Mikroskopiniy gryby
Jvairoves rizosferoje tyrimai
Lietuvoje

Antanina Stankeviciené
Vilija Snieskiené

Vytauto Didziojo universiteto Kauno botanikos sodas



Rizosferoje funkcionuojanciy gryby jvairove didele
dalimi lemia augalo sakny metabolitai ir substratas

Biologiniai procesai vykstantys augalo saknyno
zonoje yra svarbus jtakojantis augalo bukle
veiksnys

2003 m. prof. A. Lugauskas teige, kad ,pastaruoju
metu atliekama maziau dirvozemio
mikroorganizmy tyrimy, be kuriy sunku jvertinti
procesus, kurie vyksta rizosferoje veikiant jvairiems
antropogeniniams veiksniams”

Dazniausiai yra susitelkiama | aktualiausio tuo
metu vieno patogeno paieskas, o jvairovés tyrimai
neatliekami



* Augaly saknyno gryby tyrimai buvo atlikti
taikant biologinj gryny kultlry isskyrimo
metodg, kurio metu naudota agarizuotos
terpés (pH 6,0).

» Serijinio skiedimo budu atskiedus iki 1:10 000,
apskaiciuotas prady skaicCius 1 grame
absoliucCial sauso substrato arba nattralaus
drégnumo méginiuose



Bandinys sudaromas imant specialiu gragztu arba
tiesiog iskasant is keturiy augalo rizosferos viety.
Etiketuojama. Po to sumaisius paruoSiamas vienas
meginys.

Atsveriama 10 g substrato ir subérus | kolbg su 100
ml sterilaus distiliuoto vandens, 10 min. intensyviai
purtoma

Serijinio praskiedimo budu atskiedziama iki 1:10 000:
imti 1 ml skiedinio iS kolbutés ir supilamas | pirmg
megintuvélj su 10 ml sterilaus distiliuoto vandens; is
jo vél 1 ml paimamas ir supilamas | antrg megintuvelj
(jame 10 ml vandens), o is pastarojo — 1 ml | treCig
Tada 1 ml suspensijos (is treCio meégintuveélio)
supilama | Petri IekStele. Tai atliekama trimis-
Keturials pakartojimais. Po to sukamuoju judesiu
iISsklaidomas ir uzpilamas 10 ml agarizuota ir
atvésinta iki 40°C terpe (pH 6).

Terpei suausus apverstos Iékstelés talpinamos |
termostats.

Paséliai inkubuojami 26°£2°C temperattroje 5—7
paras.



Apskaiciuojamas gryby prady kiekis 19
absoliuciai sauso substrato (ksv-g1).

Atsverus kiekvieno meginiopo 1 g
substrato (3 pakartojimai) suberta | biuksg
(pries tai uzfiksavus jo svorj). Atidengti
biuksai dziovinti dziovinimo spintoje prie
105°+2°C iki pastovaus svorio.

Nustatytas pastovus svoris: po 5 val. su
pincetu isemus iS dziovinimo spintos
biuksg (uzdengty) talpinama | eksikatoriy
su dregme sugerianciu skysciu ir
sveriama.

Po to vél atidengiama ir grgzinama |
termostatg ir kaitinama 2 val. Vél
atliekamas svérimas.

Taip kartojama kol svoris nebesikeicia.
Svoris matuojamas 0,0001 tikslumu




» ApskaiCiuojamas identifikuoty rusiy
aptikimo daznis: procentiné iSraiska
santykio tarp varianty (leksteliy), kuriuose
aptikta grybo rasis, ir viso tirty varianty
skaicCius

* Grybo rusies santykinis tankis:
procentiné iSraiska santykio tarp tam tikros
grybo rasies izoliaty ir viso aptikty izoliaty
skaicCiais



Botanikos institutas (Vilnius)

1958 m. — rizosferos gryby jvairoves tyrimus pradejo
A.Lugauskas

Pasariniy augaly rizosferos tyrimai: gryby kompleksy
kitimo dinamika, Trichoderma spp. (A.Lugauskas, 1960)
1962 m. A. Lugauskas (Autoreferatas). MukpomuueTbl

pusocdepbl KOPMOBbLIX PaCTEHUN U UX
aHTaroHMcTu4yecKme CBOMUCTBA.

1960-1988 m. tesiami pasariniy augaly rizosferos
tyrimai: gryby jvairovei sejomainos jtaka
(A.Mikulskiené,D.Sliauziene, 1982, 1988),
antagonizmas, ‘didelis demesys raudonajam dobilui
(E.Petrauskaite (1970), O.Spokauskiené (1971),
A.Mikulskiené (1972), K.JankeviCius (1972),
D.Sliauziené (1972, 1986), O.Salina (1986); liucernai
(1979, Z.RudzeviCiené, D.Sliauziengé, nuo 1981 —
O.Salina jvairiuose dirvoiemiuose, antropogeninis
poveikis), daugiametes zolés (1981 — Z.RudzeviCiené),
séjomainos jtaka gryby kompleksy formavimuisi
(D.Sliauziene, 1985);



Botanikos institutas (Vilnius)

1977 m. javy rizosferos tyrimai: miezis, (D.Sliauziene,
R.Milkis, Z. RudzevicCiené)

Nuo 1975 m. tyrimai Silthamiuose: antagonisto
(Trichoderma lignorum jtaka gryby kompleksy formavimuisi
(Z.RudzeviCiene, A.Makarskas); azoto jtaka Trichoderma
spp. aktyvumui (O.Salina, 1985)

Gryby isSplitimas: 1985 — Mucorales isplitimas pasariniy
augaly rizisferoje (D. Sliauziené); 1986 — Penicillium
(L.Levinskaité, 1986), (D.Sliauzieng, L.Levinskaité);1987 —

Acremonium saknyno zonoje (D. Sllau2|ene)

1978 -1991m. Boro, chlorofoso, karbofoso, semazino,
trichloracetato, organiniq trqéq jtaka grybq bendrijy
formavimuisi (A.Mikulskiené, A.Galvelis, O.Atlavinyté ir kt.);
1982 — gryby reakcija | nitritinius junginius (Deédinas A.,
Mikulskiené A., Sliauziene D.); pesticidy poveikis grybams
(A. Paskevmus K.Kvietkauskas, 1991)



Botanikos institutas (Vilnius)

1970-1994 sakny puviniy sukelejy tyrimai: Fusarium
spp, Jvairoves tyrimai ir kovos priemoniy taikymas
(D.9liauziene, L.Levinskaite); daugiameciy zoliy

(D. Sllau2|ene Z.RudzevicCieneé, 1980); pasariniy augaly
(D.Sliauiiené, A.Mikulskieng, 1980); dobilo, liucernos
(D.Sliauziené, Mikulskiené A. 1994) sakny patogenai

1985-1987 — pasariniy augaly rizosferoje nematody ir
gryby tarpusavio rysiai; dobilo ir liucernos sakny puviniai
jtakojami nematody ir gryby (Z.RudziavicCieng,
D.Sliauziené);

1974 -1987 - atlieky skaidymasis - Z.BagdanavicCiené
(1974); R.VaitkeviCius (1982); gryby-skaidytojy jvairovée
(A.Mikulskiené, 1987); 1982-1985 celiuliozé skaidantys
Sapropeliu treSimas: kukuriizai, dobilai (J.RepecCkiené,
O.Salina ir kt., 1999)

Hidroponika — (E.Surviliené, 1993)



Botanikos institutas (Vilnius)
1984. A.Lugauskas
(Autoreferatas).
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VDU Kauno botanikos sodas

Vytauto Didziojo universiteto Kauno botanikos
sode dekoratyviniy augaly saknyno zonos
mikobiotos tyrimai pradéti 1989 m.

Iki Siol Siy augaly saknyno zonos tyrimai buvo
neatliekami

Tyrimams vadovavo dirvozemio mikologijos

Lietuvoje pradininkas prof. A. Lugauskas
(Botanikos institutas).

Pradzioje tyrimo objektas buvo tikrasis
gvazdikas, po to interjere auginami augalai,
lauko kolekcijose auginami dekoratyviniali
augalai su pazeista antzemine dalimi ir t.t.




VDU Kauno botanikos sodas (1)

e 1.1989-1993 m. buvo atliekami tlkrOJo gvazdiko
(Dianthus caryophyllus L. 'Red Sim') gryby jvairoves
Kitimas vegetacijos tarpsniuose (tik pasodinus augalus,
butonizacijos, zydéjimo, vegetacijos pabaigoje). Tik
pasodinus augalus buvo parinkti pastovus stebejimo
taskai; IS jJy imami éminiai visais vegetacijos tarpsniais
IKi augalo vegetacijos pabaigos.

* IS viso ISskirta 138 rusys, priklausanéios 43 gentims.
Rusiy jvairove vegetacijos metu mazejo, o didejo
atskiry ruasiy aptinkamumo daznis. Antroje
vegetacijos puseéje jau buvo aptinkami patogeniniy
gryby pradai: Fusarium spp. — 2,33-6,98%, o
vegetacijos pabaigoje padidéjo iki S, 88—47 06%
Verticillium spp. nuo 2,33 iki 23, 53% Sclerotinia sp. —
10,37-23,26%; Botrytls cinerea — 3, 51— 11,76%
(Grinceviéiené, Lugauskas, 1993; Snieékiené,
StankevicCiene, 1997; StankeviCiene, 2000;
StankeviCiené et al., 2006; Jlyrayckac un gp., 1991).



VDU Kauno botanikos sodas (tesinys 1)

« 1991 m. buvo tirlamas antagonizmu pasizymincio
Trichoderma viride Pers. poveikis tikrojo gvazdiko sakny
patogenams (Fusarium oxysporum, F. solani,
Umbelopsis isabellina (sin. Mortierella isabellina),
Verticillium albo-atrum).

* Augaly, | kuriy substratg buvo jterpta antagonistinio
grybo pradai biklé pastebimai buvo geresné
(CHewkeHe, ['puHusaBuyeHe, 1991; GrincevicCiene,
Snieskiené, 1993; StankeviCiene, Lugauskas, 1999)



VDU Kauno botanikos sodas (2)
Il. 1996—-2015 m. buvo tirlamos 3 grupés augaly
auganciy skirtingose ekologinése salygose:
augantys Vytauto Didziojo universiteto
Kauno botanikos sodo oranzerijoje;

tik is Nyderlandy atveZzti geros buklés augalai

augalai su antzeminés dalies pazeidimais,
t.y. jvezti is uzsienio pries 2—-3 meén., pabuve
prekybos tinkle, sandéliuose, kur jiems augti
nepalankios sglygos (neatitinkantis augaly
poreikiy oro drégnis bei temperatira).



VDU Kauno botanikos sodas (tesinys 2)

* |l. Pradéjus | Lietuvg jvezti jvairius interjero
dekoratyvinius augalus, didele dalj jy
sudaré Silkmediniy seimos (Moraceae)
augalai, todél pirmieji gauti rezultatai buvo
Ficus L. augaly (StankevicCiené ir kt.,
1999).



VDU Kauno botanikos sodas (tesinys 2)

1997-2008 m. buvo tiriama trijy adaptacijos grupiy
augalai auginti optimaliose ir nepalankiose sglygose.
Labai svarbus augaly buklei Saknyno zonoje
susiformuojantis patogeniniy gryby kompleksas.

Patogenai suintensyveja kai augalas nusilpes. Istyrus
46 taksonus sunkios, 26 — vidutiniskos ir 25 lengvos
adaptacijos augaly dominavo Fusarium, Pythium,
Verticilllum genciy grybai-patogenai (Stankevi¢iene, 2008;
StankeviCiene, Lugauskas, 2003a, b; StankeviCiené, Snieskiene,
2010; Stankeviciene et al. , 2008; Stankewmene Varkulewmene
2006; CHewKkeHe v ap., 2004; 2006).
IStyrus ypacC sunkiai adaptuojamy Vriesea splendens
augaly, auganciy skirtingose salygose, Saknyno zona,
ISskirta 55 rlsys gryby priklausancCiy 22 gentims, 6
sSeimoms, 3 eilems, 3 klaséms, 3 skyriams ir jokiai
taksonominei grupei nepriklausantys anamorfiniai grybai
(Anamorphic fungi): 4 riusys, 16 genciy.
Jau sveiky augaly saknyne aptiktas Siy augaly
gggo)genas Pythium debaryanum (Stankevi¢iené, Lugauskas,
7).



VDU Kauno botanikos sodas (tesinys 2)

« Ypatingu dekoratyvumu pasizyminciy Dizygotheca
elegantissima ir Schefflera arboricola be 33 rusiy, 15 genciy
gryby-saprotrofy isskirta ir patogeniniai grybai: Pythium,
Rhizoctonia, Sclerotinia (Stankevigiené ir kt., 2010).

 Atliekus augaly priklausancCiy skirtingoms taksonominems
grupems tyrimus, nustatyta, kad gryby kompleksai saknyno
zonoje skyresi tarpusavyje. Buvo tirti: Dieffenbachia
(Sniedkiene, Stankevigiene, 1999); Bromeliaceae (Stankevigiene,

2007; Varkuleviciené, Stankeviciené, 2005), Agavaceae
(StankeviCiené, Lugauskas, 2001; Stankeviciene et al., 2003;

Stankeviciené ir kt., 2006), Dracaena (Stankeviciené, Snieskieng,
2011), Marantaceae (Varkuleviciené, Stankevic¢iené, 2004)

« 1999-2007 penkiose oranzerijos sekcijose (atogrgzy — 18
eminiy, dregnyjy atograzy — 15, dykumy-pusdykumiy — 14,
Siltyjy paatogrgziy — 11, vesiyjy paatogrgziy — 10 eminiy)
ISskirta 115 rasiy, 36 gentys 3 seimos, 3 ellés, 3 klases 3
skyriai ir anamorfiniy: 94 rasys, 30 gencCiy. maziausiai rasiy
ISskirta vésiyjy paatograziy sekcijoje (43), o daugiausiai
dregnujy atogragzy (58) (Stankevitiené, Lugauskas, 2006, 2008).



VDU Kauno botanikos sodas (tesinys 2)

« 2002 m. tirlant skirtingy ekologiniy poreikiy augalus
(Hibiscus rosa-sinensis, Ficus elastica, Cyclamen
persicum, Euphorbia trlgona) kai 6 ménesius augo
optimaliose salygose, substratas prisotintas |étai tirpstanciy
maisto medziagy, nustatyta, kad prady skaicius buvo
atvirkscCial proporcingas maisto medziagy kiekiui, t. y.
senkant maisto medziagy atsargoms, daugégjo grybq prady
skaiCius saknyne. IS viso i$skirta 82 rasys, priklausancios 30
genciy, 3 Seimoms, 1 eilei, 1 klasei, 1 skyriui ir anamorfiniy gryby: 71
rasis, 24 gentys (Stankeviciené ir kt., 2008; StankeviCiené, 2012).

« 2010 m. atlikus arekiniy Seimos (Arecaceae) augalu,
auganciy ilgai nekeicCiant substrato (iki 20—40 mety) saknyno
zonoje funkcionavo 47 rasSiy, 26 genciy grybai, kuriy tarpe dominavo:

Mucor (50%), Mortierella (35,4%), Trichoderma (35,4%), Aspergillus
(33,3%) ir Penicillium (23%). Aptinkamumo daznis taip pat buvo

nedidelis (nuo 2,1 iki 22,9%). T.y. ilgalaikis substrato nekeitimas
Ir konkretaus augalo Sakny metabolitai sglygojo mazesne
jvairove ir kiek] gryby prady saknyno zonoje (Stankeviciené,
Lugauskas, 2011; VarkuleviCiené, StankevicCieng, 2011).



VDU Kauno botanikos sodas (3)

Ill. Lauko kolekcijose auganciy, su antzemineés dalies
pazeidimais augaly saknyno gryby tyrimai.
2006—-2009 Sumedeéjusiy augaly (Abies balsamea, Picea
sp., Thuja sp., Rhododendron spp.) ir zoliniy (Dahlia sp.,
Paeonia spp.) su antzeminés dalies pazeidimais
Saknyno zonoje identifikuota 62 rtsys, priklausancios 26
gentims, 5 Sseimoms, 4 eiléms, 3 klaséms bei 3 skyriams
ir 20 genciy, 54 rtsys anamorfiniy grybuy.

Paeonia lactiflora x hibridus hort veisliy 'Virgilijus' ir
'Darius-Girénas' Saknyno zonoje aptikti patogenai:
Fusarium oxysporum (pazeidziantis daugelio augaly
Saknis) bei Botrytis cinerea (pavojingas bijino
pazeideéjas) (Stankevigiené, Snieskiene, 2010b, c; Stankevitiené

ir kt., 2010; StankeviCiené, Varkuleviciené, 2006b; Varkuleviciené,
StankeviCiene, 2006).



VDU Kauno botanikos sodas
(tesinys 3)
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Rododendro rizosferos tyrimai



VDU Kauno botanikos sodas (4)

* V. 2010-2011 m. tyrimai intensyviai plintancio
Europoje agresyvaus patogeno Phytophthora
spp. pazeidimo pozymiais (nulinke Ggliali,
juoduojancios gyslos ar vystantys lapal,
praretejusi laja) augaly (Rhododendron sp.,
Pieris sp., Alnus glutinosa) gryby tyrimas.

* Nustatyta Phytophthora spp. saknyno zonoje.
Genominés DNR, isskirtos is dirvozemio,

Koncentracija (svyravo nuo 5,8 iki 10,0 ng/ml)

patvirtino, kad siy augaly saknyno Zonoje yra

Phytophthora spp. pradai (snieskiené ir kt., 2012; Vitas et
al., 2012).




VDU Kauno botanikos sodas (5)

V. 2013-2015 m. vykdant projektg ,Pabegiy medienos bioremediacijos
tyrimai ir technologijy kdrimas“ BIOREM NR. VPI-3.1-SMM-10-V-02-010
(vadovas prof. A. Maruska)

Atlikti tyrimai augaly (Tagetes patula, Portulaca oleracea, Perilla
frutescens, Poa annua, Lupinus luteus) pasodinty | kreozotu prisotintg
substratg. Pavyzd2|a| buvo imami i§ pradinio ir prisotinto atitinkamais
santykiais pabégiy pjuvenomis substrato (1:12,5; 1:25;1:37,5).

Didéjant pabégiy pjuveny kiekiui mazéjo kolonijy skaicCius, o augaly,
kuriy vegetacijos pabaigoje buklé buvo labai bloga (Portulaca oleracea,
Poa annua) — didziausias kolonijy skaiCius buvo vidutiniskai uzterstame
substrate auganciy.

Maziausiai reaguojanciy j tarsalus Lupinus luteus ir Tagetes patula
rizosferoje aptiktas didziausias kolonijy skaicius, lyginant su analoginiais
kltq augaly rizosferos variantais.

Sie tyrimai yra pirminiai Lietuvoje tiriant grybu, kuriuos _baty galima
pritaikyti pabégiy prisotinty kreozotu bioremediacijai, rasis

ISskirtos gryby rtsys dalyvaujancios bioremedijacijoje: Trichoderma
viride (0-16.38 %), Umbelopsis Isabellina (0-11.84 %), Yarrowia
lipolytica (0—7.52 %) ir tolerantiSkos Aspergillus fumigatus (0—7.74%),
Mucor hiemalis (1.40-8.20%) (Tiso et al., 2015).



Vilnius,2012
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