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Ivadas

Varpy fuzariozé — tai liga, sukelta grybo Fusarrium spp. Ja gali sirgti visi varpiniai javai.
Fuzariozés padariniai - pazeista varpos dalis pasidengia Siuo grybeliu, tada dalis varpos lieka
tuscia, o pazeisti grudai pakeicia spalva (gali pasidaryti nuo rausvos iki baltos spalvos), tampa
minkS$ti ir lengvi. Bet tai dar buty pakenéiama, jei ne nuodingos medziagos — mikotoksinali,
susidaranc¢ios ant gridy dél Sio grybo. Net mazi mikotoksiny kiekiai gali sukelti jvairius
negalavimus tiek zmonéms tiek gyvuliams.

Fuzariozés grybelio atsikratyti sunku, nes jis gali perziemoti ir su daiginimui atidétais
griidais, ir su dirvoje paliktomis Salutinémis javy dalimis.

Zinoma, §iai ligai gydyti naudojami tokie fungicidai kaip metkonazolas (juventus),
protiokonazolas (input) ir tebukonazolas, bet nutaikyti tinkamg purSkimo laikg labai sunku.
Fungicidai ne visada pasitvirtina, didzioji dalis cheminiy medziagy neatlieka reikiamos funkcijos
ir nuséda j zemg, vandenj, per kur patenka j organizmy mitybg. Jau nekalbant apie tai, kad
pesticidai dauguma organizmy veikia labai neigiamai. O ka daryti ekologiSka tkj turintiems
Zmoneéms.

I8girdus, kaip tétis jaudinasi dél fuzariozés, nusprendziau patyrinéti, kas gali turéti jtakos
fuzariozés mikrogrybo augimui. Dar praeitais metais tyrus jvairiy augaly isskirty medziagy
veikimg Siam grybui, Siais metais nusprendziau dirbti su jvairiais mikroorganizmais ir jy
i§skirtomis medziagomis. Mikroorganizmus tyrimui nutariau iSsiauginti i§ biologinio nuoteky
valymo vandens. Biologiniam nuoteky valymui panaudojami mikroorganizmai, kuriy yra ir
gamtin¢je aplinkoje. Tai aerobiniai (gyvenantys aplinkoje, kurioje yra deguonies) ir anaerobiniai
(gyvenantys aplinkoje, kurioje néra deguonies) mikroorganizmai. Nuoteky biologinio valymo
jrenginiuose jiems sudaromos palankios mitybos ir dauginimosi salygos (Nuoteky valymo budai,
2018). Jo metu mikroorganizmai suskaido ir maistui suvartoja nuotekose esancius organinius
terSalus, taip iSvalydami vandenj. Biologinio valymo metodai yra pagristi bakterijy gebéjimu
maitintis jvairiomis organinémis ir mineralinémis medziagomis, esanc¢iomis nuotekose (Nuoteky
valymo biidai, 2018). Sj vanden] pasirinkau dél didelés &ia esanéiy mikroorganizmy jvairovés.

Atrinkus labiausiai Fusariusm. spp gryba veikusius mikroorganizmus biity galima juos -
pavienius ar jy miSinius — kultivuoti, véliau galima biity purksti ant javy sékly pries jas paséjant |
dirvoZzem;j (cheminio beicavimo principu) arba purksti ant jau iSdygusiy sveiky (siekiant i§vengti
ligos) ar Siek tiek pazeisty (siekiant sustabdyti liga) ligy.

Uz patarimus ir pagalba, nustatant mikrogrybo rasj, dékoju Vilniaus Universiteto
Jungtinio Gyvybés mokslo centro  Biochemijos instituto Molekulinés mikrobiologijos ir

biotechnologijos skyriaus vyresniajai mokslo darbuotojai Vidai Casaitei.



Uz patarimus ir pagalba, nustatant stipriausiai gryba veikiancios bakterijos gentj ir rasj,
dékoju LSMU VA Veterinarijos fakulteto lektoriui, Lietuvos respublikos veterinarinés medicinos

moksly daktarui Mariui Virgailiui.



Literaturos apZvalga

Kaip teigia A. Lugauskas, Fusiarium genties grybai yra aptinkami visame pasaulyje.
Nors S$is grybas gali parazituoti mazdaug 40 rasiy augaly, dazniausiai jie yra laikomi grudiniy
kultiry parazitais. P. E. Nelson ir kt. (1983, zr. Lugauskas, 2002) nurodo, kad Sie grybai yra
toksiski. Dazniausiai aptinkamas Siy gryby iSskiriamas toksinas zearalenonas. Kaip pastebi A.
Lugauskas, jeigu i$ Siuo grybu pazeisty grudy bus iSkepta duona, ja suvalgiusius Zzmones pradés
pykinti, véliau jie gali vemti, jiems ims svaigti galva tarytum asmuo biity girtas. Dél Sios
priezasties tokia duona buvo vadinama ,.girta duona®. Siuo grybu paZeistais gridais pa$érus
gyvulius Siems gali pasireikSti susijaudinimas, vulvovaginitas (lytiniy organy ir maksties
uzdegimas), gyvuliai sulétéja, pradeda blogai koordinuotis aplinkoje, sutrinka jy regéjimas, o
arkliai gali net pasiusti. Siandien yra Zinomos Sios toksinés medziagos: zeageninas,
aureofusarinas, fusarenonas X, nivalenonas, toksinas T-2, rubrofusarinas, ravenalinas,
trichotevinas, fusarinas C, kulmarinas, vomitoksinas, sambukoinas ir kt. (Domsch et al., 1980;
Frisvad, 1988; Gravagen et al., 1994; zr. Lugauskas, 2002). Yra pagrindo manyti, kad Sios raiSies
grybai sukelia liga, kuri pasireiskia iSsétiniy kraujo démiy atsiradimu odoje (Kwon-Chung,
Bennett, 1992), (kaip nurodoma A. Lugauskas, 2002).

Rimuté Madkinaité straipsnyje ,Zvilgsnis j mikroorganizmy pasaulj nagrinéja
sandéliuojamy grudy uzterStuma mikromicetais. Ji nurodo, kad Fusarium genties gryby aptikimo
daznis jos tirty griidy audiniuose sudar¢ 14,8 %. Dazniausia Sis grybas parazituoja kvie¢iy, mieziy
ir rugiy gruaduose. Tirtuose griiduose labiausiai paplite F. poae, F. sporotrichioides ir F.
Avenaceum. (Rimuté Mackinaite, 2007).

Kaip teigia K. Stumbriené ,,Lietuvoje Sio grybo iSplitimas pastebétas pastaraisiais metais
(Sakalauskas ir kt., 2014). F. graminearum iSplitimas siejamas su glifosato naudojimu, minimaliu
zemes dirbimu (Fernandez ir kt., 2005), taciau labiausiai su gamtinémis salygomis ir klimato
atSilimu (Parikka ir kt., 2012a, b)*“. (Stumbrien¢, Karina, 2018).

Taigi Lietuvoje atliktuose tyrimuose, buvo nagrinéjama Fusarium mikrogrybo
paplitimas, aptikimo daznis, zemés dirbimo biidy jtaka Fusarium infekcijos lygiui griduose, D.
Cerniauskas ~disertacinio darbo metu kiiré efektyvius metodus Fusarium spp. mikrogryby
paZeistiems griidams aptikti, jy toksinams detoksikuoti (D. Cerniauskas, 2017).

AS$ 2017-2018 m. m. atlikau mokslinj tiriamajj darba, kuriame nagriné¢jau augaly iSskirty
medziagy poveikj Fusarium mikrogrybo augimui ir nustaciau, kad antpiluose esanc¢iy medziagy
prieSgrybinis poveikis stipresnis nei ekstraktuose, kad pory ir svogiiny lapy antpiluose esanciy
medziagy prieSgrybinis poveikis stipriausias, o krieno lapy — silpniausias, kad tiriamuose
augaluose esanc¢iy medziagy poveikis silpnesnis nei fungicido ,,Folicur® (V. Staneikaité, 2018 m.).

5



Darbo tikslas ir uzdaviniai
Tikslas:

Nustatyti biologinio vandens valymo mikroorganizmy prie$grybinj aktyvumag Fusarium
spp. mikrogrybui in vitro.

UZdaviniai:

1. I8siauginti mikroorganizmus is biologiniam valymui naudojamo vandens, juos
1Sgryninti.

2. Uzsiauginti Fusarium spp. mikrogrybo kultiirg i§ fuzarioze uzsikrétusiy zieminiy
kvieciy.

3. Nustatyti biologiniame vandens valyme naudojamy mikroorganizmy poveikj

Fusarium spp. mikrogrybui.



Tyrimo metodika

Tiriamasis darbas atlieckamas Vilkaviskio ,,Ausros“ gimnazijos biologijos kabinete.
Naudotos terpés DRBC agaras ir Triptono sojos agaras, pirktos UAB ,,Bioeksma”, kolonijos
augintos termostate, 30 °C temperatiroje.

Darbo eiga:

1. Mikroorganizmy, naudojamuy biologiniame vandens valyme, kultivavimas:

1.1 I8 UAB ,Vilkaviskio vandenys* parsiveziau biologinio nuoteky valymo vandens;

1.2 Vandenj supyliau j kiiging kolbg ir laikiau 20 min., kol nusistojo dumblas ir atsiskyre
vanduo. Tyrimui naudojau atsiskyrusj vandenj;

1.3 Paruosiau Sio vandens skiedinius:

1:1 (1 ml atsiskyrusio nuoteky vandens ir 1 ml distiliuoto vandens);
1:10 (0,5 ml atsiskyrusio nuoteky vandens ir 5 ml distiliuoto vandens);

1.4 Ant 2 Triptono sojos agaro léksteliy uzpyliau po 1 ml paruosty (1:1 ir 1:10)
skiediniy ir juos paskleidziau. Ant treCios 1ékstelés kilpele séjau biologinio valymo vanden;;

1.5 Visus méginius laikiau termostate 2 dienas;

1.6 ISsirinkau reprezentatyvias kolonijas kultiiroms i§gryninti;

1.7 Triptono sojos agaro Petri I¢ksteles dalinau j 4 dalis ir kiekvienoje dalyje séjau
atsirinktas kolonijas, termostate laikiau 30 °C temperatiiroje 48 val..

2. Grybelio Fusarium spp. kultivavimas:

2.1 Ant DRBC agaro terpés uzd¢jau grybeliu uzkrésty gridy. Méginj laikiau termostate
30 °C temperatiroje 24 val.. ISaugusj gryba naudojau tiriamiems méginiams ruosti.

3. Grybelio genties tyrimas.

Atliktas  Vilniaus Universiteto gamtos moksly fakulteto laboratorijose (metodika 1
priedas), norint jsitikinti, ar tikrai dirbu su Fusarium mikrogrybu.

4. PrieSgrybinio aktyvumo tyrimas

4.1 Tyrimui naudojau po 4 mitybines Triptono sojos ir DRBC agaro terpes 90 mm
skersmens Petri 1¢kStelése. LekSteles padalinau j keturias dalis, uzsiraSiau méginiy numerius;

4.2 Mikrogrybo s¢jimas: | suzymétas Petri léksteles séjau grybelj: i§ Petri 1ekStelés su
Fusarium grybeliu iSpjoviau 0,8 X 0,8 cm dydzio kvadratélius ir uzdéjau j paruosty Petri 1€ksteliy
centrus;

4.3 | kiekvieng lekstelés dalj, pazyméta atitinkamu skaic¢iumi, kilpele s¢jau iSgrynintus
mikroorganizmus 15 mm skersmens apskritimu. Taip paruoSiau 13 méginiy. | méginj Nr. 14 tokiu
paciu principu s€jau nusistoveéjusio atsiskyrusio nuoteky vandens. Méginj Nr. 15 palikau neuzséta
mikroorganizmais — kontrolinis méginys. Méginyje Nr. 16 padariau Sulinélj, j kurj su kintamo
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turio pipete jpyliau 20 mikrolitry nusistovéjusio atsiskyrusio nuoteky vandens. Viso paruoSiau 16
meéginiy;

4.4 Petri 1€ksteles déjau ] termostatg ir laikiau 30 °C temperatiiroje. Po 48 valandy
kiekviename méginyje jvertinau mikroorganizmy poveikj tiriamam grybui, liniuote iSmatuodama
uzaugusio Fusarium spp. dydj nuo grybelio centro iki jo krasto trijuose taSkuose (spindulj link
mikroorganizmo kultiiros centro ir po spindulj i kulttiros krastus).

5. Nustaciau stipriausiu prieSgrybiniu aktyvumu pasizymin¢iy mikroorganizmy
grupes:

5.1 Nustaciau iSaugusiy gryby grupes, mikroskopuojant gryby kolonijas Petri 1ékstelése
ir pasidarytuose gryby preparatuose.

5.2 NustaCiau mikrobiniy Iasteliy struktiiras, iSskyriau vienus mikrobus nuo kity
(gramteigiamos ar gramneigiamos, formas, i$sidéstyma), pasidariusi preparatus ir nudaziusi
Gramo budu. (Dazymo budas 2 priedas).

6. Fungicido ,,Folicur“ kalibracinés kreivés ruoSimas:

6.1 Norédama nustatyti Fusarium mikrogrybo jautrumg ir atsparumg mikroorganizmy
i§skiriamoms medziagoms, Sio grybo uzaugusias kolonijas méginiuose lyginau su paruosta
fungicido ,,Folicur* kreive.

Paruosiau 5 skirtingy koncentracijy fungicido ,,Folicur* tirpalus (12,5 %; 25 %; 50 %; 75
%; 100 %).

100 % laikau tirpala pagamintg pagal naudojimo instrukcijas santykiu 1:200.

75 % stiprumo tirpalui gauti 100 % tirpalg skiedziau distiliuotu vandeniu santykiu 3:1;
50 % stiprumo tirpalui gauti 100 % tirpalg skiedziau distiliuotu vandeniu santykiu 1:1;
25 % stiprumo tirpalui gauti 100 % tirpalg skiedziau distiliuotu vandeniu santykiu 1:3;
12,5 % stiprumo tirpalui gauti 100 % tirpalg skiedziau distiliuotu vandeniu santykiu 1:7;
0 % tirpalui naudojau gryna distiliuotg vanden;.

6.2 Paruostus tirpalus pyliau j Sulinélius, padarytus 90 mm skersmens Petri lékstelése,
uzsétose Fusarium graminearum mikromicetais ir auginau termostate 30 °C temperattroje 96 val.
Grybo kolonijy ilgius iSmatavau liniuote. Pagal gautus duomenis braiziau kalibracing kreive.

7. Kultiiry iSgryninimas:

7.1 Kadangi iStyrus tiriamyjy organizmy kolonijas paaiskéjo, kad Sios kolonijos néra
grynos (mikroskopuojant matoma ne vienos riiSies mokroorganizmas) toliau mikroorganizmus
gryninau, perséjant reprezentatyvias kolonijas ir tyrima kartojau tol, kol mikroskopuojant maciau
vienos riisies mikroorganizma.

7.2 ISgrynintus mikroorganizmus suZyméjau raidémis A—-P. Su Siomis kultiiromis

pakartojau priesgrybinio aktyvumo tyrimg Fusarium spp. mikrogrybui. Po 48 valandy jvertinau



mikroorganizmy poveikj tiriamam grybui, gautus rezultatus palyginau tarpusavyje, su kontroliniu
méginiu ir su fungicido ,,Folicur* kalibracine kreive.

8. Stipriausiai veikian¢iy mikroorganizmy poveikio Fusarium spp. mikrogrybu
paZeistiems gradams nustatymas.

1 budas — Ant Triptono sojos agaro terpés uzs¢jau atsirinktus stipriausiai veikusius
mikroorganizmus, méginius laikiau termostate 48 val., ant uzaugusiy mikroorganizmy kultiiry
déjau Fusarium spp. mikrogrybu pazeistus griidus ir laikau termostate. Vertinu grybo augimg po
48 val., 72 val., 96 val..

2 budas — darau atsirinkty stipriausiai veikusiy mikroorganizmy suspensijas, jose 1 val.
palaikau Fusarium spp. mikrogrybu pazeistus griidus, kuriuos uzdedu ant Triptono sojos agaro
terpés. Méginius termostate laikau ir vertinu grybo augimag po 48 val., 72 val., 96 val..

9. Stipriausiai veikian¢iy mikroorganizmy genties (raiSies) nustatymas

Gent] (rGi§j) nustaCiau ty mikroorganizmy, kurie neleido augti Fusarium spp.
mikrogrybui i§ grybu pazeisto grudo.

9.1 Oksidazés testas — ant filtrinio popieriaus uzlasinau oksidazés reagento, ant kurio
gausiai uzdéjau tiriamy mikroorganizmy kultary. Visos penkios kultiiros nusidazé mélynai — visy
oksidazés testas buvo pozityvus.

9.2 Tiriamus mikroorganizmus perséjau j keturias skirtingas terpes — MacConkey agaro,
TBX agaro, Cetrimido agaro bei SIM agaro terpes judrumui nustatyti.

Kadangi pagal kvapa ir iSvaizdg l¢ksSteléje ir per mikroskopa mikroorganizmai buvo
identiski, toliau tyriau tik du méginius — B ir D (Juos buvau pazyméjus skaiciais 2 ir 4).

9.3 Biocheminis Fermenty tyrimg ,,Margosios eilutés® metodu (Microgen™ GnA+B-ID
Sistema). Sios terpés turi angliavandeniy, kuriuos mikroorganizmai fermentuoja, ir indikatoriy,
duodant;j spalvine reakcija, pakitus pH:

a) Pasidariau tiriamy (2 ir 4) mikroorganizmy emulsijas: naudojau mégintuvél] su
fiziologiniu vandeniu, kuriame kilpele jdéjau tiriamus mikroorganizmus ir VELP
SCIENTIFIKA™ VORTEX MIXER aparato pagalba juos iSmaiSiau. Naudojant McFarland™
DEN-1B Densitometro aparaty atitaikiau reikiamg mikroorganizmy kiekj emulsijoje iki 150x10°
vnt/ml (0,5 McFarland™ vienetai).

e | kiekvieng margosios eilutés Sulin¢lj jpyliau po keturis laSus mikroorganizmy
emulsijos, 0 j juodai apvestus Sulinélius jpyliau ir po du lasus sterilaus aliejaus (kad susidaryty
anaerobiné terpé). Méginj uzklijavau tam skirta juostele ir jdéjau j termostatg.

e Po 48 valandy jvertinau gautus rezultatus. Susumavus skaicius gavosi kodas, pagal

kurj kompiuterio pagalba atradau mikroorganizmus.



10. Gautus duomenis suraSiau j lenteles, nubraiziau palyginamgsias diagramas ir

atlikau galuting kiekvieno gauto fakto analizg¢. | lenteles suraSiau kiekvieno matavimo: vidurkj X

(cm) ir paklaidg m- (cm), patikimuma P (%), variacijos koeficienta V (%).
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Duomeny analizé ir rezultaty aptarimas

Biologinio vandens valymo mikroorganizmu prieSgrybinis aktyvumas
Fusarium spp. mikrogrybui

Méginiuose ant DRBC agaro terpés (skirta Fusarium mikrogrybui auginti) bakterijos
neaugo ar augo labai prastai, todél tyriau méginius, sétus tik ant Triptono sojos agaro terpés.

Biologinio nuoteky valymo vandenyje esanciy mikroorganizmy poveikis Fusarium spp.
mikrogrybui yra skirtingas. Stipriausiu prieSgrybiniu poveikiu pasizyméjo mikroorganizmai
esantys méginiuose Nr. 2, Nr. 4, Nr. 8. Juose inchibicinés zonos didziausios, o Fusarium
mikrogrybo kolonijy ilgiai apie 2 kartus (20 mm) trumpesni nei kontrolinio méginio (Nr. 15)
mikrogrybo kolonijy ilgiai. Méginiuose Nr. 1, Nr. 3 Fusarium mikrogrybo kolonijy ilgiai apie 1,6
karto trumpesni nei kontrolinio méginio mikrogrybo kolonijy ilgiai. Méginiuose Nr. 5, Nr. 9, Nr.
10, Nr. 11, Nr. 13, Nr. 16 Fusarium mikrogrybo kolonijy ilgiai nuo 13 iki 7 mm trumpesni nei
kontrolinio méginio. Silpniausias priesgrybinis poveikis stebimas méginyje Nr. 7, kur Fusarium
mikrogrybo kolonijos 2 mm trumpesnés uz kontrolinio mégino mikrogrybo kolonijas. Grybo
augimui jokios jtakos neturéjo méginio Nr. 6 mikroorganizmas. Mikrogrybo kolonijy ilgiai 1,4

mm ilgesni nei kontrolinio meéginio kolonijy ilgiai. Duomenys pateikti 1 paveikslélyje ir 2

14 15(k) 16

lenteléje 3 priedas.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Meéginio nr.

kolonijy ilgiai, mm

Vidutiniai Fusarium mikrogrybo

1 pav. Vidutiniai Fusarium spp. mikrogrybo kolonijy ilgiai méginiuose (mm).

Fusarium mikrogrybo jautrumas ir atsparumas medziagoms, kurias iSskiria stipriausiu
prieSgrybiniu poveikiu pasiZymintys mikroorganizmai meéginyje Nr. 4 atitinka 33 %
koncentracijos fungicido ,,Folicur tirpalo jautruma. Sio mikrogrybo jautrumas ir atsparumas
medziagoms, kurias iSskiria mikroorganizmai méginyje Nr. 8 atitinka 17,2 % koncentracijos

fungicido ,,Folicur tirpalo jautrumg ir Sio mikrogrybo jautrumas ir atsparumas medZziagoms,
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kurias is$skiria mikroorganizmai méginyje Nr. 2 atitinka 15,6 % koncentracijos fungicido

,Folicur* tirpalo jautruma. Duomenys pateikti 2 paveikslélyje ir 3 lenteléje 4 priedas.

30
€
€
‘® 25
o
=
o
2 Fungicido
o 15
JED" = Nr.2
ugo 10 Nr.8
=
€ —Nr.4
g€ 5
=
p—
S
3
s 0

13% 23% 33% 43% 53% 63% 73% 83% 93%

Fungicido koncentracija

2 pav. Fusarium mikrogrybo jautrumo ir atsparumo mikroorganizmy i$skirtoms medziagoms
palyginimas su fungicido ,,Folicur* kalibracine kreive.

Mikroorganizmy grupés

Mikroorganizmus, iSaugusius méginiuose, sugrupavau ] grupes. Méginiuose iSaugo
prokariotai — bakterijos — kokai, lazdelés ir eukariotai — grybai (mieliagrybiai). Mieliagrybiai rasti
tik viename meéginyje (Nr. 9). Siame méginyje Fusarium mikrogrybo kolonijos 13,7 mm
trumpesnés nei kolonijy ilgiai kontroliniame méginyje. Tiriamuose méginiuose rasti kokai Gram
+, 0 lazdelés — Gram—. Visuose stipriausiu priesgrybiniu poveikiu pasizyméjusiuose méginiuose
Nr. 2, Nr. 4, Nr. 8 buvo streptokoky Seimos bakterijy genciy bakterijy. Méginyje Nr. 2 vien tik
grandin¢le iSsidéste kokai — streptokokai, o meéginiuvose Nr. 4, Nr. 8 buvo ir kity
mikroorganizmy (kultiras iSgryninti nepavyko, tad dar darbas tesiamas, kultiiros gryninamos).
Abiejuose méginiuose rasta kokai — mikrokokai, iSsidéste pavieniai, ir diplokokai, iSsidéste po du.
Meéginyje Nr. 4 dar nustatyta eilute iSsidést¢ Gram+ lazdelés - streptobakterijos, o méginyje Nr. 8
— kekémis iSsideste stafilokokai. Duomenys pateikti 1 lentel¢je. Tik streptokoky (meéginys Nr. 2)
i§skirty medziagy poveikis Fusarium mikrogrybui praktiskai toks pat, kaip derinio diplokokai,
mikrokokai, streptokokai ir stafilokokai (méginys Nr. 8). Mikroorganizmy deriniai méginiuose
Nr. 4 ir Nr. 8 skiriasi tik vienu mikroorganizmu (méginyje Nr.4 yra streptobakterijos, o Nr. 8 —
stafilokokai). Méginyje Nr. 6 rasta sarcinos, diplokokai, stafilokokai. Siam mikroorganizmy

deriniui Fusarium mikrogrybas buvo atsparus. Silpnas poveikis grybui buvo ir méginyje Nr. 7. Cia
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rasta lazdelés iSsidéste po dvi ir pavienés lazdelés, taip pat diplokokai. Skirtingy mikroorganizmy

deriniy priesgrybinis poveikis Fusarium mikrogrybui skirtingas.

1 lentele. Mikroorganizmy grupés tiriamuose méginiuose.

Meéginio | Mikroorganizmy | Gram+/gram Forma ISsidéstymas
nr. grupes -

1 Lazdelés Gram-— Pailgos, apvaliais galais | Pavienés ir grandinéle
Mikrokokai Gram+ Rutulio Pavieniali
Diplokokai Gram+ Rutulio Po du
Streptobakterijos | Gram+ Ivairios lazdelés Grandinéle

2 Streptokokai Gram+ Rutulio Grandinéle

3 Mikrokokai Gram+ Rutulio Pavieniai
Lazdelés Gram-— Pailgos Eilute
Diplokokai Gram+ Rutulio Po du

4 Mikrokokai Gram+ Rutulio Pavieniali
Lazdelés Gram-— Pailgos Po du
Streptokokai Gram+ Rutulio Grandinéle
Streptobakterijos | Gram+ Lazdelés ISsidéste eilute

5 Streptokokai Gram+ Rutulio Grandinéle
Mikrokokai Gram+ Rutulio Pavieniai
Diplokokai Gram+ Rutulio Po du

6 Sarcinos Gram+ Rutulio Kravelémis
Diplokokai Gram+ Rutulio Po du
Stafilokokai Gram+ Rutulio Kekémis

7 Lazdelés Gram— Lazdelés Po vieng
Lazdelés Gram— Lazdelés Po dvi
Diplokokai Gram + Rutulio Po du
Mikrokokai Gram+ Rutulio Pavieniai, labai mazai

8 Lazdelés Gram-— Pailgos Po du
Mikrokokai Gram+ Rutulio Pavieniai
Streptokokai Gram+ Rutulio Grandinéle
Stafilokokai Gram+ Rutulio Kekémis

9 Mieliagrybis — Ovalo formos, dideli -

10 Lazdelés Gram— Trumpos Kampu
Sarcinos Gram+ Rutulio Krivelémis

11 Stafilokokai Gram+ Rutulio Kekémis
Sarcinos Gram+ Rutulio Krivelémis

12 Mikrokokai Gram+ Rutulio Pavieniali
Diplokokai Gram+ Rutuli Po du
Lazdelés Gram-— Trumpos lazdelés Grandiné¢le

13 Lazdelés Gram— Trumpos lazdelés Po dvi

Stipriausiai veikian¢iy mikroorganizmy poveikis Fusarium spp. mikrogrybui

IStyrus tiriamyjy organizmy kolonijas paaiSkéjo, kad Sios kolonijos néra grynos

(mikroskopuojant matoma ne vienos rasies mikroorganizmas) toliau mikroorganizmus gryninau,

pers¢jant reprezentatyvias kolonijas ir tyrima kartojau tol, kol mikroskopuojant maciau vienos
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grupés mikroorganizmg. ISgrynintus mikroorganizmus suzyme¢jau raidémis A—P. Duomenys

pateikti 4 lentel¢je.

Még. | A B C D E F G H [ J K |L M N |O P
'S n (%]
£ = =
N — —
> S X X X | X —‘é % S o) X
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Su Siomis A-P kultiromis pakartojau prieSgrybinio aktyvumo tyrimg Fusarium spp.
mikrogrybui. Po 48 valandy jvertinau mikroorganizmy poveikj tiriamam grybui. Rezultatai

pateikti 5 lentel¢je priede ir 3 paveikslélyje.
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3 pav. Vidutiniai Fusarium spp. mikrogrybo kolonijy ilgiai méginiuose (mm), sagveikaujant su A-
P mikroorganizmais.

Trumpiausios Fusarium spp. mikrogrybo kolonijos uZzaugo méginiuose su A, B, C, D, O
mikroorganizmais, jy ilgiai svyravo nuo 10,34 mm méginyje su B mikroorganizmu iki 11,67 mm
méginyje su C mikroorganizmu. Siy mikroorganizmy isskirtos medZiagos pasizymi stipriausiu
priesgrybiniu poveikiu tiriamam grybui, jy inhibicinés zonos ilgiausios, mikrogrybo kolonijy ilgiai

apie 4 kartus trumpesni, nei grybo kolonijy ilgiai kontroliniame méginyje.

Fusarium mikrogrybo jautrumas ir atsparumas medziagoms, kurias iSskiria stipriausiu
priesgrybiniu poveikiu pasizymintys mikroorganizmai méginiuose A, B, C, D, O, yra didesnis uz
Sio grybo jautrumg 100 % koncentracijos fungicido ,,Folicur jautrumui. Duomenys pateikti 4
paveikslélyje. Siy mikroorganizmy i3skirty medziagy poveikis mikrogrybui apie 1,5 karto

stipresnis nei fungicido.
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Fungicido koncentracija

4 pav. Fusarium mikrogrybo jautrumo ir atsparumo A, B, C, D, O mikroorganizmy i$skirtoms
medziagoms palyginimas su fungicido ,,Folicur kalibracine kreive.

Stipriausiai veikian¢iy mikroorganizmy poveikis Fusarium spp. mikrogrybu
paZeistiems griudams

Issiaiskinau, kad Fusarium spp. mikrogrybg stipriausiai veikia A, B, C, D, O
mikroorganizmai, todél juos naudojau norédama iSsiaiskinti jy tiesioginj poveikj Fusarium spp.
mikrogrybu pazeistiems griidams. Siuos tyrimus vykdziau 2 bidais, paZeista gridg dédama ant
mikroorganizmo kultiros ir grida palaikiusi mikroorganizmy suspensijose. Fusarium spp.
mikrogrybas gerai auga ant DRBC agaro terpés, o bakterijos $ioje terpéje neauga, todél kultiras
auginu tik ant Triptono sojos agaro terpés. Pazeistg griidg, uzdéjusi ant terpés uzsétos stipriausiai
veikianciais mikroorganizmais, gavau, kad ant 50 % grudy virSutinés dalies (nesiekusios
mikroorganizmy) buvo stebimas silpnas augimas (lyginant su kontroliniu méginiu). Ant griidy,
palaikyty mikroorganizmy suspensijose, grybo augimo nebuvo. Fuzariozés grybas neiSaugo i

gridy, mirkyty mikroorganizmy suspensijose.
Stipriausiai veikiantys mikroorganizmai

Gentj (rtsj) nustaciau ty mikroorganizmy, kurie neleido augti Fusarium spp. mikrogrybui
i§ grybu pazeisto griido. Aisku buvo, kad A, B, C, O méginiuose yra tas pats mikroorganizmas,
mikroskopuojant nustaciau, kad tai yra gram— lazdelés iSsidést¢ pavieniai, 0 D méginyje Kitas
organizmas — lazdelés, issidéste po dvi, gram—.

Atlikus Oksidazés testus pamaciau, kad visos penkios kultiiros nusidazé mélynai — visy

oksidazés testas buvo teigiamas (6 priedas).
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Atlikus  mikroorganizmy judrumo tyrima paaiskéjo, kad visose kultiirose
mikroorganizmai nejudrs.

Kadangi pagal kvapg ir iSvaizdg I€ksteléje ir per mikroskopg mikroorganizmai buvo
identiski, toliau tyriau tik du méginius — B ir D (juos buvau pazyméjus skaiciais 2 ir 4).

Ivertinus Biocheminio Fermenty tyrimo ,,Margosios eilutés“ metodu (Microgen™
GnA+B-ID Sistema) gautus rezultatus gavau koda, pagal kurj kompiuterio pagalba atradau, kad
abiejuose méginiuose, mikroorganizmas buvo Pseudomonas fluorescens (98,04 %), (7 priedas).

Sia Pseudomonas fluorescens bakterija, bus galima kultivuoti ir panaudoti Fuzariozés
mikrogrybo naikinimui in vivo. Galvoju, kad radau buida apsaugoti kviecius nuo Fuzariozés,
nenaudojant jvairiy kenksmingy cheminiy medziagy. Kaip alternatyva cheminiams preparatams
siilau naudoti Pseudomonas fluorescens bakterijg ir taip, iSauginus sveikus javus, sumazinti

iSmetamy grudy kiekius ir prisidéti prie globalios Zaliavy §vaistymo problemos sprendimo.
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Isvados

Tiriamuose méginiuose iSaugo kokai, lazdelés ir mieliagrybiai.

Skirtingy mikroorganizmy deriniy prieSgrybinis poveikis Fusarium mikrogrybui skirtingas.
Meéginiuose su A, B, C, D, O mikroorganizmais Fusarium mikrogrybo kolonijy ilgiai apie 4
kartus trumpesni, nei mikrogrybo kolonijy ilgiai kontroliniame méginyje.

Stipriausiu prieSgrybiniu poveikiu pasizymi i§ biologinio valymo nuoteky vandens isskirtos
gram-lazdelés, iSsidéscCiusios pavieniai ir po dvi.

Stipriausiu prieSgrybiniu poveikiu pasizymi Pseudomonas fluorescens. Jo poveikis 1,5
karto stipresnis nei fungicido ,,Folicur®.

Fuzariozés grybas neiSaugo i§ grudy, mirkyty mikroorganizmy suspensijose.
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Priedas
1 Priedas

Grybelio genties tyrimas (atliktas Vilniaus Universiteto gamtos moksly fakulteto
laboratorijose).

e  Grybo DNR paruosimas PGR reakcijai:

Gabalélj grybo micelio jd¢jau ; meégintuvélj su 50 pL fiziologinio tirpalo, sumaisiau
stikurinéje kratykléje ir 10 min pakaitinau 96 °C temperatiiroje.

e Polimerazes grandininé reakcija (PGR).

40 pL reakcijos miSinio sudaré: 2x Maxima Hot Start Green PCR Master Mix, po 1 uL
(100 uM koncentracijos) atvirkstinio ir tiesioginio pradmeny, 3 uL DNR ir vanduo.
PGR programa: pradin¢ denatiiracija 95 °C — 3 min., 30 karty ciklas: denaturacija 95 °C — 25 s,
pradmeny prilydimas 50 °C — 25 s, DNR sintez¢ 72 °C — 1 min., galutiné DNR sintez¢ 72 °C — 3
min..

Termocikleris: Eppendorf ,,Mastercycler EP*; pradmenis naudojau darbe buvo i§ : Smit
E, Leeflang P, Glandorf B, Dirk van Elsas J, Wernars K. Analysis of Fungal Diversity in the
Wheat Rhizosphere by Sequencing of Cloned PCR-Amplified Genes Encoding 18S rRNA and
Temperature Gradient Gel Electrophoresis. Applied and Environmental Microbiology.
1999;65(6):2614-2621.

e  DNR elektroforezé

DNR elektroforeze atliekau horizontaliame 1,0 % agarozés gelyje TAE buferyje.
Elektroforezés gelj daziau etidzio bromido tirpale ir analizavau ultravioletinéje Sviesoje. DNR
fragmentus lyginau su Gene Ruler™ DNA ladder Mix molekuliniy masiy standartu.
Elektroforezés 50xTAE buferis: 121 g Tris-OH, 18,6 g natrio EDTA, 28,6 ml acto ragsties (99,5
%), vandens — iki 500 ml.

I§ gauty rezultaty sprendZiu, kad grybas tikrai priklauso riiSiai Fusarium graminearum.

2 Priedas

Gramo dazymo biuidas.

Pasiruosiau fiksuotus preparatus. Objektinius stiklelius, ant kuriy ruo$iau preparatus,
gerai nuvaliau etanoliu, kad ant jo nebiity jokiy kity mikroorganizmy. Tada ant jy déjau lasa
distiliuoto vandens ir jame paskirs¢iau lasteliy mases. SumaiSius bakterijy lasteles su vandeniu,
3 kartus po kelias sekundes vir§ liepsnos — taip fiksavau preparatus. Sis fiksavimas reikalingas
tam, kad dazymo metu mikroorganizmai nenusiplauty. Tuo paciu, fiksacijos metu, nuzudomi

dazomi mikroorganizmai.
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Tada ant paruosty preparaty uzpyliau — Kristalvioleto ir palaikiau apie 1 min.. Po to
pridéjau jodo tirpalo ir palaikiau taip pat 1 min. Jodas padidina sgveikg tarp lastelés ir dazo — kuo
dazas stipriau prisikabina, tuo ryskiau nusidazo méginiai. Toliau méginius blukinau 95 % etanoliu
apie 20 sekundziy. Po blukinimo preparatus pakartotinai daziau safraninu apie 1-2 min.

3 Priedas

2 lentelé. Grybo Fusarium spp. augimas mitybinéje Triptono sojos agaro terpéje (mm).

Meéginio Nr. Fusarium spp. grybo Vidutiniai Fusarium spp. mikrogrybo kolonijy
kolonijy ilgiai (mm) ilgiai (mm)
X * Mx V% P%
1 27; 27; 26 26,674 £0,111 1,020 0,417
2 26; 24; 25 24,962 +£0,222 2,181 0,890
3 27; 25; 27 26,347 £0,222 2,066 0,843
4 22; 20; 20 20,962 +0,222 2,597 1,060
5 34; 32; 34 33,347 +£0,222 1,632 0,666
6 42; 42; 43 42,375 +0,077 0,511 0,181
7 38; 38; 40 38,962 +£0,222 1,397 0,570
8 25; 24; 24 24,481 £0,111 1,112 0,454
9 28; 26; 28 27,347 +£0,222 1,990 0,813
10 31; 29; 31 30,347 +£0,222 1,794 0,732
11 30; 26; 26; 27,925 + 0,444 3,899 1,592
12 29; 26; 28 28,021 £0,333 2,914 1,190
13 33; 30; 33 32,021 +0,333 2,550 1,041
14 35; 30; 35 32,021 +0,333 2,550 1,041
15 41; 40; 41 40,962 +0,222 1,329 0,543
16 30; 30; 31 31,347 +£0,222 1,736 0,709
4 Priedas

3 lentelé. Fungicido ,,FOLICUR* skirtingy koncentracijy tirpaly poveikis grybelio Fusarium
graminearum augimui.

Fungicidas ,,FOLICUR* tirpalo koncentracijos
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5 Priedas

5 lentelé. Grybo Fusarium spp. augimas mitybinéje Triptono sojos agaro terpéje veikiant
grynintas mikroorganizmy kolonijas

Meéginys | Méginio Fusarium spp. grybo Vidutiniai Fusarium spp. mikrogrybo
Nr. kolonijy ilgiai (mm) kolonijy ilgiai (mm)
X + Mx V% P%
A 3 11; 10; 11 10,674 +0.111 2,550 1,041
B 3 11;9; 11 10,347 +0.222 5,261 2,148
C 3 12;11; 12 11,674 +£0.111 2,331 0,952
D 4 11; 10; 12 10,962 +(.222 4,966 2,027
E 4 15; 14; 15 14,674 +0.111 1,855 0,757
F 4 18; 15; 16 16,443 +0.333 4,966 2,027
G 3 18; 19; 19 18,674 +0.111 1,457 0,595
H 4 19; 18; 18 18,481 +0.111 1,473 0,601
I 8 17;17; 18 17,481 +0.111 1,557 0,636
J 11 21; 24, 22 22,443 +0.333 3,638 1,485
K 11 25; 26; 29 26,925 +0.444 4,043 1,651
L 8 24; 25; 25 25,481 £0.111 1,068 0,436
M 4 16; 15; 14 14,962 +0.222 3.638 1,485
N 8 18; 19; 16 11,875 +1.454 34.641 12.247
0] 8 12;11; 10 10,962 +0.222 4,966 2,027
P 3 18; 17; 20 18,443 +0.333 4,427 1,807
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6 Priedas
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Microgen GNA + B Oxidase Positive

7 Priedas

Microgen ID =

Specimen Details

Lab Ref.: MVI Mikrobiologijos laboratorija
Name: Viktorija
Specimen Type:

Source (wardAocation): dirva

Date: 20190321

Results Entry

Octal Code: 440000001

= OXI  Oxiduse MOT  Motility - NIT  Nitrate Reduction
= LYS Lysine Decarboxylase ORN  Ornithine Decarboxyl - H2S H2S Production
- GLU  Acid from Glucose MAN  Acid from Mannitol - XYL Acid from Xylose
- ONP ONPG IND  Indole - UR  Urea Hydrolysis
- VP Voges Proskauer CIT  Citrate Utilization - TDA Tryptophan Deaminase
- GEL  Gelatin Liguefaction MAL  Malonate Inhibition - INO  Acid from Inositol
- SOR  Acid from Sorbitol RHA Acid from Rhamnose - SUC  Acid from Sucrose
- LAC Acid from Lactose ARA  Acid from Arabinose - ADO  Acid from Adonitol
- RAF  Acid from Raffinose SAL  Acid from Salicin + ARG Arginine Dihvdrolase
Identification Analysis
[ Ps.fluarescens-35 Maraxeila spp. Ps.purtida Afaecalis type 11 Ps.sturzeri
| Select ID Choice Ves No No o No
‘ Probability 1492 1:132.250 1208.171 1316870 1861, 148
Percent Probability 8.04% 1.3% 0.24% 0.15% 0.06%
Likelikood 132% 0.05% <0.01% <0 01% <0.01%
Human Isolate Yes Yes Yes No Yes
Tests against
Test ! MOT (94%) ARG (D, 1%) MOT (99.9%) ARG (0.1%) MOT (99.9%)
Test 2 CIT (95%) MOT (91%) ARG (14%)
Tese 3 NIT (81%)
Additional Tests Yes Yo Yes Yes Yes
Oxidation of Glucose 99.9% 0, 1% 99.9% 0.1% 99.9%
Growth on Cetrimide S0% Po 8 12% 0.1%
Growth on MacConkey 99.9% 0% S9.9% 99.9% 99.9%
Growth on S5 Agar 86% 0,1% G, U0 78% 4%
Growth in 0% NaCl 99% 43% §99.9% 499,44, 96%
Additiomal Commenits 2

-

Previously A faecals. Usuaily solated from the environment

| Identification Comments

Acceptable Identification of Pseudomonas fluorescens 37°C

The strain is not typical (one or more tests may be against), although it is well separated from other suggested identification choices
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