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SANTRUMPOQOS

ACT (angl. actin) — aktinas

CaM (anlgl. calmodulin) — kalmodulinas

DG18 (angl. Dichloran Glycerol 18% Agar) — dichlorano-glicerolio agaro terpé

GC-MS (angl. Gas Chromatography-Mass Spectrometry) — dujy chromatografija / masiy
spektrometrija

ITS (angl. internal transcribed spacer) — vidinio transkribuojamo tarpiklio sritis

LOJ (angl. VOC, Volatile Organic Compounds) — lakieji organiniai juniniai

MEA (angl. Malt Extract Agar) — salyklo ekstrakto agaro terpé

OA (angl. Oat Agar) — avizy agaro terpé

PCA (angl. Plate Count Agar) — Iasteliy skai¢iavimo agaro terpé

PDA (angl. Potato dextrose agar) — bulviy dekstrozés agaro terpé

RPB2 (angl. RNA polymerase Il subunit B2) — RNR polimerazés I1 subvienetas B2

SDAY (angl. Sabouraud dextrose agar plus 1% yeast extract) — sabouraud dekstrozés agaro ir mieliy
ekstrakto terpé

TEF1-a (angl. translation elongation factor 1 alpha) — transliacijos elongacijos faktorius 1 alfa

TSE (angl. DSE, Dark septate endophyte) — tamsiaspalviai septuoti endofitiniai grybai



IVADAS

Simbiontiné endofitiniy gryby ir augaly — Seiminky sgveika per pastaruosius metus susilaukée
didelio susidomé¢jimo. [vairis tyrimai atskleidzia, jog Sis tarpusavio rySys gali teigiamai veikti augaly —
Seimininky augima, keisti $akny arcitektiirg, apsaugoti nuo biotinio ir abiotinio streso (Sun et al.,
2020b; Tang et al., 2022; Wang et al., 2024). Nepaisant skaitlingy tarptautiniy konvencijy, susijusiy su
cheminiy trasy naudojimo mazinimu, gamtai zalingy traSy vartojimas, remiantis FAO 2024 m.
statistikos metrasciu, vis dar iSlieka aukStas. Norint sumaZzinti globalinj atSilimg, vandens uZterStuma
bei ekosistemy sutrikdyma, sukeliamg sintetiniy trasy, didéja susidoméjimas alternatyvomis — aplinkai
nekenskmingomis biotragSomis. Biitent dé¢l savo savybiy teigiamai veikti augalus, endofitiniai grybai
bei jy iSskiriami antriniai metabolitai yra laitkomi vieni i§ aktualiausiy bei perversmg Zemés tkio srityje
galin¢iy sukelti alternatyvy (Gateta et al., 2023).

Endofitiniy gryby biotragSos vis daugiau aptinkamos rinkoje ir yra taikomos tokiose augaly
Seimose kaip Poaceae, Solanaceae ir Fabaceae (Khan et al., 2015; Airin et al., 2023; Saini et al., 2025).
Taip pat daugéja tyrimy, susijusiy su grybais, stimuliuojanc¢iais ekonomiskai svarbiy augaly augima,
sgrasas, kuris $iuo metu apima Aspergillus, Penicillium, Chaetomium, Rhizoctonia ir Fusarium gentis
(Adedayo & Babalola, 2023). Svarbu paminéti, jog endofitiniai grybai i$skiria platy lakiyjy organiniy
junginiy (LOJ) spektra, kuris apima alkoholius, terpenus, alkanus ir Kitas, biologiSkai aktyvias
medziagas, pasizyminéias augaly augimg skatinan¢iu poveikiu (Farh & Jeon, 2020). Taciau norint
geriau suprasti, kokios gryby rusys bei jy iSkiriami lakieji organiniai junginiai (LOJ), specifisSkai veikia
skirtingus augalus, reikalingi iSsamesni tyrimai, galintys padéti vystyti endofitiniy gryby, kaip biotrasy
kiirima.

Siame darbe sickiama istirti Epicoccum, Microdochium, Plectosphaerella, Cadophora,
svarbiy augaly — vasariniy mieziy (Hordeum vulgare L.) bei raudonyjy dobily (Trifolium pratense L.)
— tigliy, Sakny, ir Sakniaplaukiy augimui. Siekiant geriau suprasti jy saveika bei LOJ spektra, analizei
taikomas dujy chromatografijos ir masiy spektrometrijos (GC-MS) metodas. Taip pat, siekiama
i8siaiSkinti kokj poveikj endofitiniy gryby inokuliacija spory suspensija daro vasariniy mieZiy ir

paprastyjy alyvy (Syringa vulgaris) augimui.



Darbo tikslas:

Pasitelkiant vasarinius miezius (Poaceae) ir raudonuosius dobilus (Fabaceae) kaip modelinius
augalus, jvertinti endofitiniy gryby iSskiriamy lakiyjy organiniy junginiy (LOJ) poveikj augaly
augimui bei galimas sgsajas su jy produkuojamais antriniais metabolitais. Istirti endofitiniy gryby jtaka

vasariniy mieziy ir paprastyjy alyvy augimui, atlikus inokuliacijg gryby izoliaty spory suspensijomis.

Darbo uzdaviniai:

1. Ivertinti endofitiniy gryby LOJ poveikj vasariniy mieziy ir raudonyjy dobily Sakny,

Sakniaplaukiy bei Gigliy augimui, taikant in vitro 1ékstelé—Iéksteléje metoda.

2. Atlikti endofitiniy gryby LOJ analize, taikant dujy chromatografijos ir masiy spektrometrijos
(GC-MS) metoda, siekiant nustatyti jy iSskiriamy LOJ spektra.

3. ISbandyti endofity spory inokuliacijg ir jvertinti gryby poveikj vasariniy mieziy bei paprastyjy
alyvy augimui.



LITERATUROS APZVALGA

1.1 Grybuy filogenezé ir evoliucija

Grybai yra didziulé ir jvairi organizmy karalysté, uzimanti daugelj ekologiniy niSy ir apimanti
saprotrofiniy skaidytojy ir simbionty vaidmenis, tokiu biidu reik§mingai prisidedant prie svarbiy
ekosistemos funkcijy (Blackwell, 2011; Hawksworth & Liicking, 2017). Gryby karalysté¢ yra antra
pagal dydj po gyviiny, ja sudaro daugiau nei 5 milijonai rasiy (Raja et al., 2017). Remiantis
morfologiniais, fiziologiniais, biocheminiais ir standarinémis briikSinio kodo DNR sekomis, grybai
skirstomi j kelis pagrindinius skyrius: Chytridiomycota, Mucoromycota, Ascomycota, Basidiomycota
ir Glomeromycota (James et al., 2006; Spatafora et al., 2016; Naranjo-Ortiz & Gabaldon, 2019).

Chitridiomikotai (Chytridiomycota), arba chitridai yra vieninteliai grybai, kurie tam tikru
savo gyvenimo ciklo etapu gamina judrias sporas (zoosporas). Chitridai randami ir dirvozemyje, ir

gélame vandenyje, daugelis jy veikia kaip saprotrofai, o kai kurie — kaip patogenai (James et al., 2006).

Mukoromicetai (Mucoromycota) skyriaus grybai yra aptinkami tik sausumoje. Nelytinio
dauginimosi metu susidaro nejudrios sporos, vadinamos sporangiosporomis. Lytinés sporos susidaro,
kai susijungia du morfologiskai pana$iis prieSingy poravimosi tipy gametangijai. Sie grybai yra
saprofitai arba silpni patogenai, sukeliantys pelésius po derliaus nuémimo ir minkStuosius puvinius.
Pavyzdziui, kai kurios Mucor riiSys yra dirvoZzemio mikroorganizmai, kurie jsiskverbia j vaisius,

nukritusius ant sodo Zemés (Gould, 2009).

Auksliagrybiy (Ascomycota) skyrius yra pats jvairiausias ir turtingiausias gryby karalystéje, kurj
sudaro apie 110 000 gryby rusiy, o paplitimas apima tiek sausumos, tiek jiry ekosistemas
(Wijayawardene et al., 2021). Kai kurie auksliagrybtinai Zinomi kaip gyviiny ir zmogaus patogenai, o
kiti pasizymi simbiontiniu gyvenimo biidu. Sie grybai turi hifus, kurie perskiria lasteles skersinémis
sienelémis, vadinamomis pertvaromis. Lytinio dauginimosi metu gamina lytines sporas, vadinamas
aksosporomis, susiformavusias j maiselius panasiose struktiirose, vadinamose auksliu (asku), ir mazas
nelytines sporas, vadinamas konidijomis. Taip pat auksliagrybiai geba suformuoti struktiras,
reikalingas parazituoti augalus ir gyviinus, kurios vadinamos haustorijomis ir apresorijomis

(McConnaughey, 2014).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/life-cycle

Papédgrybiinai (Basidiomycota) yra antras pagal dydi po auksliagrybiiny skyriaus, $iai dienai
apraSyta daugiau nei 31 000 risiy, paplit¢ po visa pasaulj. Lytinis dauginimasis vyksta per mejosporas.
Basidiomycota skyriaus grybai pasizymi jvairiu gyvenimo biidai, nuo gerai zinomy medieng ptidanciy
gryby, augaly augimg skatinanciy ir mutualistiniy mikoriziniy, pasélius naikinan¢iy puvinius ir riidis

sukelian¢iy gryby iki j mieles panasiy zmogaus ligy sukéléjy (Coelho et al., 2017).

Glomeromicetai (Glomeromycota) sudaro simbiozés tipa, kai gryby hifai jsiskverbia | augaly
Sakny lasteles ir abi riSys gauna naudos i§ didesnio maisto medziagy kiekio. Gryby simbiontas gauna
angliavandeniy i§ augalo mainais uz tai, kad jis veikia kaip iSpléstiné Sakny sistema, taip smarkiai
pagerindamas mineraliniy medziagy jsisavinimg augaly Saknyse. Glomeromycota dauginasi nelytiniu
biidu, blastiskai vystantis hify virSiinélémis, kad susidaryty palyginti didelés sporos su sluoksniuotomis

sienelémis, turinCios nuo keliy Simty iki tikstan¢iy branduoliy (McConnaughey, 2014).

Norint nustatyti endofitiniy gryby risis reikia derinti tiek morfologinius, tiek molekulinius
tyrimy metodus. Molekuliniai metodai, tokie kaip filogenetin¢ analizé bei DNR sekos nustatymas, yra
svarbtis norint tiksliai identifikuoti grybus. Per pastaruosius 15 mety branduolinés rDNR vidinis
transkribuojamas tarpiklis (ITS) buvo naudojamas kaip taikinys analizuojant gryby jvairove aplinkos
méginiuose ir buvo pasirinktas kaip standartinis gryby DNR briikSninio kodavimo Zzymeklis
(Bellemain et al., 2010). Vienas i§ standartizuoty taksonomijos zymeny yra gryby ribosominis
operonas (rDNR), kurio ilgis siekia apie 6000 bp. Jj sudaro trys konservatyviis komponentai: 18S
rRNR genas (mazojo subvieneto, SSU), 5.8S rRNR genas ir 28S rRNR genas (didziojo subvieneto,
LSU), taip pat du hiperkintamieji regionai — vidinés transkribuojamos tarpinés sritys (ITS1 ir ITS2)
(1.1 pav.) (Schoch et al., 2012). Taciau, kadangi ITS regionas daugelyje gryby grupiy nevienodai
skiriasi, rekomenduojama naudoti ir baltymus tokius kaip aktinas (ACT), transliacijos pailgéjimo
faktorius la (TEF-1a), B-tubulinas ir kalmodulinas, koduojan¢iy genus sekas. Pagal Sias baltymus
koduojanéiy geny sekas galima atskirti artimai giminingas riaisis, genetiSkai skirtingas, bet labai
panasias morfologiskai riisis, taip pat nustatyti skirtingy tos pacios genties gryby risiy filogenetinius

rySius (Martin & Rygiewicz, 2005).
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1.1 pav. Gryby ribosominis operonas: dvi vidiniy ITS1 ir ITS2 transkribuojamy tarpikliy sritys
paZzymétos oranZine spalva ir trys konservatyvios 18S, 5.8S ir 28S rRNR geny sritys paZzymétos pilka
spalva, jose iSskirti kintamieji domenai, devyni (V1-V9) 18S genas ir dvylika (D1-D12) 28S genas.
VirSutingje operono dalyje pradmeny, naudojamy ITS srities amplifikacijai, vietos (3,5 Kb) rodomos

oranzine spalva, o apatinéje dalyje — pilka spalva. Pagal Tedersoo et al., 2015.

Tobuléjant technologijoms, pvz. naujos kartos sekos nustatymo (NGS) technologijomis,
tokiomis kaip ,,Illumina“ ir ,,Jon Torrent, o véliau ir trecios kartos platformos, tokios kaip ,,PacBio* ir
,,LOxford Nanopore Technologies (ONT) galima pagerinti taksonomine klasifikacijg. Oksford
Nanopore sekvenavimu, dabar galima nustatyti ilgesniy, iki 6 Kb ilgio, gryby ribosomy operono
fragmenty (18S-1TS1-5.8S-1TS2-28S) seka. Sparti molekulinés biologijos pazanga ir geb¢jimas sekti
viso ilgio 18S rRNR geng atskleidZzia naujus filogenetinius rySius gryby sistematikoje (Antil et al.,
2023).

1.2 Endofitiniy grybu klasifikacija

Endofitiniy gryby klasifikavimas yra svarbus, norint suprasti jy unikalig ne tik ekologing, bet ir
simbioting endofitiniy gryby funkcija bei pagrindinius biologinius veikimo principus. Endofito sékmeé
kolonizuoti augalus priklauso nuo tokiy kintamyjy kaip augalo genotipas, mikroorganizmo taksonas ir

padermés tipas bei biotiniy ir abiotiniy aplinkos salygy (Carroll, 1988; Mueller et al., 2004).

Anksc¢iau endofitiniai grybai buvo skirstomi i dvi grupes pagal evoliucija, taksonomija,

ekologine funkcijg ir Seimininko specifiSkumg (1.2 pav.):

1. Clavicipitaceae gryby endofitai (C— endofitai) daZniausiai paplit¢ Zoliniuose augaluose.



2. Nonclavicipitaceae grybai (NC- endofitai) vyrauja sumedéjusiuose augaluose (Clay &
Schardl, 2002).

[ Gryby mutualizmas ]
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1.2 pav. Endofitiniy gryby klasifikacija sietina su Seimininky rii$iy tarpusavio sgveika skirtingose

ekosistemose. Pagal Rodriguez et al., 2009.

Remiantis kolonizacijos charakteristikomis, Rodriguez ir kt. nuo 2009 m. pradé¢jo endofitinius
grybus skirstyti j keturias grupes, kurios iSskiriamos pagal Seiminko diapazong, Seiminko audinius,
augaly kolonizacija, augaly biologing jvairove, perdavimo biida bei tinkamumo Seiminimkui nauda (1.1

lentel¢) (Rodriguez et al., 2009).
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1.1 lentelé. Endofitiniy gryby klasifikacija. Pagal Rodriguez et al., 2009.

Kriterijai Clavicipitaceae Nonclavicipitaceae
Klasé 1 Klasé 2 Klasé 3 Klasé 4

Seimininko diapazonas slauras platus platus platus
Kolonizuoti Seimminko tighai ir Sakniastiebiai lighan, tighai Saknys
audiniai saknys,

Sakniastiebiai
Augaly kolonizacija plati plati ribota plati
Augaly biologing jvairové | Zema Zema auksta nezinoma
Perdavimo biidas vertikalus ir horizontalus vertikalus ir | horizontalus | horizontalus

horizontalus
Tinkamumo nauda® NHA NHA r HA | NHA NHA

* Nepritaikytos buveinés (NHA- nonhabitat-adapted) pranasumai, tokie kaip atsparumas sausrai
ir augimo skatinimas, yra daznai sietini su endofitais, neatsizvelgiant ] jy kilmés buveine. Buveinei
pritaikyta (HA-Habitat-adapted) nauda atsiranda dél buveinei biidingy selektyviy veiksniy, tokiy kaip

pH, temperatiira ir druskingumas.

Clavicipitaceae endofitai yra filogenetiSkai giminingi ir daugiausiai dauginasi vidutinio ir Siltojo
klimato zoliniuose augaluose. Jprastai Sios klasés endofitai aptinkami tgliuose, kuriuose sukelia
sisteming tarplgsteling infekcijg (Clay & Schardl, 2002). Patogenai, kurie iSskiria efektorinius
baltymus, susilpnina augalo imuninj atsaka ir tokiu badu gali kolonizuoti augalg — $eiminka. Sios
klasés endofitai dazniausiai yra perduodami vertikaliu buidu, kuomet motininiai augalai perduoda
endofitinius grybus savo palikuonims per séklas. C klasés endofitai pasizymi savo gebéjimu padidinti
augaly biomase, apsaugo nuo biotinio ir abiotinio streso, tac¢iau $i nauda priklauso nuo Seiminko riisies,
genotipo ir aplinkos sglygy (Clay, 1988; Faeth & Sullivan, 2003; Faeth et al., 2006). Clay ir Schardl
(2002) suskirsté Clavicipitaceae j dar tris tipus. Sie trys tipai skiriasi savo saveika su augalais —
Seiminkais, kuri svyruoja nuo patogeninés iki simbiontinés bei nuo simptominés ir besimptomés.
Daugiausiai démesio sulauke III tipas Clavicipitaceae endofitai, nes jie kolonizuoja vidinius augalo

audinius, nesukeldami jokiy neigiamy simptomy.

Nonclavicipitaceae endofitai yra labai jvairi, polifiletiné organizmy grupe, kuri atsirado dél
supana$¢jimo i§ dviejy ar daugiau skirtingy protéviniy grupiy. Sios klasés endofitai jprastai yra
auksliagrybiai, o jy vaidmuo labai jvairus ir dar néra gerai itirtas Zinoma, kad jie kolonizuoja beveik
Visus sausumos augalus ir jvairias ekosistemas, nuo atograzy iki tundros. NC endofitai buvo
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susikirstyti | tris pagrindines klases pagal kolonizacijos, perdavimo biidus bei ekologines funkcijas. 2
klasés endofitai, kurie yra pladiausiai istirti, gali augti tick antzemingje, tieck pozemingje augalo dalyje.
Dél stresiniy salygy, tokiy kaip temperatiira, druskingumas ir pH, 2 klasés endofitai geba pagerinti
augaly prisitaikomuma prie nepalankios aplinkos. Sios klasés endofitai yra perduodami vertikaliu badu
per séklas, sékly luobelias ar Sakniastiebius, o taip pat ir horizontaliu budu i§ aplinkos. 3 klasés
endofitai apsiriboja tik antZeminiais audiniais, o augaly — Seimininky bei audiniy jvairové gali bti
labai didelé. Pavyzdziui, tropinio tikrojo kakavmedzio (Theobroma cacao, Malvaceae) lapuose galima
aptikti vir§ 20 tokiy endofity rasiy (Arnold et al., 2003). 4 klasés endofitai aptinkami pozeminése
augalo dalyse, o jy jvairové atskiruose augaluose néra pakankamai jvertinta (Arnold, 2007a;

Vasiliauskas et al., 2007; Selosse et al., 2008; Rodriguez et al., 2008).
1.3 Endofitiniy gryby tyrimo istorija

Apie gryby ir augaly sgveikg buvo Zinoma jau nuo pat 19 a. pabaigos, o zvelgiant | evoliucing
skale, augaly ir endofitiniy gryby tarpusavio rySiai egzistuoja jau mazdaug 450 milijony mety. Nors
endofitiniy gryby fosiliniai duomenys néra gausis, dél jy mikroskopinio dydzio, taciau tokie jrodymai
kaip sausumos augaluose paplitusios mutualistinés simbiozés, byloja apie endofitiniy rysSiy
egzistavima. Pastarojo SimtmeScio tyrimai atskleidé, kad dauguma natiiraliose ekosistemose esanciy
augaly yra simbiozéje su mikoriziniais ir (arba) gryby endofitais. Ilgainiui endofitiniai grybai prisitaikeé
ir sukiiré biosintezés kelius, medziagy apykaitos mechanizmus, kurie yra naudingi tiek endofitams, tiek
augalams — Seiminkams (Petrini, 1991; M. A. Selosse & Le Tacon, 1998; Field et al., 2015).

Terminas ,.endofitas® buvo pasiilytas Zymaus to meto vokieCiy chirurgo, mikrobiologo,
mikologo, botaniko, Johann Heinrich de Bary 1866 m. Jis aptiko nepatogeninius mikroorganizmus
mikroskopiSkai tiriant nelabagja svidr¢ (Lolium temulentum). De Bary apibtdino endofitus kaip bet
kokius mikroorganizmus (i§ graiky kalbos ,,endon“ — viduje, ,.fiton* — augalas), kurie kolonizuoja
vidinius augalo audinius. Iki $iy dieny De Bary yra laikomas augaly fitopatologijos pradininku,
padéjusiu pagrindus augaly ir mikroorganizmy tyrimy svarbai (Petrini, 1991; Rosenblueth & Martinez-
Romero, 2006).

Pirmieji jrasai apie grybus Lietuvoje buvo pateikti 1781 m. viename i$ reikSmingiausiy botanikos
veikaly ,,Flora lithuanica inchoata®, kurj para$¢ Zanas Emanuelis Ziliberas (Gilibert, 1782). Véliau

tyrimus mikologijos srityje tesé¢ Lietuvos gamtininkas S.B. Jundzilas ir botanikas floristas J. Jundzilas
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(Jundzitt, 1830). Fitopatologijos pradininkas Lietuvoje A. MinkeviCius aprasé¢ parazitinius grybus,
aptiktus Kauno apskrityje. Publikacijoje pateiktos trys gryby rasys, priskiriamos Capnodiales,
Hypocreales ir Phyllachorales eiléms (Minkevi¢ius, 1927). Iskilus XX a. mokslininkas K. Brundza
1930 m. i§leido apraSomojo pobiidzio publikacija, kurioje nurodé Kauno Zemés tkio akademijos
teritorijos gryby morfologija, biologija ir substrata, tarp kuriy buvo minimi Zoliniy augaly lapai ir
stiebai, sumedéje augaly lapai, pivancios bei nudzitivusios Sakos. Pastaraisiai metais endofitiniy gryby
tyrimai Lietuvoje yra aliekami: Gamtos tyrimu centre, Vilniaus universitete, Vytauto DidZiojo

univeritete, Lietuvos agrariniy ir miSky moksly centre.

Pastaryjy dviejy deSimtmeciy tyrimai atskleidé, kad endofitiniai grybai, turi didziulj potencialg
jvairiose srityse, ypa¢ zemés ukyje, dél savo gebéjimo produkuoti antrinius metabolitus, Kurie

pasizymi specifiniu biologiniu aktyvumu (Chagas et al., 2017).
1.4 Endofitiy gryby biologinis vaidmuo

Endofitiniai grybai kolonizuoja vidinius augalo audinius arba tarplastelines erdves, ypa¢ lapus
bei Saknis. Tyrimai su jvairiais Zemés tikio augalais rodo platy endofitiniy gryby paplitimg ir jy svarba
augalams — Seimininkams. Endofitiniai grybai, turi didziulj potencialg produkuojant biologiSkai
aktyvius lakiuosius organinius junginius (LOJ) (Kaddes et al., 2019). Taip pat endofitiniai grybai yra
placiai tiriami de¢l savo gebéjimo pakeisti lapy chemines ir fizikines savybes tokias, kaip celiuliozés
kiekj ir laminos tankj. Tai suteikia lapams tvirtumo, tokiu biidu augalas tampa sunkiau pricinamas
zolédziams, ypac lapus pazeizdian¢ioms skruzdeléms (1.3 pav.) (Van Bael et al., 2012; Estrada et al.,
2013). Endofitai skatina augalo — Seiminko gynybinj atsakg prie§ ligy sukeléjus — fitopatogenus.
PavirSiaus bei citoplazminémis receptoriy kinazéms atpazinus fitopatogenus, paleidziami etileno ir
jazmono riigities signaliniai keliai. Sie augaly hormonai atlieka svarby vaidmenj reguliuojant augalo
augimg ir su stresu susijusias reakcijas (Wasternack & Hause, 2013; Campos et al., 2014). Endoftiniali
grybai suteikia atsparumg nuo abiotinio ir biotinio streso, keiCiant geny raiska. Yra tyrimy, kurie rodo,
jog endofitiniai grybai skatina su sausra susijusiy geny raisSka, todél augalas gali geriau toleruoti sausra
(Li et al., 2019; Koza et al., 2022). Endofitiniai grybai mazina abscizo rasties (ABA), kuri slopina
sisteminj jgyta atsparuma, kiekj (Abdelaziz et al., 2019). Augaly arba endofity sintetinamas hormonas
— giberelinas skatina augima, neutralizuojant DELLA baltymus, kurie slopina augimo signalus (Wagas
et al.,, 2012). Taip pat, endofitiniai grybai geba neutralizuoti reaktyvias deguonies formas (ROS),

susidarancios augale, gaminant tokius fermentus kaip superoksido dismutazeés (SOD), katalazés
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(CatA), peroksidazés (POD), alkilo hidroperoksidy reduktazés (AhpC) ir glutationo-S-transferazés
(GST) (Nogueira-Lopez et al., 2018). Gryby endofitai geba keisti augaly imuning¢ sistema gamindami
chitino deacetilazes, kuomet deacetilinami chitozano oligomerai, todél augaly receptoriai (PR-3),
atpaZzjstantys chitino oligomerus, negeba jy atpazinti (Sdnchez-Vallet et al., 2015). Endofitai maZzina
metaly fitotoksisSkuma kaupdami juos savo Iastelése, suriSdami juos metalo kompleksonais, paver¢iant
maziau kenksmingomis formomis bei paver¢iant toksiSkus metalus j netirpias formas, Sie mechanizmai

leidzia augalams geriau toleruoti metaly toksines savybes (Aly et al., 2011).
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1.5 Endofitiniy gryby lakieji organiniai junginiai (LOJ) ir jy funkcijos

Endofitiniai grybai gali gaminti jvairius lakiuosius organinius junginius (LOJ), pasizymincius
jvairiu biologiniu aktyvumu, pavyzdziui, skatinanCius augalo — Seimininko augimg, pasiZymincius
priesgrybeliniu, antioksidaciniu ir priesvéziniu poveikiu. LOJ yra pladiai naudojami zemés tikyje ir
pramonéje (Kanchiswamy et al., 2015). Taip pat endofitiniy gryby iSskiriami LOJ pasizymi stipriu
fungicidiniu ir antimikrobiniu poveikiu, kuris yra pagrindinis kovojant su patogenais (Mari et al.,
2016).

Endofitiniai grybai katabolizmo ir anabolizmo medZiagy apykaitos procesy metu pasisavina
Jvairias maistines medZiagas, o kaip Salutinis produktas yra iSskiriamos lakiosios organinés medziagos
(Lemfack et al., 2018). LOJ yra hidrofobiniai organiniai molekuliniai junginiai, kurie esant jprastai
temperatarai (20-25 °C) ir slégiui (101,3 kPa) iSgaruoja j dujing fazg. Jy molekuliné masé yra maza (<
300 Da), o gary slégis didelis (> 0,01 kPa esant 20 °C temperatiirai). LOJ dél savo fizikiniy savybiy
yra lengvai pernesami ore, vandenyje, dirvozemyje, augaluose, gyviinuose. Daugéja tyrimy, rodanciy,
kad grybeliniai LOJ tarpininkauja ir turi jtakos organizmy saveikoms kaip signalinés molekulés
skirtingose ekologinése nisose (Effmert et al., 2012; Hung et al., 2015). Endofitiniy gryby LOJ gali
saveikauti su augalais — $eiminkais, sukuriant LOJ molekulinj misinj. Sis misinys sudaro ,.sakinius®,
leidzian¢ius augalams perduoti sudétingus signalus ir taip sgveikauti su aplinka. Pagrindinés funkcijos,
kurias gali atlikti augaly ar gryby isskiriami LOJ, yra gynyba nuo zolédziy ir patogeny, rySys tarp
skirtingy augalo organy arba su kitais augalais ir naudingy organizmy (pavyzdziui, apdulkintojy, sékly
platintojy ir mikroorganizmy) pritraukimas (Delory et al., 2016; Farré-Armengol et al., 2016; Kaddes
et al., 2016).

Siuo metu LOJ atskiriami ir identifikuojami pasitelkiant dujy chromatografija (GC) kartu su
masiy spektrometrija (GC-MS) (Inamdar et al., 2020). Pavyzdziui, naudojant kictosios fazés
mikroekstrakcija — dujy chromatografijos/masiy spektrometrija (SPME — GC/MS) nustatyta, kad
daugiametis Zolinis augalas Chrysocephalum apiculatum gamina 15 lakiyjy organiniy junginiy (LOJ),
daugiausia priskiriamy terpenams, benzenui ir benzeno dariniams ir alkoholiams (Song et al., 2019).
Siuo metu jau yra Zinoma mazdaug 250 skirtingy gryby iskiriamy lakiyjy organiniy junginiy, tarp
kuriy vyrauja riigStys, alkoholiai, aldehidai, aromatinés medziagos, esteriai, heterocikliniai junginiai,
ketonai ir tioliai. Siuos LOJ galima suskirstyti j penkias rasis: terpenoidus, riebaly riigs¢iy darinius,

benzeno junginius, acetong ir aminorigsciy darinius. Jy biosinteze labai priklauso nuo anglies, azoto,
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sieros ir pirminio metabolizmo gaunamos energijos. Yra zinoma, kad Siuose biosintezes keliuose
dalyvauja keturi pirmtakai —fosfoenolpiruvatas (PEP), eritrozo-4-fosfatas (E4P), piruvato rugstis ir
acetil kofermentas A (acetil-coA). LOJ susidaro skirtingais anaboliniais keliais, daugiausia
manganato/fenilalanino, mevalonato (MVA), metileritolio fosfato (MEP) ir lipoksigenazés (LOX)
keliais, kuriuose vyksta skirtingos fermentinés reakcijos, kuriy metu susidaro skirtingy tipy LOJ.
Nustatyta daugiau kaip 500 LOJ gaminan¢iy mikroorganizmy, o kiekvienos gryby riisies LOJ skiriasi
priklausomai nuo nuo augimo salygy (temperatiiros, deguonies prieinamumo, pH), anglies saltinio
prieinamumo ir kultiros amziaus. Galiausiai LOJ sudétis yra konkretaus mikroorganizmo specifinés

metabolinés veiklos pasekmé (Kai et al., 2007; Lemfack et al., 2018).
1.6 Endofity ir augaly molekuliné sgveika

Tam, kad endofitas sékmingai kolonizuoty augalg, reikalinga suderinta jy sgveika. Endofitui
patekus ] augalg — Seiminka, augalas jj atpazjsta, prasideda signaliniy molekuliy tarpusavio rySys.
Jvariis tyrimai atskleidzia, kad endofity chemotaksinis atsakas vyksta per augalo — Seiminko Sakny
eksudatus, kuriuose gausu maistiniy medZiagy bei biomolekuliy, kurios padeda pritraukti ir atpaZinti
mikroorganizmus, jskaitant endofitus (Brader et al., 2014). Flavonoidai yra vienas i$§ tokiy metabolity,
kuriuos iSskiria augalai ir kurie priskiriami chemoatraktantams, atliekantiems svarby vaidmenj
endofitams sgveikaujant su Sakniaplaukiais (Arora & Mishra, 2016). Lipochitooligosacharidai (LCO),
dar vadinami Nod faktoriais, yra gerai Zinomos signalinés molekulés, aktyvuojanc¢ios bendrajj
simbiozés kelig (BSP) rizobijy ir ankstiniy augaly bei arbuskuliniy mikoriziy asociacijose (Gough &
Cullimore, 2011). Nustatyta, kad baltaziedzio vairenio (Arabidopsis thaliana) Sakny iSskiriamas
strigolaktonas taip pat veikia kaip signaliné molekulé, pritraukiant endofitinius Mucor sp. grybus.
Strigolaktonas taip pat gali suaktyvinti trumposios grandinés chitino oligomery sintezg ir i$siskyrima, o
tai gali stimuliuoti simbiotinj signalinj kelig augale (LOpez-Raez et al., 2017; Rozpadek et al., 2018).
Tyrimai taip pat rodo arabinogalaktano baltymy (AGP), kurie yra labai glikozilinti augaly lastelés
sienelés baltymy hidroksiprolino turtingy glikoproteiny (HRGP) superSeimos nariai, vaidmenj
nustatant augalo saveika su mikroorganizmu (jskaitant endofitus) keliuose etapuose. Sie baltymai
atlicka neabejoting vaidmenj Sakny kolonizacijoje, veikdami kaip repelentai arba atraktantai
mikroorganizmams (Nguema-Ona et al., 2013). Siuo metu Zinoma, kad augaly Saknys iskiria keleta
kity Sakny eksudaty, jskaitant jvairius cukrus, aminoraigstis, organines ragstis, fenolinius junginius ir
kitus antrinius metabolitus, kurie selektyviai pritraukia mutualistinius mikroorganizmus, jskaitant
endofitus (Chagas et al., 2017).
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1.7 Endofity molekulinis indentifikavimas

Mikologai tradiciskai naudojo morfologija (fenotipinius pozymius), pvz., sporas gaminanc¢ias
struktiiras, susidariusias dél nelytinio (mitozés) arba lytinio (mejozés) dauginimosi, kaip vienintele
priemone gryby rasims identifikuoti, kuri iki $iy dieny vis dar naudojama kaip papildoma gryby riisiy
identifikavimo priemoné. Morfologijos naudojimas gryby rusiy identifikavimui yra labai svarbus
norint suprasti morfologiniy pozymiy raida, ta¢iau morfologiniai gryby sistematikos metodai, nors ir
reguliariai naudojami gryby taksonomijos tyrimuose, siekiant klasifikuoti grybus eilés ar Seimos
lygmeniu, ne visada gali biiti tinkami Zzemesnio lygio (rasiy) klasifikacijai (Hyde et al., 2011,
Tedersoo et al., 2015; Raja et al., 2017).

Norint tiksliai identifikuoti ir klasifikuoti endofitius grybus jvairiais hierarchiniais ir
taksonominiais lygmenimis, rekomenduojama atlikti molekulinj identifikavima. Sis identifikavimo
biidas priklauso nuo analizuojamos mikroorganizmo DNR sekos, kuri amplifikuojama naudojant
specifinius genetinius zymenis (Azuddin et al, 2023). rDNR regionuos esanéiy vidiniy
transkribuojamy geny tarpikliy (ITS) seky analizé yra dazniausiai naudojama nuo tada, kai buvo
sukurti pirmieji universalis pradmenys, atskiriant gryby gentis ir rasis, dél tokiy pranasumy kaip
lengva amplifikacija taikant PGR, plataus naudojimo. (Schoch et al., 2012). Taciau norint atlikti
tikslesnj] nustatyma, esant mazesnei tarpruSinei variacijai, naudojami ir Kiti papildomi genetiniai

Zymenys, tokie kaip istisinés 18S ir 28S geny sekos (Dizkirici & Kalmer Ipek, 2019).

Dauguma filogenetiniy tyrimy, kuriuose sickiama identifikuoti endofitinius grybus, remiasi
branduolio rRNR geny vidiniu transkribuojamu tarpikliu (ITS) (Schoch et al., 2012). ITS briks$ninio
kodo seckos yra standartizuotos ir trumpos DNR sekos, gryby karalystéje nuo 450 iki 800 bp. ITS
sudaro du Kintamieji tarpikliai - ITS1 ir ITS2 - ir tarpinis, labai konservatyvus 5,8S ribosominis genas
(Tedersoo et al., 2015). Gryby sckos skiriasi rusies lygiu, todél juos galima identifikuoti greitai ir
tiksliai. Taciau, kadangi ITS regionas rodo nevienods kintamumg daugelyje gryby grupiy,
rekomenduojama papildomai naudoti baltymus koduojancius genus. Nors ITS regionas yra laikomas
standartiniu, naudojami ir kiti rRNR regionai tokie, kaip LSU (28S branduolinio ribosominio didziojo
subvieneto rRNR) genas. Tuo trapu SSU (18S branduolio ribosomy mazojo subvieneto rRNR)
regionas vystosi létai, palyginti su ITS ir LSU, todél tiriamy taksony skirtumai yra mazesni (Schoch et
al., 2012).
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Genai koduojantys akting (ACT), pasizymi létu evoliuciniu grei¢iu, todél daznai naudojami
identifikavimui bei taksonominiams tyrimas. Beta-tubulino genai koduoja polipeptidinius baltymus ir
yra naudojami gryby filogenetinei analizei atlikti nuo karalystés iki riiSies lygmens. Keturi beta
tubulino genai randami visuose grybuose: du a-tubulino (tubA) ir du B-tubulino (tubB) genai. TubA yra
atsakingas uz dviejy alfa tubulino polipeptidy (alfa 1 ir alfa 2) gamybg, o tubB gamina vieng alfa
polipeptida (alfa 2). Beta tubulino geny sekos turi 3,5 karto daugiau filogenetinés informacijos nei
mazojo subvieneto (SSU) rRNR genas (Das et al., 2014; Visagie et al., 2014; Raja et al., 2017).
Kalmodulinas (CaM) yra mazas, riigStinis, labai konservatyvus tiek funkciniu, tiek strukttriniu
pozitriu baltymas, esantis visose eukariotinése lgstelése (Simdo & Gomes, 2001; de Carvalho et al.,
2003). Pagrindiné jo funkcija yra veikti kaip tarplastelinis Ca®" receptorius, kuris skatina proliferacija,
judrumg ir lasteliy ciklo eiga. Ca?*-CaM kompleksai veikia kontroliuodami daugelio vidulasteliniy
baltymy, tokiy kaip fosfodiesterazé, Ca?*-ATPazé, serino baltymy kinazés ir baltymy fosfatazés,
aktyvuma. Jis taip pat veikia keleta medziagy apykaitos keliy ir geny raiskos reguliavimag daugelyje
eukariotiniy organizmy, jskaitant grybus (de Carvalho et al., 2003). RNR polimerazés II genas (RPB2)
koduoja antrg pagal dydj eukarioty baltymo subvienetg ir yra atskingas uz baltymus koduojanciy geny
transkripcija ] pre-mRNR transkriptus. Todél RPB1 (koduojantis didziausig RNR polimerazés 11
subvienetg) ir kintamoji sritis tarp konservatyviy 6 ir 7 RPB2 domeny (koduojanciy antrg pagal dyd;
RNR polimerazés Il subvienetg) gali buti naudingos filogenetiniams tyrimams, nagrin€jant grybus
zemesniuose taksonominiuose lygmenyse (Malkus et al., 2006; Vétrovsky et al., 2016; Gerber et al.,
2020). Pastaruoju metu mini chromosomy palaikymo baltymas (MCM?7) pasirodé esas perspektyvus
kaip naujas zymuo, leidziantis nustatyti tiek auksStesnio, tiek Zemesnio lygmens filogenetinius rysius.
Jrodyta, kad MCMY7 regionas yra pranaSesnis genas filogenetikai, palyginti su daugeliu jprastai
naudojamy baltymus koduojan¢iy zymeny. Jis taip pat gerai veikia, kai naudojamas kartu su LSU genu,

ypac auksliagrybiy skyriaus grybams (Gillot et al., 2015; Hustad & Miller, 2015).

Naudojant DNR sekos nustatymo metoda, atlickama tiriamos sekos bioinformatiné¢ analizé —
palyginimas su sekomis, esanCiomis duomeny bazése (pvz., Tarptautiniu nukleotidy seky duomeny
baziy konsorciumas - NCBI,), taip pagal seky atitikima nustatoma rtSis. Filogenetinés analizés budas

remiasi seky palyginimu su homologiskomis sekomis ir tiriamos sekos jtraukimu j filogenetinj med;.

Oligonukleotidiniai pradmenys, skirti pirminiy briikSninio kodo sri¢iy PGR amplifikacijai, turéty
pasizymeti specifiSkumu ir gebéti amplifikuoti reikiamg sekos ilgj tolimesniai analizei. Sekos turi

pasizyméti unikalumu bei buti stabilios rasyse (Schoch et al., 2012). Pirmieji PGR pradmenys, placiai
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pripazinti dirbant su gryby vidinémis transkripcijos sekomis (ITS), buvo ,JITS1* ir ,ITS4%, kurie
amplifikuoja labai kintamas ITS1 ir ITS2 sekas, supancias 5.8S koduojancig seka ir esancias tarp
ribosominio operono mazojo subvieneto koduojancios sekos (SSU) ir didziojo subvieneto
koduojancios sekos (LSU). ITS1, ITS2 ir ITS4 amplifikavimas gamina 400—-800 bp amplikonus, kurie
yra tinkami tolimesnei analizei (Gardes & Bruns, 1993; Martin & Rygiewicz, 2005). Tam, kad biity
iSvengta gyviny ir (arba) augaly DNR koamplifikacijos buvo sukurti Kiti pradmenys SR6R ir LR1
(Vilgalys & Hester, 1990), VID, V9G ir LS266 (Gerrits van den Ende & Hoog, 1999) bei ITS1F
(Gardes & Bruns, 1993), kuriuos galima naudoti amplifikacijai. Antriniai brik$ninio kodo sri¢iy
pradmenys turéty gebéti ne tik amplifikuoti patikimg regiona, bet ir biiti universaliis tam, kad esant
nepakankamai tiksliems pirminio briik$ninio kodo regiono skirtumams pavykty nustatyti tiklsig gryby
rasj (Tedersoo et al., 2015, 2022)

1.8. Endofitiniai grybai

Sioje dalyje detaliau apibtidinsiu miisy naudojamas endofitiniy gryby rai§is, kurios miisy

tyrimuose buvo aptiktos Zoliniy augaly Saknyse.

1.8.1 Plectosphaerella cucumerina

Plectosphaerella cucumerina priklauso Hypocreales eilei, Ascomycota skyriui. Sis endofitas yra
gerai zinomas kaip nekrotrofinis patogenas, sukeliantis vaisiy, ypa¢ meliony (Cucumis melo) ir Sakny
puvinius ir paséliy ligas visame pasaulyje (Carlucci et al., 2012). Plectosphaerella pirmg kartg aprasé
Klebahn (1929), Plectosphaerella cucumerina endofitas buvo iSskirtas i§ ankstyvyjy agurky
Vokietijoje (Klebahan, 1929). Véliau buvo isskirtas daugiausiai i§ meliony ir arbiizy, taip pat i$ Kity
augaly tokiy, kaip pomidory, papriky, Sparagy ir petrazoliy (Carlucci et al., 2012).

Endofitas ant PDA terpés formuoja Sviesiai rozinés spalvos, gleivingas, plokscias kolonijas.
Hifai Sakoti, pertvariniai, jy plotis siekia 3-4 um, su daugybe anastomoziy (susijungimy), formuojanciy
hify spirale. Konidioforai pavieniai, neSakoti arba retai netaisiklingai i§siSakoje, plonasieniai, skaidris,
lygtis. Konidiogening¢ lgstelé determinuota, atskira, su viena bazine pertvara, lygi, paviené, susidariusi
ant hifiniy spiraliy, palaipsniui smailéjanti iki vir§iinés, kartais kreiva, placiausia prie pagrindo,
pastebimas sustor¢jimas, cilindro formos 1,5-2 um. Hialininés, plonasienés, lygios konidijos,

susitelkusios gleivingose arba kartais glutuliuotose (medziaga i§ aminoriig§ciy glicino, cisteino ir
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glutamo rugsties) galvutése (slimy heads) yra elipsoido formos, siauréjancios j galus. Chlamidospory —

storasieniy hifiniy lgsteliy — P. cucumerina neturi (1.4 pav.) (Carlucci et al., 2012).

1.4 pav. Plectosphaerella cucumerina kolonijos vaizdas ant ant bulviy dekstrozés agaro (PDA) terpés
(A-B) ir kolonijy micelio citomorfologija (C-F). A. kolonijos virSutiné pusé; B. kolonijos apatiné pusé;
C., D. konidijakotis ir fialidé; E. hifiné spiralé ir konidijos; F. konidijos, skalé 10 um. Pagal Hassan &
Chang, 2022.

P. cucumerina yra pavinio sukeléjas, sukeliantis didelius molitigy ir cukinijy derliaus nuostolius.
Si rasis yra pladiai paplitusi ir priskiriamas polifaginiams (gali maitintis jvairiy risiy maistu) grybams,
daznai iSskiriamas i$ keliy skirtingy augaly — Seimininky (Palm et al., 1995; Carlucci et al., 2012). P.
cucumerina geba kolonizuoti ir baltaziedzio vairenio (Arabidopsis thaliana) lapus (Mufioz-Barrios et
al., 2020).

1.8.2. Cadophora fastigiata

Cadophora gentis pirma kartg buvo apraSyta 1927 m., o Cadophora fastigiata pateikta ir
apraSyta kaip pagrindiné rasis, priskiriama TSE, tamsiaspalviams septuotiems endofitiniams grybams
(angl. DSE, Dark septate endophyte) (Lagerberg et al., 1928). Cadophora priklauso, Helotiales eilei,

Ascomycota skyriui (Jumpponen & Trappe, 1998; Arnold, 2007a). Cadophora riasims budingi keli
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maistiniy medziagy jsisavinimo biidai. Jprastai Cadophora genciai priklausancios rasys yra
priskiriamos augaly patogenams, kurie kolonizuoja augaly $aknis, medieng arba dirvozemj. Pasaulinis
dominuojanciy jvairiy biomy dirvozemio gryby bendrijy tyrimas parodé, kad Cadophora yra vienas i$
labiausiai paplitusiy dirvozemio gryby, turinciy didelj skai¢iy geny, susijusiy su atsparumu stresui ir
maistiniy medziagy jsisavinimu (Egidi et al., 2019). AtSiauriuose Arkties ir Antarktidos vietovése
Cadophora riisys buvo daznai iSskiriamos i$ dirvozemio, jiros nuosédy ir organizmy, gélo vandens
ezery, ypac istoriniy mediniy nameliy ir kai kuriy mumifikuoty ar panardinty dreifuojanciy medziy
(Gongalves et al., 2012; Furbino et al., 2014; Nagano et al., 2017; Walsh et al., 2018). Manoma, kad jie
yra vieni 1§ pagrindiniy mikroorganizmy, galin€iy inicijuoti maistiniy medziagy ciklus ir energijos
srautus i§ negyvy organiniy medziagy (Blanchette et al., 2016). Tuo tarpu saprotrofinés rasys,
daugiausia Cadophora malorum, Cadophora luteo-olivacea ir Cadophora fastigiata, kurios buvo
i8skirtos poliariniuose regionuose, taip pat aptinkamos kaip jvairiy augaly patogenai ar endofitai
visame pasaulyje (Gramaje et al., 2011; Travadon et al., 2015; Navarrete et al., 2011). Cadophora sp.
budingi melanizuoti hifai ir mikrosklero¢iy formavimas bei rudo atspalvio micelis (Knapp et al.,
2018).

Atlickant lakiyjy metabolity analize¢ nustatyta, kad C. fastigiata iSskiria seskviterpenus, tokius
kaip kariofileng bei esterius, pavyzdziui, metilo benzoata, junginj, kuris pasizymi insekticidinémis

savybémis (Sunesson et al., 1995; Mostafiz et al., 2018)
1.8.3 Epicoccum nigrum

Epicoccum gentis priklauso Pleosporales eilei, Ascomycota skyriui. Epicoccum nigrum yra
saprofitinis ir endofitinis grybas, aptinkamas visame pasaulyje, 0 jo genoma sudaro 34,7 Mbp (Fokin et
al., 2017). Daugiausiai aprasytas kaip kvieCius, miezius, avizas bei kukurtizus kolonizuojantis grybas,
iSskiriamas tokiy augaly, kaip cukranendrés, persikai, vidiniy audiniy (Perello et al., 2002; Arnold,
2007b; Favaro et al., 2012). E. nigrum yra svarbus cukranendriy endofitnis grybas, susij¢s su biologine
fitopatogeny kontrole ir antriniy metabolity gamyba (Favaro et al., 2012). Sie endofitai pasizymi
antagonistiniu poveikiu jvairiems augaly patogenams (t. y. Sclerotinia sclerotiorum, Pythium
irregulare ir Monilinia spp.). E. nigrum produkuojami lakieji ir nelaklis organiniai junginiai
reik§mingai mazina augaly patogeny augima, nes jy sudétyje yra prieSgrybeliniy, antioksidantiniy,
antimikrobiniy medziagy (Jin et al., 2023; Li et al., 2013). Tyrimas, kuriame kvie¢iy lapai buvo

uzkrésti Bipolaris sorokiniana, Septoria tritici, Drechslera tritici-repentis ir Alternaria
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triticimaculans, atskleidé, jog augalas kolonizuotas E. nigrum, mazino patogeny spory daiguma. E.
nigrum turi daugeliui endofitiniams grybams budingy augaly augimg skatinan¢iy savybiy, o SOrgo
séklos, paveiktos E. nigrum, pasizymi pagerintu sékly dygimu, pailgéjusiais tigliais ir $aknimis bei
padidinta augalo biomase (Rajini et al., 2020). Taip pat, E. nigrum geba padidinti tokiy augaly kaip
cukranendrés Sakny biomase¢ bei slopinti jy patogeny, jskaitant Xanthomomas albilineans,
Colletotrichum falcatum, Fusarium verticillioides ir Ceratocystis paradoxa, augimg in vitro (Favaro et
al., 2011).

E. nigrum kolonijos yra greitai augancios, ryskiu geltonos arba oranziskai rudos spalvos
pigmentu. Sporuliuojant matyti daugybé juody sporodochijy (konidiofory sankaupy). Konidijos
susidaro pavieniui ant tankiai suspausty, nespecializuoty, determinantiniy, silpnai pigmentuoty
konidiofory. Konidijos yra nuo rutuliskos iki piriforminés, dazniausiai 15-25 pum skersmens. Konidijos
tampa daugiabranduolés (diktiokonidijos), tamsiai pigmentuotos, jy pavir§ius yra nelygus (1.5 pav.)

(Favaro et al., 2011; Thorne et al., 2013).

1.5 pav. Epicoccum nigrum kolonijos vaizdas (virSutiné ir apatiné pusés) ant skirtingy terpiy (A-C) ir
kolonijy micelio citomorfologija (D-G). A. kolonija ant Sabouraud dekstrozés agaro; B. kolonija ant

bulviy dekstrozés agaro (PDA); C. kolonijos ant Czapek Dox agaro; D. micelis ir
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diktiochlamidosporos (20X); E. jauna dichtiochlamidospora (a), konidioforas (b) ir pertvariné hifa (c)
(40X); F. subrendusios dichtiochlamidosporos (40X); G. subrendusios sporodochijos

(stereoskopiskai). Pagal Guzman-Moreno et al., 2024.

E. nigrum gali kolonizuoti jvairius augalus. Daugeliu atvejy jis veikia kaip naudingas endofitas,
padedantis augalui toleruoti stresg, skatinantis augimag ar atsparumg ligoms. Taciau tam tikromis
salygomis jis taip pat gali tapti patogeniniu arba veikti kaip silpnas patogenas, ypa¢ jei augalas —
Seimininkas patiria stresg (Schulz & Boyle, 2005; Arnold, 2007b). Yra zinoma, kad E. nigrum gamina
daugybe antriniy metabolity, kai kurie i§ juy turi antimikrobiniy savybiy. Sie metabolitai gali atlikti
svarby vaidmenj apsaugant augalus ir gali buti naudojami medicinoje ir Zemés tkyje (Favaro et al.,

2012; Braga et al., 2018).

1.8.4 Microdochium bolleyi

Microdochium bolleyi dazniausiai endofitiskai auga augaly, ypa¢ Zoliniy, $aknyse (Mandyam et
al., 2013). Priskiriamas Amphisphaeriales eilei, Ascomycota skyriui. Dél melanizuoty lgsteliy sieneliy
ir tarplgstelinio augimo sveiky augaly Saknyse jis apibiidinamas kaip tamsiaspalvis septuotas
endofitinis grybas (Jumpponen & Trappe, 1998). M. bolleyi poveikis Seimininkui gali bati teigiamas
arba neigiamas, priklausomai nuo grybo ir augalo genotipy. M. bolleyi genomas sudarytas i§ 38,84

Mbp (David et al., 2016a).

David su kolegomis nustaté, kad M. Bolleyi kolonizuoja vietiniy bei invaziniy JAV Ramiojo
vandenyno  pakran¢iy  Zoliy  Saknis:  vietinés Elymus  mollis,  invazinés Ammophila
arenaria bei Ammophila breviligulata. Si pakranté yra laikoma atSiaure aplinka dél stipraus véjo bei
sauso, skurdaus maistinio medziagomis dirvozemio. Tiriant pajurio zoliniy augaly endofitus, M.
bolleyi buvo dazniausiai izoliuotas endofitas ir pasizyméjo palyginti greitu augimu, (Mandyam et al.,
2010; David et al., 2015). 2007 metais nustatytas, kad Zoliniame augale Agrostis stolonifera L.,
daugiausia naudojama golfo ir teniso aikS$tyno apzeldinimui, M. bolleyi sukelia puvinj (Hong et al.,

2008).

M. bolleyi daznai atsiranda ant daugelio gridiniy augaly rasiy Sakny, kur tam tikromis sglygomis

Jis pasireikskia kaip silpnas patogenas. Jis taip pat buvo izoliuotas i§ kvieciy lauky dirvoZemio bei
mieziy (David et al., 2016b; Shadmani et al., 2021). Nors M. bolleyi poveikis pajirio Zoliniy augaly —
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Seimininkams dar néra kiekybiskai jvertintas, M. bolleyi paprastai laikomas komensaliniu arba silpnu

patogenu. Zoliniuose augaluose sukelia Sakny nekroze ir puvima (Hong et al., 2008).

M. bolleyi gamina vienalastes, lygias, plonasienes, pusménulio formos, vidutiniskai 6,4 x 1,9
um dydzio konidijas. Jo hifai yra tamsiai rudi ir gali i$skirti oranzinj pigmentg (David et al., 2016b).
Jaunos kolonijos auginamos ant PDA terpés yra lygios, Sviesiai rudos spalvos, taciau po 2-3 savaiciy
melanino pigmentuota zona palaipsniui iSsiplécia | iSor¢ nuo kolonijos centro ir kolonijos tampa

tamsesnés spalvos (1.6 pav.) (Jumpponen & Trappe, 1998; Hong et al., 2008).

1.6 pav. Microdochium bolleyi kolonijos vaizdas ant skirtingy terpiy (a-b) ir kolonijy micelio
citomorfologija (c-f). a. kolonijos vir§utiné pusé ant bulviy dekstrozés agaro (PDA) terpés; b. kolonijos

vir§utiné pusé ant salyklo ekstrakto agaro (MEA) terpés; c-d. chlamidosporos i$sidés¢iusios grandinéle
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ant bulviy dekstrozés agaro (PDA) terpés; e. konidiogeninés lagstelés; f. konidijos, skalé (c, f) 10 pm,
(d, €) 5 um. Pagal Shadmani et al., 2018.

M. bolleyi yra svarbus endofitas norint suprasti, kaip grybai simbiozéje su augalu — Seiminku

toleruoja ekstremalig aplinka.

1.8.5. Paraphoma fimeti

Paraphoma anksciau buvo klasifikuojama kaip Phoma genties dalis, véliau iSskirta j atskirg
gentj. Si gentis formuoja piknidijas ir specializuotas nelytines sporas — chlamidiosporas (de Gruyter et
al., 2013). Paraphoma risys daugiausiai aptinkamos dirvoZzemyje, sukelia ligas tiek antZemingje, tieck
augaly Sakny dalyje vidutinio klimato zonose Australijoje, Amerikoje, Euroazijoje (de Gruyter et al.,
2013; Moslemi et al., 2016). Paraphoma fimeti pirmg kartg buvo iSskirtas i§ paprastojo kadagio
(Juniperus communis) $akny 1991 m. Sveicarijoje. Si rais priklauso Pleosporales eilei, Ascomycota
skyriui, daugiausiai aptinkama dirvoZzemyje ir geba pazeisti Zoliniy augaly lapus. P. fimeti turi platy
Seimininky spektra jvairiose augaly Seimose, yra iSskiriama i§ zoliniy bei sumedéjusiy augaly negyvy

audiniy (de Gruyter et al., 2010).

Paraphoma fimeti kolonijos ant OA pasizymi $viesiai pilku ir alyviniu, lygiu krastu miceliu.
Konidijos yra 3-5 x 2-3 um dydzio, poliuose aptinkamos alicjaus sankaupos, kurios padeda sporoms
iSlikti (Boerema et al., 2004).
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1.7 pav. Paraphoma sp. kolonijos vaizdas (virSutiné pusé¢) ant skirtingy terpiy (a-€) ir kolonijy micelio
citomorfologija (f-h). a. kolonija ant bulviy dekstrozés agaro (PDA) terpés, po 1 sav. augimo; b.
kolonija ant aviziniy dribsniy agaro terpés; c. kolonija ant salyklo ekstrakto agaro (MEA) terpés; d.
kolonija ant V8 sul¢iy agaro terpés; €. kolonija ir f. apvalios juodos piknidijos ant bulviy dekstrozés
agaro (PDA) terpés, po 4 sav. augimo; g. piknidijos padengtos Sereliais; h. konidijos, skalé (g) 50 pm,
(h) 10 um. Pagal Cao et al., 2020.

Kadangi Paraphoma fimeti riisis néra placiai apraSyta, jos morfologija apibiidinama remiantis
esamomis ziniomis ir Phoma genc¢iai budingomis bendrinémis savybémis, nes jos yra giminiskos viena
kitai. Ant PDA terpés Paraphoma sp. izoliatas formuoja rutuliskos formos juodas konidijas, micelio
spalva pilksvai zalia (1.7 pav.) (de Gruyter et al., 2010; Cao et al., 2020).
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1.8.6. Cordyceps fumosorosea

Cordyceps fumosorosea yra entomopatogeninis (parazituoja ir sukelia ligas vabzdziams) grybas
priskiriamas Hypocreales eilei, Ascomycota skyriui (Kepler et al., 2017; Rojas et al., 2023). Gamina
jvairius toksinus ir antrinius metabolitus, kurie gali veikti kaip kenkéjy biokontrolés priemonés (Wu et
al., 2021). Grybas formuoja fialides (konidijogeninés lgstelés) lygiomis, besplavémis sienclémis,
konidijos pailgos ovalios, izoliato micelis pasizymi $viesiai rausva arba $viesiai pilka spalva (1.8 pav.)

(Humber, 2012).

1.8 pav. Cordyceps fumosorosea kolonijos vaizdas ant SDAY terpés (a-b) ir kolonijy micelio
citomorfologija (c). a. kolonijos virSutiné pusé; b. subrendusios kolonijos virSutiné pusé; c. konidijos,
skalé 10 um. Pagal Luo et al., 2022.

Sun su bendraautoriais nustaté, kad C. fumosorosea endofitiSkai kolonizuoja baklazany
(Solanum melongena) Saknis, stiebus ir lapus bei inokuliujant geba padidinti S$iy augaly biomase ir
apsaugoti juos nuo vabzdziy (Sun et al., 2020a). Taip pat geba pagerinti darZiniy pupeliy (Phaseolus
vulgaris) augima (Dash et al., 2018). Si rii§is yra paplitusi visame pasaulyje ir yra pladiai naudojama
zemés tkio komercijoje. C. fumosorosea gerai toleruoja abiotinj stresg, pavyzdziui, aukS$tg
temperatiirg ir ultravioleting spinduliuot¢ (UV-B), todél yra laikomas palankiu komerciniu produktu

(Rojas et al., 2023).
1.8.7. Chaetomium funicola

Chaetomium funicola prisklauso Sordariales eilei, Ascomycota skyriui. Grybo vaisiakiiniai 100—

210 x 100-200 pm, rutuliS8kos arba elipsoidinés formos, padengti plaukuotomis struktiiromis, kas
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budinga Chaetomium genties riiSims. Peridiumas (apsauginis vaisiakiinio sluoksnis) sudarytas is$

kampuoty lgsteliy (Barbosa et al., 2012).

Chaetomium funicola kolonijos ant Czapek agaro (CZA) terpés yra pilkos spalvos, su Sviesiai
gelsvais krastais (1.9 pav., A). Askomai tamsiai rudos arba S$viesiai pilkos spalvos, ovalios arba
sferinés formos (1.9 pav., B). Askosporos 6,0—7,5 x 44,5 um dydzio, elipsinés formos su smailais

galais, rusvos alyvuogiy spalvos (1.9 pav., C) (Barbosa et al., 2012; Nguyen et al., 2021).

1.9 pav. Chaetomium funicola kolonijos vaizdas ant Czapek agaro (CZA) terpés (A) ir kolonijy
micelio citomorfologija (B-C). A. kolonijos virSutiné pusé; B. askoma (40X); C. askosporos (100X).

Pagal Nguyen et al., 2021.
1.9 Vasariniai mieziai (Hordeum vulgare L.)

Vasariniai mieZziai yra viena i$ pagrindiniy kultiiry maisto ir pasary pramonéje, kultivuojama jau
nuo seny laiky (daugiau nei 10 000 mety) (Weiss et al., 2012). Dél ankstyvo brendimo ir didelio
prisitaikymo prie stresiniy salygy (iskaitant Saltj, sausra, Sarminj ir druskingg dirvoZemj) mieziai
puikiai tinka auginti visame pasaulyje nuo borealiniy iki pusiaujo regiony (Baik & Ullrich, 2008). Dél
didelio vasariniy mieziy derliaus, kuris palankiomis salygomis siekia 5,5 t/ha, jie yra svarbis ir maisto,
ir paSary gamybai. Mieziai naudojami zmoniy mityboje kaip vertingas griidinis augalas, kuriame gausu
baltymy (14-18 %) ir angliavandeniy, o tai padeda gerinti sveikatg ir didinti mitybos energine verte.
PaSary gamyboje vasariniai mieziai d¢l savo aukStos maistinés sudéties ir energijos yra puikus pasary

Saltinis gyvuliams, todél gyvulininkystéje jie yra labai savrbtis (Lammas & Shitikova, 2024).

Siame darbe mes tyréme endofitiniy gryby daroma jtaka vasariniy mieZiy augimui. Vasariniai

mieziai (Hordeum vulgare L.) yra vienmetis zolinis augalas, priklausantis varpiniy (migliniy) Seimai
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(Poaceae). Stiebus sudaro bambliai ir tarpubambliai. Ties bambliais esancios lapy makstys yra atviros,
o lapalaks¢iai linijiski. Ziedynas — keturbriauné ar $eSebriauné sudéting varpa. Ziedo piestele, trys
kuokeliai ir dvi lodikulés yra dengiami apatiniu ir virSutiniu ziedazvyniu, kurie gaubia generatyvines
struktiiras — piestele ir kuokelius. Miezio vaisius yra griidas (Reid, 1985). Mieziai yra diploidiné rasis,

turinti didelj >5 Gbp genomg (Bennett & Smith, 1976).

Kenkéjai ir patogenai, tarp kuriy ir endofitiniai grybai, mazina mieziy derliy. Pirmg kartg apie
Ramularia lapy démétligés (RLS) simptomus buvo pranesta daugiau nei prie§ 100 mety Italijoje. Su
Sia liga susijes sukéléjas i§ pradziy buvo apibiidintas kaip grybelinis patogenas Ophiocladium hordei,
bet véliau buvo pervadintas j Ramularia collo-cygni. Liga pasireiSkia vélyvu sezono metu, sukeldama
rausvai rudas nekrozines démes, kurios matomos abiejose lapo mentés pusé€se, dazniausiai apsuptas
chlorotinés aureolés ir ankstyvo lapy senéjimo, deél ko paséliuose sumazéja Zaliyjy lapy plotas ir

sumazéja paséliy derlius (Walters et al., 2008; Havis et al., 2015).

Fusarium genties grybai pazeidzia mieziy gridus. Sig gentj sudaro kelios rasys, kurios
pas¢liuose sukelia javy fuzariozg. D¢l Sios ligos patiriami dideli derliaus ir produkty kokybés
nuostoliai. Fusarium graminearum, Fusarium culmorum, Fusarium avenaceum, Fusarium
sporotrichoides, Fusarium poae, Fusarium langsethiae, Fusarium tricinctum, Fusarium equiseti,
Fusarium cerealis ir Fusarium asiaticum yra labiausiai paplitusios raSys, uzkre¢ian¢ios smulkiuosius
javus (Rojas et al., 2018).

Tinkliné démétligé, kurig sukelia auksliagrybis Pyrenophora teres, tapo viena svarbiausiy mieziy
ligy. Lengvai atpaZjstama i rudy tinkliniy juosty ant jautriy mieziy lapy, tinkliné¢ démetlige iki 40 %
sumazina derliy ir pablogina sékly kokybe. Grybo gyvenimo ciklas, plitimo biidas ir patogeno

vystymasis leidzia greitai uzkrésti Seimininka (Backes et al., 2021).

Shadmani savo tyrimuose i§ mieziy (Hordeum vulgare L.) Sakny, augusiy vakary Irane, i$skyré
400 endofitiniy gryby izoliaty. Remiantis morfologijos ir rDNR sekos vidinio transkribuojamo
tarpiklio (ITS) rDNA duomenimis bei palyginus sekas su NCBI duomeny bazéje esanciomis sekomis,
70 % izoliaty identifikuoti kaip tamsiaspalviai septuoti endofitiniai grybai (TSE), jskaitant Alternaria
alternata, Microdochium bolleyi, Bipolaris zeicola, Alternaria sp, ir Pleosporales sp., lik¢ 30 % ne
TSE, tokie kaip Fusarium redolens, Fusarium tricinctum, Fusarium monliforme, Clonostachys rosea ir
Epicoccum nigrum. Tarp nustatyty genc¢iy dominuojanti gentis buvo Alternaria, antra pagal daznuma

buvo Fusarium ir Microdochium (Shadmani et al., 2021).
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1.10 Raudonieji dobilai (Trifolium pratense)

Raudonieji dobilai jau nuo seno yra laikomi svarbiais paSariniais augalais. Dobilai placiai
auginami vidutinio klimato regiony Europoje bei visame pasaulyje (Ghazanfarpour et al., 2016;
Gosciniak et al., 2023).

Siame darbe mes tyréme endofitiniy gryby daroma jtaka raudonyjy dobily augimui. Raudonieji
dobilai yra daugiametis augalas, priklausantis pupiniy (Fabaceae) Seimai (Ellison et al., 2006). Stiebai
formuoja kero formg, prasideda nuo vainiko, susiformave buna tuSCiaviduriai, daZniausiai jy ilgis
svyruoja nuo 40 iki 80 cm. Ziedai beko¢iai ir dvilyéiai, susitelke 2-3 cm plocio Ziedyne. Dobilai turi
418 Mbp genomg (Bowley et al., 1984; DluhoSova et al., 2018).

Labiausiai paplitusi raudonyjy dobily Sakny bakterijy gentis yra Rhizobium. Tiriant raudonyjy
dobily 3aknis skirtingose Svedijos vietovése, identifikuotos 62 jvairiy gendiy gryby rasys, kurios
labiau linkusios uzkrésti zolinius augalus. Tokie grybai kaip Sclerotinia trifoliorum ir Fusarium spp.
sukelia dobily sakny puvinj (Yli-Mattila et al., 2010; Jambagi et al., 2023).

1.11 Paprastosios alyvos (Syringa vulgaris)

Alyvos yra vienas i§ populiariausiy augaly, naudojami kraStovaizdziui formuoti, kvepaly
pramonéje bei tradicinéje medicinoje. Paprastosios alyvos yra naudojamos kaip dekoratyviné rusis

visame Europos Zemyne (Wozniak et al., 2018; Zhu et al., 2021).

Siame darbe buvo tirta endofitiniy gryby daroma jtaka alyvy augimui. Alyvos (Syringa
vulgaris) yra daugiametis augalas, priklausantis alyvmediniy (Oleaceae) augaly Seimai (Simpson,
2019). Krimas ar nedidelis medis jprastai uzauga 6-7 metry ilgio. Lapai dviskil¢iai, tamsiai zali,
sirdinés formos, 4-12 cm ilgio. Ziedai kvapniis, susitelke j §luotelinius Ziedynus. Ziedai turi po 4
ziedlapius (Kirkham, 2023; Zhang et al., 2025). Paprastosios alyvos genomas siekia 1,6 Gbp (Lattier &
Contreras, 2017).

Nustatyta, jog S. vulgaris saknyse vyrauja Pseudomonadota ir Bacillota bakterijy tipai, tuo tarpu
ziniy apie endofitinius gryby aptikima néra daug (Tsavkelova et al., 2024). Zinoma, kad Phyllactinia
syringae grybas sukelia miltlige ant paprastyjy alyvy lapy (Larsen et al., 2017).
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2. TYRIMU MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Tyrimy objektas

Endofitinai grybai — Epicoccum nigrum, Microdochium bolleyi, Plectosphaerella cucumerina,
Cadophora fastigiata, Cordyceps fumosorosea, Chaetomium funicola — pirmiausiai buvo pastebéti
atlickant citologinius chromosomy tyrimus Festuca gigantea bei Lolium perenne x Festuca gigantea
hibridy Saknies meristemy preparatuose (Stakeliené et al., 2025). Miisy aptikty endofitiniy gryby LOJ
ir jy augimg skatinanc¢ios savybés vasariniy mieziy (Hordeum vulgare) ir raudonyjy dobily (Trifolium
pratense) augimui, alyvy (Syringa vulgaris) Sakny ir mieziy sékly inokuliacija literatiroje yra
nepakankamai arba i§ viso netirtos. Sis tyrimas skirtas iSbandyti in vitro biida, pasinaudojant
vasariniais mieziais (Poaceae), dobilais (Fabaceae) kaip modelinémis riiS§imis, siekiant nustatyti
endofitiniy gryby iSskiriamy lakiyjy organiniy junginiy daroma jtakg Sakny, Sakniaplaukiy ir tgliy
augimui bei galimas sgsajas. Taip pat buvo siekiama jvertinti gryby suspensijos poveik] paprastyjy

alyvy (Oleaceae) Sakny bei tigliy augimui bei sékly inokuliacijos daromg jtakg mieziy augimui.
Siame tyrime naudoti:

1) Vasarinio miezio (Hordeum vulgare L.) ‘Gunda DS’sékly pavyzdys gautas i§ LAMMC
Zemdirbystés instituto;

2) Raudonieji dobilai (Trifolium pratense L.) ‘Arimai¢iai‘ gauti i§ LAMMC Zemdirbystés
instituto;

3) Paprastosios alyvos (Syringa vulgaris L.) 'Mme Lemoine' i§ VU Botanikos sodo

Kairénuose, gautos i§ M. Rimkeviciaus.
2.2. Tyrimy metodai
Siame tyrime iSbandytos 6 skirtingas endofitiniy gryby rasis — Epicoccum nigrum,

Microdochium bolleyi, Plectosphaerella cucumerina, Cadophora fastigiata, Cordyceps fumosorosea,

Chaetomium funicola.
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2.2.1. Vasariniy mieZiy ‘Gunda DS’ daiginimas in vitro endofitiniy gryby LOJ poveikyje

Endofitiniy gryby lakiyjy organiniy junginiy poveikiui jverinti naudotos ’Gunda DS’ veislés
mieziy seklos. Tyrimo apimtis — 240 s¢kly, po 40 kiekvienam veikimo variantui. Séklos sterilinamos
sidabro nitratu (AgNO:s) ir perplautos steriliu vandeniu.

Endofitiniai grybai auginti 35 mm skersmens I¢kstelése, ant bulviy dekstrozés agaro (PDA)
terpés su antibiotiky papildais, ampicilinu (galutiné koncentracija — 100 pg/ml) ir streptomicino sulfatu
(galutiné koncentracija — 100 pg/ml), 27 °C tamsoje dvi dienas. | kiekvieng didele kvadrating 120x120
mm lékstele, uzpildyta Murashige ir Skoog terpe, paruoSta ’2 standartinés koncentracijos (be
papildomos sacharozés ir vitaminy), buvo dedama po dvi 35 mm skersmens 1€kStelés su endofitiniu
grybu, kontrol¢je — léksteles be grybo, tik su PDA terpe. MiezZiy s¢klos, skirtos visiems eksperimento
veikimo budams, buvo veikiamos sidabro nitratu (AgNO3), 110 aps./min., 10 min. Po veikimo sidabro
nitratu du kartus trumpai perplautos steriliu vandeniu, trecia karta perplaunamos 10 min. | kiekviena
Petri 1ékstele buvo dedama po 4 mieziy séklas. Dygstancios mieziy séklos buvo auginamos 22-24 °C
temperatiiroje, 16/8 h fotoperiodu. Siose lékstelése mieziy daigai patyré gryby iskiriamus LOJ poveiki.
Po 5, 6 ir 7 augimo dieny buvo suskai¢iuotas Sakniaplaukiy 0,5 mm? skaidius, septinta diena —
pagrindiniy ir Soniniy Sakny skaiCius, Sakny ir tgliy ilgis. Po 12 dieny pasvertos mieziy pozeming ir
antzeminés dalys. Sakniaplaukiy skai¢ius buvo vertintas naudojant EuromexNexiusZoom EVO
stereomikroskopa (kat. Nr. NZ.1902-B, Euromex Microscopen, Duiven, Nyderlandai), naudojant
ImageFocusAlpha (4 versija) programa. Kiekvienam variantui ir kontrolei (1€kstelés be gryby kulttiros)
buvo jvertinti 0,50 mm? plotai 10 $akny. Tyrimai buvo atlikti trimis serijomis, kiekvienoje tiriant po du
skirtingus grybus. Pirmoje serijoje buvo tiriamas E. nigrum ir M. bolleyi, antroje — C. fastigiata ir P.
cucumerina, tre¢ioje — C. fumosorosea ir C. funicola LOJ poveikis mieziams. Kiekvienoje serijoje

buvo naudojamos atskiros kontrolés.

2.2.2. Raudonyjy dobily ‘Arimaiciai‘daiginimas in vitro endofitiniy grybuy LOJ poveikyje

Endofitiniy gryby lakiyjy organiniy junginiy poveikiui jverinti naudotos ’Arimai¢iai’ veislés
dobily seklos. Tyrimo apimtis — 300 sekly, po 50 kiekvienam veikimo variantui. Dobily séklos, skirtos
visiems eksperimento veikimo biidams, buvo veikiamos 70 % etanoliu 1 min. Véliau viena kartg 30

sek. perplautos steriliu vandeniu ir sterilinamos 50 % natrio hipochloritu (ACE), 110 aps./min., 10 min.
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Po veikimo natrio hipochloritu du kartus trumpai perplautos steriliu vandeniu, tre¢iag karta
perplaunamos 10 min.

Endofitiniai grybai auginti 35 mm skersmens 1ékstelése, ant bulviy dekstrozés agaro (PDA)
terpés su antibiotiky papildais, ampicilinu (galutiné koncentracija — 100 pg/ml) ir streptomicino sulfatu
(galutiné koncentracija — 100 pg/ml), 27 °C tamsoje dvi dienas. | kiekvieng didelg kvadrating 120x120
mm 1ékstele, uzpildyta Murashige ir Skoog terpe, paruosta ' standartinés koncentracijos (be
papildomos sacharozés ir vitaminy), buvo dedama po dvi 35 mm skersmens I¢kstelés su endofitiniu
grybu, kontroléje leksteles be grybo, tik su PDA terpe.

I kiekvieng Petri IekStele buvo dedama po 10 dobily seklas. Dygstanc¢ios sé¢klos buvo auginamos
22-24 °C temperatiiroje, 16/8 h fotoperiodu. Po 7 augimo dieny buvo suskai¢iuotas Sakniaplaukiy 0,5
mm? skaicius, pagrindiniy ir $oniniy $akny skai¢ius ir i¥matuotas $akny ilgis. Po 12 dieny pasvertos
mieziy poreminé ir antzeminés dalys. Sakniaplaukiy skai¢ius buvo vertintas naudojant
EuromexNexiusZoom EVO stereomikroskopg (kat. Nr. NZ.1902-B, Euromex Microscopen, Duiven,
Nyderlandai), naudojant ImageFocusAlpha (4 versija) programg. Kiekvienam variantui ir kontrolei
(Iekstelés be gryby kultiiros) buvo jvertinti 0,50 mm? plotai 10 $akny. Tyrimai buvo buvo atlikti dviem
serijomis, Kiekvienoje tiriant po tris skirtingus grybus. Pirmoje serijoje buvo tiriamas M. bolleyi, C.
fastigiata ir C. fumosorosea, antroje — P. cucumerina, C. funicola ir E. nigrum LOJ poveikis dobilams.

Kiekvienoje serijoje buvo naudojamos atskiros kontrolgs.

2.2.3. Endofitiniy grybuy iSkiriamy LOJ analizé

Dujy chromatografijos ir masiy spektrometrijos (GC-MS) metodu atlikta LOJ analizé, iStirti 5
méginiai, 4 endofitiniy gryby variantai ir kontrol¢ — PDA terpé.

Lakieji organiniai junginiai, kuriuos iSskiria grybai Petri léksteléje, buvo renkami 1 valandg i§
virSutinés erdves, naudojant PDMS/DVB 65 pm kietosios fazés mikroekstrakcijos (SPME) pluosta.
Kai tik LOJ surinkimas buvo baigtas, SPME pluostas buvo nedelsiant perkeltas i dujy
chromatografijos-masiy spektrometrijos sistemg (Shimadzu GC-2010 dujy chromatografa (GC),
sujungta su Shimadzu MS-QP 2010 Plus masés selektyviniu detektoriumi (MS) (Shimadzu, Kioto,
Janalysedpan). GC buvo jrengta nepoliné Rxi-5SiIMS integra-Guard kolonélé (30 m x 0,25 mm x 0,25
um; Restek, JAV), o junginiy atskyrimas buvo atliktas tokiomis saglygomis: pradiné 40 °C temperatiira
palaikoma pastovi 2 min., po to temperatira pakeliama iki 240 min/7. Galutin¢ temperatiira
izotermiskai palaikoma 4 min. Kaip neSanciosios dujos buvo naudojamas helis, kurio srautas buvo 1,3
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ml/min. Elektrony jonizacijos spektrai gauti esant 70 eV elektrony energijai. Injektoriaus, sasajos ir
jony $altinio temperatiira buvo atitinkamai 240 °C, 250 °C ir 220 °C. MS analizé atlikta skenavimo
rezimu 33-400 m/z diapazone. LOJ buvo preliminariai identifikuoti lyginant jy masés spektro
duomenis ir sulaikymo indeksus su NIST masés spektro paieskos programos 2.0 versija (Nacionalinis
standarty ir technologijos institutas, Gaithersburg, Merilandas, JAV). Kiekvienas pavyzdys buvo

techniskai pakartotas du kartus.

2.2.4. Vasariniy mieziy ‘Gunda DS’ inokuliacija endofitiniais grybais

Vasarinio miezio sékly inokuliacijai buvo naudojami Cordyceps fumosorosea, Microdochium
bolleyi, Chaetomium funicola 14 dieny izoliaty suspensijos. Ant kiekvieno izoliato 15-kos Petri
leksteliy buvo uZpilta po 4 ml sterilaus vandens, Svelniai braukiant automatinés pipetés antgaliu
konidijos buvo paskleistos léksteléje ir surinktos j sterilius indus. Kiekvieno izoliato gauta apie 50 ml
gryby spory suspensijos. Buvo suskaiciuotas gryby spory kiekis viename mililitre (sporos/ml). Siekiant
uztikrinti vienoduma spory tankis buvo pakoreguotas iki 4,00 x 10%mL. Endofitiniy gryby
suspensijos tiirio skai¢iavimui naudotas hemocitometras. Konidijy suspensijos tiiris skai¢iuotas pagal
Avin, 2019 rekomendacijas. Kiekvienai gryby suspensijai ir kontrolei buvo naudota po 150 sékly. M.
bolleyi sékly viename variante séklos po inokuliacijos nebuvo perpalunamos vandeniu, o kitame
variante séklos po inokuliacijos buvo perplautos steriliu vandeniu. Mieziy séklos, skirtos visiems
eksperimento veikimo biidams, buvo veikiamos 65 % sieros rigstimi 15 min. tam, kad biity suardoma
séklos luobel¢ ir padidinamas inokuliacijos efektyvumas. Véliau du kartus 30 sek. perplautos steriliu
vandeniu ir sterilinamos 70 % etanolyje 2 min., veél vieng karta perplautos steriliu vandeniu ir
sterilinamos 50 % natrio hipochloritu (ACE, 5 %) 10 min. Po veikimo natrio hipochloritu du kartus
trumpai perplaunamos steriliu vandeniu, trecCig karta perplaunamos 10 min. Po sterilinimo mieziy
s¢klos buvo uzpiltos paruosta gryby spory suspensija (iSskyrus kontrole) ir laitkoma 30 min. purtykléje
28 °C, 140 rpm. Mieziy inokuliacjos eksperimento schema pateikta 2.1 lentel¢je.
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2.1 lentelé. Vasariniy mieziy (Hordeum vulgare L.) ‘Gunda DS’ sékly veikimo budai.

Veikimas | Veikimas | Veikimas | Veikimas Veikimas Veikimas | Veikimas
65% steriliu 70 % steriliu 50% natrio | steriliu endofitiniy
sieros vandeniu, | etanoliu, vandeniu, hipochloritu | vandeniu, | grybu
rugStimi, | x2 x1 x1 (ACE, 5 %), | x3 spory
x1 x1 suspensija,
x1
Kontrolé 15 min. 30 sek. 2 min. 30 sek. 10 min. 10 min. | --mmmmmeeeee-
Veikimas 15 min. 30 sek. 2 min. 30 sek. 10 min. 10 min. 30 min.
gryby
suspensijo
mis

Séklos daiginamos laminare kambario temperatiiroje (22-24 °C) Petri lékStelése ant steriliu
vandeniu suvilgyto sterilaus popieriaus. Po 7 dieny buvo suskaiCiuotas sudygusiy mieziy sékly
skaiCius, o daigai buvo sodinami j 6,5%6,5 cm skersmens ir 6,2 cm gylio daigyklas, uzpildytas
autoklavuotu (30 min. 121°C temperatiiroje) durpiy ir kompostinés zemés miSiniu santykiu 1:4.
Pasodinta po 50 kontrolés ir inokuliuoty skirtingais endofitais mieziy daigy, kurie auginti Siltnamyje
temperattros diapozone 16,5-24,2 °C, drégmés diapozone 50-80 %rH ir CO2 diapozone 421-608 ppm.
Pra¢jus 30 dieny, atliktas augaly antZeminés dalies ir Sakny masés jvertinimas, fiksuota Sakny
morfologija fotografuojant. Ugliai sveriami nedZiovinti, Saknys prie$ sveriant iSplautos nuo dirvoZemio

ir per naktj iSdziovintos 28-30 °C temperatiiroje.

2.2.5. Paprastyjy alyvy ‘"Mme Lemoine’ veikimas endofitiniy gryby spory suspensija

Alyvy (Syringa vulgaris) 'Mme Lemoine' inokuliacijai buvo naudojami C. fastigiata ir P.
cucumerina 7 dieny izoliaty suspensijos. Ant kiekvienos izoliato 40-kos Petri 1€ksteliy buvo uzpilta po
4 ml sterilaus vandens, Svelniai braukiant automatinés pipetés antgaliu grybiena buvo paskleista
léksteléje ir gauta suspensija surinkta j sterily indg. Kiekvieno izoliato gauta apie 120 ml suspensijos.
Buvo suskaiCiuotas suspensijy spory kiekis viename mililitre (sporos/ml). Siekiant uztikrinti
vienoduma spory tankis buvo pakoreguotas iki 4,00 x 10%/mL. Endofitiniy gryby suspensijos tiirio
skai¢iavimui naudotas hemocitometras. Suspensijos tiiris skaiCiuotas pagal Avin, 2019
rekomendacijas. Kiekvienai gryby suspensijai ir kontrolei buvo naudota po 17 alyvy daigy. Po 52

dieny auginimo mégintuvélyje Murashige ir Skoog terpéje, paruosta 'z standartinés koncentracijos
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(papildomai déta 20 g/L sacharozés, su hormonu indolio sviesto riig§timi 1 mg/L, pH 5,8) 24-26 °C,
$viesos intensyvume 60 pm?/s, 16/8 val. fotoperiodas salygomis, alyvy daigai buvo sodinami j 6,5%6,5
cm skersmens ir 6,2 cm gylio daigyklas, pries tai atlickamas augaly masés vertinimas, suskaiciuoti
lapai.

I daigyklas, uzpildytas autoklavuotu (30 min. 121°C temperatiiroje) durpiy, kompostinés zemés,
perlito misiniu santykiu 5:1:6, buvo pilama gryby suspensija, 5 ml j kiekvieng daigykla. Suspensija
buvo pilama j padaryta duobute augalui sodinti, kad sporos patekty kuo ar¢iau Sakny.

Kontroliniam variantui vietoj suspensijos pilamas sterilus vanduo. Prie§ sodinimg Saknys buvo
pamirkytos gryby spory suspensijoje, kontroliniy augaly Saknys mirkytos steriliame vandenyje.
Veikimas gryby spory suspensija vykdytas remiantis Gonzalez-Pérez et al., 2022 rekomendacijomis.
Pasodinta po 17 daigy kontroleés ir skirtingais grybais veikty tgliy, kurie auginti temperatiiros
diapozone 23-25 °C, §viesos intensyvume 60 um?/s, 16/8 val. fotoperiodas.

Praéjus 33 dienoms, atliktas augaly masés vertinimas, fiksuotas lapy skaicius, matuojamas tigliy
bei Sakny ilgis. Alyvos sodinukai (iigliai ir Saknys kartu) buvo sveriami nedZiovonti, Saknis pries

sveriant iSplaunant nuo dirvozemio.

2.3. Gryby izoliatai

Tyrimams naudoti endofitiniy gryby izoliatai i§ mano kartu su kolegomis sukurtos VU Botanikos
sodo laboratorinés kolekcijos: C. fastigiata, C. funicola izoliatai buvo gauti i§ Festuca gigantea, M.
bolleyi, P. fimeti ir P. cucumerina i$ Lolium perenne x Festuca gigantea hibridy (laboratoriné augaly
kolekcija), E. nigrum i§ Lolium multiflorum, C. fumosorosea i§ Lolium temulentum Sakny galy
nuopjovy. Gryby iSskyrimo procediiros apraSytos Pasakinskiene ir kt. (PaSakinskiené et al., 2024).
Taksonominis priskyrimas buvo pagristas kolonijy morfologija ir rii§ies citomorfologinémis savybémis
ir patvirtintas PGR pagaminty ITS, RPB2, SSU ir TEF1-a seky suderinimu su standartiniais gryby
DNR duomenimis NCBI (1 priedas).

2.4. Statistiné analizé

Buvo apskaifiuota mieziy — Soniniy ir pagrindiniy Sakny skaicius, tgliy ir Sakny ilgiai,
Sakniaplaukiy 0.5 mm? skai¢ius, antzeminé ir poZeminé biomasés vidurkiai, dobily — $oniniy ir

pagrindiniy $akny skaiGius, $akny ilgis, $akniaplaukiy 0.5 mm? skai¢ius ir bendras augalo biomasés
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svérimy vidurkis, mieziy inokuliacijos eksperimente vertinta bendras augalo biomasés vidurkis, alyvy
— lapy skai¢ius, bendras augalo biomasés vidurkis, figliy ir Sakny ilgiai. Visiems matavimams
apsakaiciuotos standartinés paklaidos (SP) reikSmés.

Statistiné analizé atlikta naudojant Microsoft Excel programa. Statistinis jvertinimas buvo
atliktas Stjudento t-testu. Gryby poveikis augaly augimo parametrams buvo jvertintas naudojant
vienpuse ANOVA. Statistinis skirtumy tarp vidurkiy reik§mingumas buvo jvertintas post hoc Tukey‘s
testu. Skirtumai buvo laikomi reikSmingais, kai p < 0,05, labai reikSmingais p < 0,01. Diagramos

braizomos naudojant R 4.4.1 versija (2024-06-14) programing jrangg.

Darbas atliktas Vilniaus universiteto Botanikos sodo moksly programy skyriaus laboratorijoje.

38



3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1 Endofitiniy grybu izoliaty i§skyrimas i§ Festuca ir Lolium augaly Sakny

Ant bulviy dekstrozés agaro (PDA) terpés buvo iSauginti gryby izoliatai i§ F. gigantea, L.
perenne x F. gigantea hibridy, Lolium multiflorum ir Lolium temulentum Saknies galo méginiy. I$ viso
gauti septyniy skirtingy endofitiniy gryby rasiy izoliatai.

Ivertinus izoliato, iSauginto i§ F. gigantea Sakny segmenty, kolonijy anatomijg ir micelio
morfologija, buvo identifikuota Cadophora fastigiata Lagerb. & Melin (1928) [= Phialophora
fastigiate (Lagerb. & Melin) Conant (1937)] endofitiné gryby rasis (3.1 pav., A1-A4). Nustatyta, kad
C. fastigiata kolonija apvalios formos su lygiu kraStu. VirSutinés izoliato grybienos pusés centras
Sviesiai pilkas, pereinantis j tamsiai Zalig, pakrasc¢iai Sviesiai pilkos spalvos (3.1 pav., Al). Apatinei
pusei budinga tamsiai zalios spalvos centriné dalis. Viduriné kolonijos dalis pasizymi pilku pigmentu,
pakrastys $viesiai pilkos spalvos, lygus (3.1 pav., A2). Siam endofitui budingi melanizuoti,
pertvariniai hifai ir melanizuoti konidijako¢iai (3.1 pav., A3). Konidijos elipsiS§kos formos (vaizdas
stebint per fazokontrastinj mikroskopg) (3.1 pav., A4).

IS F. gigantea Sakny uzaugintas izoliatas identifikuotas kaip Chaetomium funicola Cooke (1872)
[=Dichotomopilus funicola (Cooke) X.Wei Wang & Samson (2016)] (3.1 pav., B1-B3). C. funicola
pagal virSuting kolonijos puse¢ yra Sviesiai pilkos spalvos su tamsiai pilku centru (3.1 pav., Bl).
Apatinés izoliato pusés centras rudo pigmento, pereinantis j Sviesiai rudg link nelygaus kolonijos
krasto (3.1 pav., B2). Endofito hifai hialiniai, askoma rudo pigmento, galinés atSakos dichotomiskai
iSsiSakojusios (3.1 pav., B2).

Cordyceps fumosorosea (Wize) Kepler, B. Shrestha & Spatafora (2017) [=Isaria fumosorosea
(Wize) (1904)] isskirtas i i§ Lolium temulentum Sakny (3.1 pav., C1-C4). Kolonijos virSutiné pusé
balta ir iSkilusi, apatin¢ pusé pasizymi geltonu centru pereinanciu | Sviesiai geltong spalva link krasto
(3.1 pav., C1, C2). Budingos konidiogeninés lastelés ir melanizuoti hifai, konidijos elipsinés formos
(3.1 pav., C3-C4).

IS Lolium multiflorum $akny uZaugintas izoliatas identifikuotas kaip Epicoccum nigrum Link
(1816) [=Epicoccum vulgare Corda (1837)], [=Epicoccum versicolor var. nigrum (Link) Rabenh.
(1844)] (3.1 pav., D1-D3). Izoliato grybienos virsSutinei pusei budingas $viesiai oranzinio pigmento

centras ir viduriné dalis, krastai Sviesiai pilkos spalvos, nelygls. Apatinés pusés centras tamsiai
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oranzinis, pereinantis j Sviesiai oranzinj pigmenta link kolonijos krasto, krastas dantytas. Grybui
biidingos deformuotos blastokonidijos ir apvalios chlamidosporos (3.1 pav., D3).

Microdochium bolleyi (R. Sprague) de Hoog & Herm-Nijh. (1977) [=Gloeosporium bolleyi R.
Sprague (1948)] buvo aptiktas ir iSskirtas i§ L. perenne X F. gigantea hibridy (3.1 pav., E1-E3).
Kolonijos virSutiné pusé pasizymi tamsiai rudu centru ir placiu, Sviesiai pilku pakaras¢iu (3.1 pav.,
El). Apatiné izoliato pusé tamsiai rudos spalvos pereinanti j Sviesiai ruda, kraStas Sviesiai pilkas,
siauras (3.1 pav., E2). Budingos plonasienés konidiogeninés Igstelés bei pusménulio formos hialininés
konidijos (3.1 pav., E3).

Is L. perenne x F. gigantea hibrido $akny uZaugintas ir identifikuotas Paraphoma fimeti
(Brunaud) Gruyter, Aveskamp & Verkley (2010) [=Phoma fimeti Brunaud (1889)] (3.1 pav., F1-F3).
Endofitui biidinga pilkSvai Zalia virSutin¢ kolonijos pusé¢ (3.1 pav., F1). Apatin¢ kolonijos pus¢ tamsiai
pilkos spalvos su neplaciu Sviesiai geltonos spalvos pakrasciu (3.1 pav., F2). Fazokontrastiniu
mikroskopu matoma konidiogeninés lgstelés ir budingos rutuliS§kos konidijos (3.1 pav., F3).

Plectosphaerella cucumerina (Lindf.) W. Gams (1972) [=Venturia cucumerina Lindf. (1919
m.)] (3.1 pav., G1-G3) gautas i§ L. perenne x F. gigantea hibrido Sakny. Kolonijos virSutiné pusé
Sviesiai rudos spalvos su gelsvu centru (3.1 pav., Gl). Kolonijos apatinés pusés centras tamsiai
oranzinés spalvos, pereinantis j Sviesiai oranzing, pakrastys siauras, Sviesiai geltonos spalvos (3.1 pav.,

G2). Budingi melanizuoti, ploni hifai bei cilindro formos konidijos (3.1 pav., G3).
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3.1 pav. 7-10 dieny kolonijy vaizdai ant ant bulviy dekstrozés agaro (PDA) terpés (kairéje virSutiné
pusé, desinéje apatiné pusé) ir gryby kolonijy micelio citomorfologija: (Al, A2) Cadophora fastigiata,
(A3) konidijakotis, (A4) konidijos; (B1, B2) Chaetomium funicola, (B3) hifai ir askoma; (C1, C2)
Cordyceps fumosorosea, (C3) hifai ir konidiogeninés lgstelés, (C4) konidijos; (D1, D2) Epicoccum
nigrum, (D3) blastokonidijos ir chlamidosporos; (E1, E2) Microdochium bolleyi, (E3) konidiogeninés
Igstelés ir konidijos; (F1, F2) Paraphoma fimeti, (F3) konidiogeniné lgstelé ir konidijos; (G1, G2)
Plectosphaerella cucumerina, (G3) hifai ir konidijos. Mastelio juosta: (A3, B3, C3, D3, D4, E3, F3,
G3) =100 um; (A4,C4) = 10 um.

3.2. Endofitiniy grybuy LOJ poveikis vasariniams mieZiams ‘Gunda DS’

Daugiausiai tirtas LOJ poveikis tokiems augalams kaip Arabidopsis thaliana, kukuriizams bei
pomidorams (Yasmin et al., 2021; Kong et al., 2021; Lin et al., 2025). Literatiiros $altiniuose duomeny
apie Epicoccum nigrum, Microdochium bolleyi, Plectosphaerella cucumerina, Cadophora fastigiata,
Cordyceps fumosorosea, Chaetomium funicola gryby LOJ daromg jtakg vasariniy mieziy augimui yra
mazai. Ankstesniy tyrimy metu nustatyta, jog C. fastigiata ir P. cucumerina i§skiriami LOJ turéjo
teigiama poveiki mieziy daigy Sakny ir Sakniaplaukiy augimui (PasSakinskiené¢ et al., 2025).
Epicoccum nigrum, Microdochium bolleyi, Cordyceps fumosorosea ir Chaetomium funicola LOJ

vaidmuo mieziy augimui iki §iol nebuvo tirtas.
42



Siekiant nustatyti endofitiniy gryby LOJ poveiki mieziy augimui buvo iSbandytas lékstele-
leksteleje buidas pasinaudojant vasariniais mieziais kaip modeline migliniy Siemos raSimi. MieZiy
privalumas eksperimentuojant su endofitiniy gryby iSskiriamais LOJ in vitro yra spartus jy augimas.

Endofitiniy gryby lakiyjy organiniy junginiy poveikiui vasariniy mieziy ‘Gunda DS’ augimo
skatinimui nustatyti buvo naudoti musy gauti SeSiy skirtingy rii$iy izoliatai (aprasyti 3.1. dalyje).
Pirmoje eksperimento serijoje buvo naudojami E. nigrum ir M. bolleyi (3.2 pav. A), antroje — C.
fastigiata ir P. cucumerina (3.2 pav. B)., trecioje — C. fumosorosea ir C. funicola LOJ (3.2 pav. C).

5-ta, 6-tg ir 7-ta dienomis tyrime buvo jvertintas endofitiniy gryby LOJ poveikis Sakniaplaukiy
augimui, 7-ta diena iSmatuotas mieziy Sakny ilgis ir Gigliy aukstis, pagrindiniy ir Soniniy Sakny

skaiCius, 12-tg eksperimento dieng — Sakny ir tigliy biomasé.

A Kontrolé E.nigrum M.bolleyi

3.2 pav. Vasariniai mieziai po 7 dieny, auginti endofitiniy gryby LOJ poveikyje lékstelée-1ékseleje
eksperimente: (A) pirma eksperimento serija, tiriamas E. nigrum ir M. bolleyi LOJ poveikis; (B) antra

serija — C. fastigiata ir P. cucumerina; (C) trecia serija — C. fumosorosea ir C. funicola.
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Naujai iSbandytas vasariniy mieziy in vitro metodas, buvo veiksmingas — lékstelé-1ékseléje
sistemoje susidariusioje uzdaroje aplinkoje mieziy daigai patyré gryby iSskiriamy lakiyjy medziagy
poveiki.

Atlikus pagrindiniy ir Soniniy Sakny skai¢iavimus matyti, jog E. nigrum, C. fastigiata, P.
cucumerina ir C. fumosorosea turéjo jtakos Sakny skaiCiaus didéjimui. Didziausias pagrindiniy Sakny
skaiGius stebétas mieziy veikty C. fumosorosea LOJ. Soniniy $akny skai¢ius C. fastigiata variante
buvo 1,6 karto didesnis lyginant su kontrole. C. funicola neigiamai veiké Soniniy Sakny augima (3.3
pav. A).

Lyginant su kontrolémis reikSmingai didéjo E. nigrum, C. fastigiata, P. cucumerina ir C.
fumosorosea LOJ veikty mieziy Sakniaplaukiy skai¢ius (3.3 pav. B). Po 7 dieny auginimo didZiausias
Sakniaplaukiy kiekis stebétas mieziuose, veiktuose C. fumosorosea LOJ, kuris buvo 2,24 karty didesnis

lyginant su kontrole. Taip pat stebétes ir atvirk§¢ias LOJ poveikis — M. bolleyi ir C. funicola LOJ

pasizyméjo neigiamu poveikiu mieziy Sakniaplaukiy augimui (3.3 pav. B) (3.4 pav.).
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3.3 pav. Mieziy vystymasis, veikiant E. nigrum, M. bolleyi, C. fastigiata, P. cucumerina, C.
fumosorosea ir C. funicola lakiaisiais organiniais junginiais lékstelé-1éksteléje eksperimente (trys
eksperimento serijos atskirtos punktyrinémis linijomis): (A) poveikis pagrindiniy ir Soniniy Sakny
skaiciui; (B) poveikis $akniaplaukiy skai¢iui 5, 6 ir 7 dienomis 0,5 mm? plote. ,,* ir ,,*** atitinkamai
rodo reikSmingus skirtumus (p < 0,05) ir labai reikSmingus skirtumus (p < 0,01) tarp atitinkamos

kontrolés ir veikimo varianty. Mastelio juosta: (C) = 0,1 mm.

45



< W AN YR

%

3.4 pav. Mieziy Sakniaplaukiai po 7 dieny daiginimo in vitro. Mastelio juosta 0,1 mm.

Atlikus Sakny ilgio ir Tgliy auk$¢io matavimus, matyti, jog E. nigrum, C. fastigiata, P.
cucumerina ir C. fumosorosea skatino tgliy ir $akny augima, 0 C. funicola atvirks¢iai turéjo slopinatj
poveikj (3.5 pav. A).

Atlikus svérimus, nusatyta, kad didZiausia Sakny biomasé buvo mieziy, paveikty C. fastigiata ir
C. fumosorosea LOJ, atitinkamai 0,18 g ir 0,17 g, palyginti su kontrolémis — 0,1 g ir 0,12 g. (3.5 pav.
B). Tuo tarpu kai kuriy kity riiSiy poveikis buvo slopinantis — maZiausia Sakny biomasé nustatyta M.
bolleyi ir C. funicola variantuose — atitinkamai 0,03 g ir 0,06 g. Ivertinus Ggliy biomas¢, C. funicola
biomasé taip buvo maziausia — 0,07 g, t. y. dvigubai maziau nei kontroléje. Didziausia augima
skatinantj poveikj Gigliy biomasés atzvilgiu turéjo E. nigrum, C. fastigiata ir C. fumosorosea LOJ —
mieziy Ugliy biomase atitinkamai sieké 0,14 g, 0,16 g ir 0,15 g, o tai sudaré iki 100 % prieaugio,
lyginant su kontrole (3.5 pav. B).
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3.5 pav. Mieziy vystymasis, veikiant E. nigrum, M. bolleyi, C. fastigiata, P. cucumerina, C.
fumosorosea ir C. funicola lakiaisiais organiniais junginiais lékstelé-1éksteléje eksperimente (trys
eksperimento serijos atskirtos punktyrinémis linijomis): (A) poveikis Sakny ir Ggliy ilgiams; (B)
poveikis Sakny ir figliy biomasei po 12 dieny auginimo. ,,** ir ,,*** atitinkamai rodo reikSmingus
skirtumus (p < 0,05) ir labai reikSmingus skirtumus (p < 0,01) tarp atitinkamos kontrolés ir veikimo

varianty.

3.3. Endofitiniy grybu LOJ poveikis raudoniesiems dobilams ‘Arimaiciai‘

Daugiausiai gryby LOJ poveikis literatiiroje iStirtas Poaceae Seimos atsovams, tokiems kaip
kvieciai, ryziai ir kukuriizai (Piesik et al., 2022; Chen et al., 2024; Peng et al., 2025). Tuo tarpu tyrimy,
susijusiu su gryby LOJ poveikiu Fabaceae $eimai priklausantiems augalams, néra daug. Sios saveikos
supratimas, padéty pagerinti paséliy derliy bei praplesti zinias gryby LOJ sgveika su mazai tirtomis

Fabacea Seimos rasimis.
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Siekiant iSplésti tyrima ir geriau suprasti endofitiniy gryby LOJ poveik] skirtingy augaly augimui
buvo pasirinkti raudonieji dobilai. Dobilai priklauso pupiniy (Fabaceae) Seimai ir yra daugiametis
pasarinis augalas.

Raudonyjy dobily ‘Arimaiiai’ augimui, veikiant endofitiniy gryby lakiaisiais organiniais
junginiais, buvo naudoti tie patys izoliatais, kaip ir mieziams. Pirmoje serijoje buvo naudojami C.
fumosorosea, M. bolleyi, C. fastigiata (3.6 pav. A, C), antroje — P. cucumerina, E. nigrum, C. funicola
(3.6 pav. B).

Po 7 dieny auginimo buvo jvertintas endofitiniy gryby poveikis Sakniaplaukiy augimui,

iSmatuotas dobily Sakny ilgis, po 12 dieny atlikti augaly svérimai.

Kontrolé C.fumosorosea M.bolleyi - fast/g/ata

3.6 pav. Dobily augalai po 7 dieny, auginti endofitiniy gryby LOJ poveikyje lekstelé-leksteleje
eskperimente: (A) pirma serija, tiriamas C. fumosorosea, M. bolleyi ir C. fastigiata LOJ poveikis; (B)
antra serija — P. cucumerina, E. nigrum ir C. funicola; (C) dobily $akniaplaukiai po 7 dieny daiginimo

in vitro. Mastelio juosta: (C) = 0,1 mm.
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Po 7 dieny auginimo C. fastigiata LOJ poveikj patyre dobilai iSsiskyré didziausiu Sakniaplaukiu
skai¢iumi — 77 vnt. (0,5 mm? plote), lyginant su kontrole — 41 vnt. M. bolleyi ir C. funicola
pasizyméjo slopinanc¢iu poveikiu Sakniaplaukiy augimui, atitinkamai 37 vnt. ir 35 vnt. (3.7 pav. A).

Lyginant dobily Sakny ilgius, pastebéta, jog labiausiai Sakny ilgéjima skatino C. fumosorosea, C.
fastigiata, P. cucumerina — 57,36 mm, 46,38 mm ir 45 mm, palyginus su atitinkamomis kotrolémis —
38,8 mm ir 32 mm. Priesingai, M. bolleyi LOJ pasizyméjo neigiamu poveikiu — vidutinis Sakny ilgis
buvo 32,03 mm (3.7 pav. B).

Atlikus svérimus, nustatyta, kad didziausia bendra biomasé buvo dobily veikty C. fastigiata, C.
fumosorosea ir P. cucumerina LOJ, atitinkamai 0,095 g, 0,088 g, 0,087 g, o tai sudaré iki 100 %

prieaugio, lyginant su kontrole. E. nigrum LOJ taip pat pasizyméjo nezymiu skatinamuoju poveikiu
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dobily augimui — 0.044 g, lyginant su kontroliniu variantu — 0,030 g (3.7 pav. C).
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3.7 pav. Dobily vystymasis, veikiant E. nigrum, M. bolleyi, C. fastigiata, P. cucumerina, C.
fumosorosea ir C. funicola lakiaisiais organiniais junginiais lékstelé-léksteléje eksperimente (dvi
eksperimento serijos atskirtos punktyrine linija): (A) poveikis Sakniaplaukiy skaiciui 5, 6 ir 7 dienomis
0,5 mm? plote; (B) poveikis Sakny ilgiui; (C) poveikis bendrai augalo biomasei po 12 dieny auginimo.
HFCar ¥ atitinkamai rodo reikSmingus skirtumus (p < 0,05) ir labai reikSmingus skirtumus (p <

0,01) tarp atitinkamy kontroliy ir veikimo varianty.
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3.4. Endofitiniy gryby i$skiriamy LOJ pasiskirstymas (GC-MS analizé)

Mokslingje literatiiroje nurodoma, jog tarp iSskiriamy gryby LOJ, tokie junginiai kaip
seskviterpenai, gali reik§mingai pakeisti augaly Sakny architektiirg bei augimag (Ditengou et al., 2015).
PanaSus Arabidopsis thaliana augimg moduliuojantis LOJ poveikis buvo nagrinéjamas Gonzalez-Pérez
ir kt. (2018) darbe, kurio metu nustatyti 41 Trichoderma genties gryby isskiriami LOJ, daugiausiai
seskviterpenai, kurie skatino augalo augimg ir vystymasj. Nors per pastaruosius du desimtmecius
gryby ir augaly — Seiminky sgveika buvo placiai tiriama, LOJ vaidmuo reguliuojant ir skatinant augaly

augimg reikalauja daugiau tyrimy.

Misy tyrime, LOJ junginiy analizei pasirkinti trys edofitiniai grybai, kuriy LOJ veikimas skatino
mieziy ir dobily augimg (3.2 ir 3.3 skyriai). Dujy chromatografijos masiy spektrometrijos (GC-MS)
metodu atlikta LOJ analizé, istirti 5 skirtingi méginiai — C. fastigiata, P. cucumerina ir P. fimeti
kolonijy méginiai bei $iy gryby bendras kolonijy méginys (miksas) ir kontrolé. I$ viso nustatyta 51
skirtingas LOJ junginys, tarp kuriy vyravo terpenai, alkanai ir alkoholiai. ISsiskyré specifiniai
biologiskai aktyviis junginiai. Sie LOJ, ypa¢ monoterpenai, jvairiais badais teigiamai veikia augaly
Sakny augimg. Jy veikimas apima auksino transportavimo moduliavimg, maistiniy medziagy
jsisavinimo didinimg ir turi jtakos Sakny architektiirai.

P. cucumerina LOJ analizéje nustatyti junginiai daugiausiai seskviterpenai (4 junginiai) ir
alkanai (3 junginiai). Jtakos augaly augimo skatinimui galéjo turéti monoterpenai (pvz., borneol) ir
seskviterpenai (pvz., trans-caryophyllene, a-copaene, B-copaene, B-copaene, B-elemene). C. fastigiata
variante aptikta daugiausiai LOJ — 25, tarp kuriy vyravo seskviterpenai (18 junginiy). Tokie junginiai
kaip germacrene D, a-humulene ir cadinene derivatives yra zinomi dél gebéjimo skatinti augaly
vystymasj. Tarp P. fimeti LOJ daugiausiai vyravo alkanai — 5 junginiai (3.1 lentelé).

C. fastigiata ir P. cucumerina gryby LOJ, miisy eksperimente, lékstele — léksteléje sistemoje,
skatino mieziy Sakniaplaukiy, Sakny ir Ggliy augimg, didino biomas¢ bei stimuliavo dobily
Sakniaplaukiy gauséjimg ir biomasés pricaugj. Reikalingi tolesni tyrimai, kad biity galima konkreciai
nustatyti skirtingy LOJ poveikj ir jvardinti, kurie i§ jy labiausiai daro jtaka augaly augimui.Verta
paminéti, jog i§ masy nustatyty P. cucumerina junginiy, trans-caryophyllene apraSytas kaip turintis
skatinamajj poveikj Brassica campestris augimui (Yamagiwa et al., 2011). Misy rezultatai pabrézia
tai, kad endofitiniy gryby, misy atveju — C. fastigiata ir P. cucumerina, isskiriamy LOJ svarba augaly

augimui yra reikSminga ir iki Siol néra pakankamai iStirta.
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junginiy (LOJ) pasiskirtymas.

3.1 lentelé. C. fastigiata, P. cucumerina ir P. fimeti
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3.5. Endofitiniy grybu inokuliacijos poveikis vasariniams mieziams ‘Gunda DS’

Ankstesniy tyrimy rezultatai parodé, kad inokuliacija tokiais grybais kaip Cordyceps
fumosorosea reik§mingai didina baklazany (Solanum melongena) sakny ir tigliy augimg (Sun et al.,
2020b), o Microdochium bolleyi gerina mieziy (Hordeum vulgare L.) augimg, esant stresinéms
sglyoms (Shadmani et al., 2021).

Siekiant nustatyti endofitiniy gryby poveikj augaly augimui buvo iSbandyta sékly inokuliacija
gryby spory suspensijomis, veikiant vasarinius miezius. MieZiy privalumas eksperimentuojant su
endofitiniy gryby inokuliacija yra jy spartus augimas — uztenka 30 dieny augimo, kad bty galima
jvertinti pokyc€ius, tuo tarpu, pavyzdziui, eksperimentuojant su daugiametémis zolémis toks bandymas
uztrukty maZiausiai 6 ménesius.

Ankstesniuose tyrimuose, mano bakalauro darbe, jau buvo tirta trijy masy gauty gryby rasiy —
Cadophora fastigiata, Plectosphaerella cucumerina ir Paraphoma fimeti — inokuliacijos jtaka
mieZziams, o tyrimo rezultatai, kartu su bendraautoriais, buvo publikuoti moksliniame Zurnale
Microorganisms (Pasakinskiené et al., 2025).

Siame tyrime eksperimentai su vasariniy mieziy ‘Gunda DS’ sékly inokuliacija buvo pratesti
jtraukiant iki S§io nebandytas tris endofitiniy gryby rasis — Microdochium bolleyi, Cordyceps
fumosorosea ir Chaetomium funicola. Po 30 dieny auginimo 28 viety (6,5 x 6.5 c¢cm) daigyklose
Siltnamio sglygomis, buvo jvertinta mieziy tigliy ir Sakny SvieZioji bei sausoji biomase.

Inokuliavimas endofitiniy gryby suspensijomis turé¢jo jtakos mieziy biomasei. Lyginat su

kontrole reiksmingai didéjo Sakny ir tigliy apimtis C. fumosorosea variante (3.8 pav.).
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3.8 pav. Inokuliuoti endofitiniais grybais mieziai po 30 dieny auginimo Siltnamyje. *,skalauta* —

séklos skalautos vandeniu po inokuliacijos.
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3.9 pav. Mieziy, inokuliuoty skirtingy gyby suspensijomis biomasés pokyciai: (A) Sviezio augalo
biomasé¢; (B) dziovinta augalo biomasé¢. ,,** ir ,,*** atitinkamai rodo reikSmingus skirtumus (p < 0,05)

ir labai reikSmingus skirtumus (p < 0,01) tarp kontrolés ir veikimo varianty.

Atlikus zalios masés svérimus, nustatyta, kad didZiausia tigliy biomasé¢ buvo mieziy inokuliuoty
C. fumosorosea ir M. bolleyi (,neskalauta® — séklos neskalautos vandeniu po inokuliacijos),
atitinkamai 4,7 g ir 4,47 g (3.9 pav. A). Didziausia i§dziovinty sausy tgliy biomasé taip pat buvo
mieziy inokuliuoty C. fumosorosea ir M. bolleyi (neskalauta), atitinkamai 0,63 g ir 0,50 g, lyginant su
kontroliniy mieziy tigliy biomase, 0,32 g (3.9 pav. B).

Jvertinus $viezig Sakny biomase, C. fumosorosea biomasé buvo didziausia — 2,01 g (3.9 pav. A).

Analogiski rezultatai pastebéti ir po dziovinimo — C. fumosorosea Sakny biomasé buvo 2,1 karto
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didesné, lyginant su kontroliniy neinokuliuoty mieziy (3.9 pav. B). Tuo tarpu C. funicola inokuliacija

daré neigiama poveikj mieziy Sakny augimui — Sakny biomasé sieké tik 0,89 g (3.9 pav. A).

3.6. Endofitiniuy gryby inokuliacijos poveikis paprastosioms alyvoms ‘Mme

Lemoine’

Remiantis literattiros $altiniais, paprastyjy alyvy inokuliacija endofitiniais grybais nebuvo atlikta,
taCiau buvo tirta vynuogé (Vitis vinifera), kuri taip pat yra priskiriama sumedéjusiems augalams. V.
vinifera inokuliacija Beauveria bassiana endofitiniais grybais atskleidé teigiamg poveikj vynuogeés
Sakny augimui (Mantzoukas et al., 2021).

Siekiant nustatyti endofitiniy gryby poveikj sumedéjusiy augaly augimui buvo iSbandyta spory
suspensijy inokuliacija alyvoms (3.10 pav.). Alyvos yra dekoratyvinis sumed¢jes augalas, naudojamas
kraStovaizdzio formavimui.

Inokuliacijai pasitelkti P. cucumerina ir C. fastigiata endofitiniai grybai, ankstesniuose mano
kartu su bedrautoriais inokuliacijos tyrimuose su vasariniais mieZiais ir gausiaziede svidre pasizymeje

kaip turintys augimg skatinamajj poveikj (PaSakinskiené¢ et al., 2025).

3.10 pav. Inokuliuotos endofitiniais grybais alyvos (Syringa vulgaris) ‘Mme Lemoine’ po 33 dieny

auginimo Siltnamyje.

Po eksperimento vertinant lapy skaiCiy pastebéta, jog P. cucumerina turéjo skatinamajj poveikj —

16 vnt., lyginant su kontrole — 14 vnt. (3.11 pav. A).
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Atlikus svérimus, nustatyta, kad P. cucumerina suspensija veikty alyvy biomasé buvo didnesné
nei kontrolés, atitinkamai 0,82 g ir 0,74 g, nors skirtumai nesiekia p < 0,05 patikimumo lygmens (3.11
pav. B).

Po 33 dieny alyvy auginimo Siltnamyje pastebéta, kad C. fastigiata skatino tgliy augima,
lyginant su kontrole, atitinkamai 46,83 mm, 40,11 mm. Tacdiau Saknims tokio poveikio negauta,
didZiausig Sakny ilgj turéjo kontrolinés alyvos — 155,83 mm (3.11 pav. C).

Apskritai, endofitiniy gryby suspensijos poveikis alyvoms nebuvo toks rySkus kaip eksperimente
su vasariniais mieziais. Tikétina, kad tai susij¢ su palyginti trumpa eksperimento trukme (33 dienos),
kuri gali buti nepakankama sumedéjusiems augalams, tokiems kaip alyvos. Siekiant tiksliau jvertinti
poveikj, butini ilgesnés trukmés (2—-3 meénesiy) tyrimai, ] kuriuos biity jtrauktos skirtingos alyvy

veislés, nes atsakas gali priklausyti ir nuo genetiniy veislés ypatybiy.
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3.11 pav. Alyvy augimo, veikiant P. cucumerina ir C. fastigiata suspensijomis, poky¢iai: (A) lapy
skaiCius; (B) vieno augalo bendra biomasé¢; (C) tgliy ir Sakny ilgiai po eksperimento. ,,** rodo

reik§mingus skirtumus (p < 0,05) tarp kontrolés ir veikimo varianty.
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ISVADOS

. Lakiyjy organiniy junginiy (LOJ) poveikio in vitro tyrime, keturi i§ $esiy iSbandyty zoliniy
augaly Sakny endofity — Cadophora fastigiata, Cordyceps fumosorosea, Epicoccum nigrum ir
Plectosphaerella cucumerina — parodé saktinamajj poveikj vasariniy mieziy (Poaceae) Sakny,
Sakniaplaukiy ir tigliy augimul.

LOJ in vitro tyrimas, kuriame raudonieji dobilai buvo naudojami kaip modeliné pupiniy
(Fabaceae) Seimos raSis, taip pat parodé teigiamg Cadophora fastigiata, Cordyceps
fumosorosea ir Plectosphaerella cucumerina isskiriamy LOJ poveikj Sakny, Sakniaplaukiy

formavimuisi bei bendram augalo augimui.

. Jvertinus vasariniy mieziy ir raudonyjy dobily Sakniaplaukiy skaiCiy, nustatyta, kad

Microdochium bolleyi ir Chaetomium funicola i$skiriamos lakiosios organinés medZziagos
(LOJ) daré neigiama poveikj Sakniaplaukiy formavimuisi. Taip pat C. funicola pasizyméjo
Sakny augimg slopinanciu poveikiu ir mieziy s€kly inokuliacijos eksperimento metu.

. Dujy chromatografijos—masiy spektrometrijos (GC-MS) analizé parodé, kad Plectosphaerella
cucumerina, Cadophora fastigiata ir Paraphoma fimeti gryby isskiriamose LOJ dominuoja
specifiniai biologiskai aktyviis junginiai, daugiausia terpenai ir alkanai, kurie gali veikti kaip

augaly augimo stimuliatoriai.

. Vasariniy mieziy sékly ir paprastyjy alyvy sodinuky inokuliacijos tyrimas, atskleid¢ gryby

inokuliaty skatinamgjj poveikj augimui: Cordyceps fumosorosea — mieziy Saknims ir Gigliams

bei Cadophora fastigiata — alyvy tigliams.
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ASMENINIO INDELIO APRASYMAS

Tyrimo id¢ja buvo pateikta prof. habil. dr. I1zoldos PaSakinskienés. Tyrimo metodika parinkta
prof. habil. dr. Izoldos PaSakinskienés, Saulés Matijosiiités. Eksperimentai, duomeny analizg,
vizualizacija bei literattiros apzvalga buvo atlikta Saulés Matijositités, padedant ir konsultuojantis su
prof. habil. dr. Izolda Pasakinskiene, dokt. Violeta Stakeliene. Darbo vadové, prof. habil. dr. 1zolda
Pasakinskiené daug prisidéjo prie darbo redagavimo ir perzitiros, rezultaty dalies analizés ir iSvady

tobulinimo bei papildymo.
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PADEKA

Tyrimai finansuoti Vilniaus Universiteto Botanikos sodo bei Lietuvos mokslo tarybos biudzeto

leSomis.

Nuosirdziai dékoju savo darbo vadovei prof. habil. dr. I1zoldai Pasakinskienei uz skirtg laika,
vertintgas zinias ir sklandy bendradarbiavimg raSant magistrinj darbg. Taip pat dékoju dokt. V.
Stakelienei, J. Marttinui, M. Rimkevi¢iui uz pagalbg, zinias bei palaikyma atliekant tyrimus. Dékoju
Dr. Jurgai Bidienei 1§ GTC wuz galimybe pasinaudoti dujy chromatografijos-masiy
spektrometrijos jranga ir suteikta metoding pagalba.
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ASCOMYCOTA SAKNU ENDOFITU ISSKIRIAMU LAKIUJU
ORGANINIU JUNGINIU (LOJ) IR SPORU INOKULIACIJOS
SKATINAMASIS POVEIKIS AUGALU AUGIMUI

SANTRAUKA

Endofitiniai grybai geba kolonizuoti vidinius augalo audinius ir yra zinomi dé¢l savo potencialo
produkuoti biologiSkai aktyvius lakiuosius organinius junginius (LOJ). Endofity iSskiriami LOJ
dalyvauja augalo fiziologiniuose procesuose. LOJ poveikyje stebimas Sakny ir dgliy augimo
padidéjimas, augalo architektiiros pokyciai, taip yra Zinoma, kad jie suteikia atsparumo abiotiniam ir
biotiniam stresui. Dél savo sugebéjimo skatinti augaly Sakny bei iigliy vystymasi, endofity ir jy
produkuojamy LOJ augaly augimo skatinimui leisty sumazinti cheminiy trasy daromg Zzalg aplinkai.
Endofitiniai grybai bei jy metabolitai yra tiriami jau ne vieng deSimtmet], taciau vis dar truksta

informacijos apie jy ypatybes ir daroma jtakg augalo augimui.
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Siame darbe buvo sickiama i§bandyti in vitro biida, pasinaudojant vasariniais mieZiais ir dobilus
kaip modelinémiss rai§imis ir nustatyti endofitiniy gryby i$skiriamy lakiyjy organiniy junginiy daromag
jtaka Sakny, tgliy ir Sakniaplaukiy augimui bei galimas sgsajas su produkuojamais antriniais
metabolitais. Taip pat buvo siekiama jvertinti gryby suspensijos poveikj alyvy $akny bei tigliy augimui
bei sékly inokuliacijos daroma jtaka mieziy augimui. Siame tyrime buvo i§bandytos 6 skirtingos
endofitiniy gryby rasys, priklausancios auks$liagrybiinams (Acomycota), aptiktos zoliniy augaly
Saknyse — Epicoccum nigrum, Microdochium bolleyi, Plectosphaerella cucumerina, Cadophora
fastigiata, Cordyceps fumosorosea, Chaetomium funicola.

IsSbandytas in vitro lékstelé-1éksteléje biidas buvo veiksmingas — sistemoje susidariusioje
uzdaroje aplinkoje mieziy daigai patyré gryby iSskiriamy lakiyjy medziagy poveikj. Epicoccum
nigrum, Plectosphaerella cucumerina ir Cadophora fastigiata, Cordyceps fumosorosea gryby
iSskiriami LOJ turéjo teigiamg poveikj mieziy Sakny ir Sakniaplaukiy augimui. Cadophora fastigiata,
Cordyceps fumosorosea ir Plectosphaerella cucumerina LOJ skatino raudonyjy dobily Sakny ilgéjima
bei biomasés priecaugj. Lyginant su kontrole, Cadophora fastigiata poveikyje dobily Sakniaplaukiy
buvo 1,88 kartus daugiau. Dujy chromatografijos masiy spektrometrijos (GC-MS) metodu nustatyti
Plectosphaerella cucumerina ir Cadophora fastigiata gryby LOJ i§ viso nustatytas 51 skirtingas LOJ
junginys, tarp jy — terpenai ir alkanai, literatiroje zinomi kaip turintys skatinamajj poveikj augaly
augimui.

ISbandyta inokuliacija, veikiant séklas gryby spory suspensijomis, atskleidé teigiamg Cordyceps
fumosorosea grybo inokuliato poveikj vasariniy mieziy augimui. Cadophora fastigiata inokuliatas
skatino alyvy tigliy vystymasj, o Plectosphaerella cucumerina lémé spartesnj lapy augima. Darbe gauti
rezultatai leidzia numatyti tolesniy tyrimy kryptis gilinantis ir pleciant zinias apie Ascomycota

endofitiniy gryby daroma jtaka augaly augimui.
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THE ASCOMYCOTA ROOT ENDOPHYTES GROWTH-
PROMOTING EFFECT OF VOLATILE ORGANIC
COMPOUNDS (VOCs) AND SPORE INOCULATION ON PLANT
GROWTH

SUMMARY

Endophytic fungi are able to colonize the internal tissues of plants and are known for their
potential to produce biologically active volatile organic compounds (VOCs). VOCs secreted by
endophytes participate in plant physiological processes. Increased root and shoot growth, changes in
plant architecture are observed under the influence of VOCs, and they are also known to provide
resistance to abiotic and biotic stress. Due to their ability to promote the development of plant roots
and shoots, endophytes and the VOCs they produce could reduce the environmental damage caused by
chemical fertilizers by promoting plant growth. Endophytic fungi and their metabolites have been
studied for several decades, but there is still a lack of information about their properties and the impact
they have on plant growth.

The aim of this work was to test an in vitro method using spring barley and clover as model
species and to determine the effect of volatile organic compounds released by endophytic fungi on the
growth of roots, shoots and root hairs and possible links with the secondary metabolites produced. The
aim was also to evaluate the effect of fungal suspension on the growth of olive roots and shoots and the
effect of seed inoculation on barley growth. In this study, 6 different endophytic fungal species

belonging to the phylum Acomycota, found in the roots of herbaceous plants, were tested — Epicoccum
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nigrum, Microdochium bolleyi, Plectosphaerella cucumerina, Cadophora fastigiata, Cordyceps
fumosorosea, Chaetomium funicola.

The tested in vitro plate-in-plate method was effective — in the closed environment created in the
system, barley seedlings were exposed to volatile substances released by the fungi. VOCs released by
Epicoccum nigrum, Plectosphaerella cucumerina and Cadophora fastigiata, Cordyceps fumosorosea
fungi had a positive effect on the growth of barley roots and root hairs. VOCs from Cadophora
fastigiata, Cordyceps fumosorosea and Plectosphaerella cucumerina promoted the elongation of red
clover roots and biomass growth. Compared to the control, clover root hairs were 1.88 times more
under the influence of Cadophora fastigiata. A total of 51 different VOC compounds were identified
in the VOCs of Plectosphaerella cucumerina and Cadophora fastigiata fungi using the gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS) method, including terpenes and alkanes, known in the
literature to have a stimulating effect on plant growth.

Tested inoculation by exposing seeds to suspensions of fungal spores revealed a positive effect
of the Cordyceps fumosorosea fungus inoculum on the growth of spring barley. Cadophora fastigiata
inoculum promoted olive shoot development, while Plectosphaerella cucumerina led to faster leaf
growth. The results obtained in the work allow us to predict further research directions in deepening

and expanding knowledge about the influence of Ascomycota endophytic fungi on plant growth.
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Endofitinis grybas Kolonijos DNR sritis DNR sutapimas, Sutapimas, % BLAST ID
izoliato kodas bp
Cadophora fastigiata BSG003 ITS 531/531 100,00 MNB833359.1
508/508 100,00 MF077223.1
Chaetomium funicola BSG039 ITS 633/633 100,00 PP165499.1
248/249 99,60 FN394680
SSU 417/417 100,00 AF048794.1
Cordyceps BSGO015 ITS 652/652 100,00 0Y756928.1
fumosorosea BSG066 542/543 99,82 0Y756922.1
BSG067 430/430 100,00 MH532834.1
BSG068 491/491 100,00 ON796011.1
BSG069 609/609 100,00 OR758802.1
532/533 99,81 OR758801.1
452/453 99,78 OR121546.1
600/600 100,00 MF872372.1
503/503 100,00 MT333241.1
SsSU 492/492 100,00 MH879640.1
429/429 100,00 MH879638.1
505/505 100,00 MW391722.1
411/411 100,00 OR194098.1
595/595 100,00 MN576761.1
TEF 385/385 100,00 0Y756920.1
Epicoccum nigrum BSG025 ITS 457/457 100,00 MT557339.1
RPB2 475/475 100,00 PP333174.1
SSU 432/432 100,00 MF072589.1
Microdochium bolleyi BSG007 ITS 460/460 100,00 MT276137.1
BSG008 458/458 100,00 MT276118.1
BSG011 553/553 100,00 0L898490.1
BSG024 469/469 100,00 MT446207.1
BSG026 448/449 99,78 MT446123.1
BSG027 466/466 100,00 MT446104.1
BSG028 466/466 100,00 MT446101.1
BSG029 457/457 100,00 KP859018.1
BSG036 499/501 99,60 MT102452.1
BSG054 590/590 100,00 KY305060.1
BSG055 500/500 100,00 OM647846.1
BSG064 499/500 99,80 OM743901.1
RPB2 574/576 99,65 MN313335.1
543/543 100,00 MN817764.1
611/612 99,84 0OP184898.1
523/523 100,00 0OP184897.1
Paraphoma fimeti BSG010 ITS 640/649 98,61 AB488489.1
710/710 100,00 KF251675.1
1236/1252 98,72 MF494612.1
Plectosphaerella BSG006 ITS 426/426 100,00 MT447472.1
cucumerina BSG062 453/453 100,00 MZ206376.1
BSG070 573/573 100,00 KC427067.1
455/456 99,78 LR594792.1
RPB2 544/544 100,00 GU180612.1
SSU 522/524 99,62 ON935484.1
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