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SANTRUMPOS
bp — baziy poros

CTAB — heksadeciltrimetilamonio bromidas
DNR — deoksiribonukleortigstis

ITS —transkripty vidinis skirtukas (angl. internal transcribed spacer)
LiP — lignino peroksidazé

LSU — didysis rDNR subvienetas

MEA — salyklo ekstrakto agaras

MnP — mangano peroksidazé

PDA — bulviy dekstrozés agaras

PGR- polimerazés grandininé reakcija
r'DNR — ribosominé deoksiribonukleortigstis
RNR — ribonukleortigstis

SB — natrio boratas

SSU — mazasis rDNR subvienetas

pUm — mikrometras



IVADAS

Grybai yra eukariotiniai organizmai, turintys gyvybiskai svarby vaidmenj ekosistemoje,
veikiantys zmones ir jy veikla. Grybai yra buitini medziagy skaidymui apykaitai ir pernasai. Jie
tarpusavyje skiriasi savo gyvenimo budu: kai kurios rasys yra patogeninés, veikiancios augalus
ir gyvinus; kitos palaiko simbiotinius rySius su jvairiomis augaly, dumbliy, melsvabakteriy ir
gyviny rasimis. Grybai taip pat turi didele ekonoming reikSme: jie yra naudojami alaus
gamyboje, kepimo ir fermentacijos pramonéje, farmacijoje ir biotechnologinése srityse. Tuo
paciu, grybai gali nulemti ir didziulius piniginius nuostolius: gadina maistg, ardo mediena,
sukelia augaly ir gyviny ligas (Mueller et al. 2011). Dél gryby jvairovés ir gausos bei
gyvybiskai svarbiy vaidmeny jie turi biiti analizuojami.

Nepaisant gryby svarbos ekosistemy funkcionavimui, daug informacijos apie §ig
karalyste Vvis dar triksta. Duomeny bazése pateikiamas mazas skirtingy gryby rasiy skaicius —
tik 29 % visy zinomy rusiy. Taip pat néra Zinoma, kokia Sios karalystés jvairovés dalis jau
prarasta dél besikeicianc¢iy aplinkos salygy (Hawksworth ir Licking 2017).

Viena i§ Basidiomycetes eiliy, Polyporales, pasizymi didele rasine jvairove, taciau ji vis
dar néra gerai istirta. Sie grybai i$siskiria gebéjimu skaidyti mediena (yra ksilotrofai) ir,
lyginant su kitais Eucarya domeno organizmais, tai atlicka efektyviausiai. Sis bruozas padaro
juos labai svarbiais ekologiniu pozitiriu — mediena kaupia daug maisto medziagy ir mineraly,
taCiau nattiraliai yra labai létai. Ksilotrofiniai grybai §j irimo procesg pagreitina. Gebéjimas
ardyti svarby medienos junginj, ligning, yra aktualus ir biotechnologiniu poziiiriu: Sie grybai
turi potencialg buti pritaikyti bioremiditacijos, organiniy tarSaly valymo pramonéje. Toks
ksilotrofiniy gryby aktualumas jvairioms ekologinéms ir biotechnologinéms sritims padaro juos

svarbiu tyrimy objektu.

Darbo tikslas

ISskirti ir identifikuoti medienga kolonizuojancius ksilotrofinius grybus remiantis jy

morfologiniais, biocheminiais ir genetiniais poZymiais.

UZdaviniai
1. Surinkti Neries ir Verkiy regioniniuose parkuose daZniausiai aptinkamy ksilotrofiniy

gryby kolekeija ir i$skirti ] grynas kulttiras.
2. Istirti iSskirty grybiniy izoliaty morfologines savybes.

3. Nustatyti morfologiniy grupiy atstovy ligning skaidanciy fermenty aktyvuma.



4. Patvirtinti izoliaty riiSing tapatybe naudojant molekulinius metodus.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Gryby karalystés bruozai

Grybai — tai heterotrofiniai eukariotiniai organizmai, priskiriami Fungi karalystei. Jy
kiinas sudarytas i$ grybienos (micelio), susidedancios i§ Sakoty, 5 pm —50 pm skersmens
vamzdeliy, vadinamy hifais. Jie pasiZzymi tvirta chitinine sienele, gali turéti skersines
pertvaréles — septas. Grybai geba formuoti jvairias struktiiras, pavyzdziui, rizomorfus (Walker
ir White 2017) — Saknis primenancius hify darinius, Kurie atlieka maisto medziagy pernasos
funkcija. Sios karalystés atstovai dauginasi sporomis — mikroskopinémis dauginimosi
struktliromis, pritaikytomis placiam iSsklaidymui ar iSgyvenimui nepalankiomis salygomis
(Lukosiené ir Kutorga 2014).

Gryby karalysté pasizymi isskirtine biojvairove. Svedy botanikas ir mikologas Elijas
Magnusas Frisas (angl. Elias Magnus Fries) 1825 m. spéjo, kad jie pasizymi viena didziausia
organizmy jvairove; 1960 m. mikologai iSkélé hipoteze, jog skirtingy gryby yra bent tiek pat,
kiek skirtingy augaly riisiy, taciau jokie skaiCiavimai nebuvo atlikti. Tik 1992 m., susirtipinus
biojvairovés biikle, nuspresta atlikti tikslig turimy duomeny analize. Tada nuspéjamas gryby
rasiy skaicius varijavo nuo 1,5 iki 5 milijony. Dabar manoma, kad $is skaiius artimesnis 2,2—
3,8 milijonams. Visgi $iuo metu atrasta ir pripazinta tik 120 tokst. rasiy (Hawksworth and
Licking 2017). Like unikalGs organizmai, tikétina, auga sunkiai prieinamose teritorijose (pvz.,
tropinése dziunglése) arba yra klaidingai identifikuoti dél morfologinio panaSumo su Kkitais
grybais. Siuo metu GenBank duomeny bazéje patalpinta tik 29 % Zzinomy gryby risiy. Toks
didelis duomeny tritkumas yra viena i$ priezasciy, skatinan¢iy spacia mikologijos mokslo raida.

Grybai yra itin placiai paplit¢ organizmai. Yra rusiy, gyvuojanciy dykumose,
druskingose zonose, radiacija uzterstose teritorijose. Dauguma auga ant zemés, ypaé ten, kur
gausu lengvai prieinamy maisto medziagy. Daznas gryby augimo biotopas! yra miskas, kuris
pasiZymi iSskirtine maisto medZiagy ir organizmy jvairove.

Gryby karalysté pasizymi daugybe skiritngy morfologiniy bruozy ir gyvenimo

strategijy. Tal nulemia didziule jy taksonoming jvairove (1.1.1 pav). DidZiausiam skyriui —

! Biotopas — gyviny ar augaly gyvenamosios aplinkos plotas, kuriam btidingos mazdaug vienodos salygos



Ascomycota, priskiriama vir§ 64 tikst. riiSiy, Basidiomycota — 31 tukst. ir Deuteromycota — 25
tukst. (Lutzoni et al. 2004).

Neklasifikuoti Fungi

Paveikslélis 1.1.1 Filogenetinis gryby medis (de Vienne 2016). Matomi du didZiausi skyriai:
Ascomycota ir Basidiomycota. ,,Fungi incertae sedis* — grybai, kuriy vieta filogenetiniame
medyje néra aiski.

1.2. Misko biotopas

Miskai yra dideli Zemés plotai, apauge medziais. Jie reguliuoja atmosferos drégme,
absorbuoja didelius CO; kiekius — tai slopina globalinio atsilimo vystymasi. Sie biotopai taip
pat pasizymi didziule biojvairove, kuri uztikrina ekosistemy funkcionalumg ir efektyvuma.
Taciau pasaulyje misky padétis blogéja. Nuo 1990-yjy iki 2015-y mety misky teritorijos plotai
sumazejo 3 %, nuo 4128 min. ha iki 3999 min. ha (1.2.1 pav.) (Keenan et al. 2015). Toks greitas
svarbiy ekologiniy vienety nykimas daro didziule zalg pasauliui: organizmy jvairovés
sumazéjimas ar iSnykimas drastiSkai keicia ekosistemas ir daro misky apsauga nuo natiiraliy
pazeidimy bei Zmoniy daromos jtakos labai aktualia tema.

Viena i$ misky apsaugos sri¢iy yra nuokrity kontrolé. Nattiralis miskai turi didelius
kiekius negyvos medienos: nuliizusios Sakos, kelmai. Jie svarbilis ekosistemai, nes tokiy
augaliniy liekany irimas grazina maisto medZziagas atgal i dirva. Europoje didelé dalis misky

v —

yra iki 98 % mazesnis, nei laukiniuose (Siitonen 2001). Toks medienos pasalinimas sulétina



misky augima, taciau turi savo privalumy — per didelis negyvos medienos kiekis gali tapti ligy
ir uzkraty Saltiniu (van der Wal et al. 2017).

Regionas 1990 2000 2005 2010 2015
Centring 26,995 23,448 22,193 21,010 20,250
Amerika
Karibai 5,017 5913 6,341 6,745 7,195
Ryt Azija 09,198 226,815 241,841 250,504 257,047
Pietri¢iy Afrika 319,785 300273 291,712 282519 274,886
Europa 994,271 1,002,302 1,004,147 1,013,572 1,015,482
Siaures Afiika 39,374 37,692 37,221 37,055 36,217
Siaures 720,487 719,197 719,419 722523 723,207
Amerika
Okeanija 176,825 177,641 176,485 172,002 173,524
Piety 930,814 890,817 868,611 852,133 842,011
Amerika
Piety - Pietry¢iy 319,615 298,645 296,600 295,958 292,804
Azija
Vakary -

Centriné Afiika 346,581 332,407 325,746 318,708 313,000
Vakary - 39309 40452 42427 42944 43511
Centrine Azija

I3 viso 4,128,269 4,055,602 4,032,743 4,015,673 3,999,134

Paveikslélis 1.2.1 Misky ploty kitimas nuo 1990 iki 2015 pagal regionus (tukst. ha) (Keenan et
al. 2015). Matomas $velnus ploty didéjimas Kariby, Ryty Azijos, Siaurés Amerikos, Okeanijos
ir Vakary — Centrinés Azijos regionuose, taciau pasauliniu lygiy, bendras ploty dydis sparciai
mazgja.

Medziai yra pagrindiné misky sudedamoji dalis. Nuo kity augaly jie iSsiskiria auksta
lignino koncentracija lasteliy sienelése, kuri gali siekti iki 40 % visos augalo masés. Si
medziaga augalui suteikia tvirtumo ir apsaugo nuo jvairiy biotiniy ir abiotiniy veiksniy (Tribot
et al. 2019). Nepaisant to, yra organizmy, galin¢iy kolonizuoti gyvus ar negyvus medZius ir
pasisavinti juose kaupiamas maisto medziagas. Dazniausiai tai ksilotrofiniai grybai — jie geba
ardyti ligning pasitelkus jvairias fermentines ir chemines strategijas ir pasiekti augimui svarbius

junginius.

1.3. Gryby gyvenimo biidai

Grybai yra placiai paplitg ir tarpusavyje labai skiriasi morfologiniais, biocheminiais ir
genetiniais bruozais. Jie gyvena jvairiuose biotopuose ir pasizymi skirtingais gyvenimo biidais:
grybams budingas mutualizmas, saprotrofizmas ir parazitizmas. Mutualistai, arba simbiotal,
palaiko artimus ir abipusiskai naudingus santykius su kitomis riSimis. Puikus pavyzdys, yra

kerpés, sudarytos iS fotosintetinanciy dumbliy ir gryby, kurie visg sistemg apriipina vandeniu ir
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mineralinémis medziagomis. Kitos dvi grupés yra siejamos su medziagy ardymu: saprotrofai
yra atsakingi uz nuokrity degradacija, o parazitai tiesiogiai naudoja kito organizmo maisto
medziagas.

Didzioji dalis ksilotrofiniy gryby yra saprotrofai — grybai, kurie kolonizuoja negyva
medieng ir ja ardo (Rodriguez-Moreno et al. 2018). Tai viena svarbiausiy $iy organizmy
funkcijy, nes medienoje sukaupti mineralai ir organinés molekulés savaime degraduoja létai.
Puikus ksilotrofiniy saprotrofiniy gryby pavyzdys yra Daedalea quercina — jis kolonizuoja
negyvus Quercus sp. ir efektyviai suardo stovin€ig ar nukritusig medieng (Ingold and Hudson
1993).

Ksilotrofiniai biotrofai? gyvena glaudziai susije su kitais organizmais, taciau §i sajunga
naudinga tik grybui. Jie minta augalo sukauptomis organinémis ir mineralinémis medziagomis,
gyvena Seimininko viduje ir sukelia medziy ligas. Miskuose placiai paplites parazitinis grybas
Fomitopsis betulina dazniausiai uzkrecia Betula sp., patekes j §j augalg per medienos pazaidas.
Normaliomis saglygomis grybas nesugeba kolonizuoti sveiko medzio ir licka neveiklus, taciau,
augalui nusilpus, micelis i$plinta ir pradeda savintis maisto medziagas. Tai nulemia Betulus sp.
nusilpimag ir, galiausiai, zatj (Gonthier and Nicolotti 2013).

Parazitiniai grybai skirstomi j obligatinius ir fakultatyvinius. Obligatiniai parazitai yra
ganétinai reti ir tiesiogiai nezudo augalo Seimininko. Fakultatyviniai grybai savo gyvenimo
ciklg gali atlikti tick ant gyvo, tick ant negyvo augalo (Agrios 2005). Geras pastaryjy pavyzdys
galéty buti Ganoderma sp. grybai. Jie gali augti po vieng arba mazose grupése, paprastai ant
Quercus sp., Acer sp., Ulmus sp. ar Salix sp. kamieny, retkaréiais ant Siy medziy $akny. Tokie
grybai laikomi parazitais ir saprotrofais, nes pradeda augti ant gyvy medziy, 0 jiems Zzuvus,

toliau skaido negyva medieng (Watkinson et al. 2016, Pinya et al. 2019).

1.4. Ksilotrofiniai, saprotrofiniai ir parazitiniai grybai miskuose

Medieng ardantys grybai gyva ar negyva augalg infekuoja per zaizdas (1.4.1 pav.).
Gryby hifai, augantys dirvoZzemyje ar kitame substrate, kontaktuoja su nauju Seimininku ir
jsiskverbia j augalo audinius. Sioje stadijoje hifai jauga j mediena ir sintetina jvairius fermentus,
palengvinanc¢ius maisto medziagy jsisavinimg. To pasekmé yra jprastos medienos struktiiros
suardymas. Hifams iSplitus, medzio pavirSiuje pradedami formuoti vaisiak@iniai — sporas
gaminancios gryby kompleksinés struktiiros. Sporakiinio® formavimuisi jtakos taip pat turi

temperatiira, drégmé, maisto medziagy ir Sviesos kiekis (Schmidt ir Czeschlik 2006,

2 Biotrofas — organizmas, mintantis gyvu substratu;
3 Sporakiinis — sporas gaminanti grybo kompleksiné struktiira; sinonimai: vaisiakiinis, sporokarpis;
10



Gordonand Leveau 2010). Subrendusios sporos plinta ir gali pateki j dirvozemij ar tiesiai j kita

augala Seimininka, taip pakartoti savo gyvenimo cikla.

=

Paveikslélis 1.4.1 Medieng ardancio bazidiomiceto gyvenimo ciklas. A —haploidinés sporos ar
hifai, suauge dirvozemyje; B — patogeno patekimas j med;j per zaizda; C — medienos ardymas;
E — kariogamija*; F,G — mejozé; H — subrendusi bazidija su bazidiosporomis (Schmidt ir
Czeschlik 2006).

RS
—
—
—:

Augalas retai kolonizuojamas tik vieno grybo — nusilpe ir iSvirte medziai greitai
infekuojami jvairiy ksilotrofiniy raiSiy atstovais. Pradinése kolonizavimo stadijose grybai gali
augti visiSkai nekontaktuodami su kitomis rasimis. Tik susidarius tankiai bendruomenei,
atsiranda konkurencija. Tokie tarprisiniai gryby santykiai skirstomi j tiesioginius (hifai
neigiamai veikia vienas kitg, sintetindami ligninolitinius (t.y. ligning ardancius) fermentus ir
Kitus antrinius metabolitus) ar netiesioginius (vienas i§ Organizmy suvartoja daugiau maisto
medziagy ir limituoja kito augima) (Woodward ir Boddy 2008). Tiesioginé ir netiesioginé
konkurencija gali nulemti dalinj ar visiska vienos riiSies i§stimimg arba abipusj susinaikinima.
Medieng kolonizuojanc¢iy organizmy grupése pagrindiniai konkurencija skatinantys veiksniai
yra teritorija ir maisto medziagy kiekis (Boddy 2000).

Ksilotrofiniy gryby poveikis medienai bendrai vadinamas puviniu. Puviniy susidarymas
yra ilgas, potencialiai deSimtis mety uztrunkantis procesas, kurio metu mediena formuojantys
organiniai junginiai suardomi mikroorganizmy sintetinamais fermentams. Pradinése puvimo
stadijose medis neturi jokiy akivaizdziy simptomy ir tik daug véliau prarandamas medienos

struktlirinis vientisumas, suformuojamos minkstos ir trapios zonos (Srivastava et al. 2013).

* Kariogamija — susijungimas ir pasikeitimas branduolio medZiaga.
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Isskiriami dvejy tipy puviniai — baltasis ir rudasis (1.4.2 pav.). Baltasis, arba korozinis
puvinys, formuojasi, kai medienos organiniai polimerai ardomi nevienodais greiiais: ligninas
grei¢iau nei celiuliozé. Sio proceso metu audinio sudedamujy daliy santykis pakinta, tai nulemia
baltos spalvos atsiradimg ir struktiirinius audinio poky¢ius — mediena suyra j plausus ir smulkias
ploksteles. Rudasis, arba destrukcininis puvinys, pasireiskia, kai ardomi tik polisacharidai
(celiuliozé ir hemiceliuliozé). Tokio ardymo metu augalo audiniai nusidazo rudai, o pati

mediena suyra j mazus gabaliukus (Dabkevicius ir Brazauskiené 2007, Riley et al. 2014).

Rudasis puvinys Baltasis puvinys

Paveikslélis 1.4.2 Struktdriniai ir vizualiniai skirtumai tarp rudojo ir baltojo puvinio.
Adaptuota pagal (Krah et al. 2018).

Baltojo ir rudojo puvimo pradzioje sukeliami vizualiai nepastebimi poky¢iai — mazéja
maisto medziagy, didéja drégmé ir azoto kiekis, kinta medienos struktiira (Laiho ir Prescott
2004). Jei piivantis augalas yra stovintis, tai gali palengvinti jo nuvirtimg. Sis medZio vidaus
salygy pokytis gali biiti naudingas vieniems grybams, ir zalingas kitiems — taip inicijuojamas
kolonizuojanéiy rasiy kitimas.

Baltojo puvinio metu ligninas visiSkai mineralizuojamas, o polisacharidai létai
degraduojami hidrolaziy pagalba. Lignino biopolimero ardyme dalyvauja stipriai
oksiduojancios peroksidazés, kurios klasifikuojamos j lignino peroksidazes (LiP), mangano
peroksidazes (MnP) ir universalias peroksidazes (VP) (Kirk ir Farrell 1987, Martinez 2002,
Hammel ir Cullen 2008, Riley et al. 2014). Kitas baltajam puviniui aktualus fermentas yra
vadinamas lakaze. Jis maziau aktyvus nei peroksidazés, taciau taip pat prisideda prie lignino
depolimerizacijos (Yang et al. 2017).

Phellinus robustus yra vienas dazniausiy Quercus sp. patogeny, atsakingas uz baltajj
puvinj. Uzkrato pradzioje grybas plinta horizontaliai link Serdies, paveikta mediena tampa
balta, minksta ir trapi. Vélesnése stadijose hify augimas tampa vertikalus — formuojamos

kolonos, kuriy aukstis gali siekti net 6 metrus. Gryby vaisiakiiniai formuojami aukstai, ant
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kamieny bei $aky. P. robustus parazito paveiktas medis ziiva — dél suardytos medienos
struktiiros jis néra tinkamas naudoti pramonéje ir, jei néra nukertamas, toliau platina sporas bei
nulemia kity medziy uzkrata (Sunhede ir Vasiliauskas 2002).

Rudojo puvinio susidarymo metu celiuliozé greitai depolimerizuojama, o ligninas
modifikuojamas — tai leidzia grybo hifams jsiskverbi j augalinius audinius (Hatakka 2005, Sista
Kameshwar ir Qin 2018). Celiuliozés ardymas paprastai vyksta ne fermentiniu keliu, o
pasitelkus geleZies jonus ir vandenilio peroksida (Méakeld et al. 2015). Sie grybai i§sivysté i3
baltajj puvinj sukelian¢iy organizmy, pastariesiems praradus lignoceliulazinius fermentus,
todél nebaltyminis ardymo kelias rudajj puvinj sukeliantiems grybams tapo pagrindiniu maisto
medziagy gavimo buidu (Pitman 2017). Rudojo puvinio grybai laikomi pagrindiniais medienos
bei medienos gaminiy ardytojais.

Fomitopsis pinicola yra saprotrofinis parazitinis grybas ir yra vienas dazniausiy rudajj
puvinj kelian¢iy organizmy Europoje — jis uzkrecia jvairius spygliuocius ir lapuoc¢ius medzius.
Sio grybo sporos j augala patenka per mechaniskai sukeltas Zaizdas. Kolonizavimo pradzioje,
grybas vystosi periferinéje stiebo dalyje, tik véliau iSplinta j centrine dalj ir pradeda augti
vertikaliai (Dabkevicius et al. 2006). Paveikta mediena palaipsniui jgyja rudesnj atspalvj ir

galiausiai suyra | mazus gabalélius.

1.5. Medieng kolonizuojanciy ksilotrofiniy gryby jvairové

Medieng kolonizuojantys grybai yra priskiriami keletui skyriy, tac¢iau dauguma
priklauso Basidiomycota ir Ascomycota. Ascomycota yra didziausias gryby skyrius, taciau tik
maza dalis jy gali degraduoti medieng (Chlorociboria sp.; Hypoxylon sp.). Basidiomycota
sudaro apie 32 % visy apibudinty gryby ir turi daugiausia medieng ardyti gebanciy rusiy,
patogeny ir mutualistiniy simbioty (pvz., Daedalea sp.; Fomes sp.; Fomitopsis sp.ir t.t.) (Riley
et al. 2014).

Dauguma Ascomycota skyriui priklausanciy ksilotrofiniy gryby atakuoja medzius, kuriy
mediena jau yra struktiriskai pakitusi. Pavyzdziui, Chlorociboria sp. kolonizuoja tik drégna
medieng. Grybo micelis yra baltas, taciau pakitus aplinkos salygoms pradedamas sintetinti
melsvas pigmentas — ksilidelinas, — kuris nudazo hifus ir medieng atitinkamu atspalviu (Weber
2016).

Polyporales, arba kempinieciai, yra labai plati ir jvairi Basidiomycetes skyriui
priklausanti eilé, turinti didZiausig ksilotrofiniy gryby rusiy skaiciy. Jai priklauso vir§ 1800
skirtingy rasiy, 216 genciy ir 22 Seimos gryby (1.5.1 paveikslélis) (Ainsworth et al. 2008,

Hussein et al. 2018). Sie grybai formuoja kempines — kanopos, gumbo ar véduoklés formos,
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kietas, dazniausiai bekotes struktiiras, kuriy apacioje esantis himenoforas formuoja sporas
(Ginns 2017). Maza dalis Polyporales cilés gryby formuoja vaisiakiinius, kurie yra ploni ir auga
prisiploj¢ prie zievés (Watkinson et al. 2016, Ginns 2017). Vegetatyvinio dauginimosi metu
formuojamos chlomidosporos — storas sieneles turincios strukttiros, kurios susiformuoja i$
suapvaléjusiy hify lasteliy. Dauginantis lytiniu biidu formuojamos bazidijos®, o ant jy —

bazidiosporos® (Ginns ir Stalpers 1979).

Ganoderma

Paveikslélis 1.5.1 Filogenetinis Polyporales medis (de Vienne 2016). Raudonai apibrauktos ir
paryskintos Lietuvoje daznai randamos Seimos ir gentys.

1.5.1. Ksilotrofiniy gryby pritaikymas biotechnologijose

Lignino skaidymas yra platy pritaikyma turinti gryby savybé, palengvinanti daugelj
pramoniniy procesy.
[vairtis placiai pramonéje naudojami organiniai junginiai, tokie kaip fenoliai, naftoliai,

bisfenoliai, veikia kaip kancerogenai ar mutagenai, todél tokiy medziagy patekimas j aplinka

® Bazidijos — specializuotos lgstelés, ant kuriy susidaro sporos.
® Bazidiospora — lytiné spora, susiformavisi ant bazidijos.
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yra labai zalingas. Biitent kempinie€iy sintetinami lignolitiniai fermentai gali Sias medziagas
suskaidyti ir paSalinti i§ vandens ir dirvoziamio (Martinkova et al. 2016).

Ksilotrofiniai grybai taip pat gali buti pritaikomi popieriaus pramongje. Didziulé dalis
popieriaus gamybai naudojamy medziagy prarandama, kai i§ augalinés medziagos Salinamas
ligninas. Paprastai tai atliekama pasitelkiant cheminius ir mechaninius metodus. Sioje srityje
pritaikius gryby fermentus bty sutaupomi didziuliai kiekiai energijos, pagerinama popieriaus

kokybé¢ ir sumazinamas pavojingy organiniy junginiy i$skyrimas (LOpez et al. 2017).

1.6. Gryby identifikavimas ir charakterizavimas

Identifikuojant ir charakterizuojant grybus, biitina naudoti kelis skirtingus metodus -
kiekvienas organizmy analizés metodas turi savo trikumus, todél tik juos derinant galima gauti
tiksliausius rezultatus. Morfologinis organizmo aprasymas buvo pirmasis identifikacijos
metodas, taciau dabar populiariausi ir dazniausiai naudojami yra molekuliniai tyrimai —
sekoskaita. Nepaisant to, geny analizé néra tinkama visiems grybams — kai kurie neturi
identifikacijoje dazniausiai naudojamy seky, todél morfologinémis ir biocheminémis gryby
savybémis paremti metodai iSlicka labai svarbiis jy identifikacijai.

Morfologinis gryby charakterizavimas yra ilgas ir sudétingas, bet ganétinai tikslus
identifikavimo metodas (Raja et al. 2017). Jo metu, démesys kreipiamas j formuojamos
kolonijos augimo greitj, forma, spalvg bei mikroskopines strukttras — sporas, hifus. Organizmai
paprastai yra auginami ant keliy skirtingy terpiy — nevienoda substraty sudétis veikia izoliaty
augimg, nulemia skirtingy struktiry susidarymg. Turint dideles gryby grupes paprastai
atliekamas morfologinis grupavimas: jie suskirstomi pagal buidinus pozymius, kol vieng grupe
sudaro morfologiskai identiski individai. Toks suskirstymas sumazina analizuojamy organizmy
mastg — tolimesniems eksperimentams naudojami tik grupiy atstovai (Ginns ir Stalpers 1979).
Siekiant tiksliai identifikuoti grybo rtsj reikalingas detalus pastarojo aprasymas. Jis taip pat
biitinas norint atlinkti bet kokius kokybiskus tyrimus su specifiniu izoliatu.

Molekuliniai testai, dél savo tikslumo ir greitumo, Siuo metu yra Standartiniai
identifikacijos metodai. Dazniausiai naudojama sekoskaita — nukleotidy iSdéstymo tvarkos
nustatymas. Gryby identifikacijai riiSiy lygyje naudojamas rDNR transkripty vidinio skirtuko
(ITS) regionas, esantis tarp rDNR 18S SSU (mazojo subvieneto) ir 28S LSU (didziojo
subvieneto) (1.6.1 pav.). Sis regionas yra gana didelis (~ 550-700 bp), pasizymi dideliu
variabilumu ir yra lengvai pagausinamas, todél placiai naudojamas identifikacijos tikslu. LSU
ir SSU yra labiau konservatyviis nei ITS, todél tinka nustatant aukstesne klasifikacijg (LSU -

Seimg ar gentj, SSU — Seima, eile, klasg) (Raja et al. 2017). Nors ITS regionas placiausiai
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naudojamas gryby identifikacijoje, jis néra tinkamas visiems grybams — kai kurios gentys
visi§kai neturi arba turi labai siauras transkripty vidinio skirtuko zonas (Schoch et al. 2012).
Tokiems organizmams naudojama papildoma, baltyma koduojanti, seka — dazniausiai RNR
polimerazés genas. Nustatytos geny sekos toliau analizuojamos GenBank duomeny bazéje,
taciau joje, dél klaidingai apdoroty seky, yra nemazai netikslumy (Nilsson et al. 2006). Dél Sios

priezasties identifikuoti organizmus vien sekoskaitos buidu neuztenka — biitina ir morfologiné

analizé.
HIT51%
ITS1 ITS2
1 ——
5.85
185 rDNR 'DNR 265 rDNR
| T | "ITS4"
ITS regionas ‘

Paveikslélis 1.6.1 Identifikacijai naudojamas rDNR regionas. , ITS1° ir ,,ITS4* — universalts
pradmenys; ,,ITS“ — transkripty vidinis skirtukas; Adaptuota pagal (Baraket et al. 2009).

Tik cheminiai testai néra tinkami metodai gryby identifikacijai, taciau gali suteikti
naudingos informacijos apie jy sintetinamas medziagas. ldentifikaciniai cheminiai testai yra
kokybiniai — jie padeda nustatyti medziagy buvima, o ne jy kiekj. Paprastai tokie testai
asocijuojami su spalvinémis reakcijomis — medziaga reaguoja su tiksliniais fermentais,
toksinais ar metalais, tokios sgveikos produktas yra Spalvg turintis junginys — indikatorius.
Specifiniy, grybams biidingy medziagy ar jy kombinacijy nustatymas gali susiaurinti
potencialiy risiy rata, taip pagreitinti identifikacija ir patikslinti charakterizavima. Kokybiniai
cheminiai testai skirstomi j momentinius ir inkubuojamus, priklausomai nuo identifikuojamos
medziagos savybiy (Taylor 1974). Nustatin¢jant greitai sintetinamas ar grybuose kaupiamas
medziagas reagentai tiesiogiai kontaktuoja su hifais, o rezultatas gaunamas vos uz keliy
valandy. Inkubuojami testai paprastai reikalauja specifiniy substraty bei auginimo salygy ir
padeda nustatyti re¢iau sinterinamy medziagy buvima. Kokybiniai cheminiai testai gali biiti
naudojami gryby grupavimui, charakterizavimui ar ieskant organizmy, sintetinan¢iy specifines
medziagas (Ginns ir Stalpers 1979).

Charakterizuojant medieng ardancius grybus, naudinga atlikti lignino skaidyme
dalyvaujané¢iy fermenty kokybinius testus. Siy fermenty nustatymas leidzia analizuojamus
grybus suskirstyti pagal puvinio tipa: rudojo puvinio grybai neturéty sintetinti ekstralgsteliniy

lakaziy ir peroksidaziy.
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1.6.1. Lakazés ir jy kokybiniai testai

Lakazé — tai varj turinti polifenol-oksidaze, kuri katalizuoja orto- ir para-diftenoliy bei
aromatiniy aminy oksidacijg, pasalindama elektrong ir protong nuo hidroksil-grupés ir
suformuodama laisva radikala (Cohen et al. 2002). Sis fermentas yra paplites gryby karalystéje
— randamas tarp Ascomycetes, Deuteromycetes, ir Basidiomycetes, ypa¢ gausiai sintetinamas
baltajj puvimg sukelian¢iuose grybuose (Conesa et al. 2002).

I$skiriamos trys pagrindinés fermento funkcijos: pigmento formavimas, lignino
degradacija ir toksiny pasalinimas (Solomon et al. 1996). Ksilotrofiniuose grybuose lakazés
pagrindiné funkcija yra depolimerizuoti lignino molekules. Fermentas negeba skaidyti mazos
molekulinés masés junginiy, juos gali tik polimerizuoti. Dél $ios priezasties jis niekada neveikia
vienas — fermento reakcijose dalyvaija daugybé skirtingy baltymy ir metaly jony. Taip pat yra
baltgjj puvinj kelian¢iy gryby, kurie lakaziy visiS$kai nesintetina, bet geba skaidyti ligning —
taigi, fermentas pagreitina reakcijas, ta¢iau néra butinas joms jvykdyti (Cohen et al. 2002).

Lakazés aktyvumas tiesiogiai priklauso nuo aplinkos pH ir aromatiniy junginiy kiekio:
didesn¢ pastaryjy koncentracija nulemia spartesn¢ fermento sintez¢ ir padidéjus] fermento

aktyvuma (Fahraeus 1962, Cohen et al. 2002).

1.6.2. Peroksidazés ir jy kokybiniai testai

Peroksidazés yra fermentai, katalizuojantys oksidacijos reakcijas, naudojant vandenilio
peroksida. Sie baltymai yra labai placiai paplite, randami gyviiny, augaly, gryby karalystése.

Baltojo puvinio grybai lignino skaidymui pasitelkia kelias ekstralgstelinés peroksidazés.
Lignino peroksidazés (LiP) oksiduoja jvairius aromatinius nefenolinius lignino junginius:
benzilo alkoholiy oksidacijos, Soniniy grandiniy kirtimai, ziedy skélimai (Gold ir Alic 1993).
Mangano peroksidazés (MnP) katalizuoja nuo mangano jony priklausancias oksidacijos

reakcijas (Glenn et al. 1986).
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2. METODIKA

2.1. Iranga, naudotos terpés ir tirpalai

Atliekant gryby charakterizavimg, buvo naudojama skirtinga jranga (2.1.1 lentelé),
terpés ir tirpalai (2.1.2 lentelé). Regenty ir prietaisy gamintojai bei terpiy sudétis apraSyta

lentelése.

Lentelé 2.1.1 Tyrimy metu naudoti prietaisai

Prietaisas Gamintojas

Autoklavas Multicontrol 121/18I CertoClav, Austrija

I1-os klasés laminariniai boksai CellGard NUAIRE, JAV
Mikroskopas 102M Motic, Jungtiné Karalysté

Mikroskopas Eclipse Ci Nikon, Japonija

Nanospektrofotometras P330 Implen, Vokietija

Termocikleris Veriti 96 well thermal cycler Applied Biosystems, JAV

Elektroforezés aparatas Sub-Cell® GT Bio-Rad, JAV

Loughborough Technology Centre,

Auginimo kamera Fitotron® SGC 120 Jungtiné Karalysté

Lentelé 2.1.2 Tyrimo metu naudotos terpés ir tirpalai, jy sudétis.

Terpés pavadinimas Sudétis Medziagy konc.
MEA (Salyklo ekstrakto agaras) Salyklo ekstraktas (Oxoid, UK) 20 g/l
Agaras 20 g/l
Distiliuotas vanduo Iki litro
PDA (Bulviy ekstrakto agaras) Bulvés 500 g/l
Dekstroze (Roth, Vokietija) 20 g/l
Agaras 20 g/l
Distiliuotas vanduo Iki litro
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CTAB milteliai (Acros Organics, 0,03 g/ml
JAV)

Tris-HCI (1 M) (Roth, Vokietija) 150 pl/ml
EDTA (0,5 M) (Roth, Vokietija) 4 pl/ml
NaCl (5 M) (Lachema, Cekija) 520 pl/ml

CTAB tirpalas (Rosling et al., 2003)

Distiliuotas vanduo 330 pl/ml

2.2. Ksilotrofiniy gryby rinkimas

Charakterizuoti grybai surinkti Verkiy ir Neries regioniniuose parkuose 2019 mety
geguzes ménes]. Méginiai buvo atsargiai nuimami nuo substraty ir perkeliami j maiselj. Buvo
surinkti duomenys apie grybo augalg Seimininkg: jo raisis, buklé, vaisiakinio augimo vieta,

koordinatés.

2.3. Gryby izoliavimas i§ medienos

Medienos zona, kurioje buvo pastebéta infekcijos simptomatika, buvo atsipjaunama
taip, kad pazeista vieta patekty j méginj. Atpjautas méginys sterilizuojamas 1 % natrio
hipochlorito (Emplura, Vokietija) tirpale 30 s ir plaunamas du kartus steriliame vandenyje (po
30 s) (Meenakshisundaram and Bharathiraja 2013). Mediena dziovinama ant filtrinio popieriaus
ir smulkinama skalpeliu. Atpjaunamos mazos zonas tarp uzkréstos ir sveikos vietos, kur
mediena dar gyva. Jos perkeliamos j Petri l1éksteles su MEA ir PDA terpémis ir auginamos
tamsoje, 20 °C temperatiiroje. Po keliy dieny grybai pradeda formuoti naujus hifus: skirtingai
atrodancios dalys perkeliamos ] naujas I¢kSteles ir toliau auginamos. Atliekami
mikroskopavimai, siekiant nustatyti kultiros grynumg - kartojamas persodinimas ir
mikroskopavimas iki tol, kol gaunama gryna kultiira. Izoliatams uzaugus, jie sudedami

saugojimui j 10 % glicerolj (Chempur, Lenkija) ir laikomi +4 °C.

2.4. Gryby izoliavimas i$ vaisiakiiniy

Vaisiakiinis lauziamas per puse, 1§ viety, kurios nekontaktuoja su aplinka i§pjaunami
mazi gabaléliai. Jie sterilizuojami 96 % etanolio tirpale 30 s ir plaunami du kartus steriliame
vandenyje (po 30 s) (Agrios 2005). Tada dziovinami ant filtrinio popieriaus ir perkeliami j Petri

lekstele su MEA ir PDA terpémis. Grybams pradéjus augti atliekamas gryninimas ir
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mikroskopavimas tol, kol turima gryna kultora. [zoliatams uzaugus, jie sudedami saugojimui j

10 % glicerolj ir laikomi +4 °C.

2.5. Morfologinis grupavimas ir izoliaty lyginimas

Atliekamas morfologinis grupavimas. Grybai sodinami ] MEA ir PDA terpes — skirtinga
mitybiniy terpiy sudétis veikia organizmy augimg, skatina jvairiy strukttry formavimasi.
Atliekant morfologinj grupavima, pirma charakterizuojama pagal izoliato makro savybes —
spalvag, formg, hify tankj. Atliekamas mikroskopavimas, analizuojamas hify storis,
formuojamos septos, Sakotumas, sporos bei jy bruozai. Skirtingose terpése auganciy izoliaty
makroskopinés ir mikroskopinés strukttros skiriasi. Grupavimas vykdomas iki tol, kol vieng

grupe sudaro morfologiskai identiski izoliatai.

2.6. DNR skyrimas

Atlikus morfologinj grupavimag, kiekvienos grupés atstovy DNR buvo iSskiriama
remiantis CTAB protokolu (Rosling et al. 2003). Grybiena nuo MEA terpés perkelta j 1,5 ml
mégintuvelj, kuriame yra 5 stiklo rutuliukai. Jpilama 600 pul CTAB tirpalo (G-Biosciences,
JAV), purtoma 30 s 5500 aps/min. ir centrifuguojama 1 min 8000 aps./min greiciu, purtymas ir
centrifiigavimas pakartojami antra kartg. Méginiai 1 val. inkubuojami termocikleryje (Applied
Biosystems, JAV), 65 °C temperatiiroje. ] mégintuvélius jpilama 600 ul chloroformo (Fisher
Chemical, JAV), supurtoma ir centrifuguojama 15 min. 10000 aps./min. Vandens fazé perkelta
1 nauja, 1,5 ml mégintuvélj, i ji ipilama tiek chloroformo, kad vandens fazes ir jo santykis biity
1:1. Vel purtoma ir centrifuguojama 13000 aps./min. grei¢iu. Vandeniné fazé perkeliama i
Svary, 1,5 ml mégintuvélj. Ipilama -20 °C izopropanolio (Fisher Chemical, JAV), pavartoma ir
inkubuojama -20 °C temperatiiroje, 30 min. Méginiai centrifuguojami 13000 aps/min greiciu
30 min, palaikant 4° C temperatiirg. Supernatantas nupilamas, ant dugno prikibusi nuosédos
tirpinamos 200 pl, -20 °C etanolyje (70%). Centrifuguojama 13000 aps/min greiciu, skystis
nupilamas ir iSgarinamas. Prikibusi DNR tirpinama 30 pl vandens.

DNR koncentracija ir Svarumas nustatytas naudojant spektrofotometra (Nanodrop

(Implen P330), Vokietija), méginiai praskiedziami iki 15 ng/ul.

2.7. Polimeraziné grandininé reakcija (PGR) ir sekoskaita
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Su isskirta DNR atlikta PGR siekiant padauginti rDNR ITS zona, reikalingg sekoskaitai.
Naudoti universaliis pradmenys ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) ir ITS4 (5°-
TCCTCCGCTTAT TGATATGC-3’). PGR tirpalo galutinis tiris buvo 15 pl méginiui.
Reakcijos tirpalo sudétis: 9,375 ul vandens, 10x Green Buffer (ThermoFisher, Lietuva),
0,2mM dNTP misSinio (ThermoFisher, Lietuva), 0,2 pM ITS1 pradmens, 0,2pM ITS4
pradmens, 0,45 mM MgClz, 2,5 U/ul DreamTaq polimerazés (ThermoFisher, Lietuva) ir
15 ng/ul amplifikuojamos DNR. DNR padauginimo salygos: denatiiracija 95 °C temperatiiroje
2 min, tuomet 35 ciklai denattiracija 95 °C 30 s, prisijungimas 58 °C 30 s ir ilginimas 72 °C
30 s, o galutiné ilginimo stadija 72 °C 10 min.

PGR produkty kokybé vertinta elektroforezés pagalba. Naudotas 1,5 % SB gelis (2,25 ¢
agarozés) (ThermoFisher, Lietuva), 150 ml SB (1x) buferio, 2 % ,,GelGreen* dazo (Biotium,
JAV). PGR produktai skirstyti gelyje prie 50 V jtampos 1 val. ir fotografuoti naudojant Fire
Reader (UVitec Cambridge, Jungtiné Karalysté).

PGR produktai paruosti sekoskaitai: 12 ul PGR produkto kiekiui buvo gaminamas
tirpalas, kurio sudétis — 76,9 U/ul egzonukleazés I (ThermoFisher, Lietuva) ir 3,1 U/ul ,,FastAP
Thermosensitive Alkaline Phosphatase® (ThermoFisher, Lietuva). SumaiSius inkubuota 37 °C
temperatiiroje 15 min ir inaktyvuota 85 °C 15 min (Werle et al. 1994).

Gauti sekoskaitos duomenys apdoroti MEGA-X programoje, analizuoti GenBank

duomeny bazéje.
2.8. Lakazés ir peroksidazés sintezés nustatymas

Cheminiai testai pradedami atgaivinant dominanéius grybus: izoliatai sodinami j MEA
terpg, lékstelés centre. Kultiiros augintos 7 dienas 25 °C temperatiroje auginimo kameroje
Fitotron® SGC 120 (Loughborough Technology Centre, Jungtiné Karalyst¢). Atlikti cheminiai
testai, siekiant nustatyti medieng ardanéiy gryby fermenty sintez¢. 0,5 cm dydzio filtriniai
lapeliai merkiami j reakcijos medziagas (lentelé 2.8.1), uzdedami ant aktyviai auganciy kulttry

kraStiniy hify ir stebimas spalvos pokytis. Duomenys fiksuojami po 3 val., 24 val., ir 48 val.

Lentelé 2.8.1. Naudoti reagentai, dominantis fermentas ir spalvinés reakcijos teorinis
rezultatas.

Nr. Reagentas Fermentas Spalviné reakcija

1. 0,1 M a-naftolis istirpintas 96 % etanolyje Lakazé Svelniai violeting
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2. 0,4% vandenilio peroksido ir 1% pirogalolio Peroksidazé Geltonai ruda

vandeninio tirpalas, santykiu 1:1

Lakazés kokybiniuose testuose pasitelkiamas fermento polimerizacinis aktyvumas. Sios
reakcijos substratas, a-naftolis, yra baltos spalvos, vandenyje netirpus organinis junginys. Testo
metu, medziaga iStirpinama auks$tos koncentracijos alkoholyje ir juo suvilgdyti filtrinio
polieraus lapeliai dedami ant micelio. Ekstralastelinés lakazés o-naftolj polimerizuoja |
violetinés spalvos junginj, spalvos pokytis matomas plika akimi (Sjoblad et al. 1976).

Kokybiniam peroksidazés testui naudojamas pirogalolio ir vandenilio peroksido
tirpalas. Juo suvilgdyti filtrinio popieriaus lapeliai dedami tiesiai ant hify, kur gali kontaktuoti
su ekstralgsteliniais fermentais. Tirpale esantis vandenilio peroksidas veikia kaip elektrony

akceptorius, o pirogalolis ver¢iamas gelsvai rudu purpurgalinu (Tauber 1953).
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Ksilotrofiniy gryby rinkimas

Verkiy ir Neries regioniniuose parkuose surinkti 25-iy skirtingy gryby vaisiakiiniai
(3.1.1 pav). Atliekant identifikacija pagal vaisiakiiniy morfologija, jie priskirti 16 skirtingy
genciy (3.1.1 lentelé). Gryninimo metu isskirti 106 izoliatai patalpinti j Gamtos tyrimy centro
Augaly patologijos laboratorijos kolekcija.

Paveikslélis 3.1.1. Neries ir Verkiy regioniniuose parkuose surinkty medieng
kolonizuojanciy ksilotrofiniy gryby pavyzdziai A) Ganoderma sp.; B) Fomitopsis sp.; C)
Trametes versicolor L.; D) Daedalea quercina; E) Tremella sp.; F) Chlorociboria sp.; G)
Phellinus sp.;
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Lentelé 3.1.1 Analizuoti grybai, jy Seimininkai, Seimininko biikl¢ ir vaisiakiinio augimo vietos;
,,n — neidentifikuota.

Nr.

O IR Ol II1 ROl R CIIER OO BT S E

11.
12.
13.
14.
15.
16.

17.

18.
19.
20.
21.
22.
23.
24,
25.

Gentis / rusis

Bjerkandera sp.
Chlorociboria sp.
Daedalea quercina
Fomes spp.
Fomes spp.
Fomitopsis betulina
Fomitopsis spp.
Fomitopsis spp.
Ganoderma spp.
Ganoderma spp.
Ganoderma spp.
Hymenochaete sp.
Hypoxylon sp.
Phellinus igniarius
Phellinus igniarius
Phellinus igniarius

Phellinus spp.

Phellinus spp.
Phellinus spp.
Phlebia radiata
Tremella sp.
Trametes hirsuta
Trametes pubescens
Trametes pubescens

Trametes versicolor

Seimininkas

n

Betula sp.

Quercus sp.

Betula sp.
Betula sp.
Betula sp.
Tilia sp.

Quercus sp.

Quercus sp.

Acer sp.

Quercus sp.

Acer

Quercus sp.

Acer sp.

n

Populus sp.

Quercus sp.

Quercus sp.

Quercus sp.

n

Quercus sp.

n

Quercus sp.
Quercus sp.

Corylus sp.

Substratas

Negyva
Negyva
Gyva
Negyva
Gyva
Gyva
Gyva
Negyva
Negyva
Negyva
Negyva
Negyva
Negyva
Gyva
Negyva
Gyva
Gyva
Negyva
Negyva
Negyva
Gyva
Negyva
Negyva
Negyva
Negyva

Augimo
vieta
Kamienas
Kamienas
Kamienas
Kamienas
Kamienas
Kamienas
Saka
Kamienas
Kamienas
Kamienas
Kelmas
Saka
Kamienas
Kamienas
n

Kamienas
Kamienas

Kamienas
Kamienas
Saka
Kamienas
Kamienas
Saka
Kamienas
Saka

Parkas

Verkiy
Neries
Verkiy
Neries
Neries
Neries
Verkiy
Verkiy
Verkiy
Verkiy
Neries
Verkiy
Verkiy
Neries
Neries

Neries
Neries

Neries
Verkiy
Verkiy
Verkiy
Verkiy
Verkiy
Verkiy
Verkiy

Pastebéta, kad Verkiy ir Neries regioniniuose parkuose randami ksilotrofiniai

organizmai auga ant lapuoc¢iy medziy, dauguma ant Quercus sp. (42 %), Betula sp. (16 %) ir

Acer sp.(15 %). Rementis Schmidt ir Czeschlik (2006), gryby polinkis augti ant lapuociy

medziy atsiranda dél mazesnio vandens kiekio jy medienoje lyginant su spygliuociais.
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Tarp surinkty gryby issiskiria Phellinus igniarius, kuris buvo rastas ant Populus sp.
genties medzio — Sie organizmai link¢ kolonizuoti Quercus sp. ir Acer sp. (CABI 2020), bei
Trametes versicolor, kuris daug rec¢iau randamas ant Corylus sp., jprastai infekuoja Fagus sp.
genties medzius (Schmidt ir Czeschlik 2006). Didzioji dalis ant nezinomy augaly rasty gryby
pasizymi placiu potencialiy Seimininky ratu (Dabkevicius et al. 2006). Tarp jy iSimtis yra P.
igniarius, kuris tradiciskai auga ant Salix sp. ir Acer sp. medziy — potencialiis grybo Seimininkai
ir Sioje situacijoje.

Didzioji dalis (68 %) surinkty gryby rasti ant negyvos medienos (3.1.2 pav). Daedalea
quercina, Phlebia radiata ir Chlorociboria sp. yra laikomi saprotrofais, dazniausiai
kolonizuojanciais jau negyvg medj (Ginns ir Stalpers 1979). Nepaisant to, D. quercina buvo
rastas ant gyvo augalo. Remiantis Sunhede ir Vasiliauskas (2002), toks grybo isplitimas
galimas, jei medis yra stipriai pazeistas ar uzkréstame audinyje yra prasidéjusi nekrozé. Visi
kiti analizuojami grybai yra fakultatyviniai parazitai ir gali plisti tiek gyvame, tiek negyvame
augale-Seimininke (Dabkevicius et al. 2006).

AUGALU SEIMININKU BUKLE
MEGINIU RINKIMO METU

H Gyvas

Negyvas

Paveikslélis 3.1.2 Neries ir Verkiy regioniniuose parkuose rinkty gryby pasiskirstymas pagal
augalo Seimininko bukle.

Analizuojant vaisiakiiniy augimo vietas, buvo nustatyta, kad 73 % visy gryby surinkti
nuo medziy kamieny, 19 % — nuo Saky. Dauguma Saky buvo nuliiZusios, saprotrofiniai grybai
1 jas pateko per zaizdas (Dabkevicius et al. 2006). ISimtis yra Fomitopsis sp., rastas ant gyvo
medzio Sakos. Yra zinoma, kad jo kolonijos medyje gali siekti net 8 m aukstj (DabkeviCius et

al. 2006), o tai galéty paaiskinti nejprastg vaisiakiinio augimo vieta.
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I§ 25-iy skirtingy gryby Vvaisiaktiniy is$skirti 106 izoliatai (3.2.1 lentelé). Pirmiausia

3.2. Gryninimas ir morfologinis grupavimas

grybai charakterizuojami mikroskopuojant, tarpusavyje lygintos izoliaty mikrostruktiiros — hify

spalva, storis, septy i$sidéstymas, Sakojimosi ypatybés, formuojamos struktiiros, sporos ar jy

bruozai (dydis, spalva, forma). Tokiu budu grybai priskirti 23 skirtingoms morfologinéms

grupéms. Morfologiniy savybiy analizés metu, 60 % surinkty gryby identifikuoti iki genties,

40 % — iki rusies.

Lentelé 3.2.1 Mikroskopavimo metu atliktas grupavimas. ,Morfologiniy gr. sk.“ —

morfologiniy grupiy skai€ius, iSgautas gryninant atitinkamos genties/riSies vaisiakiinius;
»lzoliaty sk. —izoliaty skaiCius, iSskirtas i§ atitinkamos genties/riiSies vaisiakiiniy.

Nr.

Ol ool Sl IO IO B OOl SN S h

e O Y S S
© o ~ w N BB O

Gentis / rasis
Bjerkandera sp.
Chlorociboria sp.
Daedalea quercina
Fomes spp.
Fomitopsis betulina
Fomitopsis spp.
Ganoderma spp.
Hymenochaete sp.
Hypoxylon sp.
Phellinus igniarius
Phellinus spp.
Phlebia radiata
Tremella sp.
Trametes hirsuta
Trametes pubescens

Trametes versicolor

Morfologiniy gr. sk.

L e = S 0 I S S N C T G SE R R e N

Izoliaty sk.

3
4
9
14
3
14
10

N © W W PN

Tarp iki genties identifikuoty gryby, Fomes spp., ir Fomitopsis spp. gentims priskirti

grybai, tikétina, yra Fomes fomentarius ir Fomitopsis pinicola atitinkamai — abu $ie organizmai

yra randami Lietuvoje. Taip pat Phellinus spp., rastas ant Quercus sp. medzio: daZnas

Lietuvojos grybas, kuris auga ant Quercus sp. yra Phellinus robustus.

26



Mikroskopavimo metu pastebéta, jog 56 % gryby neformavo spory — MEA ir PDA
terpés tinka sparCiam augimui, bet ne visada sudaro salygas sporogenezei. Kartojant
mikroskopavimus, turéty biiti pasirinktas didesnis kiekis skirtingy terpiy.

Tarp sporas turiniy izoliaty, dazniausiai aptiktos chlamidosporos (nelytinés,
vienalastés, storasienés, turin¢ios viding antring sienele, ilgalaikés (ramybés) sporas), kurios
susidaro prasidéjus maisto medziagy trikumui. Visy analizuoty gryby hifai buvo septuoti

(turintys skersines hify pertvaréles), 96 % pasizyméjo dichotominiu’ sakojimusi (1 priedas).

3.3. Lakaziy ir peroksidaziy nustatymas

Morfologiniy grupiy atstovai analizuojami atlickant cheminius testus, siekiant nustatyti

lignolitinj aktyvuma (3.3.1 pav.).

Paveikslélis 3.3.1 Spalvinés reakcijos metu susidaranciy atspalviy pavyzdziai. Nuotraukose
Trametes versicolor, A) lakazés testas; B) peroksidazés testas. Padidinimas: 10 karty.

Testai atlikti ant 7 dieny amziaus kultiiry, rezultatai Zymimi lenteléje ,,+* ir ,,-“ Zenklais
(3.3.1 lentelé). Remiantis teoriniais ir praktiniais rezultatais, grybai, suformave labai silpna

atspalvj maziau nei 50 %, buvo laikomi kaip fermento nesintetinantys.

Lentelé 3.3.1 Cheminiy testy metu gauti rezultatai. ,,Mf. gr.“ — morfologiné¢ grup¢; ,L* —
lakazés tastas; ,,P* — peroksidazés testas; rezultaty zyméjimas: ,,+ — teigiama reakcija, ,,-“ —
neigiama reakcija;

= Bjerkandera sp. ‘ ) ; ) ‘ + + +

Chlorociboria sp. ‘ + 5 + ‘ + + N

’ Dichotominis $akojimasis — dviakis Sakojimasis
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3. Daedalea quercina - - = - - -
4. Fomes spp. - + + + + +
S Fomes spp. - - + - + +
4. Fomes spp. + + + + + +
19. Fomitopsis betulina - - - - - +
6. Fomitopsis spp. - - - - + +
7. Fomitopsis spp. - - - - - -
8. Fomitopsis spp. - - - - T +
9. Fomitopsis spp. - - - + + +
10. Ganoderma spp. + + + + + E
11. Ganoderma spp. - - + + + +
12. Hymenochaete sp. - - + - + )
13. Hypoxylon sp. - - + + + +
14, Phellinus igniarius - - - + + +
15. Phellinus spp. - + + 2 + +
16. Phellinus spp. - - + - B +
17. Phellinus spp. - + + - + +
18. Phlebia radiata - + + - + +
20. Tramella sp. - - + - + +
21. Trametes hirsuta - - + - + +
22. Trametes pubescens + + + + + +
23. Trametes versicolor + + + + + +

Atliekant duomeny analize, pastebéta, kad 58 % tiriamy gryby izoliaty nepasizymi
lakaziniu aktyvumu — fermentas néra bitinas lignino skaidyme, tac¢iau gali reakcija pagreitinti.
IS imties pasalinus tuos grybus, kurie priskiriami rudiesiems puviniams ir neturi jokiy
lignolitiniy fermenty (D. quercina, Fomitopsis spp.), matoma, kad lakaze sintetina 59 % baltajj
puvinj kelian¢iy gryby. ISsiskiria Bjerkandera sp. ir P. igniarius, kurie nepasizymi jokiu
lakaziniu aktyvumu. Remiantis jvairiais literatliros Saltiniais, abu grybai turi potencialg
sintetinti §j fermenta, taciau jis gali nepasireiksti, pavyzdziui, dél per auksto MEA terpés pH ar
per mazo aromatiniy junginiy Kiekio terp¢je (Heinfling et al. 1998, Sun et al. 2014).

Siekiant pagerinti ir patikslinti gautus rezultatus, testai turéty buti atlikti ant skirtinga pH

turin€iy terpiy — zinoma, jog §i aplinkos salyga turi didelg jtaka lakaziy aktyvumui. Tai pat biity
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naudinga varijuoti ir aromatiniy junginiy kiekiu: didesné pastaryjy koncentracija nulemia
spartesng fermento sinteze ir padidéjusj fermento aktyvuma (Fahraeus 1962, Cohen et al. 2002).

Nustatyta, kad 86 % gryby sintetina peroksidazes. IS imties pasalinus rudajj puvinj
sukeliancius grybus, Sis skaicius pakyla iki 100 %. Tai atitinka teorinius rezultatus — baltojo
puvinio grybai turi gebéti skaidyti ligning, o tam bitinas peroksidazinis aktyvumas (Ginns ir
Stalpers 1979). Fomitopsis spp. genties atstovai sukelia rudajj puvinj, ta¢iau vis tiek pasizyméjo
peroksidaziniu aktyvumu — toks aktyvumas atsiranda dél silpnu peroksidaziniu aktyvumu
pasizymiciy fermenty sintezés (Horwitz et al. 2013).

Atliekant bendra surinkty, mediena kolonizuojan¢iy gryby lakaziy ir peroksidaziy
sintetinimo analize, nustatyta, kad 50 % izoliaty sintetina tik peroksidazes, o 42 % sintetina abu
fermentus (3.3.2 pav.). Nei lakaziy, nei peroksidaziy nesintetino tik 8 % visy analizuoty

organizmy. N¢ vienas 1§ analizuojamy gryby sintetino tik lakaze be peroksidazés.

GRYBU PASISKIRSTYMAS PAGAL
EKSTRALASTELINIU LAKAZIU IR
PEROKSIDAZIU SINTEZE

M Lakazé ir
peroksidazeé

8%

M Lakazé be
peroksidazeés

Peroksidazé be
lakazés

H Nei lakazé, nei
peroksidazé

Paveikslélis 3.3.2 Bendras rudajj ir baltajj puvinj kelian¢iy gryby pasiskirstymas pagal lakaziy
ir peroksidaziy sinteze.

Remiantis Kaarik (1965) atlikatis lakaziy testais, matomas gauty rezultaty sutapimas:
analizuoti grybai atitinka duomenis, aptartus minétame straipsnyje. ISsiskiria jau ankSciau
aptarti Bjerkandera sp. ir P. igniarius, kurie, pagal straipsnj, turéty sintetinti lakazes. Rementis
peroksidaziy testais, atliktais Ginns ir Stalpers (1979), duomenys taip pat kartojasi. ISimtis —
Fomitopsis sp., kuriy genties atstovai nesintetina peroksidaziy. Anot (Horwitz et al. 2013) Sie
grybai gali sintetinti silpnas, lignino skaidyme nedalyvaujancias, peroksidazes. Analizuojant

Ascomycota skyriui priklausanéius grybus (Chlorciboira sp., Hypoxylon sp.), taip pat motomas
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gauty duomeny sutapimas su teoriniais — abu izoliatai sintetina tiek lakazes, tiek peroksidazes
(Jeon et al. 2018, Bdttner et al. 2019, Idris et al. 2019).

3.4. Gryby identifikavimas panaudojant PGR ir sekoskaita
Tiramyjy izoliaty genties ir riiSies patikslinimui buvo panaudota polimerazes grandininé

reakcija (PGR). ITS regiono padauginimui panaudojus universalius pradmeni buvo gauti ~650
bp ilgio fragmentai (3.4.1 pav.).

M1 2 3 4 M

Paveikslélis 3.4.1 Sekoskaitai skirty ITS fragmenty elektroforezé. M — ,,GeneRuler™ 100bp
DNA ladder plus® DNR dydzio Zzymuo;1 — teigiama kontrolé; 2 — Fomes spp. (izoliatas DM2.1,
Mf: 5); 3 — Hypoxylon spp. (izoliatas NR5.4, Mf: 12);4 — neigiama kontrolé¢;

Atlikta 2 grupiy atstovy sekoskaita (3.4.2 pav.). Identifikuoti iki raiSies pavyko tik 5-0S
morfologinés grupés atstova Fomes fomentarius. Hypoxylon sp. genties atstovas buvo
identifikuotas iki genties lygmens. GenetiSkai artimiausias organizmas buvo Hypoxylon
trugodes, taciau seka nustatyta keliuose kituose Xylariales eilés atstovuose.

Ivertinus morfologiniy grupiy atstovy sekoskaitos rezultatus gauta, kad identifikavimo
patvirtinimui panaudojus universalius 1TS1 ir ITS4 pradmenis gryby izoliaty sistematiné
padétis gali buti patikslinta ne iki raiies, bet tik iki genties. Todél morfologinis apibiidinimas
ypac¢ reikalingas interpretuojant gautus duomenis.

Sekoskaita turéjo biiti atlikta visiems 23 morfologiniy grupiy atstovams, taciau, deél

Lietuvos Respublikoje paskelbto karantino, $i darbo dalis nebuvo jvykdyta.
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ducing significant al Download Manage Columns -

2 selectall 100sequences selected GenBank Graphics D 1 I ]

Max  Total Query E Per

D
escription Score Score Cover value Ident

Accession

Eomes fomentariys isolate 2 B1 small subunit ribosomal RNA gene partial sequence intemal transcribed spacer 1.5 8S rbosom; 1144 1144 70% 00 99.83% gil1356588022IMF563975 1

Fomes fomentarius isolate 9_A2 small subunit ibosomal RNA gene_partial sequence_intemal transcribed spacer 1. 5 8S ribosom; 1144 1144 70% 00 99.83% gil1356588027IMFS63980 1
S 144 70% 00 9983% gil1356588026IMFE63979 1
Fomes isolate 3_A1 small subunit ibosomal RNA gene_partial sequence_intemal transcribed spacer 1. 5 8S dbosom; 1144 1144 70% 00 9983% gil1356588025IMF563976 1
Eomes f s isolate 21_A3 small subunit ibosomal RNA gene_partial sequence. intemal transcribed spacer 1, 58S riboson 1144 1144 70% 0.0 99.83%  gil1356588023IMFS63976 1

iys isolate 19 SU3 small subunit ribosomal E

A gene_pactial sequence. in}

nscibed spacse g 1144 1144 T0% 00 99.83% gi1356588021IMF563

9741

B ) Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ¥ Manage Columns ~ Show | 100V | @
selectall 100 sequences selected nBank Graphics Distance tree of results
Max Tolal Query E  Per
Description Access

P Score Score Cover value  Ident son
[poxyion tnugodes MUGL 54794 1TS regwon, from TYPE material 306396 27% 3e-110_0B.67% JNR 1551601
Astrocyst MELUCC 17-0127 ITS reqion; from TYPE material 438 438 44% 4e-123 88.06% NR_1383501
Bammaealia moravica CBS 142760 ITS region: from TYPE material 520 520 S2% 2147 87.96% NR_153405
Anthostomelioides proteas CBS 110127 ITS region, from TYPE material 496 498 50% 3e-140 87.96% NR_1535111
Barmmaeha rappazi CBS 142771 ITS region; from TYPE matenal 907 507 51%  1e-143 87.92% NR_1534061
Hypaxylon calileguenss LIL STMA14059 ITS region, from TYPE matarial 390 390 39% 1e-108 87.72% NR_16T 1

Paveikslélis 3.4.2 Fomes fomentarius (DM2.1; Mf: 5) (A) ir Hypoxylon spp. (NR5.4; Mf: 12)
(B) sekoskaitos rezultatai.
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ISVADOS

. Darbo metu i$ viso iSskirti 106 izoliatai, kurie suskirstyti j 23 morfologines grupes.

Nustatyta, kad grybai priklauso 16 skirtingy genciy.

62 % Verkiy ir Neries regioniniuose parkuose surinkty gryby augo ant negyvos
medienos, 38 % — ant gyvos. Visi ksilotrofiniai grybai augo ant lapuoc¢iy medziy.

. Atlikus cheminius testus, skirtus nustatyti lignino ardyme dalyvaujanciy ekstralgsteliniy
fermenty sinteze, nustatyta, jog 42 % analizuoty izoliaty sintetina lakazes ir

peroksidazes, 50 % — tik peroksidazes ir 8 % — nei vienos i$ jy.

. Atlikus dvejy morfologiniy grupiy atstovy sekoskaita, patikslinta tiriamy gryby
sistematiné padétis: vienas grupés atstovas buvo identifikuotas iki raisies kaip Fomes

fomentarius, antrasis — tik iki genties ir priskirtas Hypoxylon sp.
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Urté JURJONAITE

Bakalauro baigiamasis darbas

Medieng kolonizuojanciy ksilotrofiniy grybuy charakterizavimas
SANTRAUKA

Darbo metu siekiama i$skirti ir apibadinti Neries ir Verkiy regioniniuose parkuose
rastus, medieng kolonizuojancius ksilotrofinius grybus remiantis jy morfologiniais,
biocheminiais ir genetiniais poZymiais. Analizuojant augalus Seimininkus pastebéta, jog visi
vaisiaktiniai augo ant lapuoc¢iy medziy, o daugiausia aptikta ir iSskirta — i§ Querqus sp. I$ viso
surinkti 25 pavyzdziai, 1§ jy i8skirti 106 izoliatai, 1§ kuriy 62 % surinkty ksilotrofiniy gryby
augo ant negyvos medienos, 38 % — ant gyvos. Tyrimy metu jvertinta i$skirty gryby jvairové:
pagal morfologinius pozymius izoliatai suskirstyti j 23 grupes ir priskirti 16 skirtingy genciy.
Darbo metu, siekiant jvertinti lignino ardyme dalyvaujanciy ekstralgsteliniy fermenty
aktyvuma, tirtos ksilotrofiniy gryby savybés. Nustatyta, kad 42 % analizuoty izoliaty sintetina

lakazes ir peroksidazes, 50 % — tik peroksidazes ir 8 % — nei vieno i$ jy.
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Bachelor thesis

Characterization of Wood-inhabiting Xylotrophic Fungi
SUMMARY

The main aim of this work is to isolate and characterise wood-inhabiting xylotrophyc
fungi found in Neris and Verkiai regional parks based on their morphological, biochemical and
genetic traits. Upon conducting the analysis of host plants, it was determined that all of the
collected individuals were found on deciduous trees, most commonly on Quercus sp. 106
isolates were procured from 25 different specimens, of which 62 % were found on dead plant
matter, 38 % — on live matter. Isolates were analysed based on their morphological traits and
identified as 16 different genus, then separated into 23 morphogroups. Xylotrophic fungi were
analysed in an attempt to evaluate their lignin depolymerisation capabilities. It was determined
that 42 % of fungi synthesize peroxidase and laccase together, 50 % — only peroxydase and 8 %

do not produce either.
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PRIEDAI

1 priedas

Morfologinio grupavimo rezultatai. Pirmame ir tre¢iame stulpeliuose kolonijos nuotraukos ant MEA ir PDA,
antrame ir ketvirtame — mikroskopavimo nuotraukos ant MEA ir PDA. Grybo gentis ar rasis, priskirta
morfologiné grupé (trumpinta ,,Mf*), augimo greitis (matavimai atlikti po 7 dieny augimo), hify ir spory dydziai

aprasyti kiekvienoje eilut¢je.

Makro vaizdas Mikro vaizdas (MEA) Makro vaizdas Mikro vaizdas (PDA) Aprasymas
(MEA) (400 x) (PDA) (400 x)

Bjekanfdera sp.;
Mf: 1,
Augimas:

50 mm; hifai —
1 pm,
chlamidosporos
(10-12) pm x
(5-7) um;
Chlorciobora
sp.; Mf: 2;
Augimas:

10 mm; hifai —
2 Um, Sporos —
10 pm X5 pm;
Deadalea
quercina, Mf: 3;
Augimas:

15 mm; hifai —
(2-3) pm;
Spory néra;
Fomes sp.; Mf:
4; Augimas:

27 mm, hifai —
(15-20) pm;




Sporos 10 pm x
10 pm; 12 pm x
15 pm;

Fomes sp.; Mf:
5; Augimas:
10 mm, hifai —
(2-7) pm,
chlamidiosporos
(9-12) pm x
(11-15) pm;
Fomitopsis sp.;
Mf: 6;
Augimas:

5 mm, hifai —
2 um, spory
nera;
Fomitopsis sp.;
Mf: 7;
Augimas:

30 mm, hifai —
(5-6) um,
Sporos 3 pm x
3 um;
Fomitopsis sp.;
Mf: 8;
Augimas:

18 mm, hifai
(4-5) um,
sporos — 4 x

9 pm;
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Fomitopsis sp.;
Mf: 9;
Augimas:

5 mm, hifai —

4 um, spory
neéra;
Ganoderma sp.;
Mf: 10;
Augimas:

0,6 mm, hifai —
(1-2) um, spory

nera;

Ganoderma sp.;
Mf: 11,
Augimas:

10 mm, hifai
(1-2) pm, spory
nera;
Hymenochaete
sp.; Mf: 12;
Augimas:

31 mm, hifai
(4-6) um; spory
nera;

Hypoxylon sp.;
Mf: 13;
Augimas:

15 mm, hifai

(3-5) pm, spory

nera;
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Phellinus
ignarius; Mf:
14; Augimas:
23 mm; hifai —
(2-3) pm,
chlomidosporos
(10-13) pm x
(10-15) pm;
Phellinus sp.;
Mf: 15;
Augimas:

50 mm, hifai —
(2-4) um; spory
nera;

Phellinus sp.;
Mf: 16;
Augimas:

1 mm, hifai —
(2-3) pm; spory
néra;

Phellinus sp.;
Mf: 17;
Augimas:

2 mm, hifai —

2 Um; spory
nera;

Phlebia radiata;
Mf: 18;
Augimas:

15 mm, hifai —
3 um; spory

néra;
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Fomitopsis
betulina; Mf:
19; Augimas:
10 mm; hifai —
(2-4) um,
sporos — 1 pum x
1um

Tramella sp;
Mf: 20;
Augimas:

20 mm; hifai —
(1-2) um,
Sporos — 5 pm x
5 um; (8-

10) pm x (10—
12) um;
Trametes
hirsuta; Mf: 21;
Augimas:

8 mm, hifai —
(2-3) um,
arthrokonidijos
(5 x 5) pm;
Trametes
pubesens; Mf:
22; Augimas:
25 mm, hifai —
(2-7) um,
sporos (10—
12) um x (10—
12) um;
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Trametes
versicolor; Mf:
23; Augimas:
31 mm, hifai —
(3-7) um, spory

neéra;
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