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TERMIN U SAVOKOS
KMC — karboksimetilceliulioz &
KMCaz ¢ — karboksimetilceliuliazé
lkmc — santykinis fermento karboksimetilceliuliazs (endogliukanazs) aktyvumas
FPCaz — filtrinio popieriaus celiuliazé
KSV - kolonijas sudarantys vienetai
CMT — Capeko mineraliné terpé
BDA — bulviy dekstrozés agaras (PDA)
AMA — alaus misos agaras
CA — Capeko agaras
KCH - koloidinis chitinas
CM — celiuliozés milteliai (smulkinta celiuliozé)
DNS — dinitrosaliciliné rugstis

FRBC — fosforo ragstimi brinkinta celiulioz é



IVADAS

Kiekvienoje augaviéfe, iskaitant laukus ir sodus, ekologiniai veiksniai isjas
augalus, grybus, bakterijas, vabzdzius ir kitusaorgmus. Kai kud ju gausa gali sukelti auggl
derliaus nuostolius. Augintej pastangos sumazinti derliaus nuostolius branganudoja ir
daznai duoda labai menkus rezultatus. Mikromiceta vieni iS pavojingiausi augalams
mikroorganizny. Augal; antzeminis pavirSius igjSakn sistema yra ypatingai palanki buvein
jlems vystytis. Patogenigk dirvozemio mikromicat (Phythium Fusarium Rhizoctonia
Phytophthorair kt.) kamienai gali sunaikintiég&ly daigelius, pragusius augti daigus arba jau
brand; augah. Naudojamos prevengia priemors (kenkju ir ligu reguliavimas kuftriniais
metodais,y monitoringas) ne visada pasiteisina ir tenka naugsioginius kontrals metodus.
Chemirés priemosss, naudojamos kovai su augdigu sukéléjais turi neigiana pasekmi. Jy
naudojimas kenkia Zmogui, aplinkai, be to ilgainaigal; patogenai tampa atsparchemini
medZiag poveikiui (Handelsman, Eric, 1996). Nepalankuaif kad chemiés kovos priemois
slopina ne tik patogenity bet ir saprofitini gryby, tame tarpe mikoris, vystymsi, taip
pakenkdamos mikroorganizmr augalo simbio&s procesams. leSkoma ng@upekenksming
aplinkai priemoni pasitelkiant augalis kilmés medziagas ir net pas mikroorganizmus.
Biologinei kovai skiriamas ypatingai dideli€rdesys. Kai kurie mikroorganizmai — bakterijos
(Agrobacterium, Bacillus, Pseudomonas, Streptomyces mikromicetai Ampelomyces,
Candida, Gliocladium, Trichotecium, Coniothyriunrjchodermair kt.) jau yra registruoti kaip
biopesticidai. Bakterijos biokontrge dalyvauja ne tik iSskirdamasairius antibiotikus (iturin
A, surfaktira, gliovirina, gliotoksira, pirolnitrina, pioluteorira, fenezino — 1 — karboksilgt bet
ir naudodamos tam tikrus baltymus. Daugiausia badtyarpino iSskiridBacillus thuringliensis
(Brian ir kt., 2002). Vis dazniau bioagersraSuose randami aktinomicetai (Soares ir kt., 2006)
Dazno patogend-usarium oxysporunslopinimui jau skmingai naudojami tos @es rmhsies
kamienai, nepasiZzymintys patogeniSkumu, bet taip aqidyviis substrato atzvilgiu kaip ir
patogenas. Tai geriausias antagonistinio varzyakdsubstrato panaudojimo biologie kovoje
pavyzdys. Galimy® kontroliuoti augal ligu sulkeéléjus antagonistiniais mikroorganizmais
pirmieji pateilé uzsienio mokslininkai — Blakeman (1985), MercieReekender (1987), Pandey
(1993). Tokie tyrimai atliekami ir Lietuvoje (Vilaus universitetas, Botanikos institutas -
Fitopatogenini mikroorganizny laboratorija), t&iau labiau orientuojamasi antagonist
(mikromicety ir bakteriy) iSskiriamy antibiotiky efektyvung slopinant patogen vystymasi.
TradiciSkai dazniau tiriami ir naudojaririchoderma harzianunir T. viride kamienai. T&iau
autorip Gohel ir kt. (2006) potenciali antagonisf apzvalgoje bei pastarojo deSimtfize

publikacijose akcentuojami ir kitgertiu mikromicetai — aktyus prie$ augal ligy sukéléjus.



Beveik neiStirta Lietuvoje paplitusi mikromicety — potenciali bioageni
fermentinis aktyvumas skirtimgsubstrai aplinkoje ir gryly tarpusavio gveikos procese, maziau
nagrirejami ir Kkity netradicini gertiy mikromicet; kamienai. Kadangi mikroorganiazm
iSskiriami antibiotikai ®&ra neutrais aplinkai, labai svarbu surasti biologinei kovai
mikroorganizny kamienus, gebdius slopinti patogen vystymasi kitu keliu — ardant patogeno
lasteliy sieneles antagonisto iSskiriamais egzofermentdigirfazs, proteags, gliukanags ir
kt.).

Dauguma antagonigtkaip ir patogen turi gerai iSvysty celiuliaziy ir/ar chitinaziy
kompleks. Celiulioz ir chitinas yra gausiausi biologiniai polimeraing@je. J; strukiira
nesudtinga, ta&iau kristalires strukfiros substratai suskaldomi iki mamolekuly tik veikiant
keliems fermentams. ISskiriamsubstrato hidrolizei ferment koncentracija ir aktyvumas
priklauso nuo gryboisies ir aplinkos, kurioje jis vystosi.sferment; kompleksas yra svarbus
patogenui, atakuoj&mam augad ir bet kuriam mikromicetui, konkuruojdiam ctl mitybinio
substrato. Stabdant patogeno celiuligzaktyvuma, uzkertamas kelias jo prasiskverbimui
augah-Seimininlg, o aktyvuojant antagonisto celiuliaziaktyvuny, skatinamas jo vystymasis
nepaZzeidziant augalo bet slopinant patag€¥kigbo, 2005). Kadangi vismiceliniy gryby, tame
tarpe ir patogenisk (iSskyrus Pythium) lasteliy sienets strukiirinis elementas yra chitinas,
chitinaziy kompleksas yra labai svarbus parazitavimo proceseeliko nepastetias ieSkant
alternatyvipy fungicidams biologias kovos priemoni. Intensyviai tiriamos mikromicet
antagonisi chitinazs, atrenkami potenciagd chitino utilizatoriai, pasizymiiy stabiliu
chitinaziy kompleksu.

Aktyviy celiuliozg ir chiting hidrolizuojargiy mikromicet; paieSk ir ju detalesnius
tyrimus skatina taip pat ir Siomis medziagomisitg buitiniy ir pramoning atlieky perdirbimo
problema. Poreikis efektywj pasizymirtiy specifiremis savylmis (termostabilios, veiksmingos
ragXioje ar Sarmifje aplinkoje) ir stabili celiuliaziy bei chitinazi iSaugo, valdant atliek
transformacijos proceski reikiamy tarpiny produkt; arba galutini — monomey susidarymo.
Mikromicety fermentai tarnauja daugelyje @, kur reikia viem polisacharig atskirti nuo kito

arba isgryninti i miSinio ar suskaldyiiiki cukraus.



LITERAT UROS APZVALGA

1. Gamtiniai angliavandeniai. Polisacharidai

Angliavandeniai — polifunkciniai junginiai, aktyaii dalyvaujantys zmogaus, gyw
ir augal; gyvybinése funkcijose. Angliavandeniai sudaro 80% sausosiggali mass ir 2%
sausosios gyinu mass ir dazniausiai yra polisacharidai. Polisacharif@aoliglikozidai) -
gamtires stambiamolekuligs medZzZiagos (gamtiniai polimerai), susidariusios d&ugelio
glikozidiniais rysiais susijungusimonosacharido liktiy. Polisacharid molekuks hina linijinés
arba Sakotos, susidariusios iS viemodrba skirting monosacharig Pirmosios grugs
polisacharidai vadinami homopolisacharidais, o @sitrs — heteropolisacharidai. Svarbiausi
homopolisacharidai yra krakmolas, glikogenas, tielré ir chitinas. Literairin¢je dalyje, kaip ir

Siame tyrime, didesnisethesys skiriamas dviem polisacharidams: celiuliazehitinui.

1.1 Celiuliozé

1.1.1.Paplitimas (telkiniai) gamtoje

Celiulioze — vienas i§ gausiausbiologiniy polimen Zemgje (Karlsson ir kt., 2002).
Nustatyta, kad apie 7.2 x 0ony gamtirés celiuliozs sukaupta augaluose. Per metus augalai
susintetina vidutiniskai apie 4 x ¥Otony celiuliozes (Coughlan, 1985). Nors didZiausia
celiuliozés dalis randama augalastekse, sintetinamai strultos formai ir stabilumui iSlaikyti,
ja sintetina ir kai kurie gywnai (pvz. tunikatai), mikrogrybai (Lyndt ir kt., @), keletas
bakteriy ir jariniu dumbliy (Schwarz, 2001). Gamtoje celiulisz makromolekules glaudziai
apsupa Kiti polimerai tokie kaip ksilanas, hemiglebizés komponentai ir ligninas, sudarydami
matrica. Nuo tokios tarpusavioageikos priklauso substrato inertiSkumas bei joizdiija,
reikalaujanti papildomo cheminio apdorojimo. Linig nesuétingos chemias strukfiros
polimeras — celiulioz yra mechanisSkai atsparus, chemiskai inertiSkasngohs @l daugyles
vandeniliniy jungCiy tarp makromolekuti. Batent S jos savyk panaudoja gamta: celiuli®z
konstrukciré augal; medziaga (medienoje jos yra ~50%). Augadm hstekse celiulioz sudaro
lastebs sieneds kaip kompozito armata, kur tarpai uzpildyti kitais angliavandeniais (pvz
pektinais). Organizmai gamtoje celiuli@z sintetina kaip pavienes gliukez liekang
makromolekules, tdaau gamtoje nelna celiuliozs iS pavieni makromolekuli grandini, o
dazniausiai yra daugelio makromolekuli susiett vandeniliemis jungtimis, grandimj
kompleksas (Lyndt ir kt., 2002).



1.2.Strukiira

Celiuliozé (iS lot. cellula - narvelis, kambatis) — linijinis polimeras polisacharidas,
kurio formuk yra (GH100s)n. Celiuliozs polimerizacijos laipsnis naba 500-10000, o kartais
pasiekia 35000. Celiuli@z moleku¢ (ji daznai vadinama makromolekule) yra grardirsuside-
dartios iS daugybs grandai - gliukozs likwiy, pavidalo. Gliukozs likuciai susidaro po
vandens molekgst iSsiskyrimo polisacharido biosintszprocese jungiantis gliukéz (GH1206)
molekukms. Kiekviena tarp sa&$ susijungusi gliukozes likuciy pora sudaro vadinaya
celobioz. Celiuliozzs molekut (kaip ir elementarioji celiulioxs grandis) éra plokia,
grandires atomai vienas kito atzvilgiu paprastaink jvairiose paétyse ir sudarojvairias
konformacijas ivairius erdvinius pavidalus). Celiuliéz molekués konformacijai didels jtakos
turi silpni tarpmolekuliniai vandeniliniai rySiakurie atsiranda tarp hidroksilpigrupiy (OH)
arba tarp OH grupiir deguonies, jungiamo elementatisias grandis (1 pav.).

H OH  CH,OH H OH  CH,OH H OH  CH,OH
0, 0 0,
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1 pav. Celiuliozzs makromolekuls strukfira (pagal Lyndt ir kt., 2002).

Celiulioz¢ yra atspari medziaga, netirpstanti vandenyije,itspieteryje, acetone ir
kituose jprastiniuose organiniuose tirpikliuose. Celiuozeikiant Sarmais, kartu su chemine
reakcija vyksta ir fizikiniai-cheminiai procesairifikimas, mazo molekulinio svorio frakgij
tirpimas ir strukiiriniai pokyiai. Celiulioz taip pat gra atspari ¥g&iy poveikiui. Veikiama
ragkiy  celiuliozz  hidrolizuojasi. Rl  hidrolizés  sutfikinégja ~ makromolekuls
glikozidiniai rySiai ir makromolekél iSsiskirstg trumpesnes grandis. Hidroksilinigrupiu
buvimas sudaro galimygbgamintijvairius eterius (metilceliuliag etilceliulioz ir kt.) ir esterius
(celiuliozés nitratus, celiuliozs acetatus ir kt.). Panas procesai vyksta celiuligzveikiant
ultravioletiniais spinduliais (fotochemindestrukcija), aukSta tempeied (termireé destrukcija),
mechaniSkai (mechanindestrukcija). Visais tais atvejais celiulisz savyls ketiasi viena
kryptimi: sumagzja molekulie mag, pablogja mechanigs savylds, padidja tirpumas
Sarmuose (Ghose, 1987 ).

ISskiriamos 6 celiuliozs polimorfos: | natrali celiulioze (2 kristalires formos: & ir
IB); Il celiulioz¢, gaunama iS | celiuli@s; Il 1 ir Il 2 celiulioze (gaunama is I ir 1l celiulioxs)
ir IV 1 ir IV 2 celiulioz¢ (gaunamos kaitinant 1l celiuli@ (Adrio, 2003). Dauguma

modifikuoty, tirpiu celiuliozés derivat yra naudojami kaip mikromicget substratai:



karboksimetilceliulioz (KMC), hidroksimetilceliulioz (HEC) ir tirpus amorfinis -1,4-
gliukanas (Yeoh, 2004).

Gamtire celiuliozé yra kristalires strukfiros, kurg sudaro du tipai: triklininisd ir
monoklininis B, besiskiriantys konformacija, hidroksilingrupiy iSsidesstymu (2 pav.).
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2 paCeliuliozs | kristalires formos (pagal Teeri, 1997).

3.1.2.Chitinas

3.1.2.1.Paplitimas (telkiniai) gamtoje

Chitinas yra vienas iS ftrijdazniausi polisacharid gamtoje, kartu su celiulioze ir
krakmolu. Pirmasis chitinisSskye Henry Braconnot (1811). Chitinas yra antras pautekés
pagal organinj junginiy gausum Zengje. Nuo celiuliozs skiriasi tik tuo, kad acetilamino
grupés yra pakeistos hidroksilo gréqis antroje pozicijoje. Kaip ir celiuli@z chitinas gamtoje
atlieka statybidss medziagos funkaj Kaip struktirinis polisacharidas jis yra randamas
vabzdziy, krahy, krevetiy, kity véziagyviu, koraly iSoriniam skelete, bestuburiuose, protistuose
bei yra universalus gryb (tame tarpe ir miel) sieneliy komponentas. Nustatyta, kad
besidalijagiy mieliy Schizosaccharomyceasys chitino turi nedaug. €eu jo gausu kai kKuui
Aspergillus CunninghamellaPenicilliumir Rhizopuggertiu grybuose, kur jo randama iki 32 %
sieneés masgs (Abdel-Sater, 2001; Okibo, 2005). Rentgeno spindiifrakcijos metodu buvo
nustatyta, kad chitinas gamtoje yrauriipu: o, B ir y. Grybuose daZniausiai yra randamas
o — chitinas, kuriame dvi N—acetilgliukozamino grandgdinissiésciusios prieSingomis kryptimis,
kurios suformuoja viep vieningy lastek. Palyginus su Kkitais chitino tipaisy-chitinas yra

tvir¢iausias (Gooday, 1995). Chitino preparatuose alakiito mikroskopo pagalba matomos



mikro-fibrilés, kurios yra labajvairiy formy: nuo trumm mazgely mieliy sienetse iki ilgu
persipynuasi fibrili y hify sienetse (Gooday, 1995). Hifchitinas dar turi iSsiSakojimus. Chitino
saveika su kitais komponentais, tokiais kaip peptidagliukanai, yra labai svarbi sienelei
susidaryti. Reikia pastét, kad ne via miceliniy gryby sieneése rastas chitinasj &Esiskiria
Oomycetesklases mikromicetai, kur sienetje forma iSlaikantis komponentas yra ne chitinas, o
celiuliozé (Thomas, 1956; Szekeres ir kt., 2007). Chitosandsacetilinta chitino forma taip pat
randamas gryb sienetse. Tyrimai parogl kad chitinas ir chitozanasénma toksiniai ir
nealerginiai, tod kunas Si medziag neatmeta. Chitozanas turi unikaBavyle prijungti prie
saws lipidus arba riebalus, téldiS jo gaminami preparatai virSsvoriui gydyti. @#anas sudaro
daugum Zygomycetessieneés komponent. Ten jis apsuptas anijonipipolimern, turtingy
gliukuronine figStimi ir polifosfatais (Gooday, 1995). Chitozaneendamas kaip atskiras
sluoksnisSaccharomyces cerevisiaskospar sienetje. Chitino ir chitozano rastAspergillus
niger, Cunninghamella elegandMucor racemosuysM. rouxii ir Rhizopus oryzaemicelyje
(Pochanavanich, Sunttornsuk, 2002; Wu ir kt.,, 2005Chitino randamaAscomycota
Basidiomycotair kity klasiy grybuose (1 lenté) priedas), kuriems priskiriami augalams

patogeniski mikromicetai.

3.1.2.2 Strukiira

Chitinas — linijinis polisacharidas, tik sudarytadN-acetil-D-gliukozamino grandzi
sujungty p-(1—4) glikozidiniu rySiu. Chitino makromolekélneSakota, erdviniu iSsigtymu
panasij celiulioz (3 pav.). Yra trys polimorfigs chitino formos:a, B ir y. DaZzniausia yra
forma, kurioje polimerias jungtys yra labai stipriai suriStos, susidarostaline strukira.
Chitinas silpnai tirpsta ir yra inertiSkasgairiose reakcijose. Jis tirpus koncentruotoje kiogs
ragsStyje, sulfanilamidigje rigstyje, ledigje acto figStyje, netirpus vandenyje, Sarme ir

CH:OH CHOH
CHzOH lv]

Q
O, o A H
OH H a OH H
o H H
oH | I | |
H N-C-CHy H N-C-CHy

MNH: NHz e L

3 pav. Chitinas A — pagaBesrunies, 1991) ir chitino B) bei chitozano@) makromolekuli
strukfira organiniuose tirpikliuosélify chitinas dar turi iSsiSakojusias septakitozanas —
antrinis chitino produktas (3 pav., C).



Deacetilinimo proceso metu iSlaisvinamos amin@ésuNH), taip chitozanagyja
katijoning charakteristig. Chitozanas turi daug acetilo grugCHs-CO), toctl molekuk yra tirpi
daugelyje atskiestrag&iy.

3.2.Mikroorganizmai polisacharid y (celiuliozés ir chitino) apykaitos ir
destrukcijos procesuose

3.2.1.Polisacharid (celiuliozs ir chiting) sintez

Dazniausiai gryt citoplazma supa siené| per kury lastek saveikauja su aplinka.
Lasteks sienal atlieka daugyb funkcijy, tokiy kaip formos ir tvirtumo suteikimasdtelei,
apsauga nuo osmosinpokyiy, jonu ir tirpiniu koncentracijos palaikymasstekje, dideluy
molekuliy sekrecija iSdsteks. Lasteks sienal gali kaupti anglies atsargas. Pagaliau, kaigkuri
parazitiniy ir simbiotiniy gryby lasteks sienet atlieka svarh vaidmen prasiskverbiant augah
arba parazituojant kito grybadteles. Ne visi grybai turiasteliy sieneles, betuf kurie turi,
sieleles sudaro celiuliéz gliukozaminas ir chitinas, tas pat angliavandetisris suteikia
stiprumo vabzdzi egzoskeletui (4 pav.). Apie 80 % sierselsudarojvairas polisacharidai.
Funkcionalis sienels komponentai svafls maisto medZziag transportui, netirpi medziag
metabolizmui, sienés jvairioms modifikacijoms (Gooday, 1995).

L (— £ N e -\,.f Fibsilinis shioksnis
"“"m"“m“““’““m“"m““ HtH

i ii“ﬂlﬂiﬁiiii _:m Manoproteinai

...k
ﬁ;%g%‘méﬁ Tt ,.r,n %i p-Clnakanas

St Bt R B o P -'li""i"\-f -'IJ"J"r"-l'Hf-' Jiﬁf -
[-Glivkanas+

R I S B L LR R B T e gy
W chitinas

'\-"\-'\- LY. 2 e By \-\ iy '\l‘\hl"--‘\--‘\l\l\l‘--‘\-ﬁd\ \-‘-—l“- b \-‘\:-"\-l'\-l\ '\:-‘\-l"\-'\-

= Mlanoproteins

IEI[I.IIIIIIIIIIIII|IIIII.I!IIIIIIIIIIIIIIIIII Plazriné

4 pav. lasteks sienads komponent iSsidtstymas (pagal Manisha, 2001).

Sienet riboja toksiniy grybui molekuli (sintetinamn augal; toksiny ar sintetini
fungicidy) patekina. Sienets sudtis, savyls ir forma kinta priklausomai nuasteks ciklo ar
augimo fazj (Raven, 1983). Dauguma grykuri fibriliy struktira, sudary4 i$ chitino, chitozano
(tik Zygomycotg B — gliukano irjvairiy heteropolisacharid Fibrilés sudaro gelio pavidalo
matrikss. Proteinai sudaro 20 % ir dazniausia@nh glikoproteinai. Ne visi baltymai atlieka
strukfirini vaidmern. Poravimosi, atpazinimo, siegsl modifikacijos ir maitinimosi funkcijas

valdo su sienele susijuadpaltymai. Hidrofobinai pasireiSkia konstitutiSkaisusiriSa su sienele
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kada hifai iSsikiSa ora. Lipidy taip pat randama sieigd, bet labai mazomis koncentracijomis.
Hidrofobinai, lipidai ir vaskai tampa funkcioral esant vandens kontrolei, yp&ai gresia
iSdziavimas. Sienéje taip pat randama pigmenir drusky. Skirtinga gertiu mikromicet
sieneés komponentai skiriasi (1 lenéglpriedas) (Thomas, 1956; Lahdenpera, 2000).

Pasak Gooday (1995steks sieneds biosintez vyksta trijose vietose: citoplazmoje,
plazmireje membranoje ir paoje sienetje. Strukfiriniai polimerai, chitinasp(1-3)- ir B(1-4)-
gliukanas yra sintetinami plaznéjle membranoje. Tai atlieka tam tikros sintésazpaimdamos
nukleotido cuky pirmtalka iS citozolio ir polimerizuodamos grandim siene¢. Polimerai, tokie
kaip manoproteinai yra sintetinami citoplazgsrsekrecijos idu. Sintez vykdo endoplazminis
tinklas per Goldzio @sleles. Sienéje vyksta polimeg kovalentinis jungimasis, chitino
deacetilinimas bei kiti procesaiasteks sieneds sintez ir degradacy vykdo keletas ferment
Chitino metabolizmas yra labai svarbus procegakojantis sieneék augima. Bartnicki-Garcia ir
kiti, (1995) sukiré sienets augimo mod¢| kuriame didglvaidmern atlieka chitinas ir chitinaz
Lasteks vieno svarbiaugisudedamjy daliy komponento chitino sintezkatalizuoja fermentas
chitino sintetag, kuris katalizuoja glikozidini jungtiu susidarym iS nukleotido cukraus
substrate, uridindifosfo-N-acetilgliukozamino. Fadimis Sio metabolinio kelio fermentas yra
gliukozamino-6-fosfato sintetaz Sis fermentas sujungia anglies ir azoto metahmirkelius
grybo hstekje. Chitino sintetaz yra su membrana suriStas fermentas, kurio taipgratama ir
mikropislekse — chitozomose. Fermentas yra alosterinis. Sathsturidino difosfatas N—acetil
gliukozaminas (UDP-GIcNACc), laisvasis GIcNAc irékity efektoryy aktyvina chitino sintetaz
Augartiuose hifuose chitino sintézyra labai poliarizuota. Visa tai atsirandauhifirsanélése,
Sonuose ir besidalij@gnse pertvatiése. BakterijosAcetobacter xylinumgelkgjimas gaminti
celiuliozg pritaikomas aktyvesnei celiuliéz sintezei augaluosécetobacter xylinunsintetina
celiulioze kaip ekstrajstelin produkt augdama tegpe su gliukoze (Brown, Willison, 1976).
Chiting sintetina ir miels Saccharomyces cerevisiagur Sio polisacharido sintézyra
priklausoma nuo Chs3p (Bulik, 2003).

3.2.2.Celiuliozes destrukcija (transformacija, utilizavimas, hidez).

Celiuliozé - gausus energijos ir mitybos Saltinis (Coraltir R002), kuy intensyviai
transformuoja mikroorganizmai panaudodami kaip @eergijos ir anglies SaltinPagrindir
celiuliozg transformuojatiu mikroorganizna buveire yra dirvozemis, kuriame jie celiuliQz
drauge su kitomis anglies tutiomis nafiraliomis medziagomis ir tarSalais utilizuoja iSskmi
i aplinka jvairiy ferment; kompleksus (Nishise ir kt., 1985; Poulsen, Peter$888; Rajoka,
Malik, 1997).
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Gelzjimas sintetinti celiuliazes daZznas fiziologinis kmtorganizny, ypatingai
mikromicety; fiziologinis veiksmas, patragk daugelio twjuy démes. Didziausio @mesio
susilauk dirvozemio miceliniai grybai, ardantys celiuligz substratus (Carlile, Watkinson,
1997; Montegut ir kt., 1991), kurie yra pagrindintgganizmai, daznai charakterizuojami kaip
turintys visp pagrindiniy celiuliozei transformuoti reikaling (endo-, egzogliukanag ir
celobiazs) ferment rinkinj (Klyosov, 1990; Schwarz, 2001). Sie fermentai sgaohsteliniai ir
indukuojami gamtinj substrai natiraliomis slygomis (Enari, 1983). Dauguma celiuliolitini
mikroorganizny iSskiria jvairius hsteks siened ardawius fermentus: ligninazes, ksilanazes,
pektinazes ir tik keletas mikroorganiargeba sintetinti fermentus, ard@ms natfiralia celiulioze
(Bayer ir kt, 2004).

Celiuliaziniu aktyvumu pasizymény riSiy gausu AscomycetesBasidiomycetesr
Deuteromyceteposkyriuose (kiekvienam iS kuriapytiksliai priskatiuojama iki 15.000 @Siy),
taciau, tarp 700 apraSamZygomyceteposkyrio nany, tik Mucor genties kamienamsitlingas
rySkesnis celiuliazinis aktyvumas (Lyndt ir kt.,@0). Geriausiai istirti ir zinomi celiuliaziniai
kamienai, gebantys ardyti medsenyra Bulgaria Fr., ChaetomiumKunze ir Helotium Tode
(Ascomycetgs Coriolus Quél, PhanerochaeteP. Karst, Poria Pers, SchizophyllumFr. ir
Serpula(Pers.) GrayBasidiomycetgs bei AspergillusP. Micheli ex Link CladosporiumLink,
FusariumLink, GeotrichumLink, MyrotheciumTode Paecilomyce8ainier, PenicilliumLink ir
TrichodermaPers.(Deuteromycetgsgentys (Carlile, Watkinson, 1997). dau wlesniy tyrimuy
rezultatai dar pailgino gén;, kurioms priskiriami celiuliaziniu aktyvumu pasibjntys
kamienai, sra%, kuriame yra ne tik saprofit(Absidia CunninghamellaRhizomucoy bet ir
patogem (Botrytis Myrothecium Sporotrichumr kt.) gentys.

Celiuliozs transformacija, jos skaldymas iki monosachanéra paprastas procesas,
nes, kaip jau buvo méta, priklausomai nuo substrato, jis reikalaujairdtemos celiuliags arba
celiuliaziy komplekso. Pagrindiniame celiuliez Saltinyje — augal lastekje, celiuliozs
mikrofibrilés, sujungtos tarpusavyje hemiceliuksz molekuémis, sudaro atspar sienets
karkag. Celiuliozinis karkasas pars drebutigje medziagoje. Dreldius sudaro irgi tinkliSkai
susijung pektinai. Sieneje celiuliozs, hemiceliuliozy ir pektiny bina mazdaug po lygiai. Nors
ir pavieres celiuliozs makromolekus strukfira nesudtinga, ta&iau gamtoje randama ir
kristaliné celiulioze, kuriai suskaldyti iki cukraus reikia keliskirtingy fermenty. Kaip jau buvo
minéta, celiulio2 yra mechaniSkai atsparus, chemiskai inertiSkasmgods dl daugyles
vandenilinip jungtiy tarp makromolekuli. Supinti celiuliozs plauSeliai sudaro popieriaus
pagrind, (filtravimo popierius — praktiSkai gryna celiuli®z Kai kuriuose augaluose (linuose,

kanapgse, medvilgje ir t.t.) celiulioZs molekués iSsi@dsciusios lygiagréiai ir sudaro pluost
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Skersiemis vandenilidmis jungtimis sutvirtintos celiuliazs siiliSkos molekuts sudaro 10-

25 nm storio labai stiprias mikrofibriles (5 pav.).
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5 pav. Celiuliozs mikro-fibrilés sluoksniuose. Raudonomis punktgrms linijomis pazynétos
to paties sluoksnio vandenii® jungtys, nilynomis linijjomis pazymtos vandeniligs jungtys
tarp skirting: sluoksny (pagal Newton, 2001) [123].

Kristalinés celiuliozs transformavimasis yra kompleksiSkas procesasjarker
dalyvauja keli fermentai, daznai veikiantys nemiudomai vienas nuo kito, valdomi tik substrato
(Schwarz, 2001; Onsori ir kt., 2005). Celiubazatsakingos uf-1,4—glikozidiniy jungtiu
skaldymy. Tai hidrolaziy klasss fermentai, kurie skirstomii tris pagrindines grupes:
endogliukanazes (EC 3.2.1.4), celobiohidrolazesa agbzogliukanazes (EC 3.2.1.91) fir
gliukozidazes (EC 3.2.1.21). Sie fermentai yra Vais(aeroly celiuliazs) arba
daugiakomponefiuose kompleksuose (anaerohirbakterijy celiuliazs) (Bayer ir kt., 2004).
Kiekvienas fermentas atlieka specififunkcija (6 pav.). Endogliukangg paveikia vig
celiuliozés makromolekuls grandig, todl stipriausiai paveikia chemgn strukiira (Cao,
Huimin, 2002). Jos skald®-1,4-gliukozidines jungtis celiuli@s grandiis anamorfidse zonose
(5 pav.), o Sios hidrolizés produktas — oligosacharidai ir skirtingo ilgio grandis segmentai
su naujais redukuojérais galais (Lyndt ir kt., 2002). Taip endogliukaés paruoSia substeat
egzogliukanams, nes padidina grands galinp segment prieinamum ir ju skatiu.
Egzogliukanags efektyviausiai degraduoja kristalinceliuliozg veikdamos redukuotus ir
neredukuotus grandia segment galus, susidarant produktams gliukozei (gliukobliaizes
veikimo rezultatas) arba celobiozei (celobiohideétaveikimo rezultatas)Bhat, Bhat, 1997,
Lynd, 2002). B-glukozidazés hidrolizuoja celobioze, kuri yra stipry egzogliukanaziy
inhibitorius, uZbaigdamos celiuliozés grandinés skaldyma iki monosacharidy. Siy

fermenty aktyvumas proporcingas substrato polimerizacijos laipsniui.
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6 pav. Kristalinés celiulio2s morfologija. Amorfiniai centrai randami netoliigtalo pavirSiaus
arba gali Iti glaudZiai susieti su kristaline celiulioze visarmikrofibrilés ilgyje. Skirtingos
egzogliukanazs arba celobiohidrolés (CBHI, CBHII) atakuoja kristalis celiuliozs
makromolekuly galus, o endogliukanéz (EG) atakuoja vidurines celiuliez dalis, daZniausiai
kur yra amorfiSki centrais — redukuoti galai (R)p — neredukuoti galai (NR); C — pazymi
stipriai kristalizuotus segmentus (pagal Teeri, 7)99

Ivairiy mikroskopiniy grybu raSiuy ekstrajstelires celiuliazs veikia plataus gsto pH
(5-8). Celiuliolitinius fermentus iSskiria ne tik iknomicetai, bet ir kai kurios bakterijos:
Clostridium thermocellum Caldocellum sacharolyticum Acidothermus cellulyticys bet
bakterijos celiuliazes iSskiria nuolat, o mikroskoai grybai tik tada, kai aplinkoje yra
celiuliozés (Schwarz, 2001).

Daugelio gyviny (ir Zmogaus) organizmuosesra fermento, gebaio hidrolizuoti
gliukozidines jungtis, to# celiuliozé netinka maistui. Tak fermeng gamina kai kurie
mikroorganizmai, gyvenantys atrajofaun gyvuliy, termity, skruzeliy-medgrauai skrandziuose
bei dirvozemyje. Toél minéti gyvanai gali maitintis celiulioze. Celiuligzsudaro nuo 15% iki
60% organias augal mags ir yra lengvaisisavinamas energijos ir anglies Saltinis dirvozemy
tarpstantiems mikroorganizmams. Fermekdncentracija ir aktyvumas priklauso nuo grybo (ar
kito mikroorganizmo) @Sies ir aplinkos, kurioje jis vystosi. Sferment, kompleksas ypatingai
svarbus patogenams, atakuojantiems augalus, kath galgatti lasteliy sienets barjeg ir
prasiskverbtii Seimininko biomas Celiulioz turi daug -OH grupi, tockl ji labai hidrofiling,
taciau &l dideles molekulirts mass ir tarpusavio junfju netirpsta, o tik brinksta. Celiuliég
skaidymo produktai dirvoje virsta pagrindmis humuso sudinémis medziagomis, kurios
iSlaiko savo hidrofiliSkura. Dél hidrofiliniy savybiy daug humuso turintys gruntai gerai sulaiko
vanden ir vandenyje istirpusi drusky jonus, todl humusingi dirvoZzemiai ima derlingi ne tik
augalams, bet ir dirvozemio mikroorganizmams. Qielningi augal; likuciai (nukrite lapai,
Siaudai, smulkios dugs, zokdziy méSlas) yra organika pagerinanti dirvoZzemio stiiukt

DirvoZzemio mikroorganizmai pagreitina celiuligz esatios nukritusiuose lapuose, megZi
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kamienuose ir t.t. irim Mikroorganizmy gelejimas panaudoti celiuliazkaip anglies ir energijos
Saltinn yra vienas iS svarbiausimedziag srauto biosferoje proces(Coral ir kt., 2002).
Augaliniy medziag utilizacija ir ju transformacijai humug priklauso nuo dirvozemio
mikrofloros. Tai yra viena iS priezés kodél tiriami mikromicetai molekuliniu lygiu (Penttila
kt., 2004), siekiant iSaiSkinti kuo daugiau cebaziniy kamien;, kuriami nauji metodai
celiuliaziy efektyvumui tirti bei indukuojami mutantiniai kaemai, kury celiuliaziy komplekso
veikla pagerinama.

Labiausiai istirtiTrichodermaPers. genties grybai siekiant panaudpggzohstelines
celiuliazesjvairiose srityse. DaZniausiai tirianii aureoviride Rifai, T. viride Pers.,T. reesei
E.G. Simmons ifT. harzianumRifai riSiy kamienai beiy mutantai, ypa tie kuriy celiuliaziy
sistema celiuliog konvertuoja; gliukoze (Oksanan ir kt., 2000; Mach, Zeilinger, 2003; Gaora
Paulo, Gubitz, 2003, Nierstrasz, Warmoeskerken32®an Wyk, Mohulatsi, 2003; Penttila ir
kt., 2004).Trichodermakamien; celiuliaziy kompleksas ne visada pasiteisina, nes daznanaeb
celobiazs ir susukaupusi celobidzslopina celiuliogs skaldymo procas(Gruno ir kiti, 2004).
leSkoma nauj ragStims, Sarmams atspair tero- atspati celiulioziy ir kity gertiy mikromicety
kamienuose (Updegraff, 2004; Hanif ir kt., 2004;nka, Mathur S.N., 2005; Gopinath ir kt.,
2005; Kluczek-Turpeinen ir kt., 2005; Onsori ir,kR005; Ikram-ul-Haq, Khan, 2006), ir

pagrindinis émesys tebeskiriamas dirvozemio mikromicetams (L&é,i 2002).

3.2.3.Chitino destrukcija

Chitinas gamtoje randamas kompleksuose su kitaomidekubkmis. Jis, kaip ir
celiuliozé augal lasteliy sienetse, gali iti matricoje su gliukano fibrémis ir komplekse su
baltymais ir kitais karbohidratais, teldjo destrukcija reikalauja ne maziau svarlberment,
kaip ir celiuliozs ardyme. Chitinazs hidrolizuoja chitia (B-1,4-jungtimis sujungt N-acetil-D-
gliukozamino grupi polimen) ir gali biti aktyvios tiek natraliomis, tiek ir modelini tyrimy
salygomis. Yra tyrimy rezultatais paremta nuomgnkad paviea chitinaz néra aktyvi pries
patogen sienetse esartchiting (Sela-Buurlage ir kt., 1999) ir patogenasanjautrus tokiam
veikimui. Batinas bent jau dvig fermenty (chitinazs ir B-1,3-endogliukanas) veikimas.
Pagrindires chitinazs yra endochitinaz ir egzochitinaz, viena skaldanti polimero grandin
gabalais, kita atskeldama galinius segmentus. Mikyanizmai chitin naudoja ne tik kaip
energijos Saltip bet (pvz. kai kurios bakterijos) ir kaip azotoltiéa (Gupta ir kt., 2006).
Aktyviems antagonistams konkurencijai uz substeaiba parazituojant kitorganizm jis tampa
atakos taikiniu.

Labiausiai istirta ir labai svarbi chitino santglsu mikroorganizmais sritis yra augalo

iSvystytas atsparumas prieS patogeno ingamipa biologig kova su augal ligas sukeliatiais
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organizmais. Abu procesai tarpusavyje susieti iatgigktinai ieSkoma aktywi chitinaziy
producent, tiriami ju genai ir perklus juos i augalus, pagerinamas augahtsparumas
patogenams (Steyaert ir kt., 2003).

Endochitiaze

| M-acetil-B-glivkozaminicdaze | Chitobiozidazé

CHOH l CH=z0OH l CHZOH l CHZ0OH CH=z0OH

o o o o 0 OH
OH . OH o o ? el . OH

=)
HO

NH NH NH NH NH

| o | ¢ :

c ™ c AN /I:

0% "ch R 0¥ “cH 0% "CHy 0” “ch

B-(1-43-MAcetwD-agliukozamino polimeras

7 pav. Chitino skaidymo schema (pagal Gomes i2ki04).

Pagrindiniai chitino skaldyme dalyvaujantys fer@@n yra: endochitinas,
egzochitinazs ir 1,4$-N-acetilgliukozaminidazs (7 pav.) (Gomes ir kt., 2004).). Chitigaz
kerpa 2 chitino N—acetilgliukozaminus tarp i€ C, anglies atom. Sie fermentai kartu leidZia
recirkuliuoti chitinui arba padeda organizmui s8kinti ir panaudoti iS@s chitim. Po sintezs
chitinas augatiose hify lastekse pasikeaia: kovalentiSkai susijungia su gliukanais ir
modifikuojasi iki chitozano.

Augal ligos - didet pasaulig zemnes ukio ir miskininkysés problema. Nustatyta,
kad 25% derliaus prarandama vakarietiSkose ir 508faigiSvystytose Salyseutent cl
mikroorganizny sukeliamy augal ligy (Gohel ir kt., 2006). ISy vienas trédalis nuostoli
priklauso mikromicaf sukeliamoms augalligoms. FitopatogeniskPhythium Phytophthora
Botrytis, Rhizoctoniair Fusariumvis intensyviau plinta. Apie 70 % dazniausiugaliniy ligu
sukelia Oomycotagrybai (Xia ir kt.,, 2001). To priezastimi laikomspartis tkininkavimo
pokyciai siekiant didesmi ekonominip efeki;, kurie daznai sukelia paSalinius nelaukiamus ir
visai netikétus paSalinius efektus. Ke&ma strategija kovojant su augdigomis cheminius
preparatus paké&ant biologinei kovai skirtais preparatais (Harmaap0; Harman ir kt., 2004;
Elad, Stewart, 2004; Elmer ir kt.,, 2002, 2003, 200boki pasirinkimy nulemia keletas
priezasiy: fungicidy neigiamas poveikis zmogaus sveikatai, dideliapskaitos reikalavimai,
nemazos leistin likuciu koncentracijos ir koncentracija eksportuojamamseiwge, Zaliavose ir
produktuose, patogeratsparumas naudojamiems cheminiams preparatakts(iWhite, 1998;
Rosslenbroich, Stuebler, 2000; Chamberlain, 200dM&hus ir kt., 2002; Janisiewicz, Korsten,
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2002). Todl mikoparazitai intensyviai tiriami ir jais beiyjpreparatais bandoma pakeisti
cheminius preparatus (Lorito ir kt., 1998). Beym tyrimais patvirtintas kombinuoto bioagent
ir sumazintos koncentracijos cheminpreparai efektyvumas slopinant patogervystymasi
(Monte, 2001). Didesndalis — 90% praktinio bioaganpanaudojimo siejama skirichoderma
genties grybais (Witkowska, 2002; Benitez ir kQ02).

Chitinase

ai‘%\a
B-glucan syntha
-
8 pav. Trichodermagenties gryh poveikio patogemlasteliy sienelei klasikid schema (pagal
Kubicek 2007) [122].

Nors bioagentams tdinga stiprus konkurentiSkumaséld substrato iSskiriant
antibiotikus | aplinka, patogeno dsteliy sieneliy ardymas hidrolizuojatiais polisacharidus
egzofermentais, tokiais kaip chitirsz proteags ir gliukanazs laikomas beveik esminiu
bioagenti atakos mechanizmu (Papavizas, 1985; Lorito ird@94; Lima ir kt., 1997, 1999; De
Marco ir kt., 2000; Inglis, Kawchuk, 2002; Howel003; Shternshis ir kt., 2006; Martinkt.,
2006) (8 pav.).

Klasikinis Trichodermagenties kamiey kaip bioagent, modelis buvo naudojamas
ivairiy patogen vystymuisi slopinti:B. cinerea(Witkowska, 2002; Elad, Stewart, 2004, Elmer,
Reglinski, 2006)Fusariumspp., (Sivan, Chet, 1989pomossix ir kt., 2002; Witkowska, 2002;
Beever ir kt., 2005Rhizoctonia solani(Lima ir kt., 1999),R. cerealis(Innocenti ir kt., 2003),
Sclerotium rolfsii(Lima ir kt., 1999),Pythium ultimum (Wolffhechel, Jensen, 1992; Howell,
2002), Venturia inaequalis(Bolar, 2001), irCrinipellis perniciosa(De Marco ir kt., 2000).
Chitinazs svarbios é pagrindinio daugelio gryblasteliy komponento chitino (Szekeres ir kt.,
2007) islieka tiek grynos, tiek ir veikdamos sinsti§kai su proteazmis ir panaudodamos
chiting kaip anglies ir azoto Saliin PanaSiomis savgis pasizymi ir kit grupiy

mikroorganizmai: bakterijos (Gupta ir kt., 2006ktinaomicetai, miets bei kity nei Trichoderma
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gertiy grybai (Lahdenpera, 2000). Chitikazaktyvios ne tik antagonizmo ir parazitavimo

procese, bet yra Zzinomos ir autébzrocese (Perez-Leblec ir kt., 1982).

3.3.Mikroorganizm y tarpusavio santykis celiulio2s ir chitino aplinkoje
3.3.1.Kompleksinis aktyvumas ardant celiukaaba chiting

Dauguma mikromicat vystosi aplinkoje, kur gausu celiuligz augal biomasje
dirvoZzemyje ir kompostuose, augdapu pavirSiuje, parazituodami nematodus ir vabzdznbs a
utilizuodami atliekas (makulata, kartonas, pakugg, maisto pramas, yp& sukiu gamybos
atliekos). g veiklos rezultatas — substyatransformacija iki humuso dirvozemyje, disacharid
arba monosachard (mitybiniy medziag kitiems mikrobams), o biotechnologijos baruose,
kryptingai valdant y veikla, — iki jvairaus suétingumo chemini junginiy (Cavaco-Paulo,
Gubitz, 2003; Nierstrasz, Warmoeskesken, 2003; Wgk, Mohulatsi, 2003; Miettinen-Oinonen
ir kt., 2004; Penttild ir kt., 2004). Polisacharidaba medziagos, kurisuctyje yra didesa Siy
polimen; koncentracija, galiiti transformuojami vieno, kejiarba ir daugelio mikroorganiam
Procesas priklauso nuo to, kokios medziagos irikgkupiy mikroorganizmai yra konkugoje
nisoje. Kadangi si dviejy polisacharid destrukcijoje dalyvauja keli fermentai, o aisnkinj Siy
ferment; turi ne visi mikromicetai, tafl natiralu, kad gamtiémis slygomis celiuliozs ir
chitino transformacija gali vykti veikiant skirtingorganizny celiuliazms (arba chitinaans).
Toks vienalaikis visos mikromiogt (ir kitu mikroorganizna grupiy) bendrijos vystymasis
spartina destrukcijos proegs geriausiu tokio proceso pavyzdziu galtitaugal; mass (lapy,
Sakny, stiely ir kt.) destrukcija dirvozemyje. PanaSi situadgjazeistose augalo dalyse, kur
dazniausiai randamas skirtingnikroorganizna kompleksas, ir ne visada yra iSaiSkinama tikrasis
pazeiajas.ldomi situacija taip pat formuojasi bioagento iraganisto gveikos metu, kai jie abu
vystosi augalo pavirSiuje, Sakmizosferoje arba irstéios dalies mage. Toctl naftiralu, kad
reikia atlikti tyrimus, kurie leist iSsiaiSkinti skirtingg mikromicet;, ypatingai
mikoparazito/patogeno ageika konkretaus substrato, tokio kaip celiubozarba chitinas,
aplinkoje. DazZniausiai mikromicgttarpusavio gveika analizuojama modelmis silygomis
standartigdse mitybirese tergse ir tik nustdius tarpusavio geika ir palanky kompleksin
veikima procesas perkeliamasafiralias alygas (atlieks utilizavimas, kompostavimas ir kt.).
Galima pagerinti gygas naiiralios mikofloros vystymuisi arba valdyti jos veikt jvedant

papildomus, pasizyméius reikiamomis savydmis mikromicetus (arba kitus mikroorganizmus).

3.3.2.Konkurencija, antagonizmas, agresyvumas, paraziiasi
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Mikromicety tarpusavio santykis, kaip ig jrySys su augainmi augalais yra esminiai
dirvozemio procesuose (9 pav.). Labai svarbus grdralaus arba vienalaikio mikromigdkaip
ir kity mikroorganizna) aktyvumo konkréiomis alygomis santykio pastovumas, kuris iSlieka
stabiliomis gamtidmis slygomis. Ekstremais pokyiai skatina konkurentinguan vieny
mikromicety raSiy dominavina prieS kitas, o tai atsiliepia ir augalo vystymuigitsiradusi
konkurencija dl anglies Saltinio arba specifinjunginiy (kai kuriy metal; jony, vitaming ar kt.)
vyksta tarp daugelio mikromiagetriSiy kamien, tatiau ypatingai svarbus yra saprotroif
patogem santykio pasikeitimas. leSkant biotechnologijaariig kamieny, tokios ekstremalios

situacijos gamtoje tampa geru paiesSkos Saltiniu.

Augalas

| \
i ; DirvoZemis |

% .&:._. - - |
i ]
= Antihiotikal, specifinis e &
Patogenas antagonizmas Biokontrolé
T -

9 pav. Biokontrals schema (pagal Cavaglieri ir kt., 2005 ).

Nemazai atliekama tyrimp kuriy metu sekamas mikroorganignvystymasis ant
augal; stiebo, lap pavirSiaus arba Saknrizosferoje. Atliekami ir dirvozemio bendrojo
celiuliazinio aktyvumo tyrimai. Té@au ne visada lyginama dirvozemio mikromicdarba kit
mikroorganizny) bendrijos strukira ir ja sudaratiy komponeni indélis | Sio fermentinio
aktyvumo intensyvum Tiek teorine, tiek ir praktine prasme visad@uybidomu Zzinoti, kurie
mikroorganizmai ir kaip susigyvena konki@mis silygomis vieno arba kito substrato aplinkoje.
Svarhus slopinimo ir stimuliavimo efektai, antagonizma&ankurencija dl substrato

Aktyviausia konkurencija tarp mikroorganignvyksta @l gelezies. Nors gelezis yra
daznas rasy planetos cheminis elementas, bet jis pagrindegtiapioje formoje ir organizmams
J1 pasisavinti gana sdétinga. Geriausiai gelépasisavina mikroorganizmai, kurkoncentracija
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apie 1078 dirvozemio tirpale ir neutralus pH. GeriaugjeleZies pasisavinimo sistenuri
bakterijos (Shoda, 2000). Nematodus infekuojantydoa Verticillium chlamydosporiunir V.
suchlasporiunchitinaziy pagalba prasiskverbia pra kiauSiniy apvalkatli (Tikhonov, 2001).
ldéja, kad biologiniai agentai gali indukuoti augaksgaruna kokiam tai patogenui kilo atlikus
bandym su pomidorais. Praturtinti tam tikromis bakterijsrjie tapo atspas P. Solanacearum
infekcijai (Hendawy ir kt., 2005). Pirmieji biokawiés agentai pamiti Siy autory darbuose:
Chet, 1997; Weller, 1988; Whipps ir Lumsden, 1991Sullivan ir O‘Gara, 1992; Cook, 1993;
Goldman et al., 1994; Lumsden et al., 1995 (Briakt.j 2002). Biokontrals agentai, tokie kaip
Trichoderma atroviridegali biti naudojami kaip vektoriai. Juagerpusi augai, sustiprinamas
augal, atsparumas ligoms (Brunner ir kt., 2005). Grygentis —Hypomycesyra artima
Trichodermagertiai ir kovoja prie$ tokius augalinius patogenuspRéerticillium sp. irPythium
sp., sukeliatius augak vytulius ir kitas ligas. ISskirtosugys H. viridigriseus, H. favoli ir H.
PuertoricensigHandelsman, Eric, 1996)

Nors tokiems klausimams iSaiskinti reikia nemaa#io ir kruopStumo, atlikti tyrimai
atskleidzia konkurencijos uz substrahechanizm, daznai kompleksigk priklausant ir nuo
substrato sudingumo, ir nuo fizing-cheminiy veiksniy (Papavizas, 1985; Lorito ir kt., 1994;
Howell, 2003; Benitez ir kt., 2004). Modedmis silygomis daugiau tiriama porinikultiry
saveikos mechanizmai, &&au ir tokia informacija naudinga aiSkinantis kairky mikromicety
dominaving natiraliomis slygomis, arba slopinant vignir stimuliuojant kit vystynasi
valdomuose procesuosédomi Trichoderma kamieny ir kai kuriy patogen — B. cinerea
(Witkowska, 2002; Elad, Stewart, 200&)sariumspp., (Sivan, Chet, 1989; Witkowska, 2002;
Beever ir kt., 2005Rhizoctonia solani(Lima ir kt.,, 1997, 1999)R. cerealis(Innocenti ir kt.,
2003),Sclerotium rolfsii(Lima ir kt., 1997, 1999)Rythiumultimum (Wolffhechel, Jensen, 1992;
Howell, 2003),Venturia inaequalis(Bolar, 2001) irCrinipellis perniciosa(De Marco ir kt.,
2000) aveika. Kity gertiu grybu saveika taip pat yra nagréjama. Ulocladium oudemansii
(Simmons.) (Elmer ir kt. 2003, 2005)U. atrum(Berto ir kt., 2001) kamiapir Botrytis cinerea
saveika intensyviai tiriama ant vynuagi Nustatytas Epicoccum nigrumLink. (syn. E.
purpurascengsaktyvumas slopinar8. sclerotiorumant ‘kivi‘ augalo ir vaisi (Elmer ir kt., 2002,
2005). Pytium oligandrumferment; pagalba perveri®@hytophthora parasiticasiene¢ (Picard,
Tirilly, 2000).

Atlikti biokontrolés tyrimai su svogno lap liga sukeliaiu mikroorganizmu
Pleosporumherbarum Sio augal patogeno augimslopino tokie mikromicetai kaiplternaria
alternata, Aspergillus niger, A. sydowii, A. vedar, Cladosporium herbarum, Cochliobolus

lunatus, Setosphaeria rostrataUlocladium botrytis Bandymai parod kad stipriausi saveika
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prieS P. herbarumvykdé A. alternata, A. niger, C. lunatus, S. rostrata S. chartarum
(Mahomed, Abdel — Sater, 2001).

Mikromicetas T. harzianumslopina Scerrotium rolfsii augima, kurio micelis yra
hidrolizuojamas. Augal patogenasS. rolfsii sukelia stiebo ir ankgy pavini. Ypa tai didziuk
problema JAV Zews rieSut, produkcijai. Sis potogenas rastas ir Europojesanitgrazy (El-
Katatny, 2001).

Trichoderma spstabdo kakavmedzio “ragarsiuoty” ligos sukéléja — Crinipellis
perniciosaauginy. [domu tai, kad kiti biokontrék agentai Sios auggligos ngveikia. Patogeno
miceli ardoTrichoderma spiSskirti hidrolitiniai fermentai ir prote@s (De Marco, Felix, 2002).

Egipte iSskirtas ant pomidoro kagsadiy démiy sukéléjas Xanthomonas campestris
seckmingai naikinamas bioagentuRahnella aquatilis Ant pomidor lapy buvo gelsvos @émeés,
nuo kury lapai suirdavo. Bandymo metu pomiddapai, Saknys, é¢klos ir dirva, kurioje jie
augo, buvo uzZksti Siuo biokontrals agentu. Paveikus augabioagentu, pomidorai pato
atspaiis Siam patogenui, iSnyke@mhés ant lap (Hendawy ir kt., 2005).

Biokovoje su augal patogenais svarbios ir kai kurios bakterijBacillus subtilisyra
vienos iS augal Sakn; patogenus naikingny bakterip. Jos uzkerta keli patogeno spar
formavimuisi i$skirdamos antibiotikus (fumonizirB;). Siuo Wmdu buvo sunaikintas auggal
patogena&usarium verticillioidegCavaglieri ir kt., 2005).

Augal; ligu biokontrok vykdo ne tik mikromicetai, bakterijos, bet ir kkurios
mielés. Antagonistias mieks buvo iSskirtos nuo vynuaguog. Viso isskirtos 144 mieli rasys,
kurios pasizymjo kileriniu aktyvumu prieSAspergillus carbonariusr A. niger Stipriausiu
aktyvumu slopinant migty mikromicet; auginy pasizyngjo Issatchenkia orientalismielés
(Blevea ir kt., 2006).

Augaly patogen veikla rizosferoje gali stabdyti kai kuribakteriip (Pseudomonas
fluoresceus, P. aureofacignsskiriami antibiotikai. Silpniau augalpatogenus veikia bacilos -
Bacillus cereusrasis UW 85. d endosporos iSlieka gyvybingos net esant aukSthnkas
temperairai ar kitoms nepalankiomsalggoms (Cavaglieri ir kt., 2005). IS biokontép
dalyvaujaiy bakterip (Agrobacterium, Pseudomonas, Bacillus, Alcaliger@septomyces)
Pseudomonagra aktyviausios. Jos iSskirigairiy rasiy antibiotikus: pirolnitrira, pioluteoriry ir
fenezino — 1 — karboksilgt kurie slopina kai kuriuos augaligy sukeléjus (Shoda, 2000).
Bacillus subtilis taip pat kovoja prieS tokius augalpatogenus, kaipAspergillus niger,
Botryodiploidia theobromae, Monilia fructicola. Bsubtilis iSskiria antibiotikus: ituria A,
surfaktira (Okigbo, 2005).

Chitinaziy produkcija, kaip ir celiuliazi, yra grylm ir bakterip originalus
mechanizmasSerratia plymuthicaC48 buvo izoliuota nuo aliejinirapsi kaip antagonistas pries
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patogeninius grybusSerratia plymuthicaC48 sintetinagvairias chitinazes, chitinolitinsistema
susidaro iS 2 endochitinagichitobiozidazs, 2 N-acetl-3-1,4-D-heksozaminidaai chitoboazs
(Yuraneituuk, [Tupuesa, 1981).

AktinomicetasStreptomyces violaceusnigeskirtas nuo “Dehradun” medzio Ziesv
Indijoje. Si aktinomicat radis atakuoja meddi patogenus tokius kaipPhanerochaete
chrysosporiumPostia placentaCoriolus versicolorir Gloeophyllum trabeumTolesni tyrimai
parod, kad uz antagonizgn atsakingas ektradtelinis aktyvus junginys, Kkuris élau
identifikuotas kaip 28 kDa endochitiragShekhar, 2006).

Didesnis é&mesys yra skiriamas fermeant sintezei dviej kultiry -
antagonisto/patogeno santykyje ir tokiems tyrimguraskirta daugelio autaridarbai (Innocenti
ir kt., 2003; Kicuk, Kivanc, 2004; Kawchuk, Inglis, 2002; Witkowsk2002; 2003; Beever,
2005; Brand ir kt., 2002).

Labai nedaug tyrimg kurie nagrigja miSriy kultary egzohsteliniu celiuliaziy ir
chitinaziy aktyvumy. Detaliau iStirta Trichoderma genties kamien ir Aspergillus niger
biotechnologijoje naudojam kamiemp miSriy kultary vystymasis ir celiulias sintez ju
auginimo terpje. leSkoma aktywi kitu gertiu mikromicet; kamien;, gebakiy sintetinti
celobiaz, kurios stokojakai kurie Trichodermagenties kamienaiA. niger yra vienas i$ toki

mikromicety, kurio celobiaz yra sintetinama intensyviai (Javed, Khan, 2006).
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4. TYRIMO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Darbo tikslas —ISskirti iS dirvoZzemio ir antropogeninisubstrai celiulioz ir chitina
utilizuojartius mikromicetus ir iSaiskintiyy aktyvurmy bei gelgjima konkuruoti pasisavinant
Siuos polisacharidus modetimis silygomis.

Darbo uzdaviniai:

e Nustatyti mikromicaei koncentrach ijvairiy tipy dirvozemiuose, celiulias atliekose
(popieriaus, kartonas, pakestir kt.) ir antrinio atliely perdirbimo substratuose.

e |Sskirti dominuojasiius, celiulioz ir chiting pasisavinatiy mikromicet; kamienus ir
nustatyti j1 santyk tiriamo dirvoZzemio arba tiriamo substrato mikrogticbendrijose.

e |Stirti atrinkty aktyvesni mikromicet; kamien; augimy mitybingje tergje su skirtingais
polisacharidaisjyairios strukiiros celiulioze ir chitinu).

e Atlikti pradinius aktyvesni mikromicet; kamien; egzohsteliny celiuliazinio ir
chitinazinio aktyvum tyrimus, kurip pagrindu atrinkti geriausius polisacharidus
hidrolizuojartiy ferment; producentus, didegsdémesg skiriant celiuliazi producentams.

¢ Nustatyti koreliach tarp egzometaboljtsintezs intensyvumo, geiimo konkuruoti cl
substrato ir antagonisto/patogeno santykio efektywu

5. TYRIMO METODAI
5.1.Mikromicet; iSskyrimas IS naraliy substraf

Mikromicety koncentracijos dirvozemyije ir tiriamuose substratwose nustatymas

1. Dirvozemio paruoSimas tyrimui.

Dirvozemio pavyzdziussméme pagal priing standartin metodily. Dirvozem
éméme i$ 10—-20 cm gylio, skirtingose (10-16 yjeiriamo dirvoZzemio ploto vietir sumaigme
gaudami bendrdirvozemioéminj, kuri dziovinome iki orasaws mass ir persijojome per 2 mm
diametro siet.

Pastaba: kiti substratai, iS kurbuvo ruoStos suspensijos, nebuvo papildomai
paruoSiami.

2. Mikromicety koncentracijos dirvoZzemyje tyrimas

Mikromicety analiz atlikome vertindami kolonijas sudakan vienet; skatiy (KSV)
alaus misosCapeko su gliukozeCapeko be gliukoss, ja paketiant celiuliozs (celiuliozs
milteliai, 1 g/l arba karboksimetilceliuliéz— KMC, 10 g/l) arba chitino (chitino dribsniai,50.

g/l) priedais. Mikromicetus i§skime ir skakiavome terpse, issdami 10, 1¢* ir 10° skiedimus
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(1 ml skiedimo kiekvienoje PetrtkStekje). Pradinius skiedimus (10 g dirvoZzeni®0 ml 0.9%
NaCl tirpalo) ruo8me dirvozem iStryne iki vienodos smulkios mas, kad atskirt
mikroorganizmai nuo dirvozemio dakeli Suspensijas i8@me uzpildami jas iStirpinta ir
atvésinta iki 45°C auginimo terpe ir gerai iSmaiSydaBuakterijy auginimui slopintii auginimo
terpes pydme antibiotilh (chloramphenicokol 40ug/l). Paslius auginome tamsoje, 25°C
temperairoje. Stebjome mikromicel vystynmasi pasgliuose ir po 2, 3, 4, 7 pay jei reikgjo ir
véliau, skatiavome susidariusias kolonijas. Lyginome mikromicstidarom koloniju skatiy
ant skirtingr auginimo terpi, taip gaudami pirmiginformacip apie aktyvum ir konkurencig
konkretaus anglies Saltinio teéfp. KSV skaéius jvertintas 1 grame dirvoZzemio, 1 grame
popieriaus gamybos atliglkarba 1 ml popieriaus gamybos dumblo.

3._Grym mikromicet; kultary iSskyrimas iS bendro p&m ir jy apibidinimas.

Dominuojafiy, aktyviy (pagal uzdudiy reikalavimus) mikromicet kamiemn
kultaras perkléme ant trij terpiy — alaus misos agaro (AMA), bulvdekstrozs agaro (PDA) ir
Capeko agaro ({A) ir, pagal iSaugint mikromicet; kultiry morfologinius poZymius,
identifikavome iki genties arbaugies. Naudojome sekéns apiludintojus: Raper, Fenne
(1977), Pitt (1979), Charmichael ir kt. (1980), Dswh ir kt. (1980), Kiffer, Morelet (2000),
Samson ir kt. (2000) ir kitus.

_Pastaba.Mazindami darbo Kivi, apitidinome tik reikiamomis savgmis

pasizymirgius mikromicetus ir Sioje tyrimsrityje daug pago darbo vadow dr. D. Pé&iulyté.

5.2.Aktyviy celiuliaziy ir chitinaziy produceng atranka

Aktyviy celiuliaziy ir chitinaziy produceni iSskyrimui ir atrankai naudojome
selektyvias terpes, kuriose vienintelis energijoariglies Saltinis buvo celiuliézarba chitinas.
Celiuliaziniu aktyvumu pasizymiuy mikromicety iSskyrimui naudojome
karboksimetilceliulioz (KMC) arba fosforo wgstimi brinking filtrinio popieriaus (FPC)
celiuliozg, kartais celiuliogs miltelius (smulking celiulioz). Chitinaziniu aktyvumu
paizymirtiy mikromicet; kamieny iSskyrimui naudojome koloidirchiting.

Celiuliazes sintetingny mikromicet; atranka vykdoma dviem etapais: pradzioje
pa<liai iStiriami brinkintos celiuliozs tergje, o aktyviausi perkeliami ir tiriami KMC teéfe.

a) Celiuliaziny kamien pirminé atranka Naudojam Mandelso (Mandels ir kt., 1974)

terpe, kurios 1 litre yra 17.5 g agaro, 5.0 g fosform3timi brinkintos filtrinio popieriaus
celiuliozés ir 0.5% L-sorbose. Sarbfzpagal Wang ir kt. (1995) rekomendacijas, naudajam
sumazinti koloniy formavimosi greit ir indukuoti celiulioZzs sintez. Paruostos agarizuotos
terpes lekStekje pavirSiuje paskleidziama 10Q@ suspensijos ir 4—7 paras inkubuojama 25°C
temperairoje (kartais papildomai 24 val. inkubavome 50°&d Isustiprinti fermento aktyvum
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ir parySkinti zonos ryskun). Kiekvienam dirvoZzemio arba celiuliéz substrato pavyzdziui buvo
paruoSiama 10 pélsu lékSteliy. Tik celiuliozz produkuojantys izoliatai geba pasisavinti
brinkinta celiulioze, kuria utilizavus, terp iSskaidgja.

Filtrinio popieriaus brinkinta celiuliéz paruoSiama pagal Stewart ir kt. (1982)
metod, paliekant 48 valandas 85% fosforigstyje 6 °C temperatos slygomis, \éliau kelis
kartus perplaunama distiliuotu vandeniu centrifygo@ ir dziovinama.l terg brinkinta
celiuliozé dedama prieS autoklavavam

b) Chitinaziny kamien; pirminé atranka.Mitybiné terpe ir auginimo glygos tokios

patios kaip ir celiuliazini mikromicet; kamieny atrankos atveju, iSskyrus tai, kad nededama L-
sarboz.

Koloidinis chitinas buvo ruoSiamas isS Svarkuady, geldely chitino (SIGMA) 7

paruoSiamas pagal Chigaleichik.i(1976) rekomenduojagrmetod:

« 10 g hidrolizuoto chitino (Fluca) sumaiSoma su &il@istiliuoto vandens ir

paliekama 24 val. 4 °C tempergé;

e po 24 val. pilama 400 ml 75%,B0O, ir vél paliekama 24 val. 4 °C

tempel@bje;
« chitinas nusodinamas pridedant 9 litrus 4 °C distib vandens ir inkubuojant
48 val.;

e po 24 val. pilama 400 ml 75%,B0O, ir vél paliekama 24 val. 4 °C

tempei@bje;

« chitinas nusodinamas pridedant 9 litrus 4 °C distib vandens ir inkubuojant

48 valandas;

« skystis nupilamas, o nugdos filtruojamos, kad atskirti stambesnius chitino

gabalus;

e nuogdos centrifuguojamos ir perplaunamos 0.2%IR0O,, taip pakartojant

5-6 kartus, nupilant tirpagl

« hidrolizuoto chitino nuosdos naudojamos chitino agaro gamybai (dedama 2 g

litrui tergs).

Chitinazinis aktyvumagvertintas pagal koloidinio chitino utilizaviamir to pagkoje
iSskaidgjant terpei (1 pav., priedas). Vandeninis parucdtdino preparatas (10 mg sauso
chitino / ml) buvo sterilizuojamas 30 min. autokdaw saugomas 6 °C tempeanadje iki
naudojimo tyrimuose.

c) Antrame aktyuvi celiuliazinh mikromicet; kamieny atrinkimo etape KMC buvo
vienintelis anglies 3altinis mitybije terpgje. Auginimo ir aktyvumo ters sudtis (g- I™): KMC
— 4, NaNQ - 6.5, KHPO, — 6.5, mieliy ekstraktas — 0.3, KCI — 6.5, Mge0O 7H,O — 3.0,
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gliukozé — 0.65 ir agaras — 17.5. Kolonijos su agaru bisk@& mm skersmens) perkeliamas arba
IS kultiros paslio arba iS kolonijos savaitaugintos ant bulvi dekstrozs agaro (BDA).
Kultaros auginamos 3-5 dienas 25 °C tempeoge ir papildomai 18 val. 50 °C temperaije.
LékSteks su kulira uzpilamos 1% kongo raudonuoju indikatoriumi (Gomed), palaikoma 15
min. kambario temperatoje, nupilama ir indikatoriaus perteklius paSahas uzpilant 1 M
NacCl tirpalu, j nupilant po 20 min. Neutilizuota celiuli®zZSiuo atveju KMCa&s) nusidazo
raudonai, o ten, kur ji sunaudojama, tefgauna geltom atspaly arba lina neutrali. Koloidinis
chitinas (2 %) tergde naudojamas pradinio chitinazinio aktyvugrertinimui.

Celiuliags arba chitinazs aktyvumo zonoje susidaro skaidri zona, kuriosiplousako
mikromiceto biomass aktyvuma polisacharido atzvilgiu. KiekybiSkai pradinis aktynas
ivertinamas, remiantis metodmis rekomendacijomis, kaip santykinis aktyvumasa(®wer ir
kt., 1999), kuris lygus skaidrios zonos ftir kolonijos diametro santykiui flc (arba kcn) =
zonos plotis (mm)/kolonijos diametras (mm)]. Aktyvkamien; santykinis aktyvumas tna

didesnis uz vienet o labai aktywi mikromicet; kamien Sis koeficientasima > 2.

5.3.Celiuliazinio aktyvumo tyrimas

Atrinkti aktyvesni celiuliaziniu aktyvumu pasizymdny mikromicet; kamienai buvo
auginami terpse su skirtingu anglies Saltiniu: gliukoze, karboietilceliulioze (vidutinio
klampumo KMC, SIGMA), fosforo tgstimi brinkinta filtrinio popieriaus (FPC) celiolze,
smulkintu filtriniu popieriumi ir (réiau) celiuliozs milteliais (smulkirng celiulioz), substrai
priedus terpje parenkant taip, kad susidarypanasus anglies kiekis tenkantis auginimoéterp
mililitrui. Kiekybiniam celiuliaziy tyrimui naudojome tuos miromiagkamienus, kurie geip
pasisavinti celiulioz nepriklausomai nuo jos struikos.

Tyéme endos-1,4-gliukanazs (dar vadinamos karboksimetilceliuliaze arba
sutrumpintai — KMCaze) ir filtrinio popieriaus celiaze (FPCaz).

Karboksimetilceliuliagzs aktyvuma matavome ir skaiavome prisilaikydami
Tarptautinio komiteto rekomenduojamos endogliukasa@KMCazs) ir filtrinio popieriaus
celiuliazs aktyvumo nustatymo eigos ir fermento aktyvumad@#aaimo rekomendaai (Ghose,
1987). Mikromiceto micelis po 14 kultivavimo skygdergje su skirtingu anglies Saltiniu par
atskiriamas nuo auginimo texpfiltruojant per filtrin popieriy. Skystis naudojamas fermentjni
aktyvumy; matavimui.

Endo#-1,4-D-gliukana2s aktyvumo nustatymo eigdedidelis kiekis tirpalo (0.5 ml)

iStirpinamas 0.05 M natrio citratiniame buferyjeH(#.8) ir paSildomas vandens vonioje iki
50C. | pasildytg tirpalg jpilama 0.5 ml substrato (2% istirpintos KMC tirpalas), gerai
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sumaiSoma ir 30 min. eksponuojama 50C temperat iros vandens vonioje. Pasibaigus
reakcijos laikui, jpilama 3.0 ml dinitrosalicilinés rtgsties reagento ir 5 min. pavirinama.
Atvésinus iSmatuojama tirpalo sugertis ir pagal kalibracine kreive (2 pav., 2 lentelé,
priedas) randama gliukozés koncentracija tirpale. Vienas fermento aktyvumo vienetas
(vienetas — U) yra lygus fermento kiekiui, kuris hidrolizuodamas KMC reakcijos metu
iSlaisvina 1 umol gliukozés per 1 minute.

Filtrinio_popieriaus celiuliazinio aktyvumo nustatymo eiga. Auginimo terpés

(3.0 ml) pilami | 0.05 M natrio citratip bufeii (pH 4.8) pakaitinama ikbOC temperat Gros
vandens vonioje, jdedamas filtrinio popieriaus juostelé (1 x 6 cm) ir 1 val.
eksponuojama toje pacioje temperaturoje. Filtrinio popieriaus hidrolizés reakcija
stabdoma jpilant 3.0 ml dinitrosalicilinés rugsties reagento, pakaitinama 5 min. 90C ir
proceddra vykdoma kaip ir endogliukanazés nustatymo atveju.

Gliukozs kiekio nustatymas dinitrosalicilinio reagento ot Metodas naudojamas

redukuoto cukraus (su laisvomis C = OH gmmgs) nustatymui. Kai tirpale yra gliukéz
oksiduojama reagento aldehido funkcogrupe. 3,5-dinitrosalicilire ragstis (DMS) redukuojama
1 3-amino,5-nitrosalicilin ragst. Kadangi istirgs deguonis dalyvauja gliukéz oksidacijoje,
sulfitas, kuris #ra bitinas spalvinei reakcijai, dedamaseageny istirpusiam deguoniui sugerti.
Kaip matome iS reakcijos, vienas cukraus molis weggsu vienu 3,5-dinitrosalicilés migsties
moliu. Batina kalibruoti gliukoz, kad pagal kalibravimo kregvnustatyti susidariusios reakcijos
metu gliukozs koncentracij.

aldehido grug — — — — karboksilire grupe
3.5dinitrosaliciline rigstis— — — — 3-aming5-nitrosaliciline riagstis

Reagentai: 1. Dinitrosalicilia rmigsties reagento tirpalas, 1%:
— dinitrosalicilig ragystis — 10 g;
— fenolis — 2 g;
— natrio sulfitas — 0.5 g;
— natrio Sarmas — 10 g;
— vandens iki litro.
2. Kalio natrio tartratgpalas — 40%.
3. HCI - 37.3%, 11.9 N.
4. KOH -5 N tirpalas.
Darbo eiga: 1. 3 ml DNS reagento pilaind ml gliukozs pavyzdzioj kiuvet,
uzdengiama plele, kad neiSgarugtir 5-15 min. pakaitinama 90°C tempdéras vandens

vonioje, kol susidaro rausvai ruda tirpalo spalva.
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dpilamas 1 ml 40% kalio natrio tartrato tirpalo sfalstabilizuoti.

3. Absinus iki kambario tempef@abs, spektrofotometru iSmatuojama sugertis
tiesA = 540 nm (A40).

RuoSiant kalibraginkreivg, Zinomos koncentracijos gliukez tirpalas
sumaiSomas su dinitrasalicii® rigSties reagentu, kaitinama, ir iSmatuojama skiding
koncentracijos tirpalo sugertis. Ordéng aSyje atidedama sugertisssf 0 abscisi asSyje —
gliukozés koncentracija mg/ml. Kalibragcirkreivé — 2 pav., 3 lenté| priedas.

PASTABA: noredami jvertinti pH jtaka fermento aktyvumui jau kiekybiskai istirto
mikromiceto kultira auginome skirtingo pH teége su KMC ir pagal duc nustatme pradines

optimalios fermentui pH reikSmes.

5.4.Chitinazinio aktyvumo tyrimas

Egzochitinas aktyvumui nustatyti mikromicetkamienus auginome minimalioje
skystoje terpje (suctis: K;HPO, — 1.5 g; MgS@ .2H,0 — 1.5 g), kuriose chitinas (2 g/l) arba
patogem lasteliy chitinas (2 g/l) buvo vienintelis anglies ir enigrg Saltinis. lasteliy sieneli
preparatus ruétne iS 7-14 par BPA tergje iSaugint mikromicet; biomags pagal Sivan ir
Chet (1989) rekomendacijas. Homogenizuota bi@nfdisuojama per stiklin filtra, o ant jo
likusi lasteliy sieneliy mase perplaunama tris kartus distiliuotu vandeniu, yikarta metanoliu ir
po to acetonu. Tada iSdziovinama ir dedaraaginimo terp kaip anglies Saltinis.

Egzochitinazs aktyvumo nustatymad?o 10 auginimo tegpe su chitinu par

mikromicety biomag nufiltruojama, o skystis naudojamas baltymo pageosi arba
(aktyviems kamienams) fermento aktyvumo matavimAuginimo tergs skystis (arba
pagausinto baltyméminys) sumaiSomas su N-aceib-gliukozaminu, palaikoma 3 min. 30 °C
temperairoje. Reakcija stabdoma 1 M NaOH tirpalu ir spekttometru iSmatuojama tirpalo
sugertis ties 410 nm, kurios intensyvumas priklans@ p-nitrofenolo kiekio. Nitrifenolas
susidaro fermentis reakcijos metu S N-acefitD-gliukozamino veikiant chitinazei.
Aktyvumas (U) iSreiSkiamas fermento aktyvumu istaarciu 1 pmol p-nitrofenolio per 1
minute. Pagal iS anksto padagykalibracirg kreive (kurios ordindiy asSyje atidedama sugertis
(Aa10, O abscisi aSyje —ug/ml fenolo) pagal iSmatuptsugeri surandama p-nitrofenolio
koncentracija. Chitinas aktyvumas buvo vertinamas tespml arba baltymo mg, jeigu buvo
nustatomas baltymo kiekis.

Baltymo kiekio nustatyma$ik chitinazi tyrimo etape bargne pagausinti baltymo

kieki, naudodami Onsori ir kt. (2005) rekomenduajapagausinimo metad Celiuliazinis

atrinkty mikromicet; aktyvumas buvo nesunkiai uzfiksuojamas Sio tyrgglggomis, o kadangi

28



Sie tyrimai yra pradiniai, nesiorientuojaptpaties fermento charakterisiikStyrima, dazniau
celiuliazs aktyvum skatiavome terps firiui (1 ml auginimo terps). Baltymo pagausinimui
naudojome amonio sultat((NH,).SQy), déjome i po auginimo nufiltruat ir centrifuguog
auginimo skyst sudarant 48.3% koncentracijos tiepalaip paruost misini laikeme 16 val. 4°C
temperairoje, wliau ji 20 min. centrifugavome (5000 x g), skystupykme, o pasilikus
baltyma su koloidinio chitino likgdiais iSdziovinome kambario temperatdje, tada iStirpia 5 ml
palikome 48 valandoms 4°C tempearaje. Po Sios proc@&dos baltymo koncentracija ir
chitinazs aktyvumas buvo tuojau pat istiriamas.

Baltymo koncentracija buvo nustatyta Boedb metodu (Bradford ir kt., 1974)
atsizvelgianti Bagdonieis ir kt. (2006) rekomendacijas. Baltymai jungiasi &umasi
briliantinio mélio dazikliu ir matuojamas susidariusio komplekgalgos intensyvumas. Gryno
daziklio katijonire forma sugeria Sviadies 470 nm ir 650 nm, 0 susijungusi su baltyngrano
ir aromatiremis aminofigstimis anijonig daziklio forma sugeria Svigsies 596 nm. Sis metodas
yra paprastas, greitas ir jautrus (galimaiappti 1-10ug baltymo koncentragci).

Reagentai: 1. 0.5 mg/ml {#o serumo albumino tirpalas — 2 ml;

2. 0.15 M Natpalas — 50 ml,

3. Kumasi haiitinio nelio G 250 daziklio tirpalas: 50 mg Kumasi
briliantinioélro G 250 istirpinama 25 ml 95% etanoligjmilama
50 ml 85% foisd rigsties. vandengilama iki 0.5 litro, filtruojama.
Laikoma 4°@nfgeratiros slygomis.

Darbo eiga: Visiems kalibravimo tésptaskams nustatyti proaed atliekama

du kartus.

1.8 megintuwelius jpilama atitinkamai po 10, 20, 30 ir &0jaucio serumo
albumino tirpaloj ivisusipilama iki 100ul 0.15 M NaCVI tirpalo]
kontrolinius (9 ir 1§ megintuwelius jpilama tik po 10Qul 0.15 M NacCl
tirpalo.

4.visus negintuwelius jpilama po 1Qul Kumasi briliantinio n¢lio G 250
tirpalo ir sumaiSarhaikoma 2 min. kambario tempetieds slygomis.

3. Spektrofotometru pamgdota sugertis ties = 595 nm (Ags) ir braizoma
kalibravimo kréivAnt ordin&iy aSies pazymima sugertisgg), o ant
absaist baltymo kiekis {g).

4.nezinomos koncentracijos baltymo tirpglilama iki 100ul 0.15 M
NacCl tirpalo, 1.0 muiasi briliantinio ndlio G 250 tirpalo ir

sumaisoma, laikomaifd.rkambario temperatos slygomis.

Spektrofotometru panoggma Ags, baltymo kiekis nustatomas is
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kalibravimo kreéws (3 pav., priedas).

5.5.Potencialy bioageni atranka

Potenciali bioagent atrinkimui analizavome gautus rezultatus jau piioi
mikromicety iSskyrimo iS tiriany substrai metu, bei pagal santykinio fermentinio aktyvumo
(Ikmc Ir Ikcn koeficienty) lygi, kadangi ir gefjimas isisavinti celiulioz (aktyvumas augalo
atzvilgiu) ir gelgjimas sintetinti chitinazes (patogengsteliy sieneliy atzvilgiu) yra svarbus
mikoparazitavimui bei bioagento efektyvumui slopinpatogeno vystynsi. Tie mikromicei
kamienai, kurie, remiantis tyrimo rezultatais, buslearakterizuojami didesniais aktyvumais,
buvo iSbandomi misg kultiry testuose bei auginant juos tge su chitinu ir nustatant
chitinazs aktyvum, kaip vieno i$ esminiantagonizmo fermemnt

Chitinazs aktyvumo nustatymas apraSytas 5.4. metodikogedaly

MiSriy kultiry testai

MiSrios aktyviy antagonist kamieny ir augal patogen kamieny kultiros buvo
auginamos tegse su skirtingais anglies Saltiniais (4%): gliukoE&C, celiuliozs milteliais,
smulkintu filtriniu popieriumi, chitinu ir koloidilu chitinu. Pagrindia buvo Capeko drusk
terpe arba dirvozemio ekstrakto teéxp Dirvozemio ekstrakto tegp naudojome na@dami
atgaminti realesp artimesg gamtinei mitybini elemeng situacip. Dirvozemio ekstralkt
ruo&me sekadiai: 1 kg humusingo dirvozemio 1 valandirinome 1 litre vandens, atausSinome
ir 24 val. lailkkme 4°C temperatos slygomis. Po Sios ekspozicijos skiystuo kietju daleliy
atskyeme filtruodami iri ji ijpyleme vandens iki 1 litrodtio. Sis ekstraktas buvo naudojamas
kaip bazir terpes dalis.

Agarizuoj terpiu pavirSiuje patalpinome dviejkamien; (potencialaus bioagento ir
patogeno) blokelius 2 cm atstumu vienas nuo kieou®Stas misui kultary lékSteles auginome
25°C temperaros slygomis ir periodiSkai stefjome mikromicet kolonijy susidarymo greitir
ju tarpusavio gveika.

Statistika.

Rezultat analiz atlikta naudojant pradinius statistikos metogesrtinant vidutines
tiiamo parametro vertes, rezuliatidurkiy paklaidas, bei, atliekant palyginamuosius tyrimus

nustatme skirtuny patikimumus Cekanawéius, Murauskas2000).

30



6. REZULTATAI IR J U APTARIMAS

6.1.1 SKYRIUS. Celiuliaziniy ir chitinazini mikromicet; kamiem paplitimas
nataliuose substratuose

Celiulioz, kaip polimerie@ zaliava, jau nuo amzi naudojama dviejuose
pagrindiniuose procesuose: popieriaus gamybai tirakems tekstiliniams pluoStams gauti.
Celiulioze dé¢l tankaus tarp molekulini vandenilinip rySiy tinklo néra tirpi populiariuose
organiniuose bei neorganiniuose tirpikliuose. Ti@oja nemodifikuotos celiulias taikymo
sritis. Tirpas celiulio2s produktai gaunamiaj chemiskai modifikuojant. Atitinkamomis
salygomis jvedant celiuliozes makromolekw pakaitus, gaunama nemazai vandenyje ir/ar
organiniuose tirpikliuose tirpgiprodukty, kurie naudojami dirbtiniams pluostams formuakuyl,
daza; gamybai, jvairiy buitinés chemijos gamini kompozicijose, maisto pramége. Tokie
produktai sintetinami naudojant klasikines polinmadaginy kitimy reakcijas. CeliulioZ
natiraliomis gamtigmis slygomis dalinai arba iki cukraus transformuojam&nmmorganizn,
kurie gali luti naudojami ir Zmogaus organizuojamuose grynomileetés gamybos, celiulias
hidrolizés iki reikiamo junginio arba utilizuojant atlieka®\ktyviu mikromicet; paieSka

pradedama nua jpaplitimo nafiraliomis glygomis iStyrimo.

6.1.1.Dirvozemio mikromicetai

IStyeme dvieji skirtingy, pagal organimi medziag koncentracy juose, misSko
dirvozemiy mikromicet; koncentracy ir nustaéme gebadiy utilizuoti celiuliozz kamieng
santylk bendroje iSskirt ant mitybiniy terpiy mikromicet; koncentracijoje. Mikromicet (kaip ir
kitu mikroorganizna) bendrijos gausa ir strukta priklauso nuo dirvozemio savybbei jame
augardiy augal. Priklausomai nuo Zzolini augal; ir medziy nuokrity (lapy ir kt.) keiciasi ir
pavirSiniame dirvozemio sluoksnyje vykstan proces intensyvumas, augabs mass
destrukcijos eiga. Kadangi sy uzduotis buvo aktyw, polisacharidus hidrolizuojén
mikromicety kamien, paieSka ir tolesnigyjisStyrimas, du dirvoZzemius pasirinkome tik santykin
skirtingus pagal organinimedziag kieki. Viename iSy gausiai randama nuokgitir vyksta
intensyvis augalk masgs destrukcijos procesai, daugialegires; kitas skurdesnis, sausesnis,
procesai dtesni. Pirmajame dirvozemyje organinmedziag koncentracija pavyzdgiémimo
metu siek 7.6%, kitame ji buvo deSimt kartmazesa (iki 0.5%). Bendra mikromicet
koncentracija dirvoZzemiuose, nustatyta pagal kgdgnsudaratiy vienet; skatiuy terpje su
lengvaijsisavinamu anglies Saltiniu — gliukoze, statistijkatikimai (p < 0.05) skyssi ir buvo

didesrg humusingame dirvozemyje (13 pav.).
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13 pav. Mikromicety koncentracija (kolonijas sudakan vienet; skatius — KSV x 10 00Q
viename grame sauso dirvozemio Mandels minefjalitergse su skirtingu anglies Saltinia: —
20% gliukozs, B — 4% fosforo figStimi brinkintos filtrinio popieriaus celiuli@s ir C — 4%
karboksimetil-celiuliozs (KMC). Nr. 1 — snidlingas misko dirvozemis (0.5 % organjni
medziag), Nr. 2 — humusingesnis misko dirvoZzemis (7.6%aorgiy medziag).

Skirtingi anglies Saltiniai iSskyrimo terpe tugjo jtakos iSskiriam mikromicet;
koncentracijai. Kaip galime stétp 13 paveiksle aprasomuose rezultatuose, brinkingiuliozs
ir KMC terpéje, kolonijas sudarai vienet; skatius gerokai skyisi nuo j; skatiaus tergje su
gliukoze. Pagal kolonijas sudat@n vienet; skatiy iSskiriamy ant brinkintos celiuliogs tergs
mikromicety koncentracija buvo 10 karto ant KMC terps - 100 kam didesri nei kontrolireje
terpeje. Akivaizdu, kad kolonij vystymosi greit mazinanti sorbagz turéjo itakos ir slopino
greitai augadtiy Trichodermagenties gryh vystymasi ant celiuliozs terpi; ir sudaé salygas
geriau iSrySkti kity gertiu mikromicetams. Be to, te¢@ su vieninteliu anglies Saltiniu —
celiulioze, gatjo vystytis tie mikromicaf kamienai, kurie geba pasisavintistibstrat. RySkiai
skyrési skirting; dirvozemiy mikromicety, gebagiy augti tergje su vieninteliu anglies Saltiniu —
celiulioze, koncentracija (p < 0.01). ISskirtant brinkintos celiuliogs tergs snelingo
dirvoZzemio mikromicat koncentracija buvo tik 6.4ikstartius KSV/ g sauso dirvozemio, tuo
tarpu iSskiny iS5 humusingo dirvoZzemio ji buvo vir§ 8Gkstartiy KSV/g dirvozemio (13 pav.,
B). Dar didesnis koncentragij skirtumas uzfiksuotas mitybije tergje naudojant
karboksimetilceliulioz (13 pav., C). Sioje tegéje koncentracijos skiriasi 100 kart

Nepaisant dideli gyvybing: mikromicet; koncentraciy celiuliozés pried; terpese,
vertinant pagal kolonijos formavimosi pradmenis,nkcionaly, tikrai Siuos substratus
utilizuojartiy izoliaty skatius buvo gerokai mazesnis. Dalis mikromigekaip tenka stedti
analizuojant padiy kokybe, sugeba suformuoti mikrokolonijas agarizuotojepdgr, t&iau
véliau, jei anglies Saltinis nepasisavinamas, mikig@tas nesivysto ir mitybine terpe naudojasi
tik tie, kurie turi reikiana fermeng substrato hidrolizavimui. Manome, kadl dokiuy savybi
labai pasikaiia procentinis gebainy utilizuoti kamiem santykis (14 pav.).
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14 pav. IS dirvozemio (Nr. 1 — salingo, Nr. 2 — turigio 7,5% organini medziag) iSskiry
kamien, gebagiy augti tergje su vieninteliu anglies Saltiniu fosforagstimi brinkinta filtrinio
popieriaus celiulioze arba KMC, procentas bendiggkirty kamieny koncentracijoje, teige su
gliukoze.

Nors sndlingame dirvozemyje bendra geldan formuoti pradin miceli prady
koncentracija buvo mazesmei humusingame, aktyyiceliuliaziniy kamien; procentas tekgpe
su KMC jame buvo didesnis nei humusingame dirvojeni{4 pav.). Kai mitybigje tergje
buvo dedama brinkinta celiuliéz abiejy dirvozemi; celiuliaziniy mikromicet; koncentracija
buvo vienoda ir sudar36.7% bendro iSskigtkamien; skatiaus.

Chitino priedai mitybisje tergje suteilé kitoki mikromicety koncentracijos kitimo
atspaly. Naudojome dvi skirtingas chitino terpes: viencdiiinu pakeigme gliukoz, palikdami
azoto Saltip terpje (nitraw), kitoje palikome gliukogz, bet paSalinome azoto SaltinMes
siekkme ne tik iSskirti chitin hidrolizuojargius mikromicety kamienus, bet ir nustatyti, ar
mikromicetams tidingas chitino panaudojimas tik kaip anglies Sattiar jie j gali naudoti kaip
azoto Saltin Yra tyrimy jrodartiy, kad ir bakterijos pasisavinana chitid¢l azoto (Guptar kt.,
20069. Gauti tyrimy rezultatai parogl kad azoto stoka gerokai sumazino iSskigt dirvozemio
mikromicety koncentracy (15 pav.), lyginant su kontrole (13 pav., A), or&skia, kad Siomis
tyrimo salygomis, nepriklausomai nuo dirvozemio tipo, iSskimikromicetai nepanaudojo
chitino vietoje i$ tergs eliminuoto azoto (nitrato). Kad chitinas buvdimtiojamas kaip anglies
Saltinis rodo mikromicet koncentracijos (KSV/g sauso dirvoZzemyje) p&flidas, lyginant su
kontrole tergje su chitinu ir azotu, bet be gliukez (15 pav.). Ypatingai koncentracijos
padictjimas rySkus humusingo dirvozemio mikromicetamsyikukoncentracija nuo 11.72
tukstartiu KSV /g dirvoZzemio kontraje (13 pav., A) padigo iki 275.82 ftikstartiy KSV/g
dirvoZzemio terpje gliukoz pakeitus chitinu (15 pav.). Kaip ir celiuliez priedoj terp; atveju,

lengvaiisisavinam anglies Saltin— gliukoz, pakeitus polisacharidu — chitinu, surégjazgreitai
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augariy mikromicet; koncentracija ir y diametras, susiformavo kiti konkurenciniai rySiai
substrato atzvilgiu, o taip pasikeitusi situacijaidb pasireikSti chitinaziniu aktyvumu

pasizymirtiy raSiy mikromicetams.
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15 pav. Skirtingy dirvoZzemiy (Nr. 1 ir Nr. 2) mikromicai koncentracija, nustatyta ant standzios
terpés su gliukoze ir chitinu (G + CH), bet be azotarit standzios te#s su azotu ir chitinu (Az
+ CH), bet be gliukoss.

Keturiasdesimt trij rasiy mikromicetai buvo isskirti i$ titt dirvozemiy. Sesios a3ys
priklauss Penicillium po tris GSis priklaug Aspergillus Fusarium Mortierella, Monocillium ir
Mucor, po 2Absidig Rhizopus Cladosporium Trichodermair Verticillium gentims. Likusieji
mikromicetai priskirti vienai i3AcremoniumAlternaria, AureobasidiumBotrytis Chaetomium
Ceratocystis Cromelomyces Cunninghamella Curvularia, Humicola Paecilomyces ir
Scopulariopsisgertiy rasims, o 6 mikromicetai neidentifikuoti ikigies. Siuos, mikromicet
identifikavimo tyrimus atliko darbo vadévdr. D. Peiulyté, tatiau konsultavo mane
identifikuojant dominuojagius tirtuose dirvozemiuose ir atrinktus tyrimamspetencialius
polisacharid destruktorius.

ISanalizavus perkeltiS kolonijy, apie kurias susidarskaidrios zonos tege su
fosforo mgstimi brinkinta celiulioze, ir iSaugint terpese mikromicei kamieny kultaras
susisteminomeyjgentiri pasiskirstym ir celiuliazinio aktyvumo proceat(4 lentet).

Tarp 1550 mikromicet kamieny terpeje su vieninteliu anglies Saltiniu brinkinta —
celiulioze, buvo matomos 726 kamigskaidrios zonos (46.83% widSskirty ant Sios tergs

kamieny). Tik 116 mikromicei kamien (7.41% kamien, kuriems zon sudarymas patvirtintas)
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skaidrios zonos buvo patikimai aiskios ir patviaios kamiem celiuliazin aktyvumy pirmojo

atrinkimo etapo tyrimogygomis.

4 lentek. Mikromicety, aktyviy brinkintos celiulio2s tergje pirminio atrinkimo tyrime, gehu

charakteristika ir celiuliazinio aktyvumo palygiras (aktyvii kamiem procentas).

ISskirty Celiuliaziniy kamieny procentas
Mikromicet y gentys kamien Bendras Silpnas Patikimas

skatius aktyvumad | aktyvuma®
AbsidiaTiegh. 86 27.90(24)* | 87.50 (21)* | 12.50 (3)*
Acremoniuniink 13 23.07 (3) 33.34 (1) 66.66 (2)
Alternaria Nees 22 27.27 (6) 100.0 (6) -
Arthrinium Kunze 8 100.0 (8) 97.42 (6) 12.58 (2)
AspergillusP. Micheli ex Link | 34 61.76 (21) 51.15(12) | 42.85(9)
BotrytisP. Micheli ex Pers. 13 100 (13) 30.76 (4) 69.29 (9)
BotryotrichumSacc. ex Marchal| 6 83.33 (5) 40.00 (2) 60.00 (3)
ChaetomiunKunze 7 100.0 (7) 71.43 (5) | 28.57 (2)
Cladosporiuniink 68 50.00** (34) | — -
Clonostachy<orda 53 77.36 (41) 60.98 (25) | 39.02 (16)
ChrysosporriuntCorda 19 84.24** (16) | — -
CylindrocarponWollenw. 56 39.28 (22) 100.0 (22) |-
Cunninghamelldatr. 18 22.22 (4) 100.0 (4) -
EpicoccunilLink 4 100.0 (4) 85.00 (3) 25.00 (1)
FusariumLink 48 100.0 (48) 97.92 (47) | 2.03 (1)
GeotrichumLink 9 11.11 (1) 100.0 (1) -
GliocladiumCorda 24 100.0 (24) 54.19 (13) | 45.83(11)
Mortierella Coem. 143 2.79 (4) 100.0 (4) -
Mucor Fresen. 21 23.80 (5) 60.0 (3) 40.0 (2)
MyrotheciumTode 23 30.76 (8) 73.92 (16) | 26.08 (6)
OidiodendronRobak 11 9.10 (1) 100.0 (1) -
Paecilomyce8ainier 42 38.09 (16) 93.75(15) | 6.25(2)
Penicillium Link 387 49.09 (96) 70.83(68) | 29.16(28)
Rhizomucoiucet & Costantin | 6 100.0 (6) 66.67 (4) 33.33(2)
ScopulariopsiBainier 26 30.76 (8) 62.50 (5) 37.50 (3)
Stachybotry<orda 6 100 (6) 16.66 (1) 83.33 (5)
Syncephalastrurd. Schrét. 5 80.0 (4) 100.0 (4) -
Torulomyce®elitsch 30 70.0 (21) 66.66 (14) | 33.33 (7)
TrichocladiumHarz 12 75.00 (9) 33.34 (3) 66.66 (6)
TrichodermaPers. 68 100.0 (68) 60.30 (41) | 39.70(27)
TrichosporiellaKamyschko 3 100.0 (3) 66.67 (2) 33.33 (1)
UlocladiumPreuss. 21 14.28 (3) 100.0 (3) -
Verticillium Nees. 36 19.44 (7) 85.71 (6) 14.28 (1)
Kiti (Mycelia sterilia,
basidiomycetes ir nezinomi
(neidentifikuoti) kamienai 128 28.90 (37) 75.68 (28) | 24.32 (9)
Total 1456 40.04 (583) 66.89(390 33.11 (157)

— nenustatytag — zona labai neryski arba siaubba; skaidri zona > 5 mm ir gerai matoma. * —

skliaustuose kamienskatius. ** Létai augagiy — Cladosporiumspp.,Crysosporiumsp., ir
Syncephalastrurapp. buvo sunkiai atrenkami Sio tyrimgygomis.
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Aktyviis mikromicetai priskirti gerai Zinomoms dvideSingpsynioms dirvozemio mikromicet
gentims (4 lente). Dauguma Aspergillus, Chaetomium, Clonostachys, Gliocaldium,
Myrothecium, Penicilliumr Trichodermagertiu mikromicet; kamiem rocé gerus celiuliazinius
aktyvumus. Aktyvii Siose gentyse kamienprocentinis pasiskirstymas buvo nevienodas:
atitinkamai sudar apie 42.85%, 28.57%, 79.24%, 37.51%, 26.08%, 32.69 39.70%
kiekvienos iS §i gertiy bendro iSskini izoliaty skatiaus. Mazesnis aktyvumas pagal skaidrios
zonos sudarymuzfiksuotasVerticillium genties grybams (21.42% skaidrias zonas sudiaran
kamieny), o Cunninghamella, Geotrichum Mortierella ir Ulocladium gertiy kamienai

nepasizymjo aktyvumu Sio preliminaraus atrinkimalyggomis.

6.1.2. Mikromicetai iSskirti iS antropogeninsubstrai

Mikromicetai celiuliazes sintetina irskiria | utilizuojamus celiuliozs arba
celiuliozés savo turinyje turi€ius substratus, kurie yra medziagos, Zaliavos irtisgos
paskirties gaminiai. §ygos, kuriomis vyksta celiuli@s turintiy medziag irimas dalyvaujant
mikroorganizmams, ima labai skirtingos. Norint paspartinti groceg (pvz. atlieky utilizacijos
metu) arba sétinti saugant gaminio vaizdr pailginant jo tarnavimo pagal paskilaika, reikia
valdyti procese dalyvaujén; ferment; sintez, ju aktyvuny. Mikromicetai, prisitailg vystytis
ivairiomis slygomis ir gebantys transformuoti skirtingos chegsirstrukiiros substratus, turi
fermentines sistemas, kuricharakteristikos atspindi ir konkii@ taksonomiq grupg, ir
adaptacines konk&®mis slygomis savybes. Daugiausiai istirtos mikromicegenties -
Trichoderma genties, kuri traktuojama kaip dirvoZzemio guylgentis, kamien celiuliazs
practtos naudotivairiose srityse (Oksanan, 2000; Mach, Zeiling@0Q2 Cavaco-Paulo, Gibitz,
2003, Nierstrasz, Warmoeskerken, 2003; Van Wyk, Meatisi, 2003; Penttila ir kt., 2004).
Taciau, nepaisant vistyrinétoju pastang, surasti tikrai ger Trichodermakamiery su puikiu
industriniu celiuliaziy kompleksu nepavykstaTrichoderma genties kamienams atinga
celobiazs stoka, ko pasekoje kaupiasi disacharidas celébgiabdanti celiuliozs hidrolizs
procea (Gruno ir kt., 2004). Nemaja poreikis termostabili labai aktyvi specifini
celiuliaziy, todkl tiriami ne tik Trichoderma,bet ir kity gertiu miceliniai grybai (Updegraff,
2004; Hanif ir kt., 2004; Kamal, Mathur, 2005; Gogth ir kt., 2005; Ikram-ul-Haq, Khan,
2006). Dauguma mikromiagtsugeba adaptuotis antropogeniskomalygomis bei pasisavinti
antropogeninius substratus kaip energijos ir asgsi@tin. Tokiomis galygomis galima aptikti
mikromicety kamienus su labai palankia kon&iam procesui fermentsistema. Gera ekologin
nisa ieSkant celiuliaziniu aktyvumu pasizy@iin mikromicet; kamieny yra celiuliozs atlieky
antrinio perdirbimomonrés. Popieriaus atliekos antrinio perdirbimo procpaeetiamos Slamu
(popieriaus mase), iS kurioélvgaminamas popierius, kartonas ar kiti gaminiaekTp&ios
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atliekos, tiek y perdirbimo mas yra uzkésta mikroorganizmais, dalis kyriyra tiesiog
nafiralios tarSos komponentai, dalis kaip tpokubstrai utilizatoriai.

IStyeme kartono gamybos skirtingubstrai mikromicet; kompleksus ir pabagte
jvertinti celiuliazinip kamiemy procens, o atrinke aktyvesnius, iStyme ir ju aktyvumy
polisacharido — celiulias, atzvilgiu. I1Styéme skirtinguose atliakperdirbimo etapuose surinkt
substrai pavyzdzius, pradedant atligkzaliavomis ir baigiant iSgrynintu plausu. Palygni
iStyreme ir p&ios antrinio atliely perdirbimo gamyklos pradinio dumblo, biologiniotekamyju
atlieky rezervuaro mas ir sedimantacijos rezervwamikromicetus. Perdirbimo etapuose
Zaliava ir plauSas apdorojamas chemiskai éltaglibstratuose papdit mikromicetai patiria
ekstremalius efektus ir iSlieka tik atspariiSiy kamienai. Nustatant mikromiagkoncentracijas
naudojome ir terpes celiuliaziniu aktyvumu pasiagni mikromicet; koncentracijos
ivertinimui bei aktywii kamien; atrankai. Naudojome Mandels mitybiterp; su vieninteliu
anglies Saltiniu — fosforoagstimi brinkinta celiulioze arba karboksimeticelode (KMC). IS
vieno gramo (arba 1 ml) tiriamo substrato iSskiiamikromicet; koncentracija terge su
gliukoze svyravo nuo 2ikstartiy KSV sedimentacijos rezervuare iki 84ikgtartiy KSV
nuoteky dumble (16 pav., A). Mandels téfp su celiuliozs priedais ga&jo augti tik gebantys
hidrolizuoti celiulioz mikromicetai. Mikromicei koncentracija tefge su KMC svyravo nuo
0.34 iki 14.7 tkstartiy KSV/ g pavyzdzio, o tefge su fosforo figstimi brinkinta celiulioze —
nuo 0.18 iki 13.7tukstartiy KSV / g pavyzdzio. Koncentracijos patikimai (p ©B) skyesi nuo
mikromicet; koncentracijos teje su gliukoze. Zenkliai skysi (P < 0.01) mikromicetgausa
makulatiroje, pirminiame dumble, biologinio apvalymo reasmve ir po 5 met ekspozicijos
sedimentacijos rezervuare nuogausos kituose tirtuose substratuose.

Nepaisant dideli mikromicet, iSskiriamy iS celiuliozs substrat antrinio perdirbimo
metu, koncentraaij gebagiy utilizuoti celiulioz tyrimo slygomis kiekis nebuvo didelis (16
pav., A).

Celiuliaziniy kamieny santykis bendroje iSskirtmikromicet; koncentracijoje buvo
nedidelis ir sudar nuo 0.6 iki 5.67% bendro kiekio (16 pav., B). Dalisios celiuliazini
kamien; koncentracijos nustatytos popieriaus Zaliavoje pooninio ir antrinio atrinkimo ir
pirminiame dumble (atitinkamai nuo 8 iki 14.ekstartiu KSV, nuo 13.7 iki 14.7tkstartiy
KSV ir nuo 6.8 iki 9.6 iikstartiy KSV/g (arba ml) tiriamo pavyzdzio). ISanalizuotas
mikromicety kamierny, gebadiy vystytis tergje su vieninteliu anglies Saltiniu celiulioze,
skatius ir bendras iSskigt mikromicet; kamien; skatiaus santykis (16 pav., B). AkivaizdZziai
matome tiriamo substrato (celiuliazinio substrat@asis, dumblo ar vandenglaka mikromicet;
bendrijai jame ir celiuliaziniu aktyvumu pasizynmtin mikromicety kamien; skatiui.
Celiuliozes substratai, kaip ir lagkne, suda¥r salygas islikti gebantiemsjpasisavinti
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16 pav. Gyvybing; mikromicet; kamien koncentracija&, CFU) nustatyta Mandels tejp su
gliukoze (MT+GI), Mandels tegpe su karboksimetilceliulioze (MT+KMC) ir Mandelsrpje

su fosforo #@gstimi brinkinta filtrinio popieriaus celiulioze (W+FP). Tyrimo substratai:
celiuliozés atlieky Zaliava (No 1), atliek Zaliava po pirminio grubausiiavimo (No 2), Zaliava
po antrinio fiSiavimo (No 3), celiuliogs mag (Slamas) po iSgryninimo (No 4), pirminis
gamybos nueéky dumblas (No 5), nuotekvanduo iS biologinio apvalymo rezervuaro (No 6),
nutekamasis vanduo po ggsmet; ekspozicijos sedimentacijos rezervuare (No 7)ibpmet,
ekspozicijos sedimentacijos rezervuare. Rezultairkis 4—7 kiekvieno tiriamo pavyzdZzio
éminiy vidurkis.

mikroorganizmams, kugi koncentracija maga akivaizdziai tirtuose substratuose (dumblo ir
nuoteky vandenséminiuose), kuriuose palankaus substrato skurdu,hemaiai junginiai,
naudojami antrinio perdirbimo proceso metalygoja kity, atspam tokiems veiksniams

mikromicet; iSlikima. Celiuliozs tirtuose substratuose celiuliazimmikromicet; koncentracija
patikimai (P < 0.01) didesmei kituose tirtuoséminiuose, o tai rodo, kad net ir nepalankiomis
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(perdirbimo) slygomis adaptuoti Siam substratui mikromicetaiel&fi gyvybingi ir sintetina
substrato utilizavimui reikalingus fermentus. Raikpaste#ti, kad dictlés mikromicet
koncentracijos pradie celiuliozs atlieky medziagoje sudaro bendro uzkrato mikromicetus.
Bendro uzkrato mikromicetgausa @lygojo kai kuriuos mikromicet komplekso iStyrimo ir
celiuliaziniy kamieny atrinkimo nesklandumus. PasSaliniai, greitai auganfaboratoriamis
salygomis mikromicety kamienai uzgoZ svarbesnius Sio tyrimo tikslsiekimui mikromicetus.
Todkl kai kuriu mikromicet; kamienus reigo perkeltii selektyvias terpes ir juos papildomai
iStirti. Tiriant kai kuriuos substratus, celiuliama mikromicety koncentracija, t. y. y
koncentracija terge su celiulioze, buvo Zenkliai didegsmei tergje su gerai pasisavinamu
anglies Saltiniu gliukoze (16 pav., B). Jau parosSmass (Slamo) iki apvalymo ir po
iISgryninimoéminiuose bendra mikromiagkoncentracija tiriant Mandels teijp su KMC buvo
atitinkamai 14.7 ir 13.7ukstartiy KSV/g éminio (16 pav., A) ir sudaratitinkamai 118.07% ir
110.44% bendro iSkigt mikromicet; kamien; skatiaus (16 pav., B). 0 paiu dvieju tyrimo
substraj mikromicet; koncentracija tege su brinkinta celiulioze atitinkamai buvo 9.6616
tukstartiai KSV/g éminio, ir jie sudaé atitinkamai 155.64% ir 106.45% bendro iSskikamieny
skatiaus. Tok skirtumg galima paaiskinti kai kuui greitai auga&iu mikromicet; riaSiy kamieny
(Mucor, Rhizopusr kt.) nebuvimu padiuose celiuliozs tergje.

Karboksimetilceliulioz buvo palankesnis anglies Saltinis tgep analizuojant
celiuliaziniy, mikromicet; kamienp koncentracy ir atrenkant aktyvesniusy jkamienus nei
fosforo mgstimi brinkinta celiulioz. Pavyzdziui, iSskiriant mikromicetus i$ celiulészStamoy
koncentracija (KSV/ggminio) buvo patikima, (p < 0.05) kai iSskyrimui rdmjome mitybir
terpe su KMC. IS aStuoni skirtinguose celiuliogs atlieky perdirbimo proceso etapuose surinkt
pavyzdziy iSskyéme 412 mikromicet kamieny, kurie po identifikacijos priskirti 37a8ims ir
variatetams, bei 11 neidentifikupt(nesporuliuojatiy) formy. Mikromiceyy saraSe buvo 6
AspergillusP. Micheli ex Link genties, &enicilliumLink genties, Mortierella Coem. genties,
po 2 kiekvienos -Gliocladium Corda, TrichodermaPers.ir Mucor Fresen. gatiy mikromicet;
rasis, ir po vien ra§i IS kiekvienos —AcremoniumLink, Arthrobotrys Corda, Botryotrichum
Sacc. & MarchalCladosporiumLink, ChaetomiunKunze,EpicoccumlLink, Geomyced raaen,
Fusarium Link, Gliomastix Guég., Lecanicillium W. Gams & Zare,PaecilomycesBainier,
StachybotrysCorda, ir Sporotrichum Link genties. Nustatyti 269 mikromiagtkamienai,
gebantys pasisavinti ir vystytis kai té yra vienintelis anglies Saltinis — celiulioz
Mikromicety raSys aprasSytos seké&nje rezultaty nagrirgjimo dalyje (6.2) 3 lentéje. Penicilium
funiculosum (aktyviy kamieny procentas 27.1%)P. simplicissimum(15.7%), Stachybotrys
chartarum (7.5%) ir Aspergillus repeng4.7%) GSiy kamienai sudar pagrindin aktyviy
celiuliozés atzvilgiu kamien saras.
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6.2.11 SKYRIUS . Mikromicet; gel¥jimas vystytis tergse su vieninteliu anglies

Saltiniu celiuliozeba chitinu

6.2.1.Gelyjimas pasisavinti celiuliaz

Pirmame tyrim etape, iSskiriant iS dirvozemio mikromigekamienus, naudojant

terpes su celiulias priedais, buvo atrinkti aktyvesnimikromicet; kamienai ir istirtas y

santykinis aktyvumas KMC atzvilgiu. Santykinis akiy dirvoZzemio mikromicat kamien

aktyvumas charakterizuojamas skaidrios zonos, atailos apie KMC terpje augagio

mikromiceto kolonig ir kolonijos diametro santykiu (Bradner ir kt.,99), aprasytas 5 lentg.

5 lentek. IS dirvozemio iSskitt mikromicet; kamieny santykinis celiuliazinis aktyvumas téjp
su KMC priedu (kvwc = skaidrios zonos plotis/kolonijos diametras).

Mikromicetas Kamienas {mc
Absidia corymbiferdCohn) Sacc. & Troter (Mycocladus
corymbifera(Cohn) J.H. Mirza) DPK-65 0.56 £0.02
DPK-37 0.79 £ 0.05
DPK-10 0.27 £ 0.03
Arthinium phaeospermu@orda) M.B. Ellis DPK-30 0.91+0.11
DPK-32 1.88+£0.21
Aspergillus fumigatugresen. DPK-cl-6 1.63 £0.07
DPK-cl-7 1.36 £ 0.16
DPK-cl-8 1.07+0.14
A. nigervar. Niger Tiegh. DPK-cl-9 1.49 £0.08
DPK-cl-12 2.58+0.13
DPK-cl-13 1.22 +0.23
DPK-cl-14 1.04 +0.19
A. terreusThom DPK-cl-07 1.37+£0.17
DPK-cl-08 2,11+£0.20
Chaetomium globosuiunze DPK-cl-02 0.87 £0.06
DPK-cl-01 0.73+0.04
Cladosporium herbarur{Pers.) Link DPK-60 1.37+£0.11
Clonostachys rosefarosea(Link) Schroers, Samuels, Seifert & W.
Gams DPK-cl-4 1.03 £ 0.05
DPK-cl-5 1.52+0.13
DPK-cl-2 1.01 £0.03
DPK-cl-1 1.24+0.14
Clonostachys rosef catenulata(J.C. Gilman & E.V. Abbott)
Schroers DPK-cl-3 1.34 +0.13
Epicoccum nigruntink (= E. purpurescenkhrenb.) DPK-cl-16 1.56+0.24
DPK-cl-17 1.04 +0.18
Fusarium oxysporurchltdt. DPK-cl-18 0.93+0.03
DPK-cl-19 1.76x 0. 07
DPK-21 1.21+0.20
F. solani(Mart.) Sacc. (Nectria haematococcBerk. & Broome) DPK-09 1.43+£0.17
DPK-103 0.95 +0.05
Geomyces pannorufhink) Singler & J.W. Carmich. (= DPK-87 0.68 £0.02
Chrysosporium pannoruifiink) S. Hughes)
Geotrichum candidurhink DPK-cl-22 1.30 + 0.03
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Gibberella avenaceR. J. Cook (= Fusarium avenaceum (Fr.) Sacg.DPK-37 1.10+£0.11
Gliocladium virens).H. Mill, Giddens & A.A. Foster (Frichoderma | DPK-cl-26 1.41+0.07
virens(J.H. Mill., Giddens & A.A. Foster) Arx) DPK-cl-27 1.20+£0.13
Gliomastix murorunvar.murorum(Corda) S. Hughes) (=
Acremonium murorur(Corda) W. Gams) DPK-cl-41 1.66 £0.24
Lecaniocillium lecani(Zimm.) Zare & W. Gamg= V. lecanii DPK-cl-43 1.82£0.06
(Zimm.) Viégas) DPK-cl-44 1.97+0.13
Mucor mucedd-resen.
Mucor racemosugresen. DPK-25 0.66 + 0.03
Myrothcium verrucarigAlb. & Schwen.) Ditmar DPK-m-11 0.46 £0.04
DPK-m-62 0.71+0.11
DPK-cl-36 1.24 +0.04
M. roridumTode DPK-cl-38 1.43+0.13
DPK-cl-39 1.30+£0.20
Nectria inventaPethybr. DPK-042 1.01 £0.09
Nectriaradicicola Gerlach & L. Nilson DPK-053 0.91+0.11
Paecilomyces lilacinuéThom) Samson DPK-021 1.12 £0.08
DPK-014 1.27 £0.22
Penicillium funiculosunThom DPK-cl-62 1.36 £0.17
DPK-cl-29 1.57+£0.15
DPK-321 1.48+0.11
P. verruculosuniPeyronel DPK-256 1.37+£0.18
DPK-cl-66 1.85+£0.16
P. decumbenshom DPK-cl-64 1.50 £ 0.20
P. simplicissimunfOudem.) Thom DPK-cl-63 1.37£0.03
DPKcl-60 1.20 £ 0.06
Rhizomucor mieh&Cooney & R. Emers.) Schipper DPK-cl-61 1.10+£0.14
Trichosporon sporotrichioidefOorschot) Oorschot & de Hoog (= | DPK-cl-59 1.06 £0.20
Trichosporiella sporotrichioide&amyschko) DPK-m-99 0.41 £0.03
Trichocladium asperurhlarz DPK-cl-53 1.37+£0.11
DPK-cl-50 1.42 +0.02
Trichoderma aureovirid®ifai DPK-b-03 1.68+0.08
DPK-b-04 1.50 £ 0.04
T. hamatunm(Bonord.) Bainier DPK-b-6 0.99+0.11
DPK-b-21 1.00+£0.04
T. harzianunRifai DPK-b-19 1.21+0.21
DPK-b-01 0.80 +£0.01
DPK-b-32 0.96 +0.03
T. longibrachiatunRifai DPK-b-8 1.14+0.02
DPK-b-10 0.78 £ 0.05
T. viride Pers. DPK-b-7 0.83+0.11
DPK-b-9 1.20+ 0.06
DPK-b-31 1.32£0.12
DPK-b-30 0.89 +0.02
Syncephalastrum racemos@ohn ex J. Gechrot DPK-m-14 0.56 £0.06
Ulocladium chartarun{Preuss) E.S. Simmons DPK-111 1.11+£0.10
Verticillium albo-atrumReinke & Bertholdi DKP-v-30 1.30 £ 0.04
V. chlamydosporumar. catenulatumKamyschko ex Onions & G.L.
Barron) W. Gams DPK-v-24 0.87 £ 0.03

RiSiy skatiumi, kuriu kamienai rasti kaip aktys celiulio2s destruktoriai,
dominuojaTrichodermair Penicillium gentis. Pirmoji gentis yra jau gerai ir tradiciskanoma
kaip celiulioz transformuojatiy mikromicet; gentis, antroji labiausiai dirvoZzemiuose iSplitusi
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grybuy gentis, todl neatsitiktinai ir nfisy tyrimuose iSryS&a ju dominavimas Sio tyrimo
salygomis nagrigjant celiuliozs utilizavima. Nors tygme tik du dirvozemius, taau aktyviy
celiuliaziniy mikromicet; iSskyéme vis rinkinj, kuriame yra gerai Zinomir jau tiriamy deél
celiuliaziy sintezs raSiy, tokiy kaip Aspergillus niger Fusarium Myrotheciumir Trichoderma
gertiy raSiy grybai.

Tarp iSskirt aktyviy mikromicet; masy tyrimo rezultat pagrindu atsirandAbsidia,
Cunninghamellair Rhizomucorgertiy kamienai. Sios gentys kaip ir daugeiygomycetes
klastss gryln gertiy priskiriamos nepasizyméiy celiuliaziniu aktyvumu grytp saraSui.
Remiantis literatroje randama informacija iS 7ygomycetesiSiy tik Mucor genties atstovai
minimi kaip potencials celiuliazyy producentai, o kiti aprasomi kaip gé@rairiy tirpiuy organing
junginiy utilizatoriai (Lynd ir kt., 2002). Té@au Sie mikromicetai tiriami mazai irétgreito ju
kolonijy susidarymo yra pakankamai nelengvai testuojardgl tgauta tyriny informacija lieka
diskusijos ribose. Atlikus detalesnius tyrimussmtyrimo metu nustatyt aktyviy mikromicety
kamienp sarasuose (2—-4 lentdd) atsiranda iZygomyceteklas:s atstovai, tokie kaig\bsidia
corymbiferair Mucor racemosusr Cunninghemella echinulatéThaxt.) Thaxt. ex Blakeslee
kamienai taip pat rasti kaip aktys, ta&fiau aktyvumas uzfiksuotas tik nedaugeliii echinulata
raSies kamien ir mikromicetasj aktyviu mikromicet; sara§ neitrauktas Acremoniumnstrictum
W. Gams,Lecanicillium lecanii(Zimm.) Zare & W. Gams (*/erticillium lecanii (Zimm.)
Viégas)) ir kai kurieAspergillusir Penicillium gertiy kamienai taip pat neaprasSoniil ¢nazo
aktyvumo procento bendram&Sres iskirty kamien; skatiuje.

IS antropogenini Sio tyrimo metu tinf substrai iSskirti aktyvesni mikromicet
kamienai ir y santykinio celiuliazinio aktyvumo tyrimo rezultatgprasyti 6 lentéje.

ISanalizavus mikromicetkamienus, iSskirtus antrinio celiuliez atlieky perdirbimo
proceso substratrastos mikromicetrasys yra priskirtos dirvoZzemio mikromicetams (6 &t
ir daugumau pasizymi artimu celiuliaziniu aktyvumu kaip ir nmdmicetai, kuriuos iSskyme is
dirvozemio (5 lentel).

6 lentek. Celiuliaziniai mikromicai kamienai atrinkti tiriant celiulios atlieky antrinio
perdirbimo substratus (procentiaucttis) ir ju celiuliazinis aktyvumasgvertintas pagal santykin
aktyvumy (Ikmc, pagal Bradner ir kt., 1999).

Mikromicety rasys J dalis (%) | Testuoty KMC (Tkmc)

iSskirty terpje kamiemny

celiuliaziniy skakius

kamieny

skatiuje
Acremonium stricturitV. Gams 0.8 6 1,32 +0.08
Arthrobotrys oligospordresen. 0.2 2 0,42 £ 0,03
Aspergillus fumigatugresen 0.6 4 0.73+0,04
Aspergillus nigewar.niger Tiegh. 2.1 8 2.21 +0,97
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Aspergillus repengCorda) Sacc. 4.7 9 1,54 + 0,54
Botyrotrichum piluliferunSacc. & Marchal 0.9 2 0,97 £0,11
Cladosporium cladosporioiddgresen.) G.A. 15 5 0,97 + 0,07
de Vries

Chaetomium globosuiunze 0.5 2 0.88 £ 0.04
Geomyces pannorufhink) Singler & J.W. 1.3 6 1.29+0.31
Carmich. (=Chrysosporium pannoruifiink)

S. Hughes)

Epicoccum nigruniink (= E. purpurescens 0.2 3 0.89 £ 0.45
Ehrenb.)

Fusarium oxysporurschltdt. 2.1 2 1.31 +£0.27
Geotrichum candidurhink 0.5 1 0.83+0.14
Gliocladium roseunBainier (=Clonostachys 1.4 3 1.37 £0.25
roseaf. rosea(Link) Schroers, Samuels,

Seifert & W. Gams

Gliomastix murorunvar. murorum(Corda) S. 3.6 8 2.07 £0.85
Hughes) (sAcremonium murorurnCorda) W.

Gams)

Lecanicillium lecanii(Zimm.) Zare & W. 0.7 4 0.66 £ 0.03
Gams(= V. lecanii(Zimm.) Viégas)

Mucor racemosugresen. 0.1 1 0.28 £ 0.02
Myrothecium verrucarigAlb. & Schwen.) 1.1 2 1.04 £0.26
Ditmar

Paecilomyces lilacinugThom) Samson 1.9 3 1.62 £0.75
Penicillium brevicompacturDierckx 16.2 11 1.31+£0.14
Penicillium fellutanumBiourge 3.5 4 0.54 £ 0.22
Penicillium funiculosunThom 21.1 12 1.87 £0.13
Penicillium purpurogenunstoll 5.9 5 1.45+0.21
Penicillium simplicissimunfOudem.) Thom 15.7 13 1.11 £0.04
Trichoderma harzianurRifai 4.3 7 1.00+0.12
Trichoderma longibrachiaturRifai 1.6 4 0.98 + 0.04
Stachybotrys chartarurfEhrenb.) S. Hughes 7.5 6 1.85 +0.23

Tatiau reikia pastelti, kad dalis mikromicet raSiy antropogeniSkuose substratuose
buvo dominuojantys, o dirvozemyje, nepaisanpyiskirtinumo dirvozemio mikroorganizmams,
nebuvo rastos Sio tyrimo metu. Tokiems prikkausrthrobotrys oligosporum Epicoccum
nigrum, Penicillium fellutanumir Stachybotrys chartarumLabai gausu ir gausiau nei
dirvozemyje rastaAspergillus niger Chaetomiumspp., Glimastix murorumvar. muromumir
Penicillium funiculosunmkamien, kuriy santykinis celiuliazinis aktyvumas buvo didesn& n
daugumos tikt kamien;.

Tolesniam tyrimui atrinkome mikromiagtkamienus iS abigj — dirvoZzemio ir
antropogeninj substrai tyrimo etam ir atlikome detalesnius tyrimus, lygindanai $antykinius
celiuliazinius aktyvumus, augindami dviejose shkigthse tergise — mineralinj drusk; terpje su
vieninteliu anglies Saltiniu fosforo agStimi  brinkinta celiulioze (FRBC) arba

karboksimetilceliulioze (KMC).
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7 lentek. Kai kuriy mikromicety; raSiy, kuriy kamienai atrinkti kaip potenci@g celiuliazi

producentai,

santykinio aktyvumo fosforoagstimi

brinkintos celiuliozs (FRBC) ir

karboksimetilceliuliozs (KMC) atzvilgiu vidurkis tergse su §j polisacharid priedais.

Mikromicety rasys Tirty Santykinio aktyvumo
kamieny indeksai
skakius leRBC lkme
Absidia corymbifera(Cohn) Sacc. & Troter (¥ 6 0.56 +0.21 0.87 £ 0.08
Mycocladus corymbifer@Cohn) J. Mirza)
Arthrinium phaeospermuiiCorda) M. B. Ellis 8 0.62 +0.19 0.91 + 0.10
Aspergillus nigewar.niger Tiegh. 6 1.56 £ 0.24 2.08 + 0.39
Aspergillus terreughom 3 0.92+0.07 |1.62+0.04
Alternaria alternata(Fr.) Keissl. 4 0.37 £0.03 0.43+0.04
Cladosporium cladosporioide§Fresen.) G.A. de 13 1.11+£0.11 1.39 £ 0.08
Vries
Chaetomium globosuiunze 2 0.49 £0.04 0.67 +0.03
Clonostachys roseaf. rosea (Link) Schroers 9 1.40£0.13 1.81+0.24
Samuels, Seifert & W. Gams
Clonostachys roseé catenulata(J.C. Gilman & 3 0.97+0.03 |1.25+0.13
E.V. Abbott) Schroers
Chrysosporium pannoruifiink) S. Hughes 8 1.00 £ 0.02 1.03 +0.03
Fusarium oxysporurchltdt. 5 1.58 £ 0.10 1.16 £ 0.08
Fusarium solan{Mart.) Sacc. (Nectria 4 1.23 £0.09 1.48 +0.12
haematococc®8erk & Broome)
Humicola grisealraaen 2 1.07 £0.02 1.02 £0. 05
Gliomastix murorumvar. murorum (Corda) S 3 1.46 £0.21 1.89+0.31
Hughes
Myrothecium verrucarigAlb. & Schwen.) Ditmar 6 1.02 + 0.07 1.73+0.04
Mucor racemosugresen. 5 0.73+0.04 0.98 + 0.02
Nectria inventaPethybr. 11 0.82+0.04 | 1.00 £0.03
Paecilomyces lilacinuéThom) Samson 15 0.67 +£0.21]| 1.33+0.25
Penicillium janthinellunBiourge 18 1.22£0.11 1.88 £0.12
Penicillium glabrum(Wehmer) Westling 6 1.02 £ 0.08 1.52 +0.03
Penicillium funiculosunThom 12 0.98+0.03 | 1.63+0.04
Trichocladium asperurhlarz 6 1.53+0,28 2.24 +0.25
Trichoderma longibrachiaturRifai 3 0.95+0.31 0.96 £0.24
Trichoderma viridePers. 7 0.82+0.14 0.89 + 0.09
Trichoderma virengJ.H. Mill., Giddens & A.A. 4 0.78 £ 0.06 0.99+0.13
Foster) Arx (= Gliocladium virens J.H. Mill.,
Giddens & A.A. Foster)

Kaip ir pirminio atrinkimo bendro pa&bo terpése, vertinant pagal tetp iSskaidgjimo

intensyvum, taip ir tiriant potenciali celiuliazinip mikromicet; kamieny grynas kuliras

skirtingos celiuliozs tergse, aktyvumo skirtumai priklauso ir nuasSres savyhi, ir nuo

kamieno savitump Norédami palyginti skirtingas mikromicet riSis pagal y celiuliazinio

aktyvumo lyg, remémés vidutiremis santykinio aktyvumo venis (7 lented).

Dvylikos mikromicet, raSiy kamienp santykinio celiuliacinio aktyvumo vidurkis

buvo > 1, o kit raSiy mikromicet; vidutinis santykinis aktyvumas buvo 1. DaugumosisSiy
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mikromicet; santykinis aktyvumas KMC atzvilgiu buvo didesna RRBC atzvilgiu. Patikimai
(P < 0.05) didesrs santykinio celiuliazinio aktyvumo veés nustatytosAspergillus niger
Cladosporium cladosporioide€lonostachys rosefaroseg Gliomastix murorunvar. murorum
Penicillium janthinellum Penicillium funiculosumFusariumir Trichodermaspp. mikromicet
kamienams. Si raSiy mikromicetai yra zinomi celiuliagi producentai iry tyrimo rezultatai
aprasomi literatroje (Enari, 1983; Klyosov, 1990; Lyndt ir kt., 2000 Nevienodas santykinio
aktyvumo intervalas kiekvienosidies ribose, taau didziausi skirtumai uzfiksuoti analizuojant
Absidig Arthrinium ir Trichodermagertiy kamienus. Si gertiy mikromicetai auga labai
greitai, o j1 biomasgs tankis priklauso nuo mitybés tergs sudties ir joje esafio anglies
Saltinio. ¢l greitai besivystatios kolonijos parameir ir celiuliazs jsisavinimo greiio
neatitikimo sudtinga nustatyti $i gertiu mikromicet; santykin celiuliazin aktyvumy Sio

metodo glygomis.

6.2.2.Gelyjimas pasisavinti chitig

IStyéme gebadiy utilizuoti chiting, kai tergje buvo vienintelis anglies Saltinis
koloidinis chitinas, dirvozemio mikromiagtkamien; proceni bendroje iSskirt iS dirvoZzemio
mikromicety koncentracijoje. Atlikus preliminarius atrankosityus pagal sunaudojanterpes
koloidinj chiting ir terpes iSskaidéjima, gakjome atrinkti aktyvesnius chitino atzvilgiu kamienu
ir po ju identifikavimo, priskirti juos vienai ar kitaiugiai. Kadangi chitinaziniu aktyvumu
pasizymirgiy mikromicet; tyrimui buvo skiriama maziauéthesio, aprasome tik preliminarius
rezultatus tyrimo, reikalingo tik aktywikamien; atrinkimui. Chitinazini kamien; skatius buvo
gerokai mazesnis nei celiuliaziniu aktyvumu pasiiyiny mikromicety kamien; skatius
tiramy dirvozemip éminiuose. Organimis medziagomis skurdziame dirvozemyje chitin
utilizuojantiy mikromicet; kamien; buvo maziau nei humusingame dirvozemyje (17 payv.,

Pirmajame chitia utilizuojantys kamienai tesudar2.7% bendrame iSskirt
mikromicety kamieny skatiuje, antramey buvo daugiau — 8.4%. Sk&gi ir mikromicet, rasiné
jvairowe bei joje rasi chiting utilizuojartiy mikromicety raSiy skatius (17 pav., B).
Organiremis medziagomis skurdZziame dirvoZzemyje tarp 18 Sjwa mikromicet; raSiuy
chitinaziniu aktyvumu pasizyéo 6 mhsSiy kamienai, tuo tarpu tarp 32 mikromigetaSiuy
aprasyt humusingame dirvozemtyje 1iiSiy kamieny jvertinti kaip chitinaziniai. Chitinaziniu
aktyvumu pasizy@gjo daugumaTrichoderma genties kamieqn beveik visi Paecilimycesir

Arthrobotrys geriy kamienai, o aktyviausi buMdetarhiziumir Beuaveriagertiu mikromicetai.
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17 pav. Gebagliy vystytis ir utilizuoti chitip mikromicet; kamien; procentas A) bendroje
iSskirty mikromicet; koncentracijoje ir bendro iSskirtriSiy skatiaus ir chitiry utilizuojartiy
mikromicety raSiy skatiaus palyginimas B). Nr. 1 — smnilingas, Nr. 2 — humusingas
dirvozemiai; BRS — bendradsidiy skatius, CHRS — chitinaziniu aktyvwm pasizymirtiy
mikromicet ruSiy skatius.

6.3.1ll SKYRIUS. Celiuliozs ir chitino hidrolizs fermentai

6.3.1.Cdliuliozes hidrolizé — Endogliukanazinis (karboksimetil celiuliazinis -MCazinis)
filtrinio popieriaus celiuliazinis (FPC) aktyvumai

Dvylika atrinki aktyviy mikromicet; kamieny buvo istirti auginant juos skystoje
Capeko drusk terpsje su 4 g/l susmulkinto filtrinio popieriaus arbagd KMC. Po 14 par
kultivavimo, tyfeme auginimo terge iSskirtos celiuliags aktyvum. Matavome
endogliukanazin aktyvuny (KMCazin) reakcijos miSinyje naudodami tigpiceliulioze — 2%
KMC (Ghose, 1987) ir filtrinio popieriaus celiuliaz aktyvuma, reakcijos misinyje naudodami
filtrini popiery (0.5 mg FP juoste). Filtrinio popieriaus celiuliazinis aktyvumas yieeliy
ferment; — endogliukanas, celobiohidrolags ir B-gliukozidazs veikimo visuma sinergistinis
veikimas (Wu ir kt., 2005). Celiuliaziniferment; aktyvumy nustatme pagal reakcijos metu
susidariusios gliukas koncentracyj, kuria matavome DNStgsSties reagento metodu. Gaut
celiuliaziy tyrimo rezultatai charakterizuojantys tirtus mikncet; kamienus pateikti 18
paveiksle. Vig tirtu mikromicety kamiem (iSskyrus Stachybotrys chartarunDPK-cl-111
kamiers) bendras celiuliazinis aktyvumas (FPCazinis akiyss) buvo maZesnis nei
endogliukanazinis aktyvumas. Bendro celiuliaziniktygumo iStyrimas yra sunkesnis, nes
netirpi celiulioz (masu atveju filtrinis popierius) yra sunkiau hidrolizama nei tirpi celiulioz
— KMC. DidzZiausias $i dvieju celiuliazip skirtumas nustatytas mikromiget Stachybotrys
chartarumDPK-cl-100,Penicillium funiculosunDPK-cl-19 ir Gliocladium roseunbDPK-cl-102
kamienams. Matomai, kaip ir daugelioichodermagenties kamianatveju (kaip apraso Gruno
ir kt., 2004) Si gryby celiuliaziy sistema neturi celobiéz, skaldatios disacharidus. Celobiéz

neskaldomi disacharidai slopina celiukéiszhidrolizzs proces. Mikromiceto Aspergillus niger
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DPK-cl-12 KMCazs aktyvumas buvo didZiausias (P < 0.01) lyginankisw dvylikos iStirty
mikromicet; kamien; endogliukanaszs aktyvumu.

KMC

] ) _ . B KMCazeé
Trichoderma virens (= G. wrens;PC m EPCazé

KMC
Trichoderma longibrachiatum

FPC

_ . KMC
Trichocladium asperum

FPC

KMC -
Myrothecium verrucaria
FPC

. . KMC
Gliomastix murorum var. murorum

FPC

] ) KMC
Fusarium solani

FPC

KMC
Clonostachys rosea f. rosea

FPC

_ _ KMC
Aspergillus niger

FPC

0 0,5 1 15 2 2,5

Cellulase activity (IU/mL/min)

18 pav. Egzohstelines endogliukanazs (karboksimetilceliuliazss — KMCaz) ir bendro
celiuliazinio aktyvumo — filtrinio popieriaus celiazés (FPCag), aktyvumas (UmL™ - min™)
po 14 pan auginimoCapeko drusk terpsje su KMC arba smulkintu filtriniu popieriumi (FRC)
Rezultatai — vidurkis dvigjbandyny ir dviejy kiekvieno bandymo matavim

PanaSus endogliukariszaktyvumas buvo mikromiaes. chartarunDPK-cl-100,P.
funiculosumDPK-cl-19, M. verucaria DPK-cl-06, G. murorum var. murorum DPK-cl-03 ir
Clonostachys rose& rosea(= G. roseum DPK-cl-102, ir svyravo nuo 1.5 iki 2.5 aktyvumo
vienety (U - ml™) (18 pav.). i mikromicet; celiuliaziniai aktyvumai $io tyrimoasygomis buvo
didesni neiTrichodermakamien; DPK-cl-36 ir PK-cl-51. Trichodermagenties grybai yra
Zinomi kaip labai aktywrs celiuliozs destruktoriai ir perteklis egzoceliuliags producentaiS.
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chartarum ir Gluiomastix murorum var. murorum kamienai buvo atrinkti ISyt aktyviy
mikromicety kamieny, kurie buvo iSskirti iS celiulios atlieky, antrinio p perdirbimo metu.
Todkl didesnis §i riSiy kamieny celiuliazinis aktyvumas galitibi aiSkinamas didesne adaptacija,
tuo labiau, kad iSskirti kamienai nebuvo laikomknoimicet; kolekcijos alygomis, o buvo istirti
tuojau pat kai tik buvo iSskirti.

Nors daugumos tit mikromicet;, kurie buvo atrinkti po pirmis atrankos ir
pradinio santykinio celiuliazinio aktyvumgertinimo, celiuliaziniai aktyvumai buvo pakankami,
kad nustatyti Sio tyrimo atygomis, ne visi gali Bti rekomenduojami kaip egzoceliuliazi
producentai. Tai tik pradiniai tyrimai, reikalaujgs detalesmi p&iy ferment; charakteristilg
nustatymo. Tarpidomesni mikromicet; kamieny, kurie numatomi tolesniam iStyrimui yra
Aspergillus niger Gliomastix murorum, Myrothecium verrucayiaPaecilomyces spp.,
Penicillium funiculosumir Stachybotrys chartarunkamienai Misy tyrimy rezultatai yra
palyginami su kig tyrimy rezultatais, ypanagrirgjant Trichodermagenties grybus (Updegraff,
2004; Kluczek-Turpeinen ir kt., 2005).

DidZiaugiaktyvumy (KMCazs aktyvumas = 2.89 +0.12 U miL: min®) Aspergillus
niger DPK-cl-12 kamienui 30°C tempetabs slygomis nustaime, kai reakcija vyko pH = 4.5
(19 pav.). Optimalus pH = 5.5 buvo nustatytas mikaetoG. murorumvar. murorumbDPK-cl-
44 endogliukanas aktyvumui, kuris sumajo 50% (nuo 2.4 iki 1.2 U/mL), kai pH sumazinus
pH iki 4.5 arba padidinus iki 7.0. Optimalés niger DPK-cl-12 ir S. chartarumDPK-cl-111

kamien; endogliukanazei pH buvo atitinkamai 4.5 ir 6.5.

3,5
34
2,5+
2
1,5 4

1

CMCase (U/mL/min)

0,5 ~

0 =

4,50 5,00 5,50 6,00 6,50 7,00 7,50 8,00
pH

19 pav. Reakcijos miSinio pHtaka mikromicety Aspergillus nigerDPK-cl-12 @), Gliomastix
murorum var. murorum (= Acremonium murorumDPK-cl-44 (A), Penicillium funiculosum
DPK-cl-19 (e) ir Stachybotrys chartaru®PK-cl-111 @) KMCazs (Endop-1,4-gliukanazs)

aktyvumui 30°C temperatos slygomis.
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Nors mikromicetoP. funiculosumDPK-cl-19 endogliukan@s aktyvumas buvo mazesnis nei
kity triju mikromicet; kamieny, jam hidinga endogliukan&s stabilumas pH 5.5-7.0 intervale.
Pakeitus reakcijos misinio pH iki 8.0, mikromigeA. niger, G. murorumvar. murorumir P.
funiculosumendogliukanags aktyvumas buvo prarastas, tuo tarpu mikromi€etchartarunsio
pH salygomis isliko 50% aktyvumo, o tai parodo, kad Siamikromicetui mdinga Sarmia
endogliukanaz Kaip matome 19 paveiksle apraSytuose rezultaijuogaomicet; Gliomastix
murorum var. murorum DPK-cl-44, Penicillium funiculosum DPK-cl-19 ir Stachybotrys
chartarumDPK-cl-111 endogliukan&s aktyvumas buvo tris kartus mazesnis uz mikroroiet
niger DPK-cl-12.fermentin aktyvuma. Modeliuodami pH (ir temperatos) slygas, galime
surasti ribas, kai tiriamas mikromiceto kamienasdpkuoja kelis kartus daugiau egmitlines
gliukanazs nei rekomenduojamomis fermentui iStigiygomis.

Reakcijos miSinio pH nevienodaiakojo ne tik skirting gertiy mikromicet;
kamien; endogliukanass aktyvum, bet pasteljome ir tos péios genties mikromicatkamieng
skirtinga reakcip. Geriausiai tolkd reakcip iliustruoja Trichoderma genties mikromicet
kamieny tyrimo rezultatai, pHitaka vertinant pagal santykinio endogliukaaszaktyvumo
mataving skirtingo pH alygomis (20 pav.).

Skirtingo pH teépe kultivuojane mikromicety koloniju susidarymas ir KMC
hidrolizés greitis priklaué nuo mikromicef raSies savyhj bei tiriamo kamieno savitumigyty
adaptuojantis substrate, iS kurio jie buvo iSskifigiame intervale pasiskirstTrichoderma
genties mikromicet kamiemp endo-1,4-beta-gliukanéz aktyvumo veds, paroda&ios Si
mikromicety gelkejima  hidrolizuoti karboksimetilceliuliog ir prisitaikyti skirtingo pH
salygomis. Tos p&os risSies skirting mikromicety kamienp KMCazinis aktyvumas skysi ir
priklaus nuo to, iS kokio substrato (kartono gamybos atigkgamybos atliek utilizacijos
tarpiniai produktai, dirvoZzemis ar augaliatliekos) jis buvo iSskirtas. Optimaliaus pH vert
Siems mikromicetams pasiskiisspana pléiame 5-7 vefiy intervale, iSskyrus vien— T.
harzianum kamiery, kurio endogliukanas aktyvumas Siame tyrime naudopH intervale
maksimalus buvo pH 8.Qlggomis.

Nezymis, ta&iau tolesniems detalesniems fermemtyrimams svariis, kiekvieno
Trichodermakamieno optimalaus pH intervalo skirtumai iSrjgksio tyrimo metu (20 pav.).
Gerai pastebimas ir endogliukagazaktyvumo lygio skirtumas lyginant &ichodermagenties
kamienus. ISy, optimaliomis glygomis geriausius aktyvumus patod. longibrachiatumbeiT.
citreoviride ir T. viride Trichodermagenties mikromicet endo-1,48-gliukanazinio aktyvumo
skirtumai bei didesnig. viride T. longibrachiatumbei T. virensraSiy mikromicet; kamiemny

aktyvumas minimas Brunner K. ir kt. (2005) darbuose
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20 pav. Trichodermagenties kamien(T. vir. —=T. viride T. lbr. —T. longibrachiatumT. ctrv. —
T. citreoviride T. hrz. —T. harzianumir T. virens (dar vadinamads. vireng santykinis
endogliukonags (KMCazs) aktyvumas (huc) skirtingo pH alygomis.

6.3.2.Chitinazinis aktyvumas

Kadangi ne vig augint; terpese su patogenigk mikromicet; lasteliy sienetmis
pavyko sukoncentruoti patikipstatistiniamjvertinimui baltymo kiek analizuojame tik ketuyi
mikromicety celiuliazinio aktyvumo tyrimo rezultatus. Trys j§ yra Trichoderma genties
kamienai T. harzianumDPK-b-11, T. longibrachiatumDPK-b-103 irT. viride DPK-b-22) ir
vienas —Metarhizium anisopliaddPK-b-57. Visi trysTrichodermagenties kamienai pagal IV
skyriuje apraSomus antagonizmo rezultatus yra g@agonistai bei potencie mikoparazitai.
M. anisopliaeyra gerai Zinoma ir ptaai tiriama vabzdzius parazituojéin mikromicet; rasis.
Trys skirtingi Trichodermakamienai, kaip ir laukme, skyegsi egzodstelines chitinazs kiekiu
(arba jos aktyvumu) tomis pamis tyrimo alygomis. Didesnis chitinazinis aktyvumas
nustatytas mikromicetam3. harzianumDPK-b-11 ir T. longibrachiatum DPK-b-103, nei
mikromicetui T. viride DPK-b-22. DidZiausiu chitinaziniu aktyvumu (2.8 baltymo) (p <
0,05) pasizymjo T. longibrachiatumDPK-b-103, ir buvo jis atitinkamai 8 ir 5 kartugddsnis
nei mikromicety T. viride DPK-b-22 ir T. harzianumDPK-b-11 celiuliaziniai aktyvumai (21
pav.). Skirtingi anglies Saltiniai auginimo té nevienodai indukavo celiuliéz sintez.
PatogeniSly mikromicet; lasteliy sieneliy preparatai buvo silpnesni  mikromicetd.
longibrachiatumchitinazinio aktyvumo induktoriai, nei koloidinghitinas.
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21 pav. Atrinkty Trichoderma genties mikromicet kamieny chitinazinis
aktyvumas (U - mg baltymo; substratas koloidinigimchs), jvertintas po 7 kultivavimo par
auginimoCapeko mineraligje tergje su skirting anglies 3altinj priedais: 5% gliukozs, 2%
koloidinio chitino, 2% vieno iS patogen(Alt. alt. — Alternaria alternata B. cin. —Botrytis
cinereg F. ox. —Fusarium oxysporumP. ult. —Pythium ultimum S. Sler. —Sclerotinia
sclerotiorun) lasteliy sieneliy preparato. Kiekvienas diagramos stulpelis — vigdurtviey
savarankisk bandyny, matuojant trimis pakartojimais + standa¢tpaklaida.

Terpése sUA. alternata F. oxysporunir B. cinerealasteliy sieneliy preparatais, Sio mikromiceto
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chitinazs skygési nuo jo chitinazinio aktyvumo tetfge su koloidiniu chitinu (3.2 U/mg
baltymo). MikromicetoT. harzianumDPK-b-11 chitinazinis aktyvumas buvo beveik visiSk
vienodas ir tergge su koloidiniu chitinu ir tergse su patogenlasteliy sieneémis (nuo 0.42 iki
0.65 U.mg baltymo). PanaSus chitinazinio aktyvugmsl nustatytas if. Viride.

Mikromiceto M. anisopliae DPK-b-57 kamieno chitinazinis aktyvumas tgepsu
koloidiniu chitinu didesnis nei geriausiu chitinaizi aktyvumu iSsiskyrusid. longibrachiatum
kamieno (2.8 U/mg baltymo) ir siekd.3 U/mg baltymo (22 pav Labai rySkis (p < 0.01)
skirtumai tarp Sio mikromiceto chitinazinio aktyvanmdukuoto koloidinio chitino ir patogen
lasteliy sienely. Matomai,Metarhiziumgenties gryb ir Trichodermagenties gryh chitinaziy
sistema yra skirtinga, ir priklauso nudetarhizium genties gryh prisitaikymo vienalaikiai

dviejy fermenty; — chitinazs ir proteazs veiklai.

Metarhizium anisopliae DPK-b-57

Chitinazinis aktyvumas (U/mg baltymo)

o . Il — =

Gliukozé Chitinas Alt. alt. B. cin. F. ox. P. ult. S.sler.

22 pav. Mikromiceto Metarhizium anisopliaeDPK-b-57 chitinazinis aktyvumas (U - mg
baltymo; substratas koloidinis chitinagyertintas po 7 kultivavimo parauginimo Capeko
mineralirgje tergje su skirting anglies Saltinj priedais: 5% gliuko&s, 2% koloidinio chitino,
2% vieno iS patogen (Alt. alt. — Alternaria alternata B. cin. —Botrytis cinerea F. ox. —
Fusarium oxysporumP. ult. —Pythium ultimum S. Sler. —Sclerotinia sclerotiorum lasteliy
sieneliy preparato. Kiekvienas diagramos stulpelis — viguidviejy savarankiSk bandyny,
matuojant trimis pakartojimais + standaétipaklaida.

Ankstesniuose skyriuose pasigime, kad gliukoz yra prastas -celiuliagi
komplekso induktorius. Pagal 21, 22 ir 23 pavei@skl parodytus tyrim rezultatus, gliukoz
indukuoja kai kuny, tyrimui parinkty mikromicet; kamieny chitino sintez. Visy keturig

mikromicety kamien; (geriau matomas 23 pav.) chitinazinis aktyvumagiramo tergje,
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kurioje anglies Saltinis buvo gliukézstatistiSkai vienodas (p > 0.05). Labai artimesrfento
aktyvumo verts tergje suP. ultimumlasteliy siene¢mis, kuriose, kaip jau buvo mita réra
chitino, o esanti celiuliaz matomai indukavo chitino sint@zNors Sis chitinazinio aktyvumo
tyrimas yra preliminarus ir didesne dalimi palygmesis, iSryS&ja kai kurip kamieny potencirs
galimykeés utilizuoti  kity mikromicet; lasteliy sienetje esatiius polisacharidus, o tai leidzia
orientuotisi ju taikomuny kovai su augal patogenais. Koloidinio chitino teije (23 pav.)
ryskiai (p < 0.01) dominuojal. longibrachiatumDPK-b-103 ir M. anisopliae DPK-b-57
kamien chitinaziniai aktyvumai. Labai gerai taip pat sgiia T. longibrachiatumDPK-b-103
kamieno chitinazinis aktyvumas ¥itriju mikromicet; kamien; aktyvumo fone (p < 0.01), o jo

paties chitinazinio aktyvumo lygis skirtingos stids tergse ketiasi nezymiai.
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23 pav. Mikromicety chitinaziniy aktyvumy, indukuoty naudojant auginimo teée skirtingus
anglies Saltinius (zr. 21 ir 22 pav.) palyginimas.

Remdamiesi rezuliadinalize galime teigti, kad patogghasteliy sienets indukuoja
Trichoderma genties gryb chitinazs sintez, bet jos aktyvumo lygis labai priklauso nuo
kamieno savyhi. Chitinaziy sintez ir juy iSskyrima i auginimo terp indukavo patogenisk
mikromicety lasteliy sieneliy priedai tergje, ir Sie rezultatai sutampa suwkinokslininky atlikty
tyrimy rezultatais. PanaSius rezultatus (geras chimazp-1,3-gliukanazs aktyvumas) gavo
Sivan ir Chet (1989) mikromicetdi. harzianum kai buvo auginamas tefjp su Rhizoctonia
solani miceliu aktyvumo auginimo te¢ge stimuliavimas. Skirting gertiuy (Aspergillus
Penicillium, Trichoderma Paecilomyces Sporotrichum Beauveriair Mucor) mikromicet;
chitinazinis aktyvumas nustatytas auginant juggéfersu 1 % kristaligs celiuliozs (Shubakov,

Kucheriavykh, 2004), o jos aktyvumas Kksit nuo 0.2 U/mg baltymo (mikromiceto

53



Sporotrichum olivaceujniki 4.0-4.2 U/mg baltymo Trichoderma lignorumir Aspergillus
niger). Trichodermagenties gryb genai perkeliami augalams ir padidinamasajsparumas
patogenams. Pavyzdziui, pélks T. harzianumir T. viride endochitinazs gemn (echd2) zymiai
padictjo bulviy ir pomidomn atsparumas patogenam$ternaria alternata A. solanj Botrytis
cinerea ir Rhizoctonia solaniSteyaert ir kt.,, 2003). Chitinazir -1,3-gliukanaz gausiaii
auginimo terp skyre Trichoderma kamienai, kai tergde buvo Botrytis cinerea Fusarium
culmorumir F. oxysporumlasteliy sieneliy biopolimerai (Witkowska, 2002). Aktyviausias buvo
T. harzianumkamienas, kuris daugiausi&l,3-gliukanagzs produkavo temge suF. oxysporum

lasteliy biopolimeru.

6.4.1V SKYRIUS . MiSriy ir pavieniy kultiry celiuliozs hidrolizs palyginimas

Natiraliomis glygomis mikromicetai vystosi bendrijose, kurioseirtshgy raSiu
mikroorganizny populiaciy gausa, santykis ir aktyvumas yra valdomas sulestthemirs
suctties, jo tirpumo ir pagrindimi fiziniy veiksny — temperatros ir pH. leSkant aktyui
celiuliazs producent daug @mesio skiriama ir fermentinisisteny reakcijai besik&ianciomis
pH salygomis. Stebti natiraliomis nuolat besikéian¢iomis silygomis populiacijos struktos
formavimasi ar jos stabilump yra sunku. Modeliemis slygomis gauti tyrimo rezultatai pilnai
neatspindi galimos nataliomis slygomis situacijos, tau juos analizuojant galima
prognozuoti kaitos interval jvertinti santykir skirtingy mikroorganizna vystymaosi tiriamomis
salygomis priklausomyt. Patys mikromicetai vystydamiesi geba valdyti jusgpagdios
mikroaplinkos pH, arba konkuruodami slopinakg&alia besivystapbrganizm.

Sio tyrimo tikslas buvo palyginti skirting pagal celiuliozs hidrolizs aktyvum
atrinkty kamieny tarpusavio sveika modeliremis silygomis, jvertinant j; vystymasi ir endo-1,4-
B-gliukanazs aktyvum, pavieniy ir miSriy populiacip kultarose.

Mikromicetus kultivavome sintetinio Malt ekstraktdlEA, SIGMA) terp:je gliukoz
pakeisdami 0,4% karboksimetilceliulies priedu. Auginome gryn kiekvieno mikromiceto
kultdra ir jo miSin; su aktyvaugdrichoderma viridg(aktyvus bioagentas) kamienu KA-N2. Visas
kultiras analizavome po 14 kultivavimo paKarboksimetilceliuliaz (endo-1,48-gliukanaz)
Sio tyrimo metuvertinta pagal 100 pl kultivavimo tep utilizuotos KMC kiek ir perskagiuota
1 sukauptos kultivavimo metu bionéasmiligramui.

Pasteiti nezymis 14 pai kultivavimo tergs pH skirtumai skirting mikromicety
kultdry ir ju miSiniy variantuose, priklausomai nuo anglies Saltinioybiitéje tergje (24 pav.).
Didziausi nustatyti Aspergillus niger kultivavimo tergs pH pasikeitimai, kai gliukaz
paketiama karboksimetilceliulioze (KMC), pH = 6.25 téjp su gliukoze paigseja iki 2,54

terpsje su KMC. Sis mikromicetas yra organjniig&iy producentas, kurios kéa terges
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ragStingumy. KMC indukavo pH #igSgjima ir kituose niisy bandymuose, tiriant celiuliég
hidroliz¢ dalyvaujantA. niger. Kultivuojant miSinyje suT. viride terpss pH ketiasi nezymiai
(nuo 7.09 iki 6.21). Nezymiai (nuo 6.33 iki 5.63ygos kultiros atveju, ir nuo 6.71 iki 5.02
misrios suT. viride atveju) magja mikromicetoFusarium oxysporumauginimo terps bei (nuo
4.86 iki 4,3 ir nuo 6.85 iki 6.54 atitinkamai grysar misrios kuliiros atveju) mikromiceto
Metarhizium anisopliagerpss pH (24 pav.)Botrytis cinereakultiroje, prieSingai neA. niger
atveju, utilizuojant KMC tergs pH padidja nuo 5.05 iki 6.4, kultivuojant jgryma, o misrioje
kultaroje suT. viride didéja nezymiai nuo 7.05 iki 7.89Trichoderma viride auginama skirtingo

anglies Saltinio terse iSlaiko panagterpes pH, 7.03 ir 7.58 atitinkamai tefje su gliukoze

pH
o [l N w » ol (o] ~ [ee] o

Alt
Alt+Tr

Asp
Asp+Tr
Met
Met+Tr
Bot
Bot+Tr
Phm
Phm+Tr
Fuz
Fuz+Tr
Tr

24 pav. Mitybinés tergs pH po 14 par mikromicet; kultivavimo sintetigs alaus misos teée
Santrumpos:Alt — Alternaria alternatg Alt+Tr — Alternaria alternate+ T. viride, Asp —
Aspergillus nigerAsp+Tr — A. niger+ T. viride, Met -Metarhizium anisopliagMet+Tr — M.
anisopliae+ T. viride, Bot — Botrytis cinereg Bot+Tr — B. cinerea+ T. viride Phm — Phoma
sp.,Phm+Tr —Phomasp. +T. viride Fuz —Fuzarium solaniFuz+Tr —F. solani+ T. virideir
Tr —Trichoderma viride

ir terpgje su KMC (24 pav., oranzinis stulpelis). Pastab akivaizdus biomas kaupimo
skirtumas grynose ir misriose mikromigekultarose. Trichoderma viride antagonistinio
kamieno aktyvumas svarbus ir substrato hidésliprocesui, ir bioma&s sukaupimui. Nors
parinkti Siam tyrimui mikromicet kamienai visi hidrolizuoja KMC, téau T. viride aktyvumas
buvo didesnis. Reikalingi iSsamesni tyrimai, kadstatyti, kurieT. viride metabolitai buvo
esminiai antagonizmo procesui bei celiulipaktyvumui hidrolizuojant tirpi celiuliozge — KMC.
Jau Sio tyrimo rezultatanaliz paro@, kad mikromicai saveikaitakoja ir augim ir endo-1,48-
gliukanazs (EG) aktyvum. Svarbus ir anglies Saltinis. NeuZfiksuota EG eshtAlternaria
alternatakultivavimo ME tergje su gliukoze. Kai auginami abu mikromicetaA-Alternatair

T. viride terpije su gliukoze nukefia ir T. viride EG aktyvumas, kuris nuo 116.56 pg/mg
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biomags grynos kuliros variante sumaja dvigubai, iki 51.9 pg/mg. Abu Sie mikromicetai
aktyvesni KMC atzvilgiu, aki auginami ME su KMC. ktomicetoA. alternataEG aktyvumas
po 14 pan kultivavimo tergje su KMC buvo 27.42 pug/mg, mikromicela viride — 367.82
png/mg biomass. MisriosA. alternatair T. viride kultaros aktyvumas iSlieka pakankamai geras
(198.75 pg/mg biomas), matomaiT. viride saskaita, tdiau mazesnis nei grynog. viride
kultaros. Panasi situacija Metarhizium anisopliadandymo variant rezultatuose. Kultivuojant
M. anisopliaeterpje su gliukoze EG aktyvumo neuzfiksavome, o &grpsu KMC jis buvo

14.89 pg/mg biomas.
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25 pav Mitybinés tergs endo-1,4-gliukanazinis aktyvumas po 14 kultivavimo par
Rezultatai — keli kiekvienos #Sies mikromicet kamieny aktyvumo vidurkis,iSreikStas
sunaudotos karboskimetilceliuliez pg/l ml terps per val. SantrumposAlt — Alternaria
alternatg Alt+Tr — Alternaria alternate + Trichoderma viride Asp — Aspergillus niger
Asp+Tr — A. niger + T. viride, Met— Myrotheciun verrucariaMyr+Tr — M. anisopliae+ T.
viride, Bot — Botrytis cinereg Bot+Tr — B. cinerea+ T. viride Phm — Phomasp.,Phm+Tr —
Phomasp.+T. viride Fuz —Fuzarium solaniFuz+Tr —F. solani+ T. virideir Tr —T. viride,

MiSrioje mikromicet; M. anisopliaeir T. viride kultaroje tarpusavio santykis islieka,
bet lyginant su kit mikromicet; ir T. viride tarpusavio vystyasi, galima pastedti, kad Sie du
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mikromicetai nelabai konkuruoja arba palaiko vierdw aktyvumy KMC atzvilgiu, nes
miSinyje EG aktyvumas gerokai didesnis nei miSisgiosu A. alternata arba A. niger
Aspergilluis nigerlaikomas geru celiuliagi producentu, t8au Sio bandymo eigoje Sios jo
savyles nepasitvirtino, o santykyje du viride iSrySkejo kai kurie tergs pH kitimoijtakos irT.
viride EG aktyvumui.

Mikromiceto A. niger grynos kuliiros EG aktyvumas abiejose kultivavimo tesp
buvo panasSus (100.14 ir 98.87 pg/mg bioksaatitinkamai tergge su gliukoze ir terge su
KMC) — ré vienas substratas neindukavo didesnio EG aktyvivigrioje kultiiroje SuA. niger
mikromiceto T. viride EG aktyvumas kelis kartus maZzesnis nei grynojdikaje. Matomai,
gerokai sumages kultivavimo terps pH (iki 4.6, 25 pav.) tegpe suA. niger, turgjo jtakos ir
mikromiceto vystymuisi bei jo EG aktyvumui.

Mikromiceto T. viride miSiniy suBotrytis cinereair Phomasp. EG aktyvumai labai
pana§s, o Sii mikromicet; grym kultairy EG aktyvumus KMC indukuoja iki 224.73 ir 102.4
pHg/mg biomaés atitinkamaB. cinereair Phomasp. Stipriausia antagonistiniSraiSka pasteiva
santykyje tarpT. viride ir Fusarium oxysporumLabai padidja Fusarium oxysporunteG
aktyvumas kultivuojant tegpe su KMC, t&iau misSrioje Si dviejy mikromicet; kultaroje,
sumazjus abiej augimui, maZa ir ju EG suminis aktyvumas, kuris uZfiksuotas kaip

maziausias vismisiniy kultaroms.

6.5.V SKYRIUS. Mikromicel; tarpusavio gveika tergse su celiulioze arba chitinu
procese in vitro

Chemires priemogs, naudojamos kovai su mikroorganizisukeltomis augaliimis
ligomis gali sumazintiy kieki, tatiau toks metodas turi ir neigiafrpasekmi. Ju naudojimas
kenkia Zmogui, aplinkai, be to ilgainiui augabatogenai tampa atspar chemini medzZiag
poveikiui. Nepalanku ir tai, kad chemis kovos priemogs slopina ne tik patogen bet ir
saprofitiny gryby, tame tarpe mikoris, vystymsi, taip pakenkdami mikroorganiznir augalo
simbiozs procesams. leSkoma naujekologiSkai maziau kenksmingkovos su augal
patogenais iidy. Vienas iS y — biokontrok. Biologinei kontrolei naudojami bioagentai —
mikroorganizmai, kuriems talingas stiprus antagonizmas patageatzvilgiu. Galimi keli
antagonizmo #dai, kurie veikia pavieniai arba vienu metu. Bioa@gs-antagonistas slopina
patogeno vystyasi iSskirdamas antibiotikus, antagonistas stiptkawoja ¢l substrato arba
ekstrahuoja fermentus celiuliazes, chitég$-1,2 gliukanags ir proteazs. Kadangi micelini
grybu lasteliy siene¢je yra chitinas, gliukanas ir baltymai, galinty®guhidrolizuoti fermentai
yra labai svaris s£kmingam antagonizmo procesui ir yra esminiai biolég kovoje su
patogenu, suardant jasteliy sieneles (Lorito ir kt., 1994). Nustatyta, kadyakis bioagentai
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(dazniausiai naudojaniirichodermagenties grybai) augdami skystoje tggosu chitinu sintetina
kelias chitinazes: endochitinazes, egzochitinazels4i3-N-acetilgliukozaminidazes. Visos jos
svarbios dsteks sieneads chitino skaldymo procese. Kita ferme#gtsistema, kua mobilizuoja
antagonistas ardydamas patogeysteliy sieneles yr#-gliukam skaldantys fermentai. Nustatyti
du gliukano skaldymo mechanizmai: dalyvaujant endo-egzo-gliukanagms, kurios abi
atakuoja gliukaa sinergistiskai. Sio komplekso fermentai klasififarmi pagal gliukozidines
jungtis: 1,4p-gliukanazs (joms priklauso ir celiulias), 1,3--gliukanazs ir 1,68-gliukanazs.
Kadangi 1,38-gliukanas yra micelini gryby lasteliy sienets sudtiné dalis, tent egzo — 1,3-
glukanazs svarbios biokontrés procese. Drauge su chitinu ir gliukanu esantgnetie
baltymai iSrySkina proteazi svarta biokontrokje (El-Katatny, 2001; Martin, 2006; Sela-
Buurlage, 1999; Carlson, 2002).

6.5.1.Konkurencija, antagonizmas/parazitavimas (bioaggnta

Mikromicaei saveika tyréme augindami ant standzimitybiniy terpu, kuriose
vienintelis anglies Saltinis buvo vienas iS sulistraliukozé, koloidinis chitinas, chitinas,
smulkinta celiulioz, filtrinis popierius arba KMC. Auginome grynas miSrias kulfiras,
stelzdami koloniy vystymosi dinamik ir jvertindami slopinimo arba stimuliavimo efektus (26

pav.).

26 pav. Dviejy skirtingo aktyvumoTrichoderma kamien (T. longibrachiataum— A ir T.
harzianum- B) vystymosi miSrioje kuiiroje suRhizoctonia solanvaizdas po 11 parauginimo
(abiejose nuotraukose gerai matombschoderma biomags dominavimas prieS patogeno
biomasg auginimo glygomis).

Parazituojantiems grybams yraidinga vyniotis apie kito mikromiceto hifus,
iSskirianti hidrolizuojagius fermentus, tirpinaiius lasteks siene} ir sudaratius galimyle
parazito hifui prasiskverbtiSeimininko 4stek, kurios turiniu jis ¥liau maitinasi (27 pav.)

Atlikti patogeno Alternaria alternatair antagonistoTrichoderma viridesaveikos
tyrimai tergese su skirtingais anglies Saltiniais. Tgepsu lengvai pasisavinamu anglies Saltiniu
— gliukoze, graiiau augantis mikromicet®d. viride kamienas dominuoja ir uzgozm alternata

augimy. Tergje su tirpia celiulioze — KMC, abu mikromicetai auganasiu gréiu
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A B

27 pav. Trichoderma harzianunparazituojamo mikromicet&hizoctonia solanhify pazaidos
(A); T. harzianumhifai apgaubianty®R. solanihifus pradinio apaugimo metB) ir patogeno
hifo sienets destrukcijos pradzi&j.

pasisavindami anglies Saltiir nekonkuruodami @ jo. Terpje su kristaline celiulioze vyksta
stipres saveika, kuri galima paaisSkinti Zinomu geriau iSvystyfaichodermagenties gryh
celiuliaziy sistema. Stebint dvigjkultary vystymasi tergje, kurioje vienintelis anglies Saltinis
buvo chitinas, akivaizdu, kad mikromicetd. alternata tiriamas kamienas nepasizymi
chitinaziniu aktyvumu arba jis yra silpnas. TokiemsilygomisT. viride kamienas puikiai uzima
ni%a vystymuisi, dominuoja ir, pegus kelioms paroms, kitmikromicet, eliminuoja i$ kuliiry
miSinio (28 pav. priedas).

Capeko drusi terp: su gliukoze ara optimali Trichodermagenties mikromicetams
vystytis, t&iau dauguma mikromicet tarp p ir augal; patogen kamienai, §j terpe toleruoja.
Jos pagrindu galima steth bioagento, msy atveju Trichoderma viridekamieno, efektyvum
slopinant kity gryby vystymasi jo vystymuisi nepalankiomisalygomis. Mikromiceto A.
alternatakamienag apeko terpje su gliukoze buvo nezymiai aktyvesnis fieviride kamienas
(8 lentet). Nors tergje su tirpia celiulioze — KMC, abu kamienai slopwienas kito vystyngsi,
terpije su kristaline celiulioze — celiuliég miltelias, T. viride aktyvumas ir agresyvumas.
alternataatzvilgiu zenkliai padiéo.

Jeigu mikromicetoA. alternata kamienas nebuvo aktyvus mikromiceto viride
atzvilgiu, tai visai kita situacija stebima, kai3noje kul@iroje T. viride auginama drauge su
patogeniSkuB. cinereakamienu (5 pav., priedas). Ir téfe su gliukoze ir terge su tirpia
celiulioze — KMC, abu mikromicetai slopina vienagokvystymasi. Po 3 par augimo KMC
terpeje aktyvumas vienas kito atzvilgiu buvo vienodasi@kijos augim slopino 50%) (30 pav.).
Po 5 vystymosi paraktyvesnisT. viride kamienas, ir jo aktyvumas iki 7 paros nesikgitatiau
véliau T. viride vystosi labai intensyviai apaugdama ir utilizuo@af. cinerea micel
(slopinimas — 100%). Abu Sie mikromicetai yra gaeédugantys ir geba utilizuoti celiuligz
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8 lentek. Mikromicety Trichoderma virideir Alternaria alternatakamiem sagveika (augimo

slopinimas, %) skirtingos séties mitybirese tergse.

Mitybinés tergs Mikromicetai Auginimo paros

4 5 7 12
Alaus misos Trichoderma viride 0 25.0 12.2.7 12.27
terpe Alternaria alternata| 24.5 35.56 42,78 43,57
Capeko terp Trichoderma viride| 10,82 25.0 39.42 43,71
su 2% gliukozs Alternaria alternata 0 46.16 54.7 54.7
Capeko terp Trichoderma viride| 31.67 38.67 41.22 43.5%
su 4% KMC Alternaria alternata| 42.39 50.91 62.72 62.72
Capeko terpje Trichoderma viride 0 12.44 0 0
su 4% celiuliozs milteliy Alternaria alternata|] 12.48 64.35 100 100
Capeko terp Trichoderma viride 0 0 0 0
su 2% koloidinio chitino Alternaria alternata| 20.0 33.34 65.14 100

taciau, tiek remiantis literatoje apraSomais rezultatais, tiek ir rezultataejtgis nasy tyrimo

metu, yra Zinoma, kadrichodermagenties gryh celiuliazinis aktyvumas yra didesnis nei

Botrytis genties gryh. Terpsse su kristaline celiulioze ir chitinu pastebimesky abiejy

mikromicety kamiemp biomags sumagjima. Skiriasi T. viride augimas chitino tegpe su B.

cinerea(5 pav., priede) palyginus su jos augimu chitexgije misrioje kultiroje SuA. alternata

(28 pav., priede).
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30 pav. Trichoderma virideir Botrytis cinereakamien; syveika Capeko terpje gliukoz
pakeitus 4% karboksimetilceliuliég priedu.

JeiguA. alternatanebeaugo Sioje tefje ir buvo neutraliT. viride , atzvilgiu, taiB. cinerea

sugeba pasisavinti chitinr konkuruodamas slopina ir mikromicetoviride vystynasi.

Nors ir silpniau augdam@apeko terpje su gliukoze antagonistb. viride kolonijos

vystymasis nebuvo slopinamas auginant Siojecsjenmisrioje kultiroje suB. cinerea(9 lentet).

Tiriant Fusarium oxysporunir Trichoderma viridesaveika skirtingos suéties tergse visais
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atvejaisT. viride slopinaF. oxosporumaugim (6 pav., priedas). Stipriausiaveika vyksta alaus

misos terpje, atsiranda pigmentacija\eikos zonoje, parodanti ir patogenisko oxysporum

kamieno gebjima gintis ir konkuruoti @l anglies ir energijos Saltinio. Ypaaktyvus T. viride

kamienasF. oxysporumatzvilgiu buvo alaus misos teéip, ta&fiau atvirkstire reakcija vyksta

terpje su gliukozs priedu, kur mikromicetoF. oxysporumkamienas iSskiria antrinius

metabolitus (raudanpigmens), aktyvius prieS bioagestT. viride Terpije su KMC vyksta

stipriausia sveika, matoma skaidriageikos zona, charakteringa antagonizmui iSskirjaetpg

antibiotikus (6 pav. priedas).

9 lentek. Mikromicety Trichoderma virideir Botrytis cinereakamiem saveika (augimo

slopinimas, %) skirtingos séties mitybirese tergse

Mitybinés terggs Mikromicetal Auginimo paros
4 5 7 12

Alaus misos Trichoderma 0 0 0 0
terpe viride

Botrytis cinerea 86.12 96.0 96.0 96.0
Capeko terp Trichoderma 0 0 0 0
su 2% gliukozs viride

Botrytis cinerea 51.12 100 100 100
Capeko terp Trichoderma 0 0 20.0 0
su 4% KMC viride

Botrytis cinerea 0 100 75.15 100
Capeko terpje Trichoderma 12.5 6.7 20.0 20.0
su 4% celiuliozs milteliy | viride

Botrytis cinerea 94.45 44.45 75.05 75.0
Capeko terp Trichoderma 62.27 54.55 63.64 69.24
su 2% koloidinio chitino | viride

Botrytis cinerea 31.82 44.45 32.0 37.5

Tyrimy rezultatai parogl kad atrinkto aktyvaus antagonistoT- viride kamienas

paroct nevienod aktyvumy ne tik slopinant skirting gertiu mikromicetus, bet ir slopinant tos

patios genties skirting mikromicet; raSiy kamienus. Mikromicet gekgjimas vystytis ir

konkurencija dl substrato (pagrindinai anglies Saltinio) priklausuo ©Sies ir nuo #iSies

kamieno (iS kur iSskirtas) savybiPalygirg to patiesTrichoderma viridekamieno gveika su

dviejy, skirtingy Fusariumgenties #Siy (F. avenaseunir F. oxysporum kamienais (10 ir 11

lenteks), galime steddi eile panasum bei skirtumy ju reakcijojei substrato pasikeitimbei

konkurento vystyrsi gretimame plote.

Labai palankioje tirtiems mikromicetams vystytsEje — alaus misos agaré€richoderma

viride silpnesg prieS Fusarium oxysporumnei priesS F. avenaceum(silpniau stabdoF.

oxysporumvystymsi, 0 pati yra taip pat labiau jo slopinama). Skiope (be anglies Saltinio
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Capeko terpje) T. viride ir F. oxysporumneparod antagonizmo, nors vystosi abu ant 3ios
standZios tergs agaro irCapeko terps element siskaita. Atsiradus Sioje tefje gliukozei
konkurencija uzfiksuota ir yra panasi kaip ir alessos mitybigs tergs slygomis. Tokie
rezultatai parodo, kad gimikromicet; kultaros intensyviai konkuruoja étl anglies Saltinio,

stabdydami vieni kit vystymasi.

10 lentek. Mikromicety Trichoderma virideir Fusarium avenaceurkamien; saveika giveika
(augimo slopinimas, %) skirtingos siigs mitybirese tergse.

Mitybinés tergs Mikromicetai Auginimo paros
4 5 7 12
Alaus misos Trichoderma viride | 30.0 25.0 25.0 25.0
terpe Fusarium 26.67 37.17 37.17 37.1Y
avenaceum
Capeko terp Trichoderma viride | 10.0 30.0 27.28 27.28
su 2% gliukozs Fusarium 22.8 11.12 40.0 40.0
avenaceum
Capeko terp Trichoderma viride 0 0 16.67 18.46
su 4% KMC Fusarium 0 0 0 0
avenaceum
Capeko terpje Trichoderma viride 0 0 49.9 63.4
Su 4% celiuliozs Fusarium 0 0 0 0
milteliy avenaceum
Capeko terp Trichoderma viride | 26.1 | 41.82 42.73 54.54
su 2% koloidinio chitino | Fusarium 7.42 17.42 33.34 48.08
avenaceum
11 lentek. Mikromicety Trichoderma viride ir Fusarium oxysporumsaveika (augimo
slopinimas, %) skirtingos séties mitybirese tergse.
Mitybinés terggs Mikromicetai Auginimo paros
4 5 7 12
Alaus misos Trichoderma viride 0 32.26 36.93 36.93
terpe Fusarium oxysporum 10.73 10.73 10.7 10.7
Capeko terp Trichoderma viride 42.86 42.8 53.85 53.8
su 2% gliukozs Fusarium oxysporum 9.01 2.2 2.0 1.53
Capeko terp Trichoderma viride 0 0 0 8.58
su 4% KMC Fusarium oxysporum 0 0 0 0
Capeko terpje Trichoderma viride 0 14.3 16.5 38.0
su 4% celiuliozs Fusarium oxysporum 0 22.73 8.6 8.6
milteliy
Capeko terp Trichoderma viride 0 3.07 24.55 25.0
su 2% koloidinio Fusarium oxysporum 0 0 13.34 10.0
chitino

Gliukoze Capeko terpje pakeitus celiulioze arba chitingveika susilpgja arba dar

labiau iSauga (7 pav., priedas). KMC tgep aktyvesnis pried. viride buvo F. avenaceum
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kamienas, o celiulias milteliy terpje F. oxysporunmkamienas (10 ir 11 lentsd). Celiuliozs
terpise aktyvum ir konkurentiSkum prarandaT. viride kultira. Tik gliukozs priedas
celiuliozés tergse paskatina ir konkurengipz celiulioz, o tai galima bty paaiskinti tuo, kad
gliukozé tokiomis glygomis valdo ir celiuliazi kompleks. Intensyvesnis antagonizmas tarp
viride ir Fusariumgenties kamien uzfiksuotas koloidinio chitino tege. Intensyvesh saveika
pastebta Sioje terpje tarpT. virideir F. avenaceunkultiry. Dar rySkesni mikromicetsaveikos
skirtumai, priklausantys nuo anglies Saltinio mibgdpe tergje, pastebimi, kai auginami
mikromicety kamienai dirvoZzemio ekstrakto téjp su ank&au miretais priedais (7 pav.,
priedas). Dar skurdesés silygos padeda iSryskinti charakteringus kiekvienamienui bruozus,
bei jo stiprum saveikos procesuose.

Siy tyrimy rezultatai parod kad mikromicei tarpusavio sveika, j
susiderinamumasy jaktyvumas ir gefjimas konkuruoti ar netgi parazituoti labai prikéaunuo

mitybinés situacijos ir nuo pay kamiem gentires priklausomybs.
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ISVADOS
1. Nustatony dirvozemio ir celiuliogs atlieky perdirbimo pavyzdziuose mikromiget
koncentraciy dyd; itakojo iSskyrimo tergje naudojamas anglies Saltinis. Tgegosu vieninteliu
anglies Saltiniu — celiulioze, nustatyta iSskiripmikromicet; koncentracija buvo nuo 10 iki 100

karty didesr nei standartiéje tergje su gliukoze.

2. Bendra mikromicet koncentracija ir geba&ny augti tergse su vieninteliu anglies Saltiniu —
celiulioze, skirtinguose tyrimui naudotuose sulistmae (dirvoZzemis ir celiuli@s perdirbimo
substratai) Sio tyrimo atygomis pasiskirst sekawiai: didZiausia mikromicet koncentracija
buvo humusingame dirvozemyje, mazesreliuliozes substratuose ir maziausia skurdziame
dirvozemyje, td&iau celiuliazinip kamien; procentas bendroje iSskiriam mikromicety
koncentracijoje didziausias buvo celiulész substratuose, o0 maziausias humusingame

dirvoZzemyje.

3. Tiriant gebaniy utilizuoti chiting mikromicet; pasiskirstym tiriamuose substratuose,
nustatytas gerokai mazesnis chitinaziniu aktyvurasizymirtiy nei celiuliaziniy mikromicety
kamien; skatius, nepriklausomai nuo iSskyrimui naudojamo sutetrLyginant humusingir
organiremis medziagomis skugddirvozem, chiting utilizuojartiy kamieny kiekis bendroje
iISskiriamy mikromicet; koncentracijoje sudératitinkamai 8.4 % ir 2.7 %. Auginant skirtingos
suctties tergse nustatyta, kad iSskirti mikromicetai chitinaudojo ne kaip azoto, o kaip anglies

Saltin.

4. 1S dirvozemio iSskirti mikromicetai priskirti 18%amien;. Potenciais celiuliazyy producentai
rasti tarp 27 getiu kamieny. Aktyviausi celiuliozs atzvilgiu buvoTrichoderma, Clonostachys,
Aspergillus, Chaetomium, Gliocladium, MyrotheciuAgnicillium gertiu mikromicetai, kuny

kamien; didesrés dalies santykinis celiuliazinis aktyvumas buvb. >

5. Tarp 269 potenciali celiuliozes utilizatory, iSskiry iS antropogenini — celiuliozs atlieky
perdirbimo substrai aktyviausi buvoPenicilium funiculosum(aktyviu kamien procentas
27.1%),P. simplicissimun{15.7%),Stachybotrys chartarurfy.5%) irAspergillus repen&t.7%)
raSiy kamienai. Bendras iSskiriS pramoniny substrai mikromicet; kompleksas iSskiit riiSiy
suckttimi ir dominuojargiy mikromicety; charakteristika rySkiai sk§si nuo iSsking iS dirvozemio

mikromicety komplekso.
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6. Chitinaziniu aktyvumu pasizytjo daugumaTrichoderma genties kamieqy beveik visi
Paecilimycesr Arthrobotrys gertiy kamienai, aktyviausi buvdletarhiziumir Beuaveriagertiy

mikromicetai.

7. 1Styrus 12 aktyviausi atrinkiy i dirvozemio ir celiuliozs atlieky perdirbimo substratpagal
santykin aktyvuma, mikromicet; kamiem endogliukanazin(KMCliazinis) ir filtrinio popieriaus
celiuliazink (FPCliazinis) aktyvumus, nustatyti potencialiausigzohsteliniy celiuliaziy
producentai -Aspergillus nigerDPK-cl-12, Stachybotrys chartarurdPK-cl-100, Trichoderma
longibrachiatum DPK-b-103, Gliomastix murorumvar. murorum DPK-cl-03, Penicillium
funiculosumDPK-cl-19, M. verucaria DPK-cl-06, Clonostachys rose& rosea (= G. roseum
DPK-cl-102.F

8. Pagal geljima vystytis tergse su vieninteliu anglies Saltiniu — chitinu, gttimmikromicety
kamienai Sio tyrimo @ygomis buvo aktyus antagonistai tigt augalams patogenigk
mikromicety kamien; atzvilgiu. Antagonist chitinazinis aktyvumas teépe su vieninteliu
anglies Saltiniu — patogenlasteliy sieneliy preparatais, buvo artimas Sio fermento aktyvumui

terpeje su grynu chitinu.

9. Tyrimy rezultatai parogl kad atrinkti mikromicaet kamienai gali bti vertinami kaip
potenciailis bioagentai, gebantys konkuruoél dubstrato (celiulioZ ir celiuliazinis aktyvumas)
arba stabdyti patogeno vystysi iSskiriant 4steks siened ardartias chitinazes. Kiti kamienai,
detaliau iStyrus ir nustaus ferment charakteristikas, galidb rekomenduojami kaip potencial
perteklires celiuliazs producentai.

Daiva Seletyt

65



SANTRAUKA

Pagrindinis darbo tikslas buvo istirti fedliy ir antropogenini mikromicet; bendrip
suckty ir ju aktyvumy dvieju gamtiniy polisacharid — celiuliozs ir chitino atzvilgiu. I1Sty¢me ir
palyginome celiuliaziniu ir chitinaziniu aktyvumwagizymiriy mikromicet; santyk dviejuose,
skirtinguose (humusingas ir orgaémis medziagomis skurdus) dirvoZzemiuose bei atrirdkkom
mikromicety kamienus, kut fermentinius aktyvumus nustate laboratoriBmis slygomis,
auginimo terpse naudodami vieninfeblnglies Saltip polisacharidus. Didesniséihesys buvo
skiriamas celiuliozei kaip substratui ir celiulimEm mikromiced aktyvumui. Todl palyginimui
iStyreme ir antropogenini substrai — kartono gamybos iS5 popieriaus atliekskirtingy
perdirbimo etap medziag masgs bei gamybos atliekmikromicet; rinkinius bei j aktyvumo
santyk Sio substrato atzvilgiu. Vastyrima atlikome keliais etapais, atrinkdami aktyvius
mikromicety kamienus pagalyj vystymasi selektyviose tese, pagal santykinceliuliazin ir
chitinazin aktyvumy ir, atlikus detalesnstyrima, pagal kiekybines aktyvumo charakteristikas.

Nustatyta skirtinga mikromiagtgausa dviejuose dirvoZzemiuose (atitinkamai 6,4
takstartiai ir 80 ftikstartiy ksv/g sauso dirvozemio), bei i§ jSskirty mikromicet; kamiem
gekejimas utilizuoti celiulioz laboratorigmis slygomis. Procentié gebawiu augti tergje su
vieninteliu anglies Saltiniu celiulioze arba chitimikromicet; kamien; sucktis taip pat buvo
skirtinga ir priklaug nuo kiekvieno dirvoZzemio mikromiagt bendrijos strukiros ir jos
organizmy aktyvumo pavyzdz émimo metu. Celiuliaziniu aktyvumu pasizymintys
mikromicetai sudar~ 70 % ir 30 % bendro IS humusingo ir orgaimims medziagomis skurdaus
dirvoZzemio iSskini kamien; skatiaus. Mikromicety kompleksai kuriuos nustahe celiuliozs
atlieky perdirbimo substratuose skgr nuo dirvozemio mikromicetkompleks, taciau kai kuriy
raSiy kamienus aptikome ir vienuose ir kituose tirtusgbstratuose, aijaktyvumas celiuliozs
atzvilgiu buvo akivaizdus. Nepaisant paSalinio ptuntarciy mikromicety uzkrato celiuliozs
perdirbimo substratuose, téf@ su vieninteliu anglies Saltiniu — celiulioze, rgie vystsi
didesnioji dalis iSskiit iS Sy substrai kamien;, o kai kuriuose celiulics perdirbimo
substratuoseyjkoncentracija selektyviose tége buvo didesnnei standartiése, iSskyrimui i$
substraj naudojamose teépe. Nors antropogeniniuose substratuose celihidrolizuojantys
kamienai sudar didesr dali bendro iSskiti kamieny kiekio, nei dirvoZzemiuose, dirvozemyje
nustatyta didesnceliuliozg utilizuojartiy mikromicet; riaSiy jvairowe.

IS dirvozemy iSskyeme 1550 mikromicet kamieny, kuriems priklauso 27 gentys.
Aktyviy Siose gentyse mikromiagtkamieny procentinis pasiskirstymas buvo nevienodas:
atitinkamai sudar apie 42.85%, 28.57%, 79.24%, 37.51%, 26.08%, 32.69 39.70%
kiekvienos IS §j gertiu bendo iSskiri izoliaty skatiaus. Celiuliazinio aktyvumo veit skygsi

ne tik lyginant skirting gertiy mikromicet; kamienus, bet pastebimi skirtumai uzfiksuoti npta
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mikromicety raSiy vienos genties ribose (pvZrichoderma genties kamien aktyvumas).
Didziausiu santykiniu celiuliaziniu aktyvumu Siorityo salygomis pasizyrdjo ir buvo atrinkti
kaip potencials perteklinig celiuliaziy producentai:Aspergillus, Chaetomium, Clonostachys,
Gliocaldium, Myrothecium, Penicilliunir Trichodermagertiy mikromicet; kamienai. Pagal
kiekybinés endogliukanazs (KMCliazes) ir filtrinio popieriaus (FPClias) celiuliazs analizs
rezultatus aktyviausi buvdenicilium funiculosum(aktyviy kamieny procentas 27.1%)P.
simplicissimum(15.7%), Stachybotrys chartarun{7.5%) ir Aspergillus repeng4.7%) fiSiy
mikromicety kamienai.Gliomastix murorunvar. murorumir Stachybotrys chartarurkamienai
iSskirti iS antropogenini sunbstrat, Kiti — iS dirvozemio pavyzdii

Santykiniu chitinaziniu aktyvumu pasiz§gm dauguma Trichoderma genties
kamieny, beveik visi Paecilimycesir Arthrobotrys geriu kamienai. Aktyviausi, nustais
endogliukanags aktyvum, buvo Metarhizium ir Beuaveria gertiy mikromicet; kamienai.
Celiuliazzs svarbios tiek skaldant celiul@zdirvozemyje tiek ir augal patogenams,
prasiskverbiantj augalo sienel invazijos metu. Chitinas svarbios antagonizmui, kurio
efektyvumas priklauso ne tik nuo ggimo konkuruoti @l substrato, nuo antibiotik stabdatiu
kito organizmo vystynmsi, iSskyrimo, bet ir nuo hidrolitini egzoferment, tirpinartiy
parazituojamo organizmoadteliy sieneles. Chitinaans priskiriamas svarbiausias vaidmuo
fermentinio agresyvumo procese. Rezultatai pgroklad atrinkti Sio tyrimo gygomis
mikromicety kamienai, galintys vystytis tetjg su vieninteliu anglies Saltiniu chitinu, geraga
terpese, kuriose vienintelis anglies Saltinis buvo patogki mikromicet; lasteliy sieneli
priedai. Sii mikromicet; endogliukanass aktyvumas buvo panasus kaip ir juos auginantjeerp
su koloidiniu chitinu, kuris tiesiogiai indukuojahitnazs sintez. Chitinazs nebuvo
indukuojamos terge, kurioje buvo Pythium ultimumsieneliy priedas. Kaip zinoma, Sio
mikromiceto 4steliy sienetse rera chitino, j1 standum palaiko kitas polisacharidas — celiuléoz
Analizuojant pradinius tyrinp rezultatus, iSaiSkinome, kad chitigazaktyvumas priklausir nuo
tyrimui naudojamo patogenaigies (bei kamieno) bei antagomistkuriuos atrinkome kaip
aktyvius bioagentus ir, kurichitinazin aktyvumy tyréme skirtingos sugties tergse, savyhi.
Kai kuriuos skirtumus galima paaiskinti, nevienotgteliy sieneliy preparato paruoSimo
kokybe. Antagonistai geriau augo ir didgschitinazin aktyvuny nustatme, tergje su
mikromicety Botrytis cinerea Fusarium culmorumr F. oxysporumlasteliy sieneliy preparatu.
Visy tirty antagonist aktyvumas tergje su gliukoze buvo nedidelis ir Zenkliai mazesnés
terpese su patogenlasteliy sieneémis. Akivaizdu, kad chitinas Siems, tyrimui atrinktiems
aktyviu mikromicet; kamienams, gali tii svarbios parazituojant kitus mikromicetus, o Sie
kamienai gali bti rekomenduojami kaip potencial bioagentai slopinant patogeniSk

mikromicety vystymasi.
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MiSry mikromicety kultary tyrimai, parod, kad antagonistinis aktyvumas labai
priklauso nuo vystymosi substrato,isa tyrimo atveju, nuo to, koks polisacharidas buvo
auginimo terpje. Geras antagonisto agresyvumas patogeno atz\skgindartigje tergje su
lengvai pasisavinamu anglies Saltiniu — gliukozemazjo gliukoze pakeitus vienu is
polisacharid (karboksimetilceliulioze, celiulias milteliais, filtriniu popieriumi, chitinu ar
koloidiniu chitinu). Kai kuriais atvejais gavomeigiing efekt, kai aktyvesniu tapo patogenas,
o tokie pasikeitimai priklaésnuo anglies Saltinio teépe.

UZfiksavome ir skirtingus endogliukagaz aktyvumus pavieni ir miSriy
mikromicet; auginimo terpse. Palyginus pavienimikromicety ir ju misrios kultiros su stipriu
antagonistuTrichoderma viride vystymasi ir auginimo terpje sukauptos endogliukanaz
aktyvuma, akivaizdus kai kun kamieny suderinamumas surichoderma pasireisSkiantis
sinergistiniu aktyvumu tegge esagfiios celiuliozs atzvilgiu. Skyési pavieng ir miSriy
mikromicety kultiry auginimo terps rmhgstingumas, nuo kurio ggb priklausyti ir
endogliukana&s aktyvumas. RySkiausiai téppH keit augdamas grynoje ir misrioje kutoje
su TrichodermamikromicetasAspergillus niger Jis yra geras organinraig&iy producentas, ir
nors abiej mikromicet; grynu kultary endogliukonazinis aktyvumas buvo didelis, miSripge
sumazjo Zenkliai. leSkant kuiiry derinio padidinti perteklini egzoferment koncentracijas,
svarbu parinkti optimaliasal/gas (pH ir temperata), kurias sunkiau suderinti miSriose
kultarose.

Atrinkti mikromicefi kamienai, kurie gaut rezultaty analizs pagrindu gali i
laikomi potencialiais celiuliami ar chitinazi producentais, taau reikalingi tolimesni detalesni
kiekvieno atrinkto mikromicet kamieno fermeng iStyrimai sudarant benglr fermentireés

sistemos ir atskirjos komponeni charakteristik.
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SUMMARY

The main purpose of this job was to investigate dommunity constitution of
micromicetes from natural and anthropogenic souraks® to explore their activity with two
natural polisacharides — cellulose and chitin. \Weestigated and compared relation between
cellulolytic and chitinolytic micromicetes from twsoils (humus and less humus soil). Also
selected strains of micromicetes with enzymatiovagtfrom media with various polisacharides.
The biggest attention was turned to cellulose aslldilolytic micromicetes, but for comparison
we investigated also anthropogenic substrates erpamake waste and different phases of this
process and relation between enzymatic activityn@romicetes.The research was made with
stages, picking active strains on selective medih wellulolytic and chitinolytic activities and
making detailed assay according to quantitativeeetspEstablished different abundance of
micromicetes in two soils (accordingly 6,4 thousand 80 thousand CFU/g dry soil).

There was different percentage of micromicetebzung cellulose or chitin and it
depended on every soil micromicete activity and mamity structure. Cellulolytic micromicetes
composedr 70% and 30%of general strains from humus and lack of organatten soils.
Complexes of micromicetes from soil differ from tled anthropogenic substrates, but some of
them were the same and their cellulolytic activitgs patent. Despite of micromicetes infection
by air in cellulose remake substrates, the biggadtof micromicetes from these substrates with
cellulose source developed very well and in som#ulose degrading substrates their
concentration in selective media were even bidggn is standard media.

We selected 1550 strains of micromicetes, 27 spedPercentage of active
micromicetes wasn‘t the same, it situated next83%, 28.57%, 79.24%, 37.51%, 26.08%,
32.69% and 39.70% every from this strain of genambunt of isolates. Cellulolytic activity
was different not only between different straingf lm one strain line it were observed some
differences too (exTrichodermastrains). The biggest cellulolytic activity by thissearch was
observed in these straindspergillus, Chaetomium, Clonostachys < GliocatdjuMyrothecium,
Penicilliumir Trichoderma.

Looking at quantitative endoglucanase and paprlase analysis results, the most
active were Penicilium funiculosum(active strains 27.1%)P. simplicissimum(15.7%),
Stachybotrys chartarum(7.5%) and Aspergillus repens(4.7%) micromicetes.Gliomastix
murorum var. murorum and Stachybotrys chartarum exe selected from anthropogenic
substrates, others — selected from soil.

Relative chitinolytic activity observed in stralmichodermaalmost allPaecilimyces
and Arthrobotrys strains. The most active by endoglucanase activiicromicetes were

Metarhiziumand Beuaveriaspecies. Cellulases are important not only degeadeilulose in
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soil, but to plant pathogens, penetrating to ptatis at invasion time. Chitinases are important
to antagonism process, whose efficacy dependsmiptom ability to compete for substrate, on
secretion of antibiotics witch blocks the developmef other organism, but on hidrolytic
egzoenzymes too, witch melts parasitical cell walsitinases are the main player in enzymatic
aggression process. The results showed that sglspexies, by this research, of micromicetes
growing in media with one carbon source — chitian grow in media were the only carbon
source is - pathogenic micromicetes cell walls. @hdoglucanase activity of these micromicetes
was similar to those growing in media with collalitin, which directly stimulated chitinase
synthesis. Chitinases weren't stimulated in mediaere the carbon source was cell walls of
Pythium ultimum.There is absence of chitin in cell walls of thiscramicete, but there is
cellulose. The activity of chitinase depends orcesecharacteristic of pathogen and antagonist.
Some differences are caused by quality of cell svplieparation. Antagonists showed better
chitinolytic activity in media withBotrytis cinereaFusarium culmorumandF. oxysporuncell
walls and the activity of all antagonists in medigh glucose was lesser than in media with
pathogenic cell walls. These strains can be uséibagents against pathogenic micromicetes.
In mixed micromicete culture research showed thatagonistic activity depends on
development on substrate, on type of polisachaflthe antagonistic activity in media with
glucose decreased in media with carboxymethylaediyl cellulose flour, filtric paper, chitin or
coloidi chitin. In some cases it was different —emtpathogen was more active than antagonist.
This depended on carbon source in media. There difezent activities of endoglucanase in
separate and mixed cultures of micromicetes in enéldie acidity was different too. The biggest
difference of acidity was in separate and mixeducas withTrichodermaandAspergillus niger.
The endoglucanase activif both micromicetes was big in separate cultured decreased
noticeably in mixed cultures. To find the combipatiof cultures for the aim to increase the
concentrations of egzoenzymes it is important taosk optimal conditions (pH and
temperature), but it is difficult to match themnnixed cultures.

Chosen strains of micromicetes can be potenti@dymers of cellulases and
chitinases, but it is needed detailed analysisrefyechosen enzyme for creating characteristic of

general enzymatic system and their components.
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PRIEDAS

1 lentek. Gryhy siene¢s komponentai (pagal Gooday, 1995):

Mikromicetai

Sienel és komponentai

Basidiomycota

Chitinas,p -(1-3), p-(1-6) gliukanai,

ksilomanoproteinaiq (1-3) gliukanai.

Chitinas,p -(1-3), p-(1-6) gliukanai,

Ascomycota galaktomanoproteinag, (1-3) gliukanai.
Chitinas, chitozanas, poligliukurorimagstis,
Zygomycota gliukuronomanoproteinai, polifosfatai.
Chytridiomycota Chitinas, gliukanai.

1 pav. Chitinazinio aktyvumo vertinimas pagal stariion susidarym mineralireje tergje su
koloidiniu chitinu (2% dégno chitino). Skirting mikroorganizna grupiy chitinazinio aktyvumo
vertinimas: 1 — bakterija, 2 — aktinomicetas, 3 #kromicetas, 4 — chitinazinis aktyvumas

neuZzfiksuotas.

2 lentek. Gliukozés kalibravimo kreigs sudarymas

Gliukozés koncentracija| Gliukozés darbinio | dd HO kiekis, ml Skiedimas
mg/mi tirpalo kiekis, ml
2.0 1 4.0 1:5
3.3 1 2.0 1:3
5.0 1 1.0 1:2
6.7 1 0.5 1:15
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0,35

0,3 .

0,25 /
0.2 /
.

0,05 /

—

Absorbcija ties 540 nm (A-540)

0 :
1 2 3 4 5 6 7 8
Gliukoz és koncentracija, mg/ml
2 pav.Gliukozeés koncentracijos kalibravimo kreive
3 lentek. Baltymo kalibravimo kreigs sudarymas
Baltymo Paruostos koncentracijos dd HO kiekis, pl Bredfordo reagentg
koncentracija baltymo kiekis*,ul kiekis, ul
mg/ml
0 0 5 250
0.4 1 4 250
0.8 2 3 250
1.2 3 2 250
0.6 4 1 250
2.0 5 0 250

*Darbinis baltymo tirpalas paruoSiamas sekan 0.02 g jadio albumino iStirpiname 10 ml
distiliuoto vandens. Gaunama 2 mg/ml baltymo kotreena.

" pd
0,2 /

0,1 /
0 T T

A 4

Absorbcija ties 595 nm (A-595)

0.00 0,5 1 15 2 2,5

Baltymo koncetracija, mg/ml

3 pav.Baltymo koncentracijos kalibravimo kreivé
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Capeko terpé + gliukozé (20%) C. + KMC (4%)

k_g S —
C. + kristaliné C. + chitinas (4%)
celiuliaz(4%)

4 pa\Dvigubos (dual) patogemdlternaria alternatair antagonisto
Trichoderma harzianurkultaros po 7 kultivavimo parant standzios
Capeko terps su skirtingais anglies Saltiniais.
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C. + KMC (4%)

C. + kristalin é celiuliozé (4%) C. + chitinas (4%)

5 pav. Dvigubos (dual) patogerBotrytis cineredr antagonistdrichoderma
harzianurkultiros po 7 kultivavimo parant standzio§’apeko terps su
skirtingais anglies Saltiniais.
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T

Alaus misos t. C. + Gl C. + KMC

6 pav.Dvigubos (dual) patoggr-usarium oxysporurfll) bei Fusarium
avenaceufrGillberella avenacep(2) ir antagonistdrichoderma harzianum
kultaros skirtingos sugies tergse.
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C. + kristalin é celiuliozé C. + Chitinas Dirvozemio ekstraktas +
4% gliukozes

7 pa\Dvigubos (dual) patogerFusarium oxysporur(il) bei Fusarium
avenaceuirGillberella avenacep(2) ir antagonistdrichoderma
harzianukultiros skirtingos sutties tergse
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