nosauktu sugu
Nectria cucurbitula (Tode) C. Booth.

C. fuckeliana comb. nov. izplatibas areals primari ir Centraleiropa, Lielbritanija,
Skandinavija, Ziemelamerika, tacu ta paradijusies arT Jaunz€landg€, ka ar registréti atseviski
noverojumi Dienvidafrika, Austrumazija (Booth 1959; Roll-Hansen & Roll-Hansen 1979;
Crane et al., 2009; Dick et al. 2009; Hopkins et al. 2012; un citi autori). Jamin, ka ir atrasta lidz
Sim vél nenosaukta atseviska Corinectria gintij piederoSa suga Sibirijas vidiené, kuras
izplatibas areals 11 gadu laika ir izpleties par aptuveni 450 km Ziemelu virziena (Pavlov et al.,
2020).

C. fuckeliana dzivotne parasti ir dazadu ginsu skuju koku miza, ka egles Picea, baltegles
Abies, lapegles Larix un citas Pinaceae dzimtas sugas; vaj$ patogé€ns ar hemibiotrofu vai
saprofitisku dzivesveidu (Crane et al. 2009). Eiropas konteksta C. fuckeliana ir biezi pieminéta
ka parastas egles Picea abies koksnes endofits vai arT stumbra briicu kolonizetajs, vairakos
pétijumos esot visbiezak izdalita séne no dabiskam vai maksligi raditam bricém, konkréti,
79.0% (Roll-Hansen & Roll-Hansen 1979), 35.7% (Vasiliauskas et al., 1996), 27.5%
(Vasiliauskas & Stenlid 1998), 24.8% (Burnevica et al. 2016) no petijumos apsekotajiem
kokiem. Picea abies koksng §1 séne rada blavu sarkanigi brinu vai pelécigu atkrasosanos, tacu
tas klatbutne var biit arT asimptomatiska (Roll-Hansen & Roll-Hansen 1979; Huse 1981;
Schultz & Parmeter 1990; Dick et al. 2009; Burneviéa et al. 2016). ST séne ir nozimiga ar to, ka
médz izraisit stumbra vezi (angl. canker vai flute), tadéjadi bojajot koksni un radot zaud&jumus
kokmaterialu industrija. Lai arT izplatita Ziemelu puslodg, zinasanas par tas fiziologiskajiem
pamatprocesiem un izplatiSanas apstakliem vél ir papildinams (Crane et al. 2009).

C. fuckeliana pastav tris dazadas vairoSanas formas, dzimumvairoSanas stadija ar
askusporam un peritécijiem un divas bezdzimumvairoSanas stadijas (Crane et al. 2009; Dick et
al. 2009). Mikrobiologiski inkubgjot paraugus no simptomatisku koku briicém, iegtta
vairoSanas stadija ir Acremonium tipa anamorfs, kam raksturiga vienStinu mikrokonidiju
veidoSana; ta raksturiga ari atzag@tai, atklatai koksnei stipri mitros apstaklos, attiecigi

Acremonium stadija séne ir sp&jiga infic€t koku (Crane et al. 2009; Dick et al. 2009; Hopkins
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et al. 2012; Ramsfield et al. 2013). Daba reti ir nov@rojama art bezdzimumiska Cylindrocarpon
tipa daudzstnu makrokonidiju veidos$anas, kas nereti saistita ar dzimumisko peritéciju stadiju
(Dick et al. 2009). Laboratorijas apstaklos nav novérota makrokonidiju klatbiitne Sai sugai, ka
ar1 Jaunz€landes paraugiem ir vaji izteikta vai neesoSa seksualas attistibas stadija ar maz
askusporam un mazattistitiem peritécijiem (Gonzalez & Chaverri 2017).

Skaidras informacijas par C. fuckeliana dzives ciklu iztriikst, tacu Gonzales et al. (2020)
ir izp&tijusi dzives ciklu filogenétiski loti tuvai sugai C. constricta. Petijjuma tika noverota sénes
dabiski izraisitas slimibas uz Pinus radiata simptomatikas attistiba un secinats, ka aptuveni 7
ned€las kops pirmajam argjas deformacijas pazimém, uz stumbra virsmas paradas anamorfie
auglkermeni — makrokonidiju sakopojumi sporodohiji — un jau $in1 stadija ta ir sp&jiga inficet
citus kokus. P&c diviem l1dz trim ménesSiem notiek auglkermenu attistiba uz dzimumisko stadiju
— peritécijiem, un tie spgj palikt uz stumbra virsmas visu gadu.

Vairaki avoti secina, ka askusporas ir galvenais izplatiSanas veids. PriekSnosacijums Sim
procesam ir augsts mitruma Itmenis nevis v§js$, tomér insektu zoohorija nav izsledzama sporu
lipiga apveida dél (Crane et al. 2009; Dick et al. 2009; Ramsfield et al. 2013). Askusporu
izplatiSanas noveérota visu gadu, tacu, kad sporu keraji tikusi novietoti talak par 1 metru no
inficéta koka, sporas principa netika nokertas (Dick et al. 2009), liekot domat par lokalu sénes
izplatiSanas raksturu.

VEl nesen pastavéja uzskats, ka C. fuckeliana priezu gints kokus visbiezak inficé caur
apgrieztu/apcirptu (pruning) zaru bricém, tomér séne ir tikusi izol€ta gan no apcirptiem, gan
neskartiem kokiem teju vienadas proporcijas (Ramsfield et al. 2013), kas norada uz sénes
endofitisko dabu, tacu autori nesp&ja minét skaidru iemeslu, kas izraisija patogenitates
uzsaksanos. C. fuckeliana infekcija tiek saistita arT ar lielo ziditaju (visbiezak no briezu dzimtas)
izraisttajam mizas briicem (Talge et al. 2012; Burnevica et al. 2016), tacu s€ne ievérojama
daudzuma atrasta ar neskartos kokos (Roll-Hansen & Roll-Hansen 1979; Burnevica et al.
2016). Vairums pétijumu piemin C. fuckeliana ka vaju patogénu, tacu p&deja dekade ir bijusi
zinojumi par $1s s€nes izraisitiem stumbra véziem, sp&cigu svekosanos un galotnu atmirSanu
Picea abies audzés Norvégija un Somija (Petterson et al. 2018).

Iesp&jamu simbiotisku nozimi starp C. fuckeliana un parasto egli skaidro Krokene et al.
(2001) petijums — inokul&jot P. abies ar laboratorija pavairotu C. fuckeliana micéliju, eglu
noturiba pret patogéno Ceratocystis polonica palielinajas triskarsi (C. polonica izraisitie audu
bojajumi ir tris reizes mazaki). Dick et al. (2013) p&tijuma p&c Pinus radiata inokul&Sanas sekla
briicg (nonemta miza un kambijs, neskarta aplieva) novérota art koku atlabsana, t.i., briices bija
sadzijuSas tapat ka kontroles variantiem. AtlabuSo koku koksné bija redzams inokulacijas

bojajums, tac¢u nebija redzama koksnes iekrasosanas. M&ginot mikrobiologiski izolét séni no
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koksnes (no inokulacijas punkta, 2, 4, 6, 8 un 10 cm zem un virs ta), tas neizdevas neviena no
gadijumiem.

Hopkins et al. (2012) pétijuma secinats, ka C. fuckeliana infekcija Pinus radiata dzilas
briices daudz biezak rezultgjas audzg€jos (76%) neka seklas briicés (nonemta miza un kambijs,
neskarta aplieva) (17%) vai nogrieztu zaru stumbenu briices (17%). Turklat nebija nozimes, vai
par inokulatu izmantoja Acremonium tipa konidiju suspensiju vai askusporas. Divus gadus p&c
inokulacijas patog€nu sanaca izolét tikai no 68% koku, un no 42% koku izdevas izol&t patogénu
no inokulacijas punkta, kamér tikai no 24% koku patogénu izdevas izol&t talak par 2 cm no
inokulacijas punkta. Viena gadijuma patogéns bija izplatijies pa visu stumbru, tadel
individualiem kokiem var€tu biit nozime ka nejausajam efektam. V&l $aja petijuma patogénu
no koksnes parsvara izdevas izolét nedaudz pirms krasojuma beigam.

Tapat biitisks noveérojums ir Ramsfield et al. (2013) p&tijuma par C. fuckeliana klatbiitni
P. radiata kokos — patogéns 96% no inficétajiem kokiem tika izol&ts ar gen&tiskam metodém,
turprett tikai 21% gadijumu izdaliSana bija sekmiga, izmantojot mikrobiologiskas metodes;
tomér 4% izdaliSanas izdevas tikai ar mikrobiologisko pieeju.

Pedgja laika pieaugusi C. fuckeliana nozimiba ka Dienvidu, ta Ziemelu puslodg, radot
riskus kokmaterialu industrijai. Vairakos pétijumos par C. fuckeliana ka nozimigu koku
patogénu Eiropas ziemelvalstis izteikts mingjums, ka C. fuckeliana infekcijas faktiskais
biezums, visticamak, ir lielaks neka meZzzinu riciba esosaja informacija (Talge et al. 2012;
Petterson et al. 2018; Uimari et al. 2018). Neskaidro infekcijas celu un palielinato gadijumu
biezumu d€l ir nepiecieSams papildinat zinasanas par §is s€nes optimalajiem dzivotnes
apstakliem un vides apstaklu ietekmi uz tas fiziologiju, ka ari vairot uzticamu rezultatu kopu
par sénes mijiedarbibu ar citam koksni apdzivojo$ajam sén€m un tas ietekmi uz kokaugiem,

tostarp Latvija un Eiropa nozimigo skuju koku Picea abies.

1.3. Parasta egle Latvija un Eiropa, tas nozimigums un patogeni

Parasta egle (Picea abies (L.) Karst.) ir nozimiga suga Latvijas valsti gan ekologiska, gan
socialekonomiska konteksta (Rungis et al., 2019). Ta ir otra izplatitaka viet&ja skuju koku suga
Latvija un aiznem aptuveni 650 tikstoSus hektaru, veidojot 18.5% no visas Latvijas mezu
kopplatibas, ar aprekinatu 5.8 mlj. km?® krajas picaugumu tekosSaja desmitgadé (Nacionalais
meza monitorings 2019-2022). P. abies ir nozimiga ar1 Eiropas méroga. Ka galvena suga
borealajos un subalpinajos skuju koku mezos no Centraleiropas lidz Ziemelu un
Austrumeiropai ta domin€ Ziemelu un Ziemelaustrumeiropas borealo zonu, ka art nereti tiek
audzeta plantacijas, tostarp arpus tas dabiska izplatibas areala, pieméram, ASV, Japana,

Dienvidafrika un citur (Caudillo et al. 2016).
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P. abies ir galvenais kokaugs vairuma skuju koku mezu Eiropa un Latvija un tai ir augsta
ekologiska spgja piesaistit CO> (Krisans 2020), kas norada uz tas ekologisko nozimigumu.
Egles koksnes viegla apstradajamiba un plasa izmantojamiba tadas nozarés ka biivnieciba,
papira razoSana, muzikas instrumentu razoSana un ka Ziemassvétku egli — P. abies neapSaubami
ir sociali ekonomiski nozimiga suga (Caudullo et al. 2016).

P. abies ir raksturiga zema noturiba pret abiotiskajiem stresoriem — v&jgazes (seklas saknu
sistémas del), uzné€miba pret sausuma periodiem un meza ugunsgrékiem, un ari biotiskajiem
stresoriem (Marciulynas et al. 2022; Caudillo et al. 2016). Nozimigakie biotiskie faktori ir
kaitekli vaboles — priezu smecernieks un eglu astonzobu mizgrauzis. Viens no lielakajiem egli
apdraudosajiem faktoriem ir saknu trupe, ko izraisa galvenokart Heterobasidion gints sénes un
visbiezak H. parviporum (Vasiliauskas & Stenlid 1998; Garbeletto & Gonthier 2013). Vidgji
21% eglu audzu Latvija ir inficeti ar saknu trupi, un zinots, ka ta no sakném var izplatities
stumbra vidgji 11dz 6.6 m augstumam un pat [idz 12.4 m augstumam (Gaitnieks et al., 2019).
Lai arT Heterobasidion infic€ egli caur celmu atklato koksni un sekundari caur saknu kontakta
vietam, zinama loma infekcija ir arT stumbra briiceém (Garbelotto & Gonthier 2013; Caudillo et
al. 2016). Pa stumbra briicem egli infic€t spgjigas ir vairums citu s€nu, tostarp ieprieks
pieminéta C. fuckeliana (Roll-Hansen & Roll-Hansen 1979; Crane et al. 2009; Dick et al. 2009).

Ir apl@sts, ka Ziemelu puslodé klimata parmainu ietekm@ notiks patogéno sénu migracija
Ziemelu virziena (Bebber et al., 2013). Tapat meteorologisko apstaklu mainibas (garakas
vasaras, siltakas ziemas, biezakas ekstrémas laikapstaklu epizodes) d&l gan patogénajam séném
bis ilgaks aktivas augSanas periods, kas var radit lielaku to infekciozitati, gan koki biis paklauti
lielakam abiotisko bojajumu riskam, kas samazina to noturibu pret patogé€niem (Pautasso et al.
2012). C. fuckeliana noverota epidémiska patogenitates uzliesmojumu izpausme (Dick et al.
2009; Hopkins et al. 2012; Petterson et al. 2018), kas var&tu bt saistita ar klimatiskajam
parmainam, tadel ir aktuali izpétit tas patogenitati un saistitds sénu sabiedribas daudzgjadi

nozimigas P. abies koksng.
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Parauglaukuma informacija

Saja pétijuma ar tris dazadiem sénes Corinectria fuckeliana izolatiem un negativo
kontroli tika inficetas 60 Parastas egles Picea abies bez mizas bojajumiem to stumbros. Eglu
monoaudze atradas Ogres virsmeznieciba. Parauglaukuma shéma redzama pielikumos attela
S1. Audzes informacija: atsléga 501-162-9; koordinatas 56.856521, 24.754058 (1. attels);
audzes sastava formula (2021. gada): 10E55 + B47 + Os47 ats.M47; 2.st.10E37; meza tips —
platlapju arenis; platiba 2,6ha.
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1. attels. Eksperimenta parauglaukuma lokacija; a) Latvijas teritorija (m&rogs 1:200000),

b) Ogres virsmeznieciba (m&rogs 1:1500); attéli no LVM GEO.
Figure 1. Experimental sample plot location; a) in the territory of Latvia (scale 1:200000),
b) in Ogre silviculture (scale 1:1500); pictures from LVM GEO.

2.2. Eglu inokulé$ana un parauglaukuma apsekoSana

Koku infic€Sana ar séni notika 2011. gada augusta maksligi raditas stumbra brices, ar
elektrisko urbi eglu stumbra kriiSu augstuma izurbjot 2-3 cm dzilu caurumu un ar mehanisko

pipeti taja iepilinot kadu no trim mikrobiologiskajam C. fuckeliana tirkultiru suspensijam vai
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ar1 negativo kontroli — sterilu Gdeni. Katram egles stumbram tika izraisitas Cetras brices
pulkstenraditaja virziena, tacu nejausa orientacija). Katrs eksperimenta koks san@ma visus
apstrades veidus. P&c inokul€Sanas briice tika noslégta no arvides ar potvasku.

Virs katras briices ar krasas baloninu tika uzpusts identificgjoss iekrasojums: dzeltens
(Dz) atbilstosi T3N izolatam, oranzs (O) atbilstoSi Suenenjoki vai roza (R) atbilstosi Jappila C.
fuckeliana izolatam, un sarkans (S) negativajai kontrolei. Katrs koks tika ieziméts ar kartas
skaitli, ar krasas baloninu uzptsot to uz stumbra kaut kur zem briices. Koka mark&ums tika
regulari atjaunots (2. attels).

Talakaja perioda audzes tika apsekotas Cetras reizes: 2012. gada augusta un novembrT un

2013. gada augusta un novembri.

2.3. Koku un mizas brii¢u mérijumi

2022. gada maija notika koku parametru un bricu uzmérisana un paraugu ievakSana no
inficéto eglu stumbriem. No sakotngjiem 60 kokiem septini dabisku, nekontrol&tu apstaklu dél
tika izgazti, tade] no talakas eksperimenta gaitas izslegti.

Tika noteikts eglu audzes vid&jais augstums, ar infrasarkano staru meérierici Vertex 4
(Haglof, Zviedrija) nomérot nejausi izvéleétus 27 eksperimentalos kokus kopa ar nejausi
izveletam 6 blakusaugosam neinficétam eglém (ar 0.1 m precizitati). No iegiitajiem augstuma
mérfjumiem tika aprékinata aritm&tiska videja vertiba, ar kuru raksturota visa eglu audze. Tapat
katrai no 53 eksperimentalajam un 6 neapstradatajam eglém tika nomerits stumbra diametrs
kriiSu augstuma un stumbra diametrs saknu kakla augstuma, izmantojot mehanisko dastméru
(ar 0.1 cm precizitati). Katram kokam, tostarp izgaztajiem un neinfic€tajiem, tika registrétas
koordinatas, izmantojot LVM GEO lietotni (v. 3.6.0) viedtalruni, tomér no 60
eksperimentalajiem kokiem netika atrasts koks ar kartas skaitli 6.

Koku vitalitate tika noteikta, vizuali novertgjot skuju vainaga defoliacijas apmé&ru un
skuju hlorozi, ka arT stumbru un zaru mizas stavokli. Vitalitate raksturota ar pakapém no 1 Iidz
5, kur 1 nozZimgja viszemako vitalitates stavokli (visas skujas nobirusas, sausi, lusto$i zari,
atlupusi miza) un 5 noziméja idealu stavokli (kupls, zal§ vainags un stingra miza).

Mizas briicu uzmérisana tika veikta, nosakot tas garumu un platumu. Par briices garumu
tika uzskatits attalums vertikali no briices atvéruma zemakas vietas, kur novérojama stumbra
audu hiperplazija, Iidz tadai pasai vietai brices augSpus€. Tika nomérits ar1 briices platums —
paral@li zemes virsmai no vienas briices malas horizontali cauri infic€Sanas punktam Iidz otrai
malai. Mizas briicu garums un platums tika mérits ar rokas linealu, garums mérits 1idz 0.1 cm

precizitatei, bet platums — 11dz 0.5 cm precizitatei briices robezu identific€Sanas griitibu del.
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2. attels. Mizas briice uz P. abies stumbra.

Figure 2. Bark wound on P. abies stem.

2.4. Paraugu ievakSana

Inficetas koksnes paraugu ievaksana tika izmantoti 44 no 53 parauglaukuma augosajiem
kokiem. 10 kokus bija paredz€ts saglabat neskartus, tas ir, nenemt serdenu paraugus, lai
saglabatu stumbra koksnes struktiiru vertikalas izplatibas analiz€m no garengriezumiem un
Skérsgriezumu ripam. Koks Nr. 17 bija izgazts, tade] trikstosa koka aizstasanai tika izvelets
koks Nr. 41, no kura arf tika izurbts serdenis.

Paraugi tika ievakti, ar Preslera svarpstu izurbjot 2 serdenisus no katras briices: vienu — 2
cm uz leju no briices augsgjas robezas, otru — 2 cm uz augSu no briices apaks€jas robezas.
Svarpsts pirms katras urbSanas reizes sterilizets spirta un liesma. Urbuma vietam miza netika
nemta nost, jo ar atstatu mizu bija daudz vieglak panakt sakeri starp svarpsta vitni un sasvekoto
koksni. Mizas dala tika nonemta no izurbta serdena. Serdeni tika ievietoti sterilos 15 mL
stobrinos, uz kuriem iepriek$ bija uzrakstits koka numurs, izolata vai negativas kontroles
inicialis un burts A vai B, attiecigi apzimgjot briices augSpusi vai apakSpusi.

No katras briices viens no serdeniSiem tika izmantots mikrobiologiskai sénes izdaliSanai,
un otrs — DNS izdaliSanai tie$a veida no koksnes. Tas, kurS no serdeniSiem tika izmantots
mikrobiologiskajai analizei un kur§ — DNS analizei, tika atlasits nejausi. Stobrini ar serdeniem
DNS izdaliSanai uzreiz péc izurbsanas tika uzglabati l[idznemtaja aukstumkaste. P&c atneSanas
uz laboratoriju 15 mL stobrini ar koksnes serdeniem ielikti saldétava pie -20 °C, lai saglabatu

tos DNS ekstrakcijai un mikrobiologiskajai sénes izdalisanai.
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Lai noteiktu s€nes vertikalo izplatibu koksng, tika veikta inficgto eglu stumbra fragmentu
ieguve ar motorzagi. 7 no 10 kokiem (Nr. 4., 7., 16., 21., 24., 37. un 41.) tika atveleti
Skérsgriezumu jeb ripu analizei, bet pargjie 3 (Nr. 22., 23., 34.) — garengriezumu. Koki ripu
analizém sakuma tika stumbra ieziméti ar vienu vertikalu griezumu un otru slipu griezumu
pareiza ripu virziena nodroSinasanai, tad zagéti ar motorzagi ~2.5 cm biezuma ripas, pirmo
zagéjumu veicot tiesi cauri briicei, un tad pa ripai atzaggjot uz augsu un uz leju, 1idz vairs nebija
redzams koksnes iekrasojums. Par&jo 3 koku stumbra fragmenti tika sazagéti vertikali viet&ja
kokzagétava ar lentzagi dazados veidos, tostarp arT tiesi cauri infekcijas punktam.

Saripotajiem fragmentiem ar rokas linealu tika nomérits ripu biezums. Vizuali tika
novertetas koksnes atkrasoSanas pazimes tiesi virs infic€Sanas vietas attiecigaja fragmenta, ta
ripam esot sakrautam pareiza orientacija. Par izejas punktu atkrasojuma distances noteikSanai
tika izveleta 0. ripas apaksgja mala (gan skaitot uz augsu, gan uz leju). Par 0. ripu pienemta ta,
kuras apaksa atradas inokulacijas urbuma pedas. Vertikali sazageto stumbru fragmentiem par
mériSanas sakuma punktu tika izmantota ta vieta, kur koksné atradas sakotngja urbuma briice.
Par vertikalas izplatibas gala robezu tika uzskatita vieta, kur bija novérojamas jebkadas vizualas
koksnes izmainas, proti, arl1 péc uzskatama tumsa krasojuma, kas stiepas no brices
sakumpunkta, robezam. Saripotie un gareniski sazaggtic stumbru fragmenti tika analiz&ti
istabas temperatiira un uzglabati aukstumkamera pie 6 °C. Stumbru ripas ar uzskatamakajam
atkrasoSanas pazimém tika noskenétas ar skeneri Expression 12000 XL (Epson, ASV).

No ripam un stumbru fragmentu garengriezumiem tika izgiiti koksnes fragmenti sénu
kultiiru izolésanai. Tie tika nemti tris dazados atskaites punktos: tuvu briicei (2 cm no tas ripam,
bet 3 cm — garengriezumiem), p&€dgja skaidraja skaidraja atkrasojuma vieta un pedg€ja vizuali
konstatgjamaja koksnes izmainu vieta (Siem Itmeniem attalumi savstarpgji atSkiras). Koksnes
fragmenti kultiiru izol€$anai panemti arT no nozagéto eglu celmiem aptuveni 30 cm augstuma
no zemes. Ar motorzagi izzaggtas ripas, un no to apaksgjas virsmas 3 cm iek§¢ja virziena no
mizas izkalti paraugi.

No celmiem, ripam un garengriezumiem ar kaltu un amuru izkalti koksnes gabalini,
ievietoti tukSos Petri traukos un ilgakais 3 dienas uzglabati ledusskapi Iidz sénu izdaliSanai.
Pirms kalSanas procediiras kalts tika iem&rkts 70% etilspirta un nodedzinats uz liesmas, turklat
vel pirms pasu paraugu nemsanas tika atdalita ripas vai garengriezuma koksnes virsgja dala, lai
samazinatu iekStelpu un citu nevélamu mikroorganismu kontaminacijas risku. Veicot izkalto
koksnes fragmentu parlikSanu uz cietas Hagema barotnes, tie tika 1 sekundi apdedzinati liesma

no abam pusém.
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2.5. Mikrobiologiska sénes izdaliSana no serdeniem un koksnes fragmentiem

Mikrobiologiskai sénu izdaliSanai no eglu koksnes serdeni sterilajos stobrinos atgadati
atpakal uz laboratoriju, kur antiseptiskos apstaklos laminaras plismas galda p&c islaicigas
apdedzinasanas virs spirta lampinas tie tika uzlikti uz cietajam barotném Petri traukos.
Izmantota barotne bija Hagema cieta barotne, ar sastavu uz 1 L apjomu: 5.0 g glikoze, 0.5 g
NaNOs, 0.5 g MgS0q4, 0.5 g KH2PO4, 5.0 g iesala ekstrakts un 20.0 g agars. Agars un iesala
ekstrakts tika iegadats no Thermo Fisher Scientific (ASV), tacu pargjas min&tas barotnes
izejvielas no Enola (Latvija). Serdeni kultivéti barotn€s sénu mikrobiologiskai izdaliSanai no
44 eglem.

Uz Petri trauciniem tika saglabats izurbta serdena identifikacijas kods, ka aprakstits
iepriekS. Visas mikroskopisko sénu izdaliSanas notika sterilos apstaklos laminaraja galda
Biowizard (Kojair, Somija).

Serdeniem uz barotném aizvertas tika uzglabati istabas temperatira. Ja barotn€ tika
noverota agresiva peléjuma sénu augSana, sanitaru noluku dé] §is kulturas tika likvidétas.
Tomér, ja Sadas augSanas nebija, un bija redzamas kolonijas, kas morfologiski atbilda
Corinectria gints kolonijam, proti, bali dzeltenigas, sarkanigas, vai oranzigas ar piikainu,
piepaceltu virsmu un neregularu malu (Gonzalez & Chaverri 2017), tad tas tika parsétas uz
jaunam Hagema barotném, lai izol&tu tirkultiiras. Sénu kolonijas, kuras vizuali atSkiras no
tipiski klatesosajam (ka Heterobasidion, Mucor, Penicillium, Trichoderma, Ascocoryne), arl
tika parsétas tirkulttras izdaliSanai. Tirkultiiru ieguvei parséSana tika atkartota tik ilgi, kamer
pec 2 nedElu ilgas inkubg&sanas nebija novérojama citu organismu klatbtitne. Petri plates ar

tirkulttiram tika noslégtas ar Parafilm plévi un uzglabatas ledusskapi pie 5 °C.

2.6. DNS izdaliSana no koksnes

Koksnes audos esoSo sénu identificéSanai tika izmantots ar1 DNS. Koksnes serdeni tika
manuali sasmalcinati ar sterilu skalpeli laminaras gaisa plismas galda. Pirms smalcinaSanas
laminarais galds tika 15 minttes steriliz€ts ar UV starojumu. DNS ekstrakcijai netika atlasita
kada specifiska serdena dala, jo nereti tie bija saliizusi uz pusém vai izirusi. Aptuveni 0.2 g
skaidu tika parnests sterila plastmasas 2 mL mikrocentrifugacijas mégeng. 2 mL mikrofugacijas
mégenes ar sasmalcinato koksni tika uzglabati saldétava pie -20 °C lidz mirklim, kad tika
parnesti uz DNS ekstrakcijas laboratoriju.

DNS tika izdalita ar GeneJET Genomiskas DNS AttiriSanas komplektu (Thermo Fisher
Scientific, ASV). Paraugi vispirms tika homogenizeti ar MM400 homogenizetaju (Retsch,

Vacija), paraugu kratot 4 min ar frekvenci 29 Hz kopa ar vienu 2.5 mm lielu sterilu neriisgjosa
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terauda loditi un 160 pL noardiSanas Skiduma (Digestion solution) no izmantota DNS
izdalisanas komplekta. Ja paraugs vizuali neliecindja par viendabigu maisijumu, tad
homogenizéts vel 15-30 sekundes.

Paraugam pievienoti 20 pL. Proteinazes K un 160 uL noardiSanas Skiduma un vortekséts
10 sekundes. P&c tam paraugs inkubéts idens vanna 56 °C tr1s stundas, ik p&c 30 miniit€ém Tsi
vorteksgjot. P&c liz€Sanas paraugiem tika pievienoti 20 pL. RNazes, un tie inkubgti istabas
temperattra 10 minttes. Talak paraugiem pievienoti 200 pL liz€Sanas Skiduma (Lysis solution),
un tie uzsilditi tidens vanna lidz 37 °C, p&c tam vortekseti. Sekojosi, paraugam pievienoti 400
pL 50% etanola un 1si vortekseti. Lizats tika parnests uz GeneJET komplekta nodroSinato
attiriSanas kolonnu, kura centrifugéta 1 mintti pie 4800 RPM. Caurpliide nolieta un kolonna
parlikta jauna, sterila 2 mL mikrocentrifugacijas mégené. Ar noliku palielinat izdalitas DNS
koncentraciju dazos no Siem soliem bija atSkiribas, kopa 5 dazadas metodes empiriskai
salidzinasanai (S1. tabula).

P&c tam tika veikti DNS attiriSanas soli: kolonna iepildits 500 nL mazgaSanas buferis I
(Washing buffer), centrifugéts 1 mintti pie 8600 RPM, caurplide nolieta, tad iepildits
mazgasanas buferis II un centrifugéts 3 minttes pie tiem paSiem apgriezieniem, savakSanas
stobrin§ izmests. Visbeidzot kolonna ar paraugu tika parnesta jauna un sterila
mikrocentrifugacijas mégeng, un veikts DNS ekstrakcijas pédgjais solis, kur parauga kolonna
tie$i uz vidi esoSas membranas uzpilinats 800 uL eliicijas bufera (Elution buffer), inkubéts 2
miniites istabas temperatira un tad 1si nocentrifugéts pie 8600 RPM. DNS skidumu tika
uzglabats saldétava pie -20 °C lidz talakai izmantoSanai.

DNS koncentraciju un kvalitati noteica ar NanoDrop ierici (Thermo Fisher Scientific,
ASV).

2.7. Izdalitas DNS sekvencéSana

DNS paraugi kopa ar aukstumelementiem nosiititi uz Zviedriju sekvencéSanai.
Sekvencésana notika sadarbiba ar Zviedrijas Lauksaimniecibas zinatnu universitates Meza
mikologijas un augu patologijas departamentu Upsala.

Paraugu DNS amplificésana ar PCR un sekvences$ana notika saskana ar (Klavina et al.,
2022), izmantojot $adus praimerus: tieSais ITS7 (5'-TGTGARTCATCGARTCTTTG-3') un
reversais [TS4 (5'-TCCTCGCCTTATTGATATGC-3") (Ihrmark et al. 2012), ar kuriem PCR
reakcija tika amplificéts ITS2 rDNS rajons ar nelielam dalam no blakusesoSajiem 5.8S un 28S
rajoniem. Sekvenc@Sana tika izmantota PacBio tresas paaudzes sekvencéSanas platforma RSII

(Pacific Biosciences, ASV), kas izmanto SMRT sekvencésanas metodi (Korlach et al., 2010).
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Mikrobiologiski izdalitajam Heterobasidion kulturam ari tika izdalita DNS un ar sénu
sugam specifiskiem ITS praimeriem noteikta to taksonomiska piederiba; parbauditi PCR
rezultati g€la elektroforézé un salidzinatas amplificeto paraugu migracijas linijas ar

identificjamas sugas references pozicijam.

2.8. Datu apstrade R programma un aprakstosa statistika

Dati tika apstradati, izmantojot Microsoft Excel programmu (v. 16.43) un R programmu
(v. 4.2.1) (R Core Team, 2022). Datu ieneSana, pirméja apstradé un manipulacijas izmantota
'tidyverse' pakete (v. 1.3.2) (Wickham et al., 2019). Ta sastav&ja no atkarigo mainigo varbiitibas
biezuma sadalijuma (angl. probability density function) grafiskas analizes: histogrammas
forma, tas asimetrija (angl. skewness) un ekscess (angl. kurtosis), izmantojot paketi 'moments'
(v. 0.14.1); ar paketes 'fitdistrplus' (v. 1.1.8) (Delignette-Muller & Dutang, 2015) funkcijam
tika izméginatas vairakas datiem grafiski atbilstosas teorgtisko sadalfjumu saimes, model&tas
to atlikuma vertibas jeb novirzes no realas datu kopas (pakete 'car', v. 3.1.1), un iegiitie modeli
savstarpgji salidzinati, izmantojot Akaikes Informacijas Kritériju (AIC) un Beiza Informacijas
Kriteriju (BIC), lai noteiktu datu atbilstibu konkrétajam statistiskajam sadalijumam. Sadalijuma
saime ar mazakajam AIC un BIC vértibam tika izvéleta talakam statistiskajam analizém —
briices izm&ram tas bija Gamma sadalijums, un Vertikalas izplatibas koksné datiem tas bija
Binomialais sadalijums.

Datu vizualizacija tika veikta, izmantojot vijolveida diagrammas (angl. violin plot),
punktu izkliedes grafikus (angl. scatterplot), un dazadus kombin&tos grafikus, izmantojot
paketes, ka 'ggplot' (v. 3.4.1), 'cowplot' (v. 1.1.1) un 'flexplot' (v.0.19.1) (Fife, 2022).

Lai izdarTtu visparinatus secinajumus par izolatu un pargjo iesaistito faktoru ietekmi uz
infekcijas pazimém kokos, tika izmantotas dazadas induktivas statistikas metodes, kuras sikak

aprakstitas sadala par induktivas statistikas analizém.

2.9. Infekcijas izpausmes atvasinatie lielumi

Ertibas labad infekcijas izpausmes parametri briices garums un platums tika apvienoti
jauna no tiem atvasinata lieluma izmers. Tas tika iegiits, pienemot briices formu par rombu un
Sos abus lielumus — par romba diagonalém. Vadoties p&c romba laukuma formulas, brices
garums un platums tika viens ar otru sareizinati un tad izdaliti ar divi, jo argjas bruces
geometriski drizak atbilda rombam neka taisnsttrim.

So ricibu atbalsta $adi statistikas secinajumi: pirmkart, starp garuma un platuma post-hoc

testiem gandriz vai nebija atSkiribas bitiski atSkirigo apstrades grupu paros (vienigi platuma
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post-hoc bitiski neatSkiras negativajai kontrolei no Jappila izolata); otrkart, apvienojot tos
jaunaja mainigaja, uzlabojas GLM modela atlikuma vertibas gan grafiski, gan statistiski, pretgji
tam, ka tas bija sakotngjajiem mainigajiem GLM modelos; treskart, Sos lielumus bija adekvati
parveidot jauna no tiem atvasinata lieluma, jo starp tiem nepastavéja kolinearitate. Lai arT bija
vidgja pozitiva korelacija (r=0.41), VIF (angl. variance inflation factor) koeficients bija 1.2,
kas nozimé, ka starp garumu un platumu kolinearitate nepastav un tos drikst apvienot jauna
mainigaja (O’brien, 2007).

Ieksgjas, vertikalas sénes izplatibas noteikSanai tika izmantota koksnes atkrasotas dalas
vertikala distance. Ta ka vairuma gadijumu stumbra fragmenta atkrasoSanas bija noveérojama
viscaur, un fragmenti bija dazada garuma, objektivai un globalai §1 parametra salidzinasanai
atkrasoSanas distance tika standartiz&ta, parverSot to proporcija no kopé&ja fragmenta garuma.

Starp noméritajiem koku diametriem krtiSu augstuma (DBH) un saknu kakla (DRC) tika
noverota stipra kolinearitate. Tas tika parbaudits ar parametrisko Pirsona korelaciju (DBH un
DRC atbilda normalsadalijumam) un VIF koeficientu. Starp Siem lielumiem korelacija bija loti
stipri pozitiva (r=0.96) un VIF arf loti augsts (VIF=12.0) — VIF lielaks par 10 liecina par stipru
kolinearitati (O’brien, 2007). Tas nozimg, ka abi koka diametri nevar atrasties viend modelt no
kolinearitates izrietoSo problému dgl, ka parlieku lielas standartkltidas, pazeminats regresoru
koeficientu butiskums, modela nestabilitate. Lai izvertetu, kur§ no diametriem ir atbilstosaks,
tika izveidoti lidzigi modeli, kur izmantots vai nu DBH, vai DRC, un visos gadijumos
statistiskie raditaji, lai arT minimali un lielakoties nebitiski, tacu priekSroku deva krisu
augstuma diametram, tad€] DRC tika atmests no talakam analizém, un atstats tikai DBH.

Tapat mikrobialas ekologijas analiz€ pie ordinacijas grafiku izveides, lai parocigi
novertétu stumbra diametra ietekmi, tie tika parveidoti intervalu datos, sadalot tos tris dazadas
grupas: Tievs (DBH zem 21 c¢m), Vid€js (DBH no 21 lidz 29 cm neieskaitot) un Resns (29 cm
un vairak). Tas pats tika izdarits ar mizas briices izmeru, kur tas sadalits Cetras grupas: Maza
(zem 10 c¢cm?), Vidgji maza (no 10 lidz 25 ¢cm? neieskaitot), Vidgji liela (no 25 Iidz 40 cm?

neieskaitot) un Liela (virs 40 cm?).

2.10. Induktivas statistikas analize

Lai noteiktu, vai pastav atskiribas starp izolatu grupam to izraisitas infekcijas izpausmes
stumbra briic€s un vertikalaja koksnes iekrasojuma, tika izveidoti visparinatie linearie modeli
(GLM). Modeli tika pielagoti rezultgjosa mainiga statistiskajam sadalijumam. Stumbra briicu
parametriem tas bija Gamma sadalfjums, visparinats ar log saistibas funkciju. Jabilst, ka tika

izm&ginati ari parastie linearas regresijas modeli (LM), tacu gan to atlikuma veértibas neatbilda
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Gausa sadalijumam (vai bija talak no ta neka GLM modeliem), gan to statistiskie raditaji, ka
AIC, BIC un Beiza faktors liecinaja, ka GLM modeliem ir lielakas priekSrocibas.

Lai parliecinatos, vai modelt izmantotajiem regresoriem ir biitiska nozime datu variacijas
skaidrosana, tika izveidots tuksais jeb nulles modelis (t.i., kad atkarigd mainiga variaciju nosaka
tikai intersepta vertiba), un nulles modelis salidzinats ar intereséjoso — tam izmantots LRT tests
(angl. likelihood ratio test) no paketes 'Imtest' (v. 0.9.40) (Zeileis & Hothorn 2002). Ar So
metodi novertéti primitivakie no modeliem, proti, ar vienu regresoru, jo pargjie sarezgitakie
modeli tika salidzinati ar primitivajiem modeliem caur Hi-kvadrata testu, izmantojot R bazes
funkciju anova un noradot testa veidu "chisq" — tada veida noteikts, vai konkrétais modelis
btiski atSkiras no otra.

Lai padaritu stumbra brices izméra matematisko modeli vél precizaku, tika izveidoti
sarezgitaki, visparinatie jaukta efekta modeli (GLMM), izmantojot paketi 'lme4' (v. 1.1.32.)
(Bates et al., 2015), tapat pie sadalijjuma saimes noradot Gamma sadaltfjumu ar logaritmisko
saistibas funkciju un par nejauso efektu izmantojot atseviskos kokus ka individus. Sie un citi
modeli tika savstarpgji salidzinati ar funkciju model.comparison no paketes 'flexplot', kura
atbilde sniedza tadus kvalitates kriterijus ka AIC, BIC un Beiza faktors.

Modelu validitate tika parbaudita ar vairakiem panemieniem. Statistiski — ja attiecigo
parametru skaidrojoSais modelis deva atlikuma vertibas, kuras atbilda Gausa jeb normalajam
sadalfjumam, izmantojot Sapiro statistisko testu (Shapiro & Wilk, 1965), vai arT grafiski ar
kvantilu-kvantilu testu novertgjot to izkartojumu ap teoretisko Gausa sadalijuma slipni — cik
vienmerigs un slipnei lidzigs ir atlikuma vertibu izkartojums —, ka ar, ja histogramma atlikuma
vertibas veidoja tipisko zvanveida izkartojumu, modelis tika uzskatits par atbilstoSu datu
variacijas skaidro$anai. Bez atlikuma vértibu normalitates tika parbaudita arT modela R? jeb
izskaidrota variacija, kas tika veikts ar funkciju rsq no paketes 'rsq' (v. 2.5).

Lai novertetu, vai pastav biitiskas atSkiribas briices [zméra starp apstrades grupam, tika
veikts neparametriskais Hi-kvadrata tests ar R bazes funkciju anova. Kad atrastas butiskas
atSkiribas, tika veikts post-hoc tests izolatu savstarp&jai paru-veida salidzinasanai. Tam
izmantota funkcija pairwise.wilcox.test no R bazes paketes 'stats', kas veica neparametrisko
Vilkoksona ranku summu testu, ka p-vertibas pielagojumu izvéloties Holma metodi, kas ir
saméra konservativa metode un labi kontrol€ I tipa klidas pielausanu (Holm, 1979).

C. fuckeliana izolatu vertikalas izplatibas modelesanai netika izveidots Beta regresijas
modelis, jo nav iesp&jams korekti prognozet — vai arf tas ir loti sarezgiti un tikpat spekulativi —
s€nes izplatibu arpus stumbru fragmentiem no esosajiem datiem. Tacu, lai parbauditu, vai
pastav atskiriba starp apstrades grupam to radita koksnes iekrasojuma garuma proporcijas, tika

veikts Hi-kvadrata tests ar funkciju chi.sq no R bazes paketes 'stats'.

23



2.11. Bioinformatikas analizes

Ta ka eglu briicu koksnes serdenu sekvencéSana notika divos atseviskos piegajienos un
abos tika izmantots tas pats adapteru-barkodu komplekts, tad art bioinformatiskas darbibas lidz
sekvencu sagrupésanai paraugos solim sekvenc@Sanas piegajienam tika veiktas noskirti.

Sakuma ar Seed2 programmu (Vétrovsky et al., 2018) tika atlasiti un paturéti tikai tie
nolastjumi, kuros bija barkoda un praimera sekvence gan sakuma, gan beigas. Sekvencu
nolastjumi filtréti péc garuma (min=50n, max=800n). Turpmak sekvencu datu apstrade tika
veikta programma PipeCraft2 (Anslan et al., 2017), kur sekvences sagrupétas paraugos ar
"Cutadapt" riku (minoverlap=15, mismatch=2) (Martin, 2011), ar to ar1 izgrieztas barkodu un
praimeru sekvences. Talak veikta denovo himéru mekleéSana un to saturoSo nolasijumu
atmeSana ar riku "UCHIME" (Edgar et al., 2011). No iztiritajiem nolasijumiem, izmantojot
"ITS extractor" riku (Bengtsson-Palme et al., 2013), tika atlasits ITS2 regions. Taksonomisko
vienibu klasterus (OTU) tika veidots ar "vsearch" riku (Rognes et al., 2016), veidoti OTU
klasteri (97% lidzibas slieksnis). Lai uzlabotu OTU kvalitati un atbrivotos no klidainiem OTU,
tika veikta p&c-klasteréSanas analize ar algoritmu "LULU" (Freslev et al., 2017) ar
uzstadijumiem: minimala sekvencu sakritiba = 84%, minimala relativa kopa-paradiSanas =
95%. OTU identificéSana tika veikta, izmantojot BLAST metodi un UNITE datubazi
(Abarenkov et al., 2010).

2.11.1. OTU un to taksonomiskas piederibas un funkcionalo Ipasibu datu apstrade

OTU saistito ekologiski funkcionalo Tpasibu informacijas ieguvei tika izmantota
FUNGuild programma (Nguyen et al., 2016).

R programma, lai samazinatu zemas kvalitates datu ietekmi datu kopa, no OTU tabulas
tika iznemti tadi OTU, kuru sastopamibas biezums datu kopa bija mazaks par 10 reizém. Lidz
ar tiem tika iznemtas ari sekvenc€Sanas (tehniskas) negativas kontroles. Taksonomiskas
informacijas fails tika redigéts ar R un MS Excel, lai tas saturétu informaciju tikai par
atlasttajiem OTU, un ta formats pielagots optimalai operésanai FUNGuild programma. Lidz ar
OTU tabulu, FUNGuild precizéto taksonomisko un funkcionalo 1pasibu tabulu R programma
tika ienesta arT paraugu metadatu tabula. Uz $§Tm datu tabulam tika balstita talaka ST magistra

darba OTU datu analize, kas norisinajas R programma.

24



2.11.2. Mikrobialas ekologijas analizes

Mikrobialas ekologijas datu analizei, ka alfa daudzveidiba un vizualizacijai tika
izmantota paketes 'phyloseq' (v. 1.42.0) (McMurdie & Holmes, 2013). Ekologiskas distances
izveidei, ordinacijas grafikiem, mikrobialas daudzveidibas un statistiskajam analiz€ém
izmantota pakete 'vegan' (v. 2.6.4) (Oksanen et al., 2022).

Lai noverstu atskiribas starp paraugiem sekvencesanas dziluma, kas var€tu biit saistitas
ar tehnisku kliimji raditam dazadu sekvencu nolasijumu skaita dél, OTU biezuma tabula tika
normaliz€ta izmantojot kumulativas summas mérogoSanu jeb CSS (angl. cumulative sum
scaling) (Paulson et al., 2013). Visas analizes tika balstitas uz normaliz&tajiem OTU datiem.

Paraugu alfa daudzveidibas noteikSanai tika izveleti $adi raditaji: novérota OTU
daudzveidiba, Senona koeficients un Inversais Simpsona koeficients. Lai novértétu, vai starp
paraugu apstrades grupam pastav biitiskas atSkiribas alfa daudzveidiba, tika izmantots
neparametriskais Kruskal-Wallis tests.

Lai aprakstitu beta daudzveidibu starp dazadam paraugu grupam, kopgjai OTU datu
tabulai tika aprékinata distan¢u matrice (funkcija 'vegdist'), izmantojot Breja-Kurtisa (angl.
Bray-Curtis) metodi, kas tolere 0 vertibas un ir atbilsto$a normalizétiem datiem (Bray & Curtis,
1957). Ta tika izmantota ordinacijas grafika izveidei, lai reducétu paraugu
multidimensionalitati uz divam dimensijam un érti to vizualizétu. Sim noliikam tika izveidots
nemetriskas multidimensionalas ranzésanas ordinacijas grafiks (Non-metric Multidimensional
Scaling, NMDS) ar funkciju 'metaMDS'. Lai talak statistiski noveértétu, vai grafika datu punktu
klasteru atSkiribas starp to centroidiem ir butiskas, tika veikta permutaciju multivariéta
ANOVA (Permutational Multivariate Analysis of Variance, PERMANOVA) ar funkciju
'adonis2' no 'vegan' paketes. Parbaudot paraugu Izolata grupu atSkiribas, Seit tika izmantots
papildarguments 'strata’, noradot paraugu saistibu caur eksperimentalajiem kokiem, pargjos
gadijumos tas netika izmantots. PERMANOVA testa rezultatiem tika arT novértétas paraugu
datu punktu atSkiribas dispersijas. Tam tika izmantota funkcija 'betadisper' no 'vegan' paketes.
Pec bitiska PERMANOVA testa tika veikta klaSu paru salidzinasana ar funkciju

'pairwise.adonis' no paketes "pairwiseAdonis' (v. 0.4) (Arbizu 2020).
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3. REZULTATI

3.1. Visparejais audzes raksturojums un eglu vitalitate

Eglu audzes vidgjais augstums bija 24.6 + 3.6 m. Salidzinot eksperimenta koku vitalitati
ar blakusesoS$ajiem neapstradatajiem kokiem, noverotas atSkiribas nebija parak lielas, tacu
pietiekami lielas, lai uzraditos statistiski butiska atSkiriba starp eksperimenta koku grupu un
neapstradato kontroles koku grupu (p = 0.011) (skat. 2. att€lu). Galvenokart novérota skuju

hloroze un skuju vainaga retinasanas, mizas atlup$ana noverota pavisam retos gadijumos.

4.0
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2.5 - e

Vitalitate / Vitality
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1.0 — o
' T 1

Eksper. koki / Exper. trees Kontr. koki / Contr. trees

3. attels. Vitalitates atSkiribas starp eksperimentalo koku un kontroles koku grupam.

Figure 3. Differences in vitality between experimental tree and control tree groups.

3.2. Mizas briucu izméri un koksnes vertikalas iekraso$anas distances

10 gadus péc inokulacijas briices bija izveidojusas visiem 54 eksperimenta kokiem katra
apstrades varianta ar sveku izdaltfjumiem no briices zonas. Salidzinot mizas briicu izmerus starp
apstrades veidiem, tika noskaidrots, ka pastav stipri biitiskas atSkiribas starp negativo kontroli
un pargjiem 3 izolatiem (p < 0.0001). Vienigais izolatu paris, kuri butiski atskiras péc izméra
bija Suenenjoki un Jappila (p = 0.0015) (skat. 4. attelu).

Suenenjoki izolata radito mizas brii¢u laukuma izméra vidéja vértiba bija 28.6 + 17.8 cm?,
kas bija visaugstaka. Izolats ar nakamo lielako vid&jo vertibu bija T3N ar 21.6 £ 12.5 cm, kam
sekoja Jappila ar 17.2 + 11.0 cm?. Negativajai kontrolei briices izméra vidéja vértiba bija 6.6 =
8.8 cm?. Tomér atseviSkos gadijumos viena koka ietvaros negativas kontroles briices bija
lielakas neka ar C. fuckeliana izolatiem apstradatajas, it Ipasi Jappila izolata, kur tas noverots

17% gadijumu (9/54), abiem pargjiem izolatiem tas bija 6% gadijumu (3/54). Bricu izmériem
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ir samera lielas veértibu amplitidas un to apméri nav vienmeérigi apstrades grupas. Suenenjoki
izolata radito mizas brii¢u izmériem bija vislielaka vértibu amplitida — no 2.0 lidz 75.0 cm?.
Jappila un T3N izolatiem ta savukart bija lidzigaka: attiecigi no 1.2 [idz 49.5 cm? un no 3.5 lidz
55.5 cm®. Negativas kontroles grupa ta bija nedaudz mazaka: no 0.4 lidz 40.5 cm?, ka ari

kopuma izm@ru vertibas ar uzskatami lielaku mazo vertibu 1patsvaru.

801
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Apstrades variants / Treatment

4. attels. Apstrades grupu izraisito mizas brii¢u izméru vijolveida diagrammas.

Figure 4. Violin plots of wound size by treatment groups.

Vertikalas koksnes iekrasoSanas datos atSkiribas starp izolatiem bija neskaidrakas, jo
vairuma gadijumu iekrasojums tika konstatets viscaur stumbra fragmentam (5. attéls).
Novertgjot stumbra Sk&rsgriezumus, atkrasojums bija nov€rojams butiba virs inokulacijas
briices vietas, un visspilgtakais tas bija Suenenjoki un Jappila izolatiem (6. attéls). Interesants
noveérojums — paris gadijjumos stumbra ripas zona virs inokulacijas vietas novérota aplievas
koksnes saruksana uz kodolkoksnes rékina (S14. attels). Iekrasojuma distances zina vismazakas
iekrasoSanas pédas uzradija negativas kontroles grupa, ko grafika parada gara mazo vértibu
amplitiidas aste. Neatkarigi no ta, arT negativas kontroles grupa bija gadijumi, kad iekrasojums
tika noverots visa stumbra fragmenta garuma. Augstakas vertibas, un savstarpgji loti lidzigas,
iekrasotaja stumbra dala bija Suenenjoki un Jappila izolatiem, tomeér Hi-kvadrata testa netika

atrasta biitiska atskiriba starp nevienu eksperimenta grupu $aja parametra (p = 0.41).
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5. attéls. Apstrades grupu koksnes iekrasosanas vertikalas distances vijolveida diagrammas.

Figure 5. Violin plots of vertical colouration of woody tissues by treatment groups.

6. attels. Skenéta ripa 7. kokam 24 cm zem inokulacijas vietas;
oranzs — Suenenjoki, roza — Jappila, dzeltens — T3N, sarkans — negativa kontrole.
Figure 6. Scanned trunk disc of tree 7, 24 cm under the inoculation point;

orange — Suenenjoki, pink — Jappila, yellow — T3N, red — negative control.
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3.3. Micélija saglabasanas koksné un DNS izdaliSanas

Micélija saglabasanas koksnes audos bija visai nevienmériga starp izolatiem (skat. 1.
tabulu). No briices izurbta serdena vislielaka sekmiba C. fuckeliana izdaliSana bija Jappila
izolatam (61%), kamer pargjiem izolatiem un negativajai kontrolei ta bija Iidziga — no 32 Iidz
39%. No briices zonas stumbra fragmentu ripas augstaka sekmiba izdaliSana bija Suenenjoki
izolatam (57%), ievérojami zemaka ta bija Jappila un T3N izolatiem, attiecigi 43% un 29%,
taCu negativajai kontrolei ta bija krietni zemaka — 14%. No briices zonas garengriezumos
negativo kontroli izdalit neizdevas, tacu visiem pargjiem izolatiem izdaliSanas sekmiba bija
25%, tomer jabilst, ka SinT gadijuma izmantoto stumbru fragmentu skaits bija mazs, tikai 2 (no

katra pa 2 — virs un zem briices), tad€l garengriezumu rezultati nav parak uzticami.

1. tabula. C. fuckeliana micélija izdaliSanas no koksnes audiem sekmiba.

Table 1. Success of isolating C. fuckeliana mycelium from woody tissues.

_ o No
_ No briices No brices No lTiess | e pec_lej as pedgjam
Izolats . zonas gar- atkras.
serdena zonas ripas . _ . koksnes
griezuma vietas . o
izmainam
Suenenjoki 23% 57% 25% 0 12%
T3N 21% 29% 25% 0 24%
Jappila 39% 43% 25% 0 0
NK 21% 14% 0 8% 0

Tapat no garengriezumiem neizdevas izdalit mic€liju arpus briices robezam, tomér tas
dalgji izdevas no ripam. Interesanti, ka sekmigaka izdaliSana notika tiesi no p&€d&jam vizuali
izmainitas koksnes zonam, nevis pédgéjam skaidra s€nes atkrasojuma zonam. Vienigais
gadijums, kad izdevas izdalit C. fuckeliana no pedg€ja atkrasojuma, bija ar negativo kontroli 24.
koka, 18 cm zem infekcijas vietas. Tomér no vietas stumbra koksng, kur noverotas pedg¢jas
koksnes izmainas, C. fuckeliana kulttru izdevas izdalit biezak, un tas sanaca tikai ar Suenenjoki
un T3N izolatiem. No 24. koka abus izdevas izdalit 34 cm attaluma zem inokulacijas vietas.
Abi mingtie izolati tika izdaliti arT no 7. koka 38 cm zem inokulacijas vietas un no 37. koka 17
cm virs izolacijas vietas. No T3N izolata C. fuckeliana izdevas izolét no 23. koka abos ta
fragmenta galos — 17 cm zem infekcijas vietas un 45.5 cm virs tas.

DNS izdaliSana no briices koksnes serdeniem sanaca ar dazadu sekmibu. No 176
paraugiem 14 bija tadi, kuriem DNS koncentracija bija pari 30 ng/uL, pargjiem ta bija parsvara
Iidz 10 ng/pL, mediana paraugu DNS koncentracijai — 6.6 ng/uL. Izdalitas DNS absorbcijas

spektra 260/280 attieciba bija vienmerigaka un vairuma gadijumu robezas no 1.04 Iidz 1.71, no
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visiem paraugiem divi bija zem un Cetri paraugi — virs §tm robezam. DNS 260/280 absorbcijas
mediana bija 1.34.

DNS izdaliSanas metodes optimizacija nedeva parliecinoSu sagaidamo rezultatu —
augstaku DNS koncentraciju un labaku kvalitati. Visas metodikas modifikaciju grupas bija liela
mainiba koncentracija — visas grupas, iznemot 2. grupu (48%), standartnovirzes bija >50% no
vidgjas vertibas, un to robezas, tapat ka 260/280 absorbcijas attiecibai, metodes neatskiras (S2.

un S3. atteli).

3.3.1. Mikroskopisko sénu izolati no serdeniem

Heterobasidion gints kultiiras tika izdalitas no bricu serdeniem saméra reti un tikai no
Jappilaun T3N izolatiem (2. tabula). Velakas taksonomiskajas analiz€s atklajas, ka visi paraugi
pieder H. parviporum (S4. attels). No briices serdeniem gandriz visos no 8 gadijumiem, kad
izdevas izdalit Heterobasidion, no ta pasa serdena izdevas izolét ar1 C. fuckeliana kulturu, tikai
divos gadijumos T3N izolata C. fuckeliana kopa ar H. parviporum neizdevas.

Daudz biezak par H. parviporum izdevas izdalit Trichoderma gints kultiiras, kopuma zem
20% gadijumu un saméra lidzigi starp apstrades grupam, tomer relativi mazak no Jappila
izolata. Visbiezak izdalita ne-Corinectria sénu gints no bricu serdeniem bija Penicillium,
aptuveni ceturtaja dala gadijumu (34 no 44 kokiem). Lidzigi ka ar Trichoderma Jappila izolatam
Penicillium izdaliSana bija ar zemako sekmibu, kamér pargjiem izolatiem ta bija saméra lidziga.
Ascocoryne visbiezak tika izdalita tieSi no T3N izolata serdeniem, pargjiem 2 izolatiem sekmiba
bija aptuveni uz pusi zemaka, un negativajai kontrolei vél zemaka. Sarea gints kulttiras izdalitas
sameéra reti un visbiezak Jappila izolatam, Suenenjoki un T3N sekmiba lidziga, tacu zemaka,
negativaja kontrol€ to izdalit nemaz neizdevas. Viszemaka izdaliSanas sekmiba bija Mucor
gints s€éném, un tikai viena gadijuma no 44 Jappila izolatam un divos — negativajai kontrolei.

Atseviskos gadijumos tika izdalitas art1 Umbelopsis isabellina, Phialocephala sp.,

Cladosporium sp., ka art dazas citas sugas, tacu tikai vienu vai divas reizes.

2. tabula. Citu sénu micélija izdaliSanas no briicu serdeniem sekmiba.

Table 2. Success of isolating other fungi mycelium wound cores.

Izolats Heterobasidion | Trichoderma Penicillium | Ascocoryne | Sarea Mucor
Suenenjoki | O 18% 25% 11% 5% 0

T3N 9% 16% 27% 21% 5% 0
Jappila 9% 11% 18% 11% 9% 2%
NK 0 16% 23% 7% 0 5%
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Gandriz katrs ceturtais koks celma augstuma saturéja Heterobasidion (24%), dazu koku
celmiem bija ar vizuali novérojamas trupes pazimes. 7Trichoderma tika izdalita no 37% celmu,
Mucor satur€ja gandriz puse no visiem celmiem (48%). C. fuckeliana izdevas izolet no koku
celmiem 19% gadijumu.

Katra Heterobasidion-pozitiva mizas briices serdeni Heterobasidion tika noveérots ari
attieciga koka celma. Tomér celma augstuma Heterobasidion no viena un ta pasa koka kopa ar

C. fuckeliana tika izdalits tikai vienu reizi.

3.4. Mizas briices modeli

Sakotngji izveidotais vienkarsais GLM modelis pie regresoriem saturgja tikai apstrades
grupu, un ta izskaidrota variacija bija saméra zema (R>=0.20). Tad modelis tika papildinats ar
koka stumbra diametru kriiSu augstuma DBH, rezultata izskaidrota variacija nedaudz pieauga
(R?=0.22). Tacu palielinot sarezgitibas Iimeni vél vairak un pievienojot vél nejauso efektu —
koki ka individi, kas principa nosaka, ka rezultéjosa mainiga briices izmérs intersepta vertiba
var mainities starp atseviskiem kokiem —, izskaidrota variacija pieauga dramatiski. Klat fikséto
efektu variacijai Rxa? = 0.22 naca arT nejauso efektu Rmg®> = 0.21, kas rezultata deva kopgjo
izskaidroto variaciju Ry = 0.42. No ta var secinat, ka 42.4% koka argjo brii¢u izméra mainibas
noteica izmantotais sénes izolats, stumbra diametrs kriiSu augstuma un citas koka individualas
iezimes.

Salidzinot So mingto tris modelu ieks€jo balansu starp atbilstibu datu variacijai (angl.
goodness-of-fit) un sarezgitibas pakapi, neparprotami labaks bija GLMM modelis ar nejauso
efektu, jo ta statistiskie kritériji AIC, BIC un Beiza faktors bija uzskatami labaki par abu miné&to
modelu statistiskajiem raditajiem, tadeél GLMM modelis, kura pie fiksétajiem efektiem bija
s€nes izolats un koka stumbra diametrs kriiSu augstuma, un ar individualo koku ka nejauso
efektu, tika uzskatits ka optimalais modelis. Kaut arT optimala GLMM modela atlikuma vertibas
grafiski bija mazliet arpus kvantilu-kvantilu testa Gausa sadalijuma Iiknes tas abos galos,
atlikuma vertibas visiem modeliem atbilda Gausa sadalijumam (S4. un S5. atteli).

No apstrades grupam gadijumos, kad apstrade bija negativa kontrole GLMM modela
regresoru Itmenu ietekmes zina tas ietekme bija negativa, tadel ta tika iznemta no regresijas
vienadojuma. Rezultata formula, p&c kuras iesp&jams prognozet briices izméru péc 10 gadu

ilgas sénes augSanas inokuléta stumbra, ir sekojosa:

Izmérs (cm?) ~ 1.37*T3N + 1.16*Jappila + 1.65*Suenenjoki + 0.04*DBH + z + ¢, 1

kur z ir nejausais efekts (kokam individuali) un ¢ ir klada.
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Jamin, ka tika mé&ginats modeli ieklaut datus no koku celmu mikrobiologiskajam
kultiiram, proti, tadu sugu ka Heterobasidion sp., Trichoderma sp. un Mucor sp. klatbiitne, tacu
modelis atlava izmantot tikai vienu sugu vienlaicigi, un visos gadijumos, salidzinot Sos modelus
ar 1. formula noradito, to statistiskie raditaji izmainijas minimali un butiba liecinaja pret to

izmantoSanu.

3.5. Briuicu attistibas dinamika

Pirmaja gada péc inokulacijas (2012. gada augusta) 11 kokiem nebija izveidojusas
stumbra véza pazimes neviend no apstrades grupam. Divus meneSus vélak, ta pasa gada
novembrT stumbra véza pazimes nebija izveidojusas tikai trijiem kokiem. Otra gada beigas,
augusta stumbra veza simptomi bija sastopami uz visiem kokiem, tacu 34 kokiem v&l nebija
izveidojusies briicu simptomatika kada no apstrades variantiem; parsvara tas bija negativas
kontroles, tacu 5 kokos arT Jappila izolatam un pa vienam kokam Suenenjoki un T3N izolatiem.
Tresa gada sakuma, 2013. gada novembri stumbra véza simptomu nebija tikai negativas
kontroles grupa un divos kokos Jappila izolatam. Eksperimenta beigas stumbra véza izpausmes
tika nove@rotas visos kokos visam apstrades grupam.

Gadu pec eglu inokulésanas (2012. gada augustd) stumbra briicu garums uzskatami
atSkiras negativajai kontrolei — tas bija vid&ji 1.8 cm, tacu vairuma gadijumu briices attistiba
nebija noveérojama (mediana 0 cm) — no pargjiem trim s€nu izolatiem, kuriem briices garuma
vid&ji bija ap 5.6 — 6.7 cm. 2012. gada novembrT s€nu izolatiem garuma pieaugums bija lidzigs
par ~2.5 cm, kamér negativai kontrolei tas bija ~0.5 cm un joprojam vairuma gadijumu nebija
briices simptomu (mediana 0 cm). Savukart pec infekcijas otra gada sakuma lidz tresa gada
sakumam noverota visstraujaka attistiba briices garuma, kur perioda no 2012. gada novembra
lidz 2013. gada augustam: par aptuveni 7 — 10 cm s€nu izolatiem un 2.5 cm negativajai
kontrolei, un aridzan strauji no 2013. gada augusta Iidz ta pasa gada novembrim: par 5 — 5.5 cm
visiem izolatiem un ~2 cm negativajai kontrolei. Eksperimenta beigas brii¢u garums visas
grupas uzradija samazinajumu. Perioda no tresa gada sakuma lidz 10. gada beigam sénu izolatu
grupa briices garums saruka par 3.5 — 4.0 cm (16 — 18%), un negativas kontroles grupa pavisam
mazliet — par 0.2 cm (3%). Lai atvieglotu datu vizualo uztveri, grafikam tika nonemti
standartnovirzu stabini, jo datos bija liela variacija un stabini parklajas viens ar otru. Vieniga
vieta, kur standartnovirzes robezas briicu izmeri bija atskirigi, bija 2022. gada maija Suenenjoki

izolatam un negativajai kontrolei.
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7. attéls. Mizas briicu garuma dinamika pirmajos 3 gados un eksperimenta beigas.

Figure 7. Bark wound length dinamics during the first 3 years and at the end of experiment.

Sameéra lidziga aina tika nove@rota briices platuma dinamika — briices platuma vértibas
visstraujak pieauga perioda pec otra gada sakuma (2012. gada novembris) lidz tresa gada
sakumam (2013. gada novembris): 1.8 —2.0 cm C. fuckeliana izolatiem un 1.1 cm negativajai
kontrolei (8. att€ls). Tapat ar1 negativajai kontrolei 2012. gada augusta un novembri bija vismaz
uz pusi zemakas briices platuma vertibas, attiecigi 0.7 cm un 1.0 cm, vairuma gadijumu brticu
nebija nemaz (mediana 0 cm). C. fuckeliana izolatiem 2012. gada augusta tas bija no 1.6 lidz
1.9 cm un novembrT — no 2.1 Iidz 2.3 cm. Perioda no tresa gada sakuma lidz 10. gada beigam,
lidzigi ka ar brices garumu, platums uzskatami saruka: par 1.7 — 2.0 cm (40 — 48%) C.
fuckeliana izolatiem, tacu atSkiriba no briices garuma negativas kontroles briices platums
peédeja posma saruka ievérojami par 0.4 cm (20%). Briices platuma vértibas bija lielas
standartnovirzes, tade] to stabini tika iznemti no grafika optimalai vizualizacijai. Visos laika

punktos visam eksperimenta grupam standartnovirzu stabini parklajas.
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8. attéls. Mizas brucu platuma dinamika pirmajos 3 gados un eksperimenta beigas.

Figure 8. Bark wound width dinamics during the first 3 years and at the end of experiment.

3.6. Bioinformatiskas analizes

Sakotngji iegiita OTU tabula saturgja 3398 dazadus OTU, tacu péc post-klasteréSanas
manipulacijas apkopoti vai atmesti tika 572, pari paliekot 2826 dazadiem OTU. Ta ka vienam
OTU 56. koka Jappila izolata apstrades briic€ bija neticami augsta vertiba, kas veidoja vairak

ka pusi no kopgja visas apstrades grupas OTU daudzuma, ta OTU tabula tika parveidota par 0.

3.6.1. Taksonomisko nodalijumu sastavs apstrades grupas

Paraugos novéroto OTU taksonomiska daudzveidiba visas eksperimenta grupas liecinaja
par skaidru askusénu un bazidijsénu nodalijumu dominanci, kur pirmo vietu ienéma askusénes
(skat 9. att€lu un 3. tabulu). P&c Ascomycota un Basidiomycota nodalijumiem, seciba nakamie
nodalfjumi katrs sastadija mazak par 2% un to relativais biezums bija atSkirigs eksperimenta
grupam: ar C. fuckeliana izolatu Suenenjoki vai Jappila inokulétaja koksné nakamo biezako
nodaltjumu veidoja Mortierellomycota sénes, turprett T3N izolatam — tas bija s€nes ar
neatpazitu nodalfjumu; negativas kontroles grupa treSo vietu ienéma Mucoromycota
nodaltfjums. Ceturto biezak izplatito nodaljjumu katra no 3 izolata grupam veidoja

Chytridiomycota, kamér negativas kontroles grupa ceturto vietu ien€ma Mortierellomycota

(skat. 3. tabulu).
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Figure 9. Normalized count of OTU in samples of experimental groups, coloured by the

fungal phylum.

3. tabula. Sénu nodalijumu relativais daudzums apstrades grupas un kopuma.

Table 3. Relative abundance of fungal phyla in treatment groups and in total.

Kopgjos T3N iz., | Suonenjoki | Jappila Negat.

Nodalijums datos, % % iz., % iz., % kontr., %
Ascomycota 56.72 50.32 62.41 5431 59.97
Basidiomycota 39.63 46.34 33.80 42.20 36.04
Blastocladiomycota 0.02 0.00 0.01 0.08 0.01
Chytridiomycota 0.82 0.76 1.06 0.87 0.61
Entomophthoromycota 0.07 0.21 0.00 0.00 0.08
Fungi_phy_Incertae_sedis 0.55 0.84 042 0.58 0.37
Glomeromycota 0.04 0.00 0.00 0.00 0.14
Mortierellomycota 1.12 0.50 1.63 1.34 1.00
Mucoromycota 0.64 0.50 043 0.48 1.16
Olpidiomycota 0.26 0.21 0.18 0.07 0.56
Rozellomycota 0.12 0.33 0.03 0.08 0.04
Zoopagomycota 0.01 0.00 0.04 0.01 0.00
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3.6.2. Izplatitakas gintis apstrades grupas

10 visparstavétakas gintis katra no apstrades grupam ir att€lotas grafikos (atteli nr. 10.-
13.). Ar oranzigiem toniem ir iekrasotas tas gintis, kuram ir saistiba ar koksnes trupi. Ar
dzeltenigiem — tas gintis, kuram nav tiesas saistibas ar trupi, tomer piemit zinama patogenitate
uz augiem; ar zalganiem toniem — tas sugas, kuram nav zinama patogenitate uz kokiem. Atstatas
peleka krasa ir tas gintis, kuru saistiba ar augiem nav pilnigi skaidra vai to taksonomiskas
identifikacijas ITmenis ir nepietickams, lai spriestu par to ekologisko nozimi. Zila toni iekrasotas
tas gintis, kuram ir zinama spgja iekrasot koksni.

Kopuma 13 izplatitakas sénu gintis P. abies brucu koksng, veidoja no 55 lidz 61%

apstrades grupas OTU; to relativais biezums noradits 4. tabula.

4. tabula. Izplatitako ginsu relativais biezums apstrades grupu P. abies briicu koksng.

Table 4. Most abundant genera in treatment groups from the wood of P. abies wounds.

Gints Trofiskais T3N Suonenjoki | Jappila Negativaja
’ veids izolata, % | izolata, % | izolata, % | kontrole, %
Geoglossaceae_gen Saprotrofs 10.6 10.0 13.4 13.7
Heterobasidion Saprotrofs | 15.1 8.6 10.5 12.8
Pucciniastrum Patotrofs 4.6 4.6 6.3 4.5
Chaetothyriales_gen NA 54 5.1 4.7 5.7
Sorocybe Saprotrofs 33 5.5 29 29
Ascocoryne Saprotrofs 32 2.6 1.6 53
Malassezia LRI

saprotrofs 4.8 4.8 4.8 4.0
Lophium Saprotrofs 22 3.1 2.1 1.2
Herpotrichiellaceae_gen Paligliigii-

saprotrofs 24 2.6 2.1 24
Ophiostoma Patotrofs 0.6 29 0.8 1.0
Venturiales_gen NA 2.0 1.8 22 2.6

Saprotrofi-
Thelephora cimbiotrofs | 13 18 24 2.1
Neonectria Patotrofs 2.0 32 1.0 2.7
Kopa: 57.5 56.6 54.8 60.9

Kopuma taksonomiska aina bija visai lidziga apstrades grupu starpa: visas grupas divas

parstavetakas gintis bija neatpazita gints no Geoglossaceae dzimtas un Heterobasidion, un
visas grupas starp 10 izplatitakajam gintim bija tadas ka Pucciniastrum, Sorocybe, Malassezia
un nenoteikta Chaetothyriales kartas gints. Suenenjoki izolata abas visparstavétakas gintis
veidoja mazaku vertibu atskiribu, salidzinot ar nakamajam izplatitakajam gintim — tas sastadija
18.6% no S§is apstrades grupas OTU kopskaita. Negativaja kontrole §1 atskiriba bija
visuzskatamaka, tomer statistiski Iidziga ar Jappila un T3N izolatiem, proti, visos pirmas divas

gintis veidoja 23.8-26.8% no katras apstrades grupas OTU kopskaita. Heterobasidion veidoja
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vislielako 1patsvaru T3N izolata ar 15.1% no visiem OTU, kam sekoja negativa kontrole ar
12.8%, Pucciniastrum gints visizplatitaka bija T3N un Jappila izolatos, attiecigi 7.6% un 6.3%
no visiem OTU, kam&r Suenenjoki un negativaja kontrol€ ta bija 4.5-4.6%. Interesanti, ka
Suenenjoki izolata grupa tika novérota visaugstaka Sorocybe gints parstavétiba — 5.5%, kamér
pargjas grupas ta bija 2.9-3.3% no apstrades grupas OTU. Tapat tikai Suenenjoki izolata starp
izplatitakajam gintim atrasta Ophiostoma, veidojot 2.9% OTU. Pargjas grupas Ophiostoma
sastadija 0.6-1.0% OTU. Nenoteikta Chaetothyriales klases gints apstrades grupas bija lidziga
Ipatsvara —no 4.7% lidz 5.7%. Suenenjoki un T3N apstrades grupas starp izplatitakajam atrasta
ar1 Lophium gints, attiecigi 3.1% un 2.2% OTU kopskaita, arT Jappila izolata, lai ari neparadijas
starp izplatitakajam gintim, ta veidoja 2.1% no OTU kopskaita. Tomer negativaja kontrolé
Lophium bija mazaka parstavétiba — 1.2%. T3N un Jappila izolatos starp izplatitakajam atrasta
ar1 nenoteikta Herpotrichiellaceae dzimtas gints, attiecigi 2.4% un 2.1% OTU, lidziga apméra
ta bija negativaja kontrole (2.4%) un Suenenjoki izolata (2.6%), tacu nav redzamas grafikos, jo
ierindojas tiesi arpus 10 izplatitakajam gintim. Negativas kontroles grupa uzskatami augstaka
skaita bija Ascocoryne gints, veidojot 5.3%, kamér C. fuckeliana apstrades grupas bija robezas
no 1.6% lidz 3.2%, kur augstaka vertiba bija T3N izolatam, nedaudz zemak ta bija Suenenjoki
izolata ar 2.6% un vismazakaja apmera — Jappila izolata, veidojot 1.6%. Mazaka apméra, tacu
ari starp izplatitakajam gintim novérotas tika arT tadas ka nenoteikta Venturialies kartas gints
un Thelephora. Nenoteikta Venturiales kartas gints nedaudz augstaka relativaja biezuma
noveérota negativaja kontrole neka C. fuckeliana izolatos. Tikai Jappila izolata starp
izplatitakajam gintim ierindojas ar1 Thelephora gints (2.4%), kam nedaudz zemakas vértibas
bija negativajai kontrolei un Suenenjoki izolatam, attiecigi 2.1% un 1.8%; viszemaka
Thelephora izplatiba novérota T3N grupa ar 1.3%.

Neonectria gints starp izplatitakajam noverota visas apstrades grupas, iznemot Jappila
izolata. Toméer tas relativais daudzums nebija lielaks ar C. fuckeliana inokultajas grupas,

salidzinot ar negativo kontroli.
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10. attels. 10 izplatitakas gintis un to OTU skaits Jappila izolata brucu serdenos.

Figure 10. 10 most represented genera and their OTU count in Jappila isolate wound cores.
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11. attels. 10 izplatitakas gintis un to OTU skaits T3N izolata brii¢u serdenos.

Figure 11. 10 most represented genera and their OTU count in T3N isolate wound cores.
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12. attels. 10 izplatitakas gintis un to OTU skaits Suenenjoki izolata bricu serdenos.
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Figure 12. 10 most represented genera and their OTU count in Suenenjoki isolate wound

cores.
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13. attéls. 10 izplatitakas gintis un to OTU skaits negativas kontroles bri¢u serdenos.

Figure 13. 10 most represented genera and their OTU count in negative control wound cores.
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3.6.3. Apstrades grupu taksonu trofiskas funkcijas

Taksonu sastavs péc to trofiskajam funkcijam apstrades grupas ir saméra Iidzigs. Visos
variantos vislielako dalu — gandriz pusi — sastadija tiri saprotrofas sénes (14. att€ls): T3N izolata
un negativaja kontrole tas veidoja attiecigi 47.1% un 47.7%, mazak Suenenjoki (43.6%) un
Jappila (42.6%) izolatos. T3N izolata dilstosa seciba sénu ekologiski funkcionalas grupas bija
Sadas: nenoteiktas sénes (19.7%), tiri patotrofas sénes (14.4%), patotrofi saprotrofas sénes
(10.2%), tiri simbiotrofas (4.5%), saprotrofi simbiotrofas (2.8%), patotrofi saprotrofi
simbiotrofas sénes — 1.3% un patotrofi simbiotrofas — zem 0.5%. Par&jas eksperimenta grupas
sénu ekologisko grupu seciba bija tada pati. Suenenjoki, Jappila un negativajai kontrolei
funkcionalo grupu sastavs bija attiecigi sekojoss: neatpazitas sénes (21.1%, 22.3%, 22.0%), tiri
patotrofas (13.8%, 12.4%, 11.7%), patotrofi-saprotrofas (7.5%, 9.3%, 8.4%), tiri simbiotrofas
(5.2%, 5.7%, 4.0%), saprotrofi-simbiotrofas (4.3%, 5.4%, 4.0%) un patotrofi-saprotrofi-
simbiotrofas sénes (2.3%, 2.2%, 2.0%). Patotrofi-simbiotrofas sénes ar1 Sajas eksperimenta

grupa bija 0.5%.
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14. attels. Katras apstrades grupas relativais OTU sastavs, péc OTU ekologiskajam funkcijam
(ar FUNGuild).

Figure 14. Relative OTU composition of each treatment group, by OTU ecological functions

(with FUGuild).
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3.6.4. Alfa daudzveidiba apstrades grupas

Tika raksturota katra parauga alfa daudzveidiba, izmantojot novéroto OTU daudzveidibu,

Senona un Inversa Simpsona koeficientus (15. attéls).
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15. attels. Alfa daudzveidibas raditaji katram paraugam ta apstrades grupa: (no kreisas)

novérota OTU daudzveidiba, Senona un Inversa Simpsona koeficienti.

Figure 15. Alpha richness for each sample in its treatment group: (from the left) observed

OTU richness, Shannon and Inverse Simpson coefficients.

Paraugu apstrades grupas novérota OTU daudzveidiba bija samera Iidziga, lielaka dala
paraugu saturgja lidz 200 dazadiem OTU. T3N izolata vidgja vertiba un mediana bija attiecigi
98 un 97, Suenenjoki izolatam tas bija nedaudz lielakas, attiecigi 103 un 113, Jappila izolatam
vislielakas — attiecigi 120 un 119, ka arT kopuma visai Iidzigi negativajai kontrolei — attiecigi
97 un 101. Ari Senona koeficienti bija lidzigi apstrades grupas, kur T3N vidgja vértiba un
mediana bija attiecigi 2.8 un 2.9, Suenenjoki un negativajai kontrolei bija loti [idzigs rezultats
un noapalojot I1dz 1 ciparam aiz komata vidgja vertiba un mediana abiem bija attiecigi 2.7 un
3.0, kamér relativi augstakas vértibas bija Jappila variantam, attiecigi 3.0 un 3.4. Inversa
Simpsona koeficienta vidgja vertiba un mediana T3N izolatam bija attiecigi 12.2 un 8.6,
Suenenjoki izolatam — attiecigi 10.9 un 8.9, visaugstakas vertibas bija Jappila izolatam, kur
vidgja vertiba un mediana bija attiecigi 14.5 un 11.6, un negativajai kontrolei §1 koeficienta
vidéja vertiba un mediana, lidzigi ka Senona koeficients, bija pavisam tuvu Suenenjoki

izolatam, tas ir, attiecigi 10.7 un 8.8. Labakai vizualizacijai skatit pielikuma S7.-S9. att€lus.
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Lai arT ar minimalam atSkiribam, ta¢u neviens no minétajiem koeficientiem un OTU

daudzveidiba neatskiras bitiski starp apstrades grupam (p > 0.25).

3.6.5. Beta daudzveidiba apstrades grupas

NMDS stresa koeficients bija 0.1926789, kas ir pienemams, jo ir zem 0.2 (Dexter et al.,
2018). Lai izdarTtu visaptveroSus un savstarp&jus secinajumus par p&tijuma grupu atskirtbam
OTU sastava, tika izveidota NMDS ordinacija, izmantojot Breja-Kurtisa distanci. Iekrasotie
poligoni norada uz grupu paraugu daudzdimensionalo dispersiju jeb izkliedi, un centroidi — uz
attiecigo klasteru veidojoso punktu vid€jo vertibu. Att€la Nr.16. redzams grafiks, kura attelots,

ka grupgjas paraugi péc egles stumbra diametra krtiSu augstuma.
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16. attels. NMDS ordinacijas grafiks visiem paraugiem, punkti iekrasoti p&c apstrades

grupam un punktu izméri p&c egles stumbra diametra; centroidi atbilst to diametra grupai.

Figure 16. NMDS ordination plot, points coloured according to treatment groups and point

size — according to spruce stem diameter; centroids correspond to their diameter group.

Veicot PERMANOVA testu, stumbra diametra grupas uzradija biitisku atSkiribu (p =
0.006), un secigi post-hoc testa, vadoties p&c pielagotas p vertibas, butiskas atskiribas bija tikai
starp vid€jiem un resniem stumbriem (p.adj = 0.036). Salidzinot diametra grupu multivariétas
dispersijas, tika noskaidrots, ka tas ir homoggnas.

Ordinacijas grafiks apstrades grupu klasteréSanas att€losanai atrodas zemak (17. attéls).
Redzams, ka centroidu novietojums ir saméra lidzigs. Veicot PERMANOVA testu, tika

noskaidrots, ka starp grupam nepastav biitiska atSkiriba (p = 0.132).
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16. attels. NMDS ordinacijas grafiks visiem paraugiem, punkti iekrasoti p&c apstrades
grupam; centroidi atbilst to apstrades grupai.
Figure 16. NMDS ordination plot, points coloured according to treatment groups; centroids

correspond to the treatment group.

Tika izveidots ordinacijas grafiks arT sekvenc€Sanas piegajieniem (S10. attels). Tani
PERMANOVA testa rezultats uzradija butiskas atskiribas starp piegajieniem (p = 0.005), tomér
abu klasteru dispersijas bija stipri nehomogenas (p < 0.0001). Lai noskaidrotu, vai bija kada
ietekme dazadajam DNS izdaliSanas metodém uz paraugu OTU kompoziciju, NMDS ordinacija
tika izveidota ar1 §im aspektam (S11. attels). PERMANOVA tests izdeva butisku atSkiribu starp
izdaliS8anas metodém (p = 0.002), bet klasteru dispersijas uzradijas nehomogenas (p = 0.029),
ka tas Skita ar1 vizuali. Vienigas biitiskas atskiribas paraugu OTU kompozicija atkariba no DNS
izdaliSanas metodikas bija starp metozu pariem 2-4, un 2-5. Ordinacijas metode tika izmantota
aridzan, lai noteiktu, vai ir nozime briices augSpusei vai apakSpusei, no kuras ieglits parauga
serdenis, tau gan vizuali, gan statistiski starp centroidiem nebija atSkiribas un grupu dispersijas
bija stipri homogenas (S12. att€ls). Tapat nebija statistiski biitisku atSkirtbu OTU kompozicija,
paraugus grupgjot p&c briices izmériem (p = 0.234), turklat izveidotajiem klasteriem dispersijas

ar1 bija homogenas (S13. attéls).
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4. DISKUSIJA
4.1. Eglu vitalitate un mizas brices

Pazeminata vitalitates pakape eksperimentalajiem kokiem nav nekas parsteidzoss, jo
katram kokam tika veikts mehanisks urbums 4 vietas un infic@ts ar stumbra v&zi izraisit sp&jigu
C. fuckeliana. Rezultgjosa simptomatika ar mizas briicu izveidi un sveku izdaliSanos, skuju
hlorozi un vainaga retinasanos saskan ar citiem petijumiem, kuros maksligi izraisita vai dabiski
noverota C. fuckeliana infekcija (Crane et al. 2009; Talge et al. 2012; Petterson et al. 2018 —
visos minéta ka Neonectria f.). Citos petijumos maksligi izveidoto aplievas koksnes briicu,
kuras inokulétas ar C. fuckeliana, stumbra véza attistiba notikusi 88% (Schultz et al. 1990 —
minéta ka Nectria f.), 76% (Hopkins et al. 2012 — miné&ta ka Neonectria f.) inficéto skuju koku.
Magistra darba pétijuma stumbra slimibas rasanas konstatéta visas inokulacijas vietas, tacu par
slimibas izpausmi tika uzskatita arT vismazaka plaisa inokulacijas vieta, kas visdrizak nav
uzskatama par stumbra v&za simptomatiku. Ja no datiem atlasa brices, kuru (p&€c romba
laukuma formulas) laukuma izméri neparsniedz 5 cm?, zem sliek$na paliek 37 paraugi,
galvenokart no negativas kontroles, tikai divi no T3N izolata, tris no Suenenjoki izolata un cetri
no Jappila. Tatad, ja pienemam, ka no visiem gadijumiem, kad apstrades variants bija kads no
C. fuckeliana izolatiem (kopa 159), 6 gadijumos stumbra véza pazimes netika noverotas, tad
stumbra veza attistiba tika noveérota 96% gadijumos, kas tapat ir krietni vairak neka minétajos
pétijumos.

Stumbra briicu garumi (rezultatos nav noraditi, tacu to vidgjas vertibas ranzgjas tada pasa
seciba ka laukuma parametram: Suenenjoki — 20.8 £ 7.2 cm, T3N — 17.9 £ 5.8 cm, Jappila —
16.9 + 6.8 cm, negativajai kontrolei — 6.7 = 5.4 cm) bija lidzigi, tacu nedaudz mazaki par
Hopkins et al. (2012) pétjuma iegltajiem briicu garumiem, kur ari tiem bija liela
standartnovirze un vid€ja vertiba nedaudz virs 25 cm, tomér taja petijuma izveidoto briicu vietas
netika aizdaritas, kas palielina citu patogénu ieklisanu briic€ un iesp&jami lielaku bracu izméru
raSanos.

Vislielakas briices tika noverotas Suenenjoki izolata, ta¢u jamin, ka Sim izolatam bija
viena izteikti liela briice (garuma 30 cm un platuma 5 cm), tacu, iznemot to no datiem, biitiski
atSkirigo izolatu pari saglabajas, tomer statistiski tuvak biitiskuma slieksnim nokluva T3N un
Suenenjoki paris (no p = 0.10 uz p = 0.06). Ta ka izmantota Holma metode p vértibas
pielagosana vairaku paraugu paru veida salidzinaSana, ar droSu parliecibu var secinat, ka
noteiktajas butiskuma robezas (o = 0.05) vienigie izolati, kuru brii¢u izméri p&c 10 gadu perioda

patiesam atSkiras ir Suenenjoki un Jappila, kur Suenenjoki izveidotas bruces ir lielakas.
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Negativas kontroles gadijumos izveidojusas briices var€tu biit skaidrojamas ar to, ka
iesp&jams, C. fuckeliana koksn€ jau bija atradusies pirms inokulacijas ka endofits (Gonzélez et
al. 2013; Roll-Hansen & Roll-Hansen 1979 — minéta ka Nectria f. vai Neonectria f.), un koksnes
mehaniska ievainoSana izraisfjusi sénes un egles attiecibu izmainas, vai ar1 ta imigréjusi no
blakusesosajam stumbra zonam, kur bija C. fuckeliana izolati, jo ir zinams, ka So séni var izdalit
ar1 no inokul@tai briicei pret&jas stumbra puses (Roll-Hansen & Roll-Hansen 1979). V&l viena
iespgja ir — aizdarot apstradatas briices ar potvasku, sanaca nejausi parnest inokulacijas

materialu no kadas ar C. fuckeliana inokulgtas apstrades vietas.

4.2. Brucu attistibas dinamika

Visstraujakais brucu izm@ra pieaugums notika laika perioda no otra eksperimenta gada
sakuma (2012. gada novembris) lidz tresa gada sakumam (2013. gada novembris), kas nesaskan
ar citiem pétijumiem (Schultz et al. 1990; Hopkins et al 2012).

Schultz et al. (1990) zino, ka apzinati inokul&tos Abies concolor stumbros visstraujakais
briices izméra pieaugums ticis noverots pirmaja gada, otraja joprojam pieauga, tacu tas bija par
aptuveni 70% mazaks, un tresaja bija pieaugums bija relativi pavisam siks (par 80% mazaks
neka otraja gada); mingtaja petijuma C. fuckeliana inokuléto briicu vid€jais pieaugums pirmaja
gada bija 6.7 cm.

Hopkins et al. (2012) p&tijuma, kur apzinati izraisitas Pinus radiata briices tika inokulétas
ar C. fuckeliana sporu suspensiju, pec 19 ménesiem stumbra veza attistiba tika noverota 76%
koku, kuri inokuléti, izmantojot dzilas aplievas koksnes briices (~3 cm). Ta ka magistra darba
pétijuma briicu apsekosana nenotika 19. ménesi, tuvakais laika punkts, ar kuru salidzinat ir 15.
meénesis kops inokulacijas (2012. gada novembris) — taja mirkli briices netika noverotas 4 no
60 kokiem jeb briices novérotas 93% koku. Zinama atskiriba $im magistra darba p&tijumam no
Hopkins et al. (2012) p&tijuma ir koka suga un inokulacijas briices urbuma dzilums (magistra
darba tas bija ~ 5 cm dziluma), ka arT Hopkins et al. (2012) p&tijuma briices netika aizdarTtas.
lesp&jams, P. abies ir uznémigaka pret C. fuckeliana un tas izraisitajam biotiskajam parmainam
koksng, jo ir zinams, ka P. abies ir ievérojami nenoturiga pret biotisko stresu (Marciulynas et
al. 2022).

Skaidrojot, kadg] straujaka attistiba notika minétaja laika perioda, var spekul@t, ka pirmaja
gada C. fuckeliana aklimatiz€jas jaunajiem apstakliem, jo tas augSanas vide tika mainita no
agara barotnes uz dzivu koku, kur sénei vajadzgja parvarét P. abies strukturalos un kimiskos
aizsargmehanismus, ka kallusa audu izveide mehaniski skartaja zona, terpénu un fenolisko
savienojumu, aktivo skabekla formu izdaliSana, antimikrobialo peptidu sintez€Sana u.c.

(Arnerup 2011), kas ir energiju pieprasoss process un attiecigi var rezultéties vajaka sénes
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augSana. P&dgja perioda noverota gan briicu garuma, gan platuma saruksana, kas ir skaidrojama
ir P. abies aizsardzibas reakcijam — kallusa audu sintézi atkailinato koksnes audu noslégSanai
no arvides (Neely 1988).

Griti veikt visaptveroSus slédzienus par sezonas ietekmi uz C. fuckeliana augSanu P.
abies stumbra, jo briicu izm@ra izmainas registrétas vasaras beigas un rudens vida. Tas ir
uzlabojams aspekts nakotnes petijumu dizaina. Tacu var secinat, ka tresa gada sakuma rudens
perioda vel notika strauja augSana. To noteikti veicindja neraksturigi siltie laikapstakli, kadi
2013. gada rudeni novéroti — tas bijis treSais siltakais rudens 21. gadsimta; turklat arT no
pavasara vidus lidz vasaras beigam méneSa vid€ja gaisa temperatiira bijusi paaugstinata,
konkréti +8.2 °C (meteo.lv), un C. fuckeliana optimala sporu digSanas un augSanas temperatiira

ir no 18 lidz 25 °C (Crane & Dick 2006).

4.3. Briicu izméra modeli

Izveidotais briices izméra visparinatais jaukta efekta modelis, kas raksturo briices izmeru
pec 10 gadu ilgas C. fuckeliana iedarbibas P. abies koksn€ kop$ inokulacijas, péc statistikas
kritérijiem ir uzskatams par ticamu un v&ra nemamu, jo ta atlikuma vértibas veidoja Gausa
sadalTjumu un izskaidrota variacija (R?) bija 41%, kas ir saméra augsta vértiba ekologiskiem
fenomeniem (Mgller & Jennions, 2002). Tomér, lai parliecinatos par modela koeficientu
stabilitati, biitu ieteicams veikt t.s. bootstrapping analizi, kur paraugi tiek nejausi un atkartoti
panemti no tas paSas datu kopas mazakas dalas (Shao, 1996). Lai arT modelis dod skaidru
informaciju, ka katrs izolats ietekmé briices izm@ru, koka diametrs to ietekmé pozitivi, tacu
pavisam minimali. Tas tika parbaudits armT manuali, kur atklajas, ka lielakas briices netika
noveérotas kokos ar lielakajiem diametriem kriiSu augstuma un tapat — kokiem ar lielakajiem
diametriem krasu augstuma to briicu izmeri bija viduvgji. Tas lieck domat, ka bracu izméru
nosaka citi faktori, kas nav saistiti ar diametru, ka pieméram individualais koks ar savu unikalo
fenotipu. Uz to norada ar1 bricu izme@ra datu kopas samera liela izkliede, kada noverota ar1 citos
C. fuckeliana izraisito mizas brucu petijumos (Petterson et al. 2018; Hopkins et al. 2012).

Kopuma modelis sniedz noderigu informaciju par to — ka izolati atSkiras briices
izraisiSana, ka diametram ir maza nozime briices izméra ietekméSana, un ka liela nozime ir
kokam ka nejausajam faktoram. Lai uzlabotu modela paredzéSanas kapacitati, tani ieteicams
iesaistit tadus s€nes fiziologija nozimigus faktorus ka temperatira un mitrums, jo tie $aja
magistra darba pétijjuma netika ieklauti ka mainigie. Saprotams, ka dabiskos apstaklos
temperatiiras izpausmes ir plasa méroga, tadel tas ietekmi varétu pétit ierikojot vairakus
eksperimentalos parauglaukumus ar vienas sugas un vecuma kokiem, toties dazados platuma

grados.
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4.4. Vertikala izplatiba un micélija saglabasanas koksné

Ticama vertikalas izplatibas apmeéra apléSana no stumbru fragmentiem bija apgritinata,
jo lielakaja dala gadijumu vertikala iekrasoSanas bija novérota tiem viscaur jeb iztruka datu
izplatibas galos. No mingtajiem datiem iesp&jams tikai secinat, ka s€ne izplatijusies vismaz tik
talu, cik gars$ bijis fragments. Tomér svarigi piebilst — kaut ar1 zinams, ka C. fuckeliana koksné
rada pelécigu lidz briinganu iekrasojumu (Gonzalez & Chaverri 2017), vizuala iekrasojuma
konstateéSana nav parliecino$a metode C. fuckeliana izplatibas noteikSanai, jo krasojumu var
radit arT citas s€nes. Turklat gandriz katra piektaja egle izdevas izolét C. fuckeliana mic€liju no
celma (30 cm augstuma) péc nozagésanas, kas nozimé, ka no inokulacijas vietas virziena uz
leju séne 10 gadu laika sp@jusi ir izplatities vismaz metru, iesp&jams, pat vel vairak, tomér ta
vargtu tur bit bijusi arT no dabiska eglu mikobioma. Neatkarigi no ta, C. fuckeliana atradumu
celma augstuma atbalsta cits p&tijums, kura C. fuckeliana vertikala izplatiba P. abies stumbra
koksné dabiskos apstaklos novérota 0 metru augstuma un Iidz pat 820 m (Huse 1981 — mingta
ka Nectria f.). Salidzinot iegiitos rezultatus ar citiem pétijjumiem, apstiprinas t€ze, ka
dzivotspéjigs C. fuckeliana micé€lijs atrodas ar1 tada koksn€, kura nav redzams uzskatams
iekrasojums (Roll-Hansen & Roll-Hansen 1979; Huse 1980 — min&ta ka Nectria f.; Schultz et
al. 1990; Burnevica et al. 2016 — min&ta ka Neonectria f), jo no Sim zonam to izdevas izdalit
pat biezak neka no tadam (arpus briices), kuras vél bija redzams koksnes iekrasojums. Tas liek
domat, ka vietas, kur nav mehanisku koksnes bojajumu, C. fuckeliana, iesp&jams, veido pozitivi
simbiotiskas vai neitralas attiecibas ar P. abies vai vismaz eksist€ ar izmainitu fiziologiju, kas
neizraisa iekrasojosu sekundaro metabolitu izdaliSanos koksnes vid€. P. abies péc mehaniska
bojajuma palielinas izturiba vai pretestiba pret patogéniem (Christiansen et al., 1999), kas
varétu izraisit izmainas ekologiskajas attiecibas starp P. abies un C. fuckeliana, rezultgjoties
savstarpgji negativai mijiedarbibai. Sadu hipotézi izvirzijusi ari citi petnieki (Ramsfield et al.
2013). Jautajums par C. fuckeliana izmainam tas fiziologija vizuali vesela koksné un mehaniski
bojata ir noderigs izp€tes objekts nakamajos petijumos.

Izdarit izsmeloSus secinajumus par izolatu atSkiribam izplatiSanas vertikalaja distance
koksn& no pieejamajiem datiem ir griti, tomer, izvertjot C. fuckeliana micé€lija saglabasanos
briices zona, Suenenjoki un Jappila izolatiem bija visaugstakas vertibas, turklat ari, vizuali
novertgjot to radito koksnes iekrasojumu, minétajiem izolatiem tas bija vienlidzigs un spilgtaks
par T3N izolatu (skat. 6. att€lu), kas vedina domat, ka koksné aktivaks micélijs ir tiesi Siem
diviem izolatiem. Tomér micéliju izdalit no vistalakajiem stumbru fragmentu punktiem izdevas
no Suenenjoki un T3N izolatiem, kas arT saskan ar briicu izméru ainu — tur Sie abi izraisja
vislielakas briices. Tadel, iesp&jams, Sie izolati P. abies stumbra izplatas atrak neka Jappila,

tacu ir nepiecieSami papildu dati So secinajumu apstiprinasanai. Noveérojumam, ka no briices
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zonas un vienu reizi ari no vietas ar ped€jo uzskatamo koksnes iekrasojumu C. fuckeliana
izdevas izdalit no negativas kontroles grupa, skaidrojums varétu but $ads: vai nu séne tika
izdalita no koksnes dabiska mikobioma vai art ta lidz parauga nemsanas vietai izplatijusies no
cita izolata briices, visticamak no blakusesoso brii¢u zonam, jo eksperimentali pieradits, ka C.
fuckealiana izdalisanas sekmiba sartik virziena no aplievas uz serdi (Roll-Hansen & Roll-
Hansen 1979), tomér ir informacija ar1 par §1s sugas izdaliSanu no P. abies serdes (Huse 1981).
Lai parliecinatos par izdalitas C. fuckeliana piederibu konkr&tam izolatam, nepiecieSama
detalizéta informacija par konkréta izolata kultiras morfologiskajam vai metabolomiskajam
ipatnibam un kadiem gené&tiskajiem markieriem, pieméram, repetitivajam sekvencém.
Pagaidam iesp&jams palauties tikai uz norobezota vertikala koksnes iekrasojuma vizualo

saistibu ar attiecigas briices inokul&Sanai izmantoto sénes izolatu.

4.5. Parejas no C. fuckeliana infekcijas zonam izdalitas sénes

Citas no briicem izdaltto sénu kultiiras ir tipiskas P. abies koksnei un tas mizas briicém,
ar askuséném parsvara (Burnevica et al. 2016; Roll-Hansen & Roll-Hansen 1979), toméer, $aja
darba no briicém tika salidzino$i vairak izdalitas Penicillium un Trichoderma ginsu kultiiras.
Grantina-Ievina et al. (2013) p&tijuma zinots, ka Penicillium gints s€nes augsné novérotas daudz
retak ar Heterobasidion annosum inficétas kokaudzgs pret&ji veseligam audzém. Tomer miisu
pétijuma Penicillium kultiira tika izdalita arT no uzskatami ar trupi inficéta 41. koka briices, no
kuras izdalits H. parviporum, ka ar1 C. fuckeliana. Turpreti C. fuckeliana tika nereti izdalita no
vienas briices kopa ar Penicillium gints kultiiram, kas lick domat par abu sp&ju pastavét kop&ja
ekologiskaja nisa. Ka arT izdaliSanas sekmiba uzskatami neat$kiras no izolatu apstrades un
negativas kontroles, noradot uz iesp&jamu Penicillium gints neitralitati pret C. fuckeliana
parastas egles koksné. Lidzigi secinajumi izdarami ari par Trichoderma ginti, kur izdaliSanas
sekmiba bija vienlidz liela starp C. fuckeliana izolatiem un negativo kontroli.

Turprett Sarea gints kultliras, kaut visparigi minimala daudzuma, tacu izdaliSana no
briices izdevas tikai C. fuckeliana grupas. Tas visticamak skaidrojams ar atskiribu svekosanas
apmgéra — tas bija lielaks ar C. fuckeliana apstradatajas briic€s, jo ka zinams, Sarea gints apdzivo
unikalu ekologisko niSu — koku svekus (Mitchell et al., 2021). ArT Burnevica et al. (2016)
petijuma Sarea atrasta augstaka skaita no briicém, kuras noverota art C. fuckeliana klatbiitne.

Ascocoryne tika izdalita gan no negativas kontroles, gan no C. fuckeliana inokulétas
koksnes. Suenenjoki un Jappila izolatiem un negativajai kontrolei Ascocoryne sp. kultiiras
izdaliSanas sekmiba bija Iidziga, tacu T3N izolatam ta bija gandriz uz pusi lielaka, tacu katram
no izolatiem bija gadijumi, kad Ascocoryne sp. atrasta viena koka tikai attiecigaja izolata, tadel
spriest par T3N izolata specifisku saistibu ar §1s sénes var tikai spekulativi. Pastav zinama

48



saistiba starp koksnes iekrasojuma intensitati un Ascocoryne sp. klatbiitni, proti, T3N no
pargjiem izolatiem at$kiras ar to, ka tam bija blavaks krasojums koksné. lesp&jams, ST izolata
fiziologiskas Tpatnibas ir labvéligas Ascocoryne augSanai, tadél §is problémas konteksta, un
visparigi C. fuckeliana sugas ka tadas, sénes fiziologiskas Tpatnibas vél japarbauda turpmakos
pétijumos, jo pasreiz literatiira par to informacija nav atrodama.

Par Mucor gints mijiedarbibu ar C. fuckeliana ir gruti spriest, jo tas izdaliSanas sekmiba
bija visparigi loti zema. Mingtais ar1 ir saskana ar daudziem petijumiem par C. fuckeliana, kuros

Mucor gints netika atrasta vai nebija tada daudzuma, lai butu jédzigi to piemingt.

4.6. DNS izdalisana

DNS izdaliSana no inficétas koksnes un tas sekvenc@sana bija nozimiga pétijuma dala, jo
lava uzzinat informaciju par tam brices apdzivojosajam séném, kuru kultiiras laboratorijas
apstaklos nav kultivéjamas. Ta ka DNS izdaliSanai no koksnes nav specifiska laboratorijas
komplekta, DNS izdaliSana no koksnes audiem tika izmantota metodika, kas sakotngji
paredzéta DNS izdaliSanai no griiti saskelamiem, izturigiem dzivnieku audiem, kuras
efektivitate ir parbaudita un apstiprinata, un kura ir ekologiski labvéligaka neka citas
tradicionali izmantotas metodes (Klavina et al., 2023).

Vienigas ordinacijas analizg atskirigds DNS izdaliSanas metodes paraugu grupas — otra
un ceturta — statistiskais nozimigums ir apSaubams, jo tam bija stipri atSkirigs paraugkopas
izmérs (attiecigi 48 un 12) un, ta ka grupam bija raksturiga liela ieks$€ja mainiba DNS
koncentracijas un kvalitates raditajos, Sis statistiski nozimigais spriedums nav pietiekami
drosticams. Tomér visam grupam 260/280 absorbcijas attieciba bija vid€ji ap 1.32-1.36, kas
liecina par potencialu kontaminantu piejaukumu, ka arT iesp&jams So vertibu pazeminaja skabs
vides pH, jo zinams, ka tas absorbcijas attiecibu var pazeminat par 0.2-0.3 (Thermo Scientific,
T123 - TECHNICAL BULLETIN), jo egles koksnei pH ir nedaudz zem 5 (Geffert et al., 2019).
Ta ka tirai DNS 260/280 ir ap 1.8, un nemot véra ieprickSminéto, paraugu reala 260/280 vargtu
bt 1.5-1.7, kas ir krietni tuvak idealajai vertibai. Ta ka koksne ir piesatinata ar dazadam
fenoliskajam ekstraktvielam, no kuram ir gruti atbrivoties, optimala DNS izdaliSana var biit
laikietilpigs un dargs process (Verbylaite et al. 2010). Miisu petijuma DNS izdaliSanas sekmiba
un kvalitate bija pietickama, lai veiktu PCR metabarkodinga analiz€m un nonaktu pie
rezultatiem, tacu optimizgjot izdaliSanas metodi, varétu ieglit augstakas koncentracija un

kvalitates genétisko materialu precizakam analizém.
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4.7. Mikrobiala ekologija
4.7.1. ITS un klastereSana

Pec OTU tabulas izveides bija novérots daudz mazparstavétu OTU, kas vargja rasties no
sekvencesanas vai klasteréSanas klimém, tadel post-klasteréSanas manipulacija ar LULU
algoritmu (Freslev et al. 2017), stipri uzlaboja OTU parstavetibas kopainu. Tiesa, joprojam bija
gadijumi, kad vienam taksonam saglabajas paris unikalu OTU, ko var izraisit ne tikai
sekvencéSanas kludas, bet arT ITS rajona sekvences mainiba vienas sugas ietvaros vai nepilnibas
UNITE datubazg, pret kuru notika taksonomijas veidoSana (Abarenkov et al. 2010; Blaalid et
al., 2013).

Ir aplésts, ka publiski pieejamajas datubazes daudzas ITS sekvences nav anotétas sugas
Itment, seviski no vides paraugiem (Schoch et al., 2012). Minétaja raksta tika arT novértéta ITS
rajona ka sénu identifikacijas barkoda pareizas identifikacijas iesp&jamiba jeb PCI (angl.
probability of correct identification), un ITS rajonam ta bija 0.73. Ka ar1 pastav atskiriga
mainiba ITS rajona sekvenc€s sugu ietvaros dazadam sénu grupam, galvenokart Ascomycota;
(Schoch et al. 2012; Vainio & Hantula, 2000). Drosakai sénu sugu noteikSanai ieteicams
apvienot dazadus genétiskos markierus, pieméram, ITS ar LSU (ribosomas lielas subvienibas
rDNS), vai SSU (ribosomas mazas subvienibas rDNS), vai RPB1 (RNS polimerazes II lielas
subvienibas kodgjosais géns) (Brown et al., 2014; Schoch et al., 2012; Vainio & Hantula, 2000).
Ta ka bioinformatiskajas analizes tika izmantots tikai ITS2 rajons, taksonu identific€Sana lidz
sugas Itmenim nebiitu pavisam drosa pieeja ITS rajona mainibas sugu ietvaros dél (Vainio &
Hantula, 2000), tadel bioinformatiskas analizes izskirtsp&ja ierobezota lidz gints l[imenim, kas
atlava visparigu, parskatdimu rezultatu iegiiSanai par ar C. fuckeliana saistitajam sénu
sabiedribam. So lémumu apstiprina ari fakts, ka Heterobasidion gints sénes sakotngji tika
identifictas ka H. occidentale, kurai izplatibas areals ir galvenokart Ziemelamerikas rietumi,
tacu ar Heterobasidion sugam specifiskajiem praimeriem noteikts, ka visas atrastas sugas loti
ticami ir H. parviporum, kuras izplatibas areals (liela dala no Eirazijas kontinenta) jau vairak
atbilst 81 petijuma lokacijai, turklat §1 suga ir krietni biezak saistita ar P. abies (Garbelotto &

Gonthier, 2013).

4.7.2. Taksonomiskais sastavs

Datos pirms normalizacijas salidzinosi lielaks absolutais OTU daudzums novérots ar C.
fuckeliana apstradatajos paraugos, kas varétu biit skaidrojams ar to, ka pie paaugstinata sénu
inokulata ietekmes P. abies aizsargmehanismi tika novajinati un tas var€tu atvieglot nisas

pieejamibu vairak s€nu (Stone et al., 2004). P&c datu normalizacijas joprojam galvenais
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domingjosais nodalijums bija askusénes, kam sekoja bazidijsénes, kas saskan ar citiem
pétijumiem par parastas egles mikobiomu (Roll-Hansen & Roll-Hansen 1979; Burnpevica et al.
2016; Klavina et al. 2023), ta¢u $aja magistra darba pétijuma novérots augstaks bazidijsénu
Ipatsvars. Tam par iemeslu visticamak ir tas, ka paraugi tika nemti no briices zonas, kura bija
notikusi koksnes audu noardiSanas. Basidiomycota nodalijums satur lielako dalu koksni
noardosSo sénu (McCarthy & Fitzpatrick, 2017). T3N un Jappila izolatos noverotie pazeminatais
Ascomycota un paaugstinatais Basidiomycota nodalijumi varétu biit skaidrojami ar to, ka So
izolatu raditaja sénu sabiedriba, iesp&jams, pastav kadi atskirigi ekologisko mijiedarbibu veidi.
Abos izolatos augstaka parstavetiba tika noverota augu parazita riisas sénu Pucciniastrum gints
klatbiitne, kuras sugu dzives ciklam raksturiga saimniekauga maina no lapkoka uz skuju
kokiem, kur viens no tiem ir P. abies; turklat min€tajai sénu gintij pastav saistiba ar P. abies
mizas nekrozi (Hietala et al., 2008). Visas petijuma grupas un lielakaja dala paraugu novérota
Malassezia gints, kas ir plasi pazistams dzivnieku adas un glotadu mikrobioma parstavis
(Theelen et al., 2018), tomér, iesp&jams, ta pastav ari citas ekologiskajas nisas, kas vél nav
aprakstits literatira. Malassezia paaugstinata klatbiitne C. fuckeliana apstrades grupas varétu
biit saistama ar $is gints saprotrofo trofisko dzivesveidu, tas klatbiitne novérota lielakaja dala

paraugu. Tomer §T gints paraugos vargja paradities arT kontaminacijas dél.

Salidzinot ar Klavina et al. (2023) petijumu, kura pétitas P. abies mikobioma Ipatnibas
atkariba no eglu audzu apsaimnieko$anas un ieprieks€jas zemes izmantosanas, péc Ascomycota
un Basidiomycota tani nakamais izplatitakais nodalfjums bija Chytridiomycota — $aja magistra
darba pétijuma tas lidzigi parstavéja videji zem 1%, tacu sekoja p&€c Mortierellomycota
nodalfjuma ka ceturtais izplatitakais un tikai C. fuckeliana apstrades klases (skat. 3. tabulu);
Mucoromycota nodalijums I1dzigi min€tajam pé&tijumam bija nakamais parstavétakais, tacu
tikai negativas kontroles grupa. Ir zinams, ka Mucoromycota nodalijuma s€nes sp&j pastavet ari
ka endofiti (Dzurendova et al., 2022), tadgl, iesp&jams, mazak ekologiski traucétaja negativaja
kontrolg tas veidoja dalu no normala P. abies mikobioma.

T3N izolata tika nov@rots paaugstinats Rozellomycota un Entomophthoromycota
nodaltjumu Tpatsvars. Entomophthoromycota nodalijums satur galvenokart posmkaju un
nematozu parazitus, tacu dazas sugas ir atrodams augu atliekas ka saprobi (Gryganskyi et al.,
2013), bet Rozellomycota nodalifjuma sastava ir iekSStnas paraziti bez hitinu saturoSa
stnapvalka (Jones et al., 2011). So nodalfjumu klatbitne T3N izolata varétu biit skaidrojama ar
iesp&jamu koksnes kukainu klatbiitni kada mirkli, kas vargja introducét nematodes, pieméram,
ievainotu skuju koku miza noverota mikroskopiska nematode Bursaphelenchus xylophilus
barojas ar s€ném, bet reti rada biitisku kait€jumu kokam (ipm.ucanr.edu), tacu, kadel koksnes

kukainis un nematode izvel&tos tiesi §1 izolata brices, nav skaidrs. lesp&jams, $1 nodalijumu
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Ipatsvara atskiriba starp apstrades grupam ir identifikacijas vai sekvencéSanas kliida, jo T3N
apstrades grupa bija art visaugstakais nenoteikta sénu nodalijuma tpatsvars.

Nedaudz paaugstinatais Chytridiomycota nodalijuma T1patsvars ar C. fuckeliana
apstradatajas briicés skaidrojams ar neidentificéto Spizellomycetales klases ginSu paradisanos
atsevisSkos paraugos. Ta ka §1 klase satur augu patogénus, tas klatesamiba varétu biit saistama
ar lielakiem briicu izmé&riem, tomér tas paradiSanas novéerota lielakoties atseviskos paraugos,
turklat salidzinoSi mazakas bruces.

Pretg&ji Suenenjoki un Jappila izolatiem negativas kontroles un T3N izolata briicu koksné
starp izplatitakajam gintim novérota Ascocoryne klatbutne. Tas ir saskana ar mikrobiologisko
kultiiru rezultatiem, kuros no T3N izolata serdeniem Ascocoryne izdalita divkart biezak. Ir
zinams, ka Ascocoryne gints ir P. abies dabiska mikobioma parstavis un biezi sastopams
endofits, kam piemit antagonistiska aktivitate pret trupi izraisoSajam séném (Roll-Hansen &
Roll-Hansen, 1979; Klavina et al., 2023). Sie rezultati varetu bit saistiti ar T3N izolata un
negativaja kontrol€ novéroto mazako koksnes iekrasojumu, kur, iesp&jams, Ascocoryne gints
nodrosina tadus vides vai biotiskos apstaklus koksng, kuros tiek izmainita koksni iekrasojoso
sénu fiziologija. Ir zinama Ascocoryne sugu antagonistiska aktivitate pret trupes séném un
citiem augu patogéniem (Mann 2013). Ascocoryne gints pastiprinata klatblitne un vajakais
koksnes iekrasojums T3N izolata liek domat par §1 izolata mazak patogéno raksturu, salidzinot
ar abiem pargjiem.

Ophiostoma gints paradiSanas pie 10 parstavétakajam Suenenjoki izolata skaidrojama ar
to, ka 57. koka Suenenjoki apstrades parauga $1 gints sastadija teju visu OTU skaitu, un pat ar
OTU skaita normaliz&$anu ST viena parauga dominance veidoja aptuveni 80% no Ophiostoma
gints paraugu skaita $aja izolata, jo OTU kopskaits 3ai gintij bija saméra zems. ST iemesla dél
nevar uzskatit, ka Suenenjoki izolata sénu sabiedriba patiesi atSkiras §is gints daudzuma no
pargjam apstrades grupam.

Heterobasidion vairakos gadijumos sastadija gandriz visu no paraugu OTU, ta tas bija,
pieméram, 1., 41. un 51. kokiem, kas redzams art S16. att€la, kur Agaricomycetes klasi $ajos
kokos sastadija butiba tikai Heterobasidion gints (péc manualas OTU tabulas parbaudes). Bija
gadijumi, kad loti liela skaita Heterobasidion attiecigaja koka noverots tikai T3N varianta —
konkreti 18., 29. un 55. kokos, kam@r parjos apstrades variantos minétajos kokos
Heterobasidion OTU skaits bija praktiski nulle, turprett Jappila izolatam un negativajai
kontrolei atseviski, attiecigi 12. un 31. kokos vienigajiem bija stipri paaugstinata
Heterobasidion klatbiitne. Minétais noverojums varétu biit skaidrojams ar traucékliem koksnes
strukttira, kas novirzitu sénes kolonizacijas celu, vai ar1 kliidainu izdalitas DNS paraugu PCR

amplifikaciju. Ir zinams, ka Heterobasidion inficeé dzivus kokus galvenokart caur saknu
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kontaktu un izplatas augSup uz stumbru (Vasiliauskas & Stenlid, 1998) — tas arT saskan ar
mikrobiologiskas izdaliSanas datiem, kur H. parviporum tika izdalita no visu §is sugas pozitivo
serdenu koku celmiem. Skaidrojot paaugstinato Heterobasidion daudzumu, T3N C. fuckeliana
izolata, iesp€jams tas ir uzné€migaks pret H. parviporum neka pargjie izolati un negativa
kontrole, tom@r pastav iesp&jamiba, ka atSkiribas Heterobasidion biezuma starp pargjam
apstrades grupam radusas sekvencésanas klumju del.

Apstrades grupu savstarp&jas atSkiribas ir parak mazas un pretrunigas, lai izdaritu
drosticamus secinajumus par C. fuckeliana un to izolatu specifiskam ietekmém uz H.
parviporum izplatibu P. abies koksn&. Turpreti vizualu ieskatu iesp&jamaja sénu mijiedarbiba
sniedz stipri satrup&jusa 41. koka ripas (S15. att€ls), kuras bija skaidri novérojamas reakcijas
zonas starp H. parviporum un vertikali izplatijusamies C. fuckeliana. ST paradiba liecina par
ekologiski negativu So s€nu mijiedarbibu, un, nemot veéra stipro H. parviporum dominanci DNS
paraugos, var secinat, ka C. fuckeliana nav pietickama antagonistiska potenciala pret H.
parviporum P. abies koksné in vivo.

Geoglossaceae dzimtas neidentificéta gints bija butiba visizplatitaka visos paraugos, ar
parliecinoSu un vienmérigu relativo daudzumu viscaur paraugiem, neliecinot par sekvencésanas
klimém. Ta ar7 sastavgja tikai no viena OTU, tadél uzskatama par informativu atradumu.
Ekologiska informacija par Geoglossaceae dzimtas parstavjiem ir ierobezota, tacu zinams, ka
tiem raksturigs saprotrofs dzivesveids triidoSa vegetacija, parasti mazietekmé&tos zalajos
(Cannon & Kirk, 2007). No iegiitajiem datiem, var secinat, ka, iesp&ams, $is dzimtas sénu
ekologija ir papildinama ar jaunu niSu — P. abies bricu s€nes.

Visas apstrades grupas bija novérojama Sorocybe gints. Tas relativi augstakais biezums
visas apstrades grupas ir saistams ar §is gints ekologiju, proti, ta apdzivo skuju koku svekus un
mirusus zarus (Pratibha et al., 2005), jo P. abies briic€s tika noveérota svekoSanas. Suenenjoki
izolata paaugstinatais $1s gints Tpatsvars varétu biit saistits ar lielaku svekosanos, ta¢u uzskatami
lielaka svekosanas $aja izolata netika noveérota, kas tomér neizslédz iesp&jamibu par lielaku
svekosanos koksnes audos $aja izolata. Sis gints palielinato Ipatsvaru ietekmgja 35. koks, kura
Suenenjoki izolats saturja Sorocybe 50% ipatsvara, kas ieve€rojami augstak neka pargjos
paraugos.

Chaetothyriales klases neidentificéta gints arT bija vienlidz izplatita visas apstrades
grupas. Jaatzime, ka So taksonu veidoja 14 dazadi OTU ar neatpazitu ginti, tade] visticamak tie
satur dazadas gintis, iesp&jams, no dazadam dzimtam vai pat kartam, tadel st taksona relativi
augstais Tpatsvars nav uzskatams par kadas konkrétas gints klatbuitni. Visparigi Chaetothyriales
karta satur daudzveidigas vides un ekologiskas niSas apdzivojosas sénes, tostarp kérpjus

veidojoso sénes, ka arT augu patogeénus, ka Phialophora; visas sugas ir melanizétas (Liicking &
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Nelsen, 2018); Quan et al., 2020). Chaetothyriales karta satur art Herpotrichiellaceae dzimtu,
kuru veido dazadas s€nes, kas apdzivo augus, kukainus, augsni, iezus, veido k&rpjus un dazas
dzimtas sugas sp€j izturét ekstrémus vides apstaklus, t. s. melnie raugi (Thitla et al., 2023). Ar1
Herpotrichiellaceae neidentificéta gints saturgja 13 dazadus OTU, iesp&jams, ietverot sevi
vairakas dazadas gintis. Chaetothyriales kartas taksonomija nav pavisam stabila ierobeZotas
DNS sekvencu pieejamibas un nepietickami aprakstito taksonu dél (Quan et al. 2020). Rezultata
mingtie taksoni P. abies briices varétu apdzivot ka augu vai sénu patogéni, vai pat endofiti, kuri
citas vidés aiznem dazadas ekologiskajas niSas. Taksonomiskas neprecizitates dél
Chaetothyriales un Herpotrichiellaceae neidentificétas gintis nav véra nemamas, lai raksturotu
P. abies briicu koksnes sénu sabiedribu. Turpreti Venturiales kartas neidentificéta gints satur€ja
tikai divus OTU, tadel Sim atradumam ir lielaka vertiba taksonomiskas precizitates dél.
Venturiales kartai raksturigs saprotrofs vai parazitisks dzivesveids uz ziedaugu, galvenokart
divdigllapju stumbriem un lapam (Zhang et al., 2011). Ta ka $1s kartas parstavji atrasti P. abies
briicu koksng, pastav iespeja, ka Venturiales senes sp€j apdzivot ar1 P. abies vai skuju koku
stumbru briices.

Lophium gints vislielakaja skaita bija Suenenjoki izolata briicés un mazaka — T3N izolata,
kam lidzigd daudzuma ta bija ar1 Jappila izolata, tomer krietni zemaka daudzuma ta bija
negativaja kontrol€. Lophium gints ir zinama ka nobiru saprotrofs un ir novérota lapegles Larix
decidua stumbra véza briices, visparigi biezi saistita ar skuju kokiem (Hernandez-Restrepo et
al., 2016). Iesp&jams, mazaks koksnes audu bojajums negativas kontroles briic€s radija mazak
piemérotu niu $ai sénei. STs gints klatesamiba un daudzums P. abies koksné saskan ar Klavina
et al. (2023) petijuma grupu, kas sastav€ja no apsaimniekotiem, retinatiem meziem.

Thelephora gints séném raksturiga ektomikorizala ekologija, dazZam sugam piemit vaja
patogenitate un saprotrofija (Colpaert, 1999). Iesp&jams, §is gints sugas sp&j apdzivot ari P.
abies vai citu skuju koku stumbra briices ka nekrotisko audu saprotrofs.

Neonectria gints $aja pétijuma ar ierindojas starp izplatitakajam ginttm. Ka ieprieks
minéts, dala §1s gints péc filogenétiskajam un morfologiskajam analiz€m ir parklasificéta ka
Corinectria gen. nov. (Gonzadlez & Chaverri 2017). UNITE datubazé gan nav izmantota
atjaunota nomenklatiira, ka rezultata genétiska identifikacija ir aptuvena. Starp identific€tajam
Neonectria sugam nebija sugas ar epitetu fuckeliana, ne UNITE datubaze, ne 10 labakajos
BLAST hitos Neonectria OTU netika atrastas sugas ar min&to epitetu. Tadel nav informacijas,
vai atrastie Neonectria taksoni ir C. fuckeliana. Pastav iesp&ja, ka UNITE datubazg publicétas
sekvences vai to taksonomija ir neprecizas. Tomer var secinat, ka Corinectria vai Neonectria
gints 10 gadus p&éc inokulacijas nerada ekologisku dominanci par pargjam briici apdzivojoSajam

s€ném, ka ar1 tas Ipatsvars bija lidzigs ar C. fuckeliana inokul&tajas briic€s un negativas
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kontroles briic€s, noradot uz tas ieprieks literatiira aprakstito vajo patogenitati un P. abies
endofitisko lomu (Roll-Hansen & Roll-Hansen 1979; Huse 1981; Crane et al. 2009; Hopkins et
al. 2012).

Svarigi piemingt, ka paraugu taksonomiskaja sastava bija liela nozime bija piederibai pie
sava koka (S16. attéls). Ir skaidri redzams, ka nav vienveidibas starp kokiem. So atklajumu
atbalsta arT citi p&tTjumi, kuros secinats, ka aps€s un bérzos saimniekauga genotips ir noteicosais
faktors endofitiskajam sabiedribam (Lamit et al. 2014 un Albrectsen et al. 2018 cit. pec
Romeralo et al., 2022). Meza, tostarp eglu kokaudzes sastav no daudziem genétiskajiem

variantiem, kas kopa ar vides faktoriem nosaka koka fenotipu (Rungis et al., 2019).

4.7.3. Briices sénu trofiskie veidi un alfa un beta daudzveidibas

Tiri saprotrofo sénu trofiska veida dominance atSkiras no ar Klavina et al. (2023)
pétijuma, kura P. abies koksné domingja patogénas sénes. Magistra darba pétijjuma abam
izplatitakajam s€nu gintim piemit saprotrofs trofiskais veids, ka art tads tas ir Sorocybe un
Ascocoryne gintim. Tapat vairakas ar patotrofu un ar patotrofi-saprotrofu trofisko veidu
pastavosSas sénu gintis novérotas starp izplatitakajam. Tas pamato So trofisko veidu lielo
Ipatsvaru apstrades grupas. Pastav uzskats, ka endofitiskajam séném ir loma koksnes
noardiSanas agrino posmu iniciacija (Sieber 2007), ka ar1 neskaidra robeza starp patogéniem un
endofitiem (Collinge et al. 2022) skaidro lielo saprotrofu un patotrofu ipatsvaru P. abies bracu
koksné. C. fuckeliana apstrades grupas noverota nedaudz augstaka simbiotrofo sénu klatbiitne,
salidzinot ar negativo kontroli. Dala simbiotrofo sénu péc sava ekologiska dzivesveida
FUNGuild anotacija atzimé&tas ka endofiti. lesp&jams, ka C. fuckeliana infekcija palielina
endofitu skaitu koksng, tacu velreiz ir jamin — pasreiz&ja izpratne par to, kas ir uzskatams par
endofitu, ir neskaidra, tad€]l $adi spriedumi ir stipri spekulativi, lai izdaritu parliecinoSus
spriedumus $aja sakara; tikpat labi arT saprotrofa Ascocoryne ir atrodama vizuali neizmainita
koksn€ un uzskatita par P. abies endofitu (Huse 1981).

Tomér no izplatitako ginsu un trofisko grupu kopainas var secinat vienu — P. abies
sakotngja endofitiska sabiedriba ir stabila, jo tani lokali kopigi eksistgjosie taksoni ir Skietami
pastavigi un izturigi pret citas sugas kolonizaciju. Jamin, ka arT negativaja kontrol@ tika radita
stumbra briice, kas neapSaubami rada ekologisku trauc€jumu un var izraisit sabiedribu
parveidosanos (Fukami 2015), Iidzigi ka C. fuckeliana apstrades grupas. Lai spetu drosak
salidzinat egles koksni apdzivojoSo sénu sabiedribas izmainas, vajadz€tu kontrolét ari
mehaniska bojajuma aspektu, proti, iegiit paraugus ari no neskartu eglu stumbriem. ST atzina

nakusi par velu, kad jau parauglaukuma eksperimentalie koki tikusi aizvakti.
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Taksonomisko l1dzibu starp apstrades grupam apstiprina alfa un beta daudzveidibas testu
rezultati. Novérota OTU bagatiguma vértibas bija lidzigas visam grupam, ka tas bija arT ar
Sénona koeficientu un Inverso Simpsona koeficientu. Salidzinot ar Klavina et al. (2023)
pétijumu, kur P. abies koksnes sénu vidéja OTU bagatiguma vértiba bija 172, $aja magistra
darba petijuma bija mazaks P. abies koksn€ novérotais seénu OTU skaits apstrades grupas, t.i.,
robezas no 98 lidz 120. Iesp€jams, infekcijas vai mehaniska bojajuma raditas izmainas sénu
sabiedriba nosliecas uz lielaku konkurenci, kam ir zinama koksnes s€nu daudzveidibu
samazinosa ietekme (Fukasawa & Matsukura, 2021). Jappila izolatam visi alfa daudzveidibas
raditaji bija nedaudz augstaki par pargjam grupam, kas liecina par lielaku sugu bagatigumu un
vienmérigumu §T1 izolata veidotajas sénu sabiedribas (Thukral, 2017). Iesp&jams, Jappila izolats
veido nedaudz labveligakus apstaklus simbiotiskam sénu sugu attiecibam koksng.

Beta daudzveidibas analizes arT ticami apstiprindja apstrades grupu savstarpgjo
taksonomisko lidzibu, jo NMDS ordinacija grafiski grupu centroidi atradas tuvu viens otram,
ka art PERMANOVA tests, armT nemot véra koku ka nejauso faktoru, uzradija nebutisku
rezultatu, turklat arT pastavéja grupu dispersiju homogenitate. Tomér vieniga butiska atSkiriba
OTU kompozicija tika novérota starp vid€ja resnuma un resniem eglu stumbriem, un ta ir
ticama, jo stumbru caurméra grupu dispersijas bija homogenas. Ir zinams, ka pastav butiskas
atSkiribas s€nu sugu sastava starp koksnes parpalikumu izm&riem (Juutilainen et al., 2014); un
endofitiskas sénes spél€ zinamu lomu agrinajos koksnes noardisanas procesos (Collinge et al.
2022), kas rod iesp&jamu skaidrojumu noverotajai beta daudzveidibas atSkiribai starp eglu
stumbru caurmériem.

Briicu izmé&ra PERMANOVA tests noradija, ka nepastav statistiski biitiskas atSkiribas
starp paraugiem OTU kompozicija. Tas skaidrojams ar to, ka kokaugiem piemit genotipiska
daudzveidiba, kas var stipri izmainit endofitu sabiedribu sastavu (Pan et al., 2008 un Arnold,
2007 cit. peéc Newcombe, 2011; Rungis et al., 2019). Eglu stumbra briicu izméra saistiba ar
paraugu taksonomisko kompoziciju nebija viennozimiga. Piem&ram, 20. koka, kur negativaja
kontrolg bija izveidojusies saméra liela briice (20.0 cm?), domingjosa gints bija Ascocoryne
(69%), tacu 60. koka, kur negativajai kontrolei bija maza briice (4.5 cm?), arT domingjosa gints
bija Ascocoryne (90%). Lidzigi neidentificéta Geoglossaceae dzimtas gints bija domingjosa
daudzos paraugos, biezi veidojot 1idz 50% no parauga OTU, nov@rota paraugos ar krasi
atSkirigiem briicu izmé&riem. Tome@r vairakos paraugos, konkreti, 50. un 52. koku Suenenjoki
izolatos, 20. un 26. koku Jappila izolatos, ka art 20. koka negativaja kontrole un 15. koka T3N
izolata noverota saistiba starp lielaku briices izméru un taksonomisko sastavu. Kad doming&josa
gints bija neidentificéta Geoglossaceae, kurai sekoja (mainiga seciba) Pucciniastrum,

neidentificéta Venturiales un Sorocybe gintis, Siem paraugiem briices bija lielakas to koku
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ietvaros. Geoglossaceae dzimtas séném ir saprofitisks dzivesveids triidosa vegetacija (Cannon
& Kirk, 2007), Venturiales ir uz augiem parazitisks dzivesveids (Zhang et al. 2011),
Pucciniastrum ir patogeéns, kas saistits ar P. abies mizas nekrozi (Hietala et al., 2007) un
Sorocybe apdzivo skuju koku svekus un miruSus zarus (Pratibha et al., 2005). Iesp&jams, ka So
taksonu mijiedarbiba veido tadu endofitisko sabiedribu, kas izraisa pastiprinatu bracu
veidoSanos P. abies. Bija ar1 gadijumi, kad liels briices izm&rs noverots parauga, kas nesaturgja
Sos taksonus, vai saturgja dalu no tiem mazaka ipatsvara. Liela nozime augu apdzivojoso sénu
sabiedribu struktira un rezultgjoSaja ietekmé ir seciba, kada tie ienak saimniekauga un to
koncentracija, turklat svarigs ir arT saimniekauga genotips (Newcombe, 2011; Fukami, 2015;
Hardoim et al., 2015; Romeralo et al., 2022). Tade] butu noderigi noskaidrot minéto eglu
genotipus, lai var€tu apstiprinat noverotas saistibas kauzalitati.

Sarezgito un neviennozimigo ietekmi uz briices izméra saistibu ar briici apdzivojoso sénu
sabiedribu apstiprina art PERMANOVA tests. Taja netika novérotas butiskas atSkiribas starp
paraugu OTU kompoziciju atkariba no briices izméra, noradot uz citiem faktoriem, kuri varétu
biit nozimigi briicu izméru atskiribas, pieméram, koka genotips. V&l tika novérota atskiriba beta
daudzveidiba starp sekvencéSanas piegajieniem un DNS izdales metodém. Abos gadijumos bija
uzskatami atskirigas grupu multivariétas dispersijas un DNS izdales metod€s — ar1 atSkirigs
paraugkopu izmers, kas palielina I tipa kludas (neistas atSkiribas) pielauSanas iesp&ju
PERMANOVA testa (Hamidi et al., 2019). Briices augSpusei vai apak$pusei nebija nozimes
paraugu OTU sastava, kas bija sagaidams iznakums mazas attaluma atskiribas dél un vertikala

koksnes iekrasojuma augSupgjas un lejupgjas izplatibas del.

4.7.4. Mikrobialas ekologijas sadalas kopsavilkums

Parastas egles briices apdzivojoSo sénu taksonomiska kompozicija bija liela méra lidziga
starp visiem apstrades variantiem. To galvenokart veidoja askusénes un bazidijsénes un pargjo
nodalfjumu Tpatsvars bija relativi mazs un atskiribas tajos veidoja atseviski paraugi (9. attéls un
3. tabula). ArT novért&jot sénu trofisko veidu sastavu, vargja secinat, ka apstrades grupas liela
méra ir Iidzigas, tas sastavgja galvenokart no saprotrofajam, patotrofajam un saprotrofi
patotrofajam séném. Nelielas izmainas paraugu taksonomiskaja kompozicija izraisija tikai
atseviski paraugi. Sos slédzienus pamato apstrades grupu alfa daudzveidiba (15. attéls) un tas
statistiskais salidzinajums, kura atSkiribas starp grupam nebija butiskas. Ar1 beta daudzveidibas
analize (16. attels) PERMANOVA tests uzradija nebiitiskas atSkiribas starp apstrades grupam
to OTU kompozicija.
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P. abies bricu koksnes paraugos domingjosas gintis bija nenoteikta Geoglossaceae
dzimtas gints, Heterobasidion, Pucciniastrum, Sorocybe, Ascocoryne, Malassezia, Lophium,
neidentificta Venturiales klases gints, Thelephora un Neonectria (4. tabula). Neidentificétas
Chaetothyriales klases un Herpotrichiellaceae dzimtas gintis saturgja lidz 14 dazadu OTU, kas
varetu biit no dazadiem taksonomiskajiem [imeniem. Tas var€tu radit kumulativu Ipatsvaru un
viest maldigu priek$statu par izplatitakajam gintim paraugos. STiemesla dél to klatbiitne netika
nemta vera. Kad paraugos novérota paraugos Heterobasidion klatbiitne, ta veidoja gandriz

100% parauga OTU, ko izraisija egles saknu trupe.

PERMANOVA analizé netika atrastas biitiskas atSkiribas paraugu OTU kompozicija
atkariba no briices izm@ra, tome@r tika noveérota konkrétu taksonu sastava iesp&jama nozime
bri¢u izméra skaidrosana. Paraugiem, kuriem domingjosaja gints bija neidentificéta
Geoglossaceae, un tai sekoja (mainiga seciba) Pucciniastrum, neidentificéta Venturiales un
Sorocybe gintis, briices bija lielakas to koku ietvaros. Tomér vairuma gadijumu briicu lielums
nebija atkarigs no kadas konkrétas gints vai to kombinacijam. To drizak noteica citi faktori,
visticamak, egles genotips, jo arT taksonomiska kompozicija biezi atskiras koku ietvaros (S16.

attels).
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5. SECINAJUMI

Visi C. fuckeliana izolati radija stumbra v&€za simptomus in vivo eglés, kuru izmérs
statistiski biitiski atSkiras no briicém, kuras izveidojas negativaja kontrol€ (p < 0.00). Parbaudito
izolatu patogenitate butiski atSkiras — Suenenjoki briice jo tas radija vislielakas stumbra brices
(28.6 + 17.8 cm?), kam sekoja T3N (21.6 £ 12.5 cm?) un Jappila (17.2 + 11.0 cm?), tomér biitiski
briices izm&ra Suenenjoki atskiras tikai no Jappila izolata. Izveidotais visparinatais linearais
jaukta efekta modelis ar apstrades veidu un koka diametru ka regresoriem sp€ja izskaidrot
42.4% briices izméra mainibas péc 10 gadu infekcijas attistibas, kur nejauso efektu 20.7%
veidoja koka individualas iezimes.

Vislielakais briicu garuma un platuma pieaugums notika perioda péc otra gada sakuma
lidz tresa gada sakumam: C. fuckeliana izolatiem garums un platums palielinajas attiecigi par
152-169% un 86—-87%, un negativajai kontrolei attiecigi par 214% un 114%. Visas grupas
turpmakajos septinos gados brii¢u garums un platums saruka: vislielakais relativais sarukums
bija C. fuckeliana briicem gan garuma, gan platuma, attiecigi 16—18% un 46-48%, un
negativajai kontrolei tas bija attiecigi 3% un 20%. C. fuckeliana izolatu radito briicu garuma un
platuma izmainas bija stipri [idzigas un tas sakrita kliidu robezas arT ar negativo kontroli, kam
par iemeslu ir plasais vertibu diapazons, ko noteica koku individualas 1pasibas.

Visstiprako krasojumu koksné radija Suenenjoki un Jappila izolati, tomé&r iekrasojuma
distances atSkiribas starp apstrades grupam nebija biitiskas, jo vairuma gadijumu krasojums
aiznema visu analiz&to stumbra fragmentu.

Suenenjoki un Jappila izolatiem bija augstaka micélija saglabasanas koksné briices zona.
Turpreti visbiezak no talakajiem punktiem izdalits T3N izolats, kas vedina domat uz ta sp&ju
aktivak izplatities par Suenenjoki un Jappila izolatiem.

Liclaks stumbra brices izmérs tika novérots, kad paraugad domingjosa gints bija
neidentificétd Geoglossaceae, kurai sekoja (mainiga seciba) Pucciniastrum, neidentificéta
Venturiales un Sorocybe gintis. Tomér vairuma gadijumu C. fuckeliana brucu attistibu
neietekm&ja konkrétas sénu sugas, bet gan koka individualas patnibas. T3N izolatam bija
vislielaka saistiba ar augu patogénu antagonistu Ascocoryne ginti — gan T3N izolata kultiiras,
gan genétiski no koksnes ta tika biezak izdalita kopa. T3N izolatam bija arT visvajakais koksnes

krasojums, tadel tas uzskatams par vismazak patogéno no analizétajiem C. fuckeliana izolatiem.
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S1. attéls. Parauglaukuma shéma.
Figure S1. Scheme of sample plot.




S1. tabula. DNS izdaliSanas metozu atSkirigie soli.
Table S1. Steps of the various DNA isolation methods.

1.metode 2. metode 3. metode 4. metode 5. metdode
1.2 min/ 29 1.2 min/ 29 1.2 min/29 | 1.2 min/29 1.2 min/ 29
Hz ar 160ulL Hz ar 160uL Hz ar 160uL | Hz ar 160uL Hz ar 160ulL
2.210/20 2.400/44 2.300/33 2.300/33 2.0/30
3. 2h 3. 2h 3. 2h 3. 2h 3. 2h
4.20 4.20 4.33 4.20 4.20
5.200 5. 300 5.333 5.200 5.200
6. 400 6. 600 6. 666 6. 400 6. 400
1. metode 2. metode 3. metode
6-
‘q
) i ‘
lid 1| i 110
é 6 g 1'0 1Y5 2'0 6 ."» 1'0 1‘5 2'0 g 1‘5 2Y0
£l 4. metode 5. metode
g
6-4
44
2 R
LANEY B | ThEl 1
0 5 10 15 20 0 5 15 20

DNS koncentracija, ng/ul

S2. attéls. DNS izdalisanas metodes ietekme uz DNS koncentraciju.

Figure S2. Effect of DNA extraction method on DNA concentration
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S3. attels. DNS izdaliSanas metodes ietekme uz 260/280 absorbcijas attiecibu.
Figure S3. Effect of DNA extraction method on 260/280 absorption ratio.
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S4. attéls. Gela elektroforéze ar specifiskajiem praimeriem amplific€tiem Heterobasidion
kulttiru DNS paraugiem; §1 petijuma paraugi ir bedrités 1-12, p&c migracijas linijas identific&ti
ka H. parviporum.

Figure S4. Gel electrophoresis with cultured Heterobasidion DNA sequenced with specific
primers; 1-12 are samples from this study, and according to the migration line identified as H.
parviporum.
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GLMM atlikuma vertibu kv-kv grafiks
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S4. attéls. Briices izm@ra optimal GLMM no sénes izolata un stumbra diametra atlikuma
vertibu kvantilu-kvantilu grafiks
Figure S4. Wound size optimal GLMM by fungal isolate and stem diameter residuals QQ-
plot

GLMM atlikuma vértibu histogramma
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S5. attéls. Briices izm@ra optimala GLMM no sénes izolata un stumbra diametra atlikuma
vertibu histogramma.
Figure S5. Wound size optimal GLMM by fungal isolate and stem diameter residuals
histogram.
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ocount

Generalized linear mixed model fit by maximum likelihood (Laplace

Approximation) [glmexMod]
Family: Gamma ( log )
Formula: Size ~ Isolate.S.ref
Data: combined

+ DBH + (1 | Tree)

AIC BIC loglik deviance df.resid

1530.3 1553.8 -758.1

Scaled residuals:
Min 1Q Median

1516.3 205

3Q Max

-1.4451 -0.6110 -0.0603 ©.4708 3.8885

Random effects:

Groups Name Variance Std.Dev.
Tree (Intexrcept) 0.1761 0.4197
Residual ©.3994 ©.6320

Number of obs: 212, groups:

Fixed effects:

Estimate Std.
(Intexrcept) 0.48312
Isolate.S.refDZ 1.36994
Isolate.S.refR 1.16092
Isolate.S.ref0 1.64447
DBH ©.04280

Signif. codes: © ‘¥*¥x’ 9 @1

Correlation of Fixed Effects:

Tree, 53

Exrror t value Px(>|z|)
.41888 1.153 0.24876
.11961 11.454 < 2e-16 *¥*%
.12107 9.589 < 2e-16 *¥%
.11955 13.755 < 2e-16 *¥*%
.01564 2.736 ©0.00621 **

‘%%’ @.81 ‘*’ @9.05 ‘.’ 0.1 * * 1

(Intx) I.S.DZ Is.S.R Is.S.0

Islt.S.xfDZ -0.160
Isolt.S.xfR -0.157 ©.538

Isolt.S.rf0 -0.173 ©0.530 0.527
DBH -0.961 ©0.010 ©.005 0.025

S6. attéls. [zveidota optimala GLMM modela outputs R programma.
Figure S6. Output of the optimal GLMM model in R.
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S7. attels. Noverotas OTU daudzveidibas katra apstrades grupa histogrammas
Figure S7. Histograms of observed OTU richness in treatment groups.
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S8. attels. Seénona koeficientu pa apstrades grupam histogrammas
Figure S8. Histograms of Shannon coefficients in treatment groups.
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S9. attels. Inversa Simpsona koeficientu pa apstrades grupam histogrammas
Figure S9. Histograms of Inverse Simpson coefficients in treatment groups.
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S10. attels. NMDS ordinacijas grafiks visiem paraugiem, punkti iekrasoti péc sekvencésanas

Figure S10. NMDS ordination plot for all samples, points coloured according to the

NMDS2

S11. attels. NMDS ordinacijas grafiks visiem paraugiem, punkti iekrasoti pec DNS

Figure S11. NMDS ordination plot for all samples, points coloured according to the DNA
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Puse
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NMDS2

0
NMDS1

S12. attels. NMDS ordinacijas grafiks visiem paraugiem, punkti iekrasoti péc parauga
iegiliSanas puses mizas briic€; centroidi atbilst attiecigajai pusei.
Figure S12. NMDS ordination plot for all samples, points coloured according to the side of
wound from where sample was obtained; centroids correspond to the respective side of
wound.
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S13. attels. NMDS ordinacijas grafiks visiem paraugiem, punkti iekrasoti p&c apstrades
grupam un punktu izméri péc mizas brii¢u izméra; centroidi atbilst to izméra grupai.

Figure S13. NMDS ordination plot, points coloured according to treatment groups and point

size — according to stem wound size; centroids correspond to their size group.
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S14 attels. Ripa 37. kokam 17 cm virs inokulacijas vietas;
O — Suenenjoki, R — Jappila, Dz — T3N, S — negativa kontrole.
Figure S14. Trunk disc of tree 24, 39 cm under the inoculation point;
O — Suenenjoki, R — Jappila, Dz — T3N, S — negative control.

S15. attels. Skenéta ripa 41. kokam 25 cm zem inokulacijas vietas;
oranzs — Suenenjoki, roza — Jappila, dzeltens — T3N, sarkans — negativa kontrole.
Figure S15. Scanned trunk disc of tree 41, 25 cm under the inoculation point;
orange — Suenenjoki, pink — Jappila, yellow — T3N, red — negative control.
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S16. attels. 15 izplatitako OTU taksonomisko klasu sastavs atlasitos kokos.
Figure S16. 15 most abundant OTU taxonomic classes in selected trees.
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S17. attels. Stabinu diagramma ar OTU pirms normalizacijas, kuriem atseviska parauga ir
lielakais skaits sava attiecigaja apstrades grupa.
Figure S17. Barplot with OTUs that have the highest abundance in single separate samples
before normalization, in their respective treatment groups.
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