SIAULIU UNIVERSITETAS
REGIONU PLETROS INSTITUTAS

Dovilé Dovydaityté

ANEMOFILINIU AUGALU ZIEDADULKIU EKSTRAKTU
ANTIGRYBINES SAVYBES

Magistro darbas

Gamtiniy sistemy valdymo magistro studijy programa

Vadove: lekt. dr. llona Keriené

Siauliai, 2019



TURINYS

TN D N PSR PR 3
1. MOKSLINES LITERATUROS ANALIZE.......cccooiiiiiniiiiniisiinsissiesis s 5
1.1. Anemofiliniai augalai ir jy ZiedadulKes ..........cccvviriiiiiiiieie e 5
1.2. Ziedadulkiy nauda ir poveikis SVEIKAtAL .........c.ccuvveveereereereersietesseeeeseessesseseese s 8
1.3. Bioaktyvis junginiai anemofiliniuose augaluose ir jy ziedadulkése...........ccccevvviiiiiiininnnnnnnn. 9
1.4. Mikroskopiniai grybai ir SAVYDES .......cueiiiieiiiie et 10
1.5. Antigrybiniuose tyrimuose taikomi MetOdal ..........ccoceiiiiiiiiiieeeece e 13

2. DARBO OBJEKTAS IR METODAL ...ttt 14
2.1, DArDO OBJEKLAS ..ottt 14
2.2, TYFIMO METOUAI......c.veeieiitiiteeeiei ettt bbbttt b ettt b et e e n s 14
2.2.1. Ziedadulkiy ir spory sklaida Siauliyy MIStO OT€..........crverveerrerrrreerrrereseeesseetesessensesenean, 14
2.2.2. Bendro fenoliniy junginiy kiekio ziedadulkése nustatymo metodika .............ccceervvennnene. 15
2.2.3. Ziedadulkiy ekstrakty antigrybinio aktyvumo tyrimo metodika.........c..ccovrerrrerrerrrennn. 16
2.2.4. Statistinis 1€ZUltaty VETtINIMAS .......eeivieiiiiiiiesiieeiiesiie e et re e e ne e e e e 17

3. DARBO REZULTATAIIR JU ANALIZE .....ooiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e en s 18
3.1. Alergines reakcijas sukelian¢iy anemofiliniy augaly ir mikroskopiniy gryby sklaida ore..... 18
3.2. Bendras fenoliniy junginiy kiekis anemofiliniy augaly Ziedadulkése ..........c.cccoevvrvvervnnnnnnn. 20
3.3. Ziedadulkiy ekstrakty poveikis mikroskopiniy gryby augimui ..........co.cccoeeververereresreresnennanes 21

3.3.1. Berzo ziedadulkiy poveikis mikroskopiniy gryby (Alternaria spp., Cladosporium spp. ir
FUSAriUM SPP.) QUGIMUI ..eveeieeieiie sttt te e s b e e te e sreesteenneaneenreens 21

3.3.2. Dilgélés ziedadulkiy ekstrakto poveikis mikroskopiniy gryby (Alternaria spp.,
Cladosporium spp. ir Fusarium Spp.) @QUGIMUI .....ccoeiiiiieieeeeeeeeee e 25

3.3.3. Kiecio ziedadulkiy poveikis mikroskopiniy gryby (Alternaria spp., Cladosporium spp. ir
FUSAriUM SPP.) QUGIMUI ..eveiieeieiie ettt s te e e e st e e tesneesteete e e e aneesreens 27

3.4. Ziedadulkiy ekstrakty antigrybinio aktyvumo mikroskopiniy gryby augimui palyginimas... 28

3.5, REKOMENUACTJOS ... ettt e e e e et e et e e are e e beeareeeree e 30
ISVADOS ...ttt 32
SANTRAUKA et b et ettt aa bt e s bt e e s be e bt e es bt e ebeeenbeeabeeenbeesaeeanbeeareeansee e 33
SUMMARY ettt bbb ettt e ek et e R bt e ket e R bt e e he e e Rt e e e ke e e bt e nRe e e b e e ebe e nre e 34
LITERATURA .....ootitittieeteet ettt sttt sttt ettt se sttt e s st et st st esssaa s et ab e e st e se st abessste e staneseatesnstens 35



IVADAS

Pasauliné¢ alergijos organizacija atkreipia démesj, kad dél klimato kaitos keic¢iasi augaly
fenologija, dél to aplinkoje padaugéja alergines ligas sukelianciy anemofiliniy ziedadulkiy
(Lietuvos hidrometeorologijos tarnyba, 2019), o padidéjes oro drégnis skatina mikroskopiniy gryby
dauginimasi (World Allergy Organization, 2016), kurie ne tik sukelia alergines reakcijas bet ir
terSia maisto produktus. Remiantis Jungtiniy Tauty maisto ir Zemés tkio organizacijos (FAO)
duomenimis, dél patogeniniy mikroskopiniy gryby dauginimosi ir jy gaminamy mikotoksiny maisto
zaliavy uzterStumas didéja (Food and agriculture organization of the United Nations, 2008). Jy
sinteze¢ kontroliuoti sunku (Karlovsky et al., 2016), todél dazniausiai augaly apsaugai naudojami
agresyvis sintetiniai fungicidai, kurie daro neigiamg Zalg gamtai, o jy likuciai uzterSia maisto
produktus. Todél pasaulyje ieSkoma natiiraliy, gamtoje egzistuojanciy budy, kurie padéty apsaugoti
maisto produktus nuo mikrobiologinés tarSos. Tarptautiniu lygmeniu nattraliai maisto produkty
apsaugai plac¢iai naudojami ekstraktai, pagaminti i jvairiy augaly daliy, nes juose gausu bioaktyviy
junginiy (Onaran, Saglam, 2016), kurie pasizymi antigrybinémis savybémis (Lattanzio, Cardinali,
2006). Didel¢ bioaktyviy junginiy grupe sudaro fenoliniai junginiai (Kolosej, 2017). Tikétina, kad
veikdami kartu su kitais bioaktyviais junginiais, galéty paveikti mikroskopinio grybo lastelés
sienele ir sutrikdyti svarbius fiziologinius procesus (Ansari et al.,, 2013). Tyrimai rodo, kad
anemofilinése ziedadulkése gausu naudingy aminorigséiy, riebaly rigsciy, vitaminy
(Baltuskevicius, 2019), taiau tyrimy apie anemofiliniy ziedadulkiy bioaktyviy junginiy
koncentracijas ir jy antigrybinj aktyvuma tarptautiniu lygmeniu ir atlieckamy Lietuvoje néra.
Dazniau analizuojami entomofiliniy augaly ziedadudlkiy bioaktyviis junginiai ir jy antibakterinis

poveikis (Kacaniova et al., 2012).

Aktualumas: Siuo tyrimu sickiame i$analizuoti alergines reakcijas sukelian¢iy anemofiliniy augaly
ziedadulkiy ir mikroskopiniy gryby ore sklaida bei jvertinti i§ Ziedadulkiy pagaminty ekstrakty
bioaktyvuma. Gauti tyrimo rezultatai prisidés ieSkant biidy apsaugoti maisto produktus bei aplinkg
nuo tarSos mikroskopiniais grybais. Todé¢l Sis darbas yra aktualus, nes suteiks ziniy apie alergines
reakcijas sukeliancias ziedadulkes ir mikroskopinius grybus bei galimybes panaudoti i$ ziedadulkiy
pagamintus ekstraktus visuomenés poreikiams.

Naujumas: Tarptautiniu lygmeniu dazniau analizuojamas entomofiliniy augaly ziedadulkiy
bioaktyvumas ir jy antibakterinis poveikis, tac¢iau triksta mokslinés informacijos apie anemofiliniy

ziedadulkiy savybes. Siame tyrime pateikiama nauja informacija apie anemofilinése Ziedadulkése



sukaupta fenoliniy junginiy kiekj ir pirmg kartg jvertintas $iy Ziedadulkiy ekstrakty antigrybinis
poveikis patogeniniy mikroskopiniy gryby augimui.
Tyrimo tikslas: Nustatyti anemofiliniy augaly ziedadulkése fenoliniy junginiy kiekj ir jvertinti
ziedadulkiy ekstrakty poveikj mikroskopiniy gryby augimui.
Tyrimo uzdaviniai:
1. Jvertinti alergines reakcijas sukelian¢iy mikroskopiniy gryby (Alternaria spp.,
Cladosporium spp.) ir ziedadulkiy (berzo, dilgélés, kie¢io) pasiskirstyma Siauliy miesto ore;
2. Istirti bendra fenoliniy junginiy kiekj anemofiliniy augaly (berzo, dilgélés ir kiecio)
perneSamose ziedadulkése;
3. Nustatyti ziedadulkiy ekstrakty antigrybinj poveikj mikroskopiniy gryby (Alternaria spp.,

Cladosporium spp. ir Fusarium spp.) augimui.



1. MOKSLINES LITERATUROS ANALIZE

1.1. Anemofiliniai augalai ir jy Ziedadulkeés

Kiekvienais metais, augalams zydint, iSbyra daug ziedadulkiy ir spory. Ore jos placiai
pasklinda, gali patekti j eZerus, jiras, pelkes, upes ir ten nusésti. Ziedadulkés ir sporos turi atsparius
iSorinius apvalkalélius, todél nuosédose iSlieka deSimtis ir net Simtus milijony mety. Ivairiy augaly
ziedadulkés bei sporos yra nevienodo dydzio ir formos, skirtingais apvalkaléliais (Kabailiené,
1979). Dideli kiekiai Zziedadulkiy sklando ore tam tikrais mety laikais. Pavasarj tai bina medziy
ziedadulkés, o vasara didziausi ziedadulkiy skleidéjai yra zolés. Maziau ziedadulkiy biina
pakrantése ir aukStuose kalnuose (Astma-og Allergiforbundet, 2017).

Ekologiskai anemofilija yra susijusi su vyriSkos ir moteriskos reprodukcinés struktiiros
atskyrimu arba erdviniu, arba laikinuoju atskyrimu, kuri, pavyzdziui, gali paskatinti kryzminima.
Genetiniy tyrimy rezultatai rodo, kad anemofiliniy augaly kryZminimo spartos yra mazos (arba
mazos normos (t.y. savaime), arba didelés normos (t.y. kryZminimas)). Tai rodo skirtingy taksony
poravimosi sistemy skirtumus. Taciau tarp poravimosi sistemy, atrodo, didziausi geny srauto
rodikliai yra perneSami véjo (Ackerman, 1999). Anemofiliniai augalai pasizymi didele ziedadulkiy
gausa, nes apdulkinimo vektorius, kurj jie naudoja, v¢jas, yra labai atsitiktinis, o ne konkretus
(Tormo-Molina et al., 1996). Didelis véjo greitis skatina anemofiliniy Ziedadulkiy sklaidg. Atstumas
nuo anemofiliniy Ziedadulkiy nutolgs nuo pradinio augalo skiriasi ir daZnai priklauso nuo véjo
sroviy dydzio, augalo aukscio ir augalijos dangos tankio (Jones, Jones, 2001).

Ziedadulkés — tai augalo dalis, kurios pirminé paskirtis — padéti augalams plisti ir
jsitvirtinti Zemés pavirsiuje. Ziedadulkés yra vyriskasis augaly lytinio dauginimosi pradas, gamtoje
nesantis rasies genetine jvairove (Sauliené ir kt., 2015). Anemofilinés augaly Ziedadulkeés lakios ir
lengvos. Jei oras sausas, ] j] patekusios ziedadulkes gali sklisti atmosfera tukstancius kilometry.
Ziedadulkés augaly vegetacijos metu yra pagrindiné priezastis, dél kurios kyla alerginés reakcijos
(Gabinaityté, Saulien¢, 2008).

Berzas (1 pav.) — bukieciy (Fagales) eilés berziniy (Betulaceae Gray) Seimos augaly
gentis (Siauliy universitetas, 2017). Vasarzalis lapuotis medis, gali biiti vieno ar keliy kamieny,
zievé daznai ryskiai baltai juoda. Nereikliis buveinéms, todél greitai suvesi pazeistose teritorijose
(Pasyfo, 2019). Lapai nedideli, kiausiniski arba rombiski, smailavir$iiniai. Viriski zirginiai
susiformuoja rudenj, Ziemoja ir pavasarj prasiskleidzia. Paziedés priaugusios prie dengiamojo lapo
(sudaro triskiaut] Zvyng). Vaisius — sparnuotas rieSutélis. Vaisiams subrendus, zirginiy triskiauciai

zvynai nukrinta ir rieSutéliai iSbyra (Galinis, 1984). Zydi balandzio—geguzés mén., lapams
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skleidziantis (Pasyfo, 2019). Berzas yra pagrindinis Europoje Ziedadulkiy alergenus gaminantis
medis (D'Amato et al., 2007). Berzo ziedadulkés labai alergeniskos. Daznos kryzminés reakcijos su

lazdyno, alksnio, skroblo ir bukie¢iy (Fagales) seimos augaly ziedadulkémis (Pasyfo, 2019).
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o
1 pav. Berzas (A) ir berzo Ziedadulkés (B), matomos pro mikroskopa (dazytos fuksino dazu)

Dilgéle (2 pav.) — tai dilgélie¢iy (Urticales) eilés dilgéliniy (Urticaceae Juss.) Seimos
augaly gentis (Siauliy universitetas, 2017). Vienmetés arba daugiametés Zolés. Turi dilginamuosius
ir paprastuosius plaukelius (Pasyfo, 2019). Didzioji dilgélé (Urtica dioica) — daugiametis augalas su
Sakniastiebiais. Auga dirvose, kuriose gausu nitraty. Stiebuose yra plausy. Darzuose dazna gailioji
dilgele (Urtica urens) — vienmeté piktzolé (Galinis, 1984). Zydi liepos—rugséjo mén. (Pasyfo,
2019). Dilgeliy Ziedadulkés nealergeniskos (Pasyfo, 2019).
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2 pav. Dilgélé (A) ir dilgélés ziedadulkés (B) matomos pro mikroskopg (dazytos fuksino dazu)

Kie¢io gentis priklauso astriniy (Asteraceae Dumort.) Seimai (Siauliy universitetas,

2017). Kietis (3 pav.) — tai vienmetis ar daugiametis Zolinis augalas, puskriimis ar kriimas. Ziedai
smulkis, gausiis, Zalsvi arba rusvi, susitelke j $luoteles. Zydi liepos—rugséjo ménesiais (Pasyfo,
2019). Kiecio ziedadulkés gaminamos milzini$ku kiekiu, nes vienas augalas gali gaminti milijonus
6



ziedadulkiy grudy. Kadangi ziedadulkiy griidai yra mazi (18-22 pum), jie daznai dalyvauja tolimose
oro pernasose (D'Amato et al., 2007). Ziedadulkés labai alergeniskos (Pasyfo, 2019).
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3 pav. Kietis (A) ir kie¢io ziedadulkés (B) matomos pro mikroskopa (dazytos fuksino dazu)

Ziedadulkés yra mazytés dalelytés, augaly paskleidziamos j ora, perneamos véjo ar
vabzdziy, tokiu budu apdulkinant kitus tos pacios riiSies augalus (Astma-og Allergiforbundet,
2017). Anemofiliniy augaly ziedadulkés — lengvos, sausos, o kartais, kad lengviau buity pakeliamos,
turi oro maiSelius (Kabailiene, 1979). Augalams Zydint ore gausu ziedadulkiy, kurias subrandine
paleidzia véjadulkiai augalai. Priklausomai nuo meteorologiniy salygy, ziedadulkiy ore gali biiti
nesuskai¢iuojami kiekiai, nes vienas augalas, atsizvelgiant j ri§j, gali pagaminti milijonus ar net
milijardus Ziedadulkiy (Sauliené¢ ir kt., 2015). Bi¢iy surinktos Ziedadulkés vadinamos
entomofilinémis. Savo chemine sudétimi ir biologiniu veikimu jos skiriasi nuo anemofiliniy lauky ir
pievy ziedadulkiy, iSneSiojamy véjo (BaltuskeviCius, 2019). Anemofiliniy augaly Ziedadulkés yra
mazo skersmens, todél manoma, kad tai sumazina nusédimo greitj ir tokiu biidu padidina
ziedadulkiy sklidimo atstumg (Ackerman, 1999).

Ore esancios ziedadulkés sgveikauja su skirtingomis ore suspenduotomis medziagomis,
iskaitant mikroorganizmus, kurie nuséda ant ziedadulkiy griidy pavirSiaus, Sios sgveikos gali
pakeisti ziedadulkiy griidy savybes. Anemofiliniy augaly ziedadulkiy grudy pavirSiuje yra misri
mikroflora, kurig sudaro bakterijos ir grybai. Labiausiai tikétina, kad ziedadulkiy griidai yra
uzsikréte mikroorganizmais, kilusiais i§ augaly pavir$iaus (Puc, 2003). Tlgai laikant ziedadulkes, jos
»pasensta”, sumazéja jose vitaminy, aminoriig§¢iy ir kity biologiskai aktyviy medziagy kiekis. Yra
nustatyta, kad iSlaikius Ziedadulkes 3—4 metus, aminoriigs¢iy ir kity biologiskai vertingy medziagy
sumaz¢ja iki 40 %, nes jose vykstantys fiziologiniai ir biocheminiai procesai pagreitina biologiskai

aktyviy medziagy irima (Baltuskevicius, 2019).



1.2. Ziedadulkiy nauda ir poveikis sveikatai

Ziedadulkés maliina uZdegiminius procesus, stiprina kapiliarus, reguliuoja tulZies ir
§lapimo procesus, stabdo aterosklerozés ir piktybiniy augliy vystymasi. Ziedadulkése yra fermenty,
kurie gerina medziagy apykaita ir reguliuoja svarbiausius organizmo biocheminius procesus
(Rulinskas, 2019). Ziedadulkése yra 5-7 kartus daugiau aminoriigiiy negu jautienoje ir
kiau$iniuose, taip pat nukleino rtigsc¢iy ir nukleoproteidy, apie 20 % augaliniy riebaly. Ypac svarbiis
lipidai, i§ kuriy susidaro vitaminas D, kai kurie cholesterolio kiekj reguliuojantys hormonai
(Baltuskevicius, 2019). Taciau ziedadulkés gali sukelti neigiamg poveikj alergiSkiems
organizmams.

Alergija yra padidéjes jautrumas reakcijai j svetimas medziagas (antigenus), kurie
panasiais kiekiais ir aplinkybémis yra nekenksmingi kity zZmoniy kiinuose. Natiiralus Zmogaus
organizmo atsparumas yra jgimto imuniteto, susidariusio salytyje su aplinkos antikiinais, rezultatas
(Puc, 2003). Ziedadulkiy alergija daro didelj klinikinj poveikj visoje Europoje. Moksliniai tyrimai
rodo, kad pastaraisiais deSimtmeciais Europoje padaugéjo kvépavimo taky alerginiy reakcijy, kurias
sukelia ziedadulkés (D'Amato et al., 2007). Aeroalergenas, jautriems asmenims sukeliantis alerginio
rinito poZymius, yra oru plintangios Ziedadulkés (Sauliené ir kt., 2015). Alergeny kiekis atmosferoje
Kinta priklausomai nuo augalijos, geografijos ir klimato kaitos. Todél tyréjams naujus i8stikius kelia
vis daznesnés oro permainos — audros ir didéjantis Ziedadulkiy pernasos diapazonas (Sinusaité,
Veriankaité, 2012). Epidemiologiniai tyrimai patvirtino, kad per pastaruosius du deSimtmecius
sergamumas ziedadulkiy alergeny sukeltomis alerginémis ligomis did¢jo visame pasaulyje. XX
amziaus pradZioje polinoze sirgo vidutiniSkai vienas 1§ 100 Europos gyventojy, o dabar polinoze
serga 15-20 % gyventojy (Staik@iniené ir kt., 2005). Alerginius susirgimus — rinitg, konjunktyvita,
kartais bronchine astma, sukelia Ziedadulkiy baltymai arba glikoproteinai. (Songailaité, Veriankaité,
2012), kuriy molekuliné masé yra nuo 10-70 kDa. Daugelis ziedadulkiy alergeny yra atsparts pH
pokyciams ir aukstai temperatiirai net iki 100 °C (Puc, 2003). Baltymai Zmogaus organizme jveikia
lastelés epitelinius barjerus ir sukelia alergines reakcijas (Gabinaityte, Sauliene, 2008). Pagal
polinoze sukeliandius augalus Europa suskirstyta j Siaurés, Centring, Ryty, kalny ir Vidurzemio
juros zonas. Lietuva yra centrinéje zonoje ir dazniausia polinozés priezastis — Zoliy, berzy ir kity
lapuo€iy augaly Ziedadulkiy alergenai (Staikiiniené ir kt., 2005). Neatmetama galimybe, kad kai
kurie alerginiai simptomai padidéja dél ziedadulkiy gridy mikroorganizmy ir endotoksiny, kurie

gali veikti kaip pagalbinés medZiagos (Puc, 2003).



1.3. Bioaktyviis junginiai anemofiliniuose augaluose ir jy Ziedadulkése

I fenoliniy junginiy sudétj jeina fenolinés rtigStys (benzoinés ir cinamono rlgsties
dariniai), kumarinai, flavonoidai, stilbenai, hidrolizuojami ir kondensuoti taninai, lignanai ir
ligninai. Sie junginiai sudaro didZiausia antriniy metabolity grupe augaly karalystéje. Jie gaminami
naturaliai, daugiausia veikia kaip apdulkintojai, antioksidantai ir tokiu biidu prisideda prie augaly
pigmentacijos bei padeda augalui apsisaugoti nuo zalingy UV spinduliy (Blainski, 2013).

Fenoliniai junginiai yra labai svarbiis augaly augimui, nes gamina fitoaleksinus, gali
apsaugoti lgsteles nuo zalingy mikroorganizmy, suteikia augalams nemalony skonj, todél kai kuriy
augaly daliy neéda zolédziai gyviinai (Apak et al., 2007). Pazeidus augalus, pakeitus aplinkos
salygas, norédami apsisaugoti jie pradeda sintetinti fenolinius junginius kaip atsakg j nepalankias
salygas ar patogenus (Balasundram et al., 2006). Natdralts fenoliniai junginiai yra mazos
molekulinés masés organiniai junginiai, jy bioaktyvumas priklauso nuo struktiiros, aromatiniy ziedy
pakaity grupiy pobidzio ir ypa¢ nuo hidroksilo grupiy skaiciaus ir padéties aromatiniame Ziede
(Balasundram et al.,, 2006). Dél lipofiliniy savybiy fenoliniai junginiai difunduoja pro
mikroskopiniy gryby biologing membrana, jsiskverbia j lastelés vidy ir pazeidzia gryby lastelés
komponenty (ergosteroliy, gliukany, chitino, gliukozaminy) sintezg, jungiasi su tretinés strukttiros
baltymais ir sutrikdo mikroskopinio grybo lgstelei gyvybiskai svarbiy baltymy funkcijas (4 pav.)
(Kerien¢, 2017).

Karvacrolis — pazeidzia H*
kanala, trikdo Ca®" patekima j

Iastele.
\ Timolis trikdo
. skyséiy
E“?'?”f?“s B < s - pratekéjima
pazeidzia .- pro membrana,
skyséiy ca®t
pratekéjima pro =49 N patekima.
membrang. na
Kurkuminas —
- = didina ADF
Polifenoliai — e i : gamyba.
pazeidzia baltyminiy 2 . < A = 2 Pazeidzia
ABC transporteriy e genus, dél ko
funkcijg. Cotw jvyksta lgstelés
y = apoptoze.
Bibenzilas — trikdo grybo hipy formavimasi, veikia

morfologinius procesus, didina aktyviy deguonies
formy gamyba.

4 Pav. Fenoliniy junginiy poveikis mikroskopinio grybo lastelei (Ansari et al., 2013)



Augalai yra biologiskai aktyviy medziagy Saltinis, todél pasizymi sveikatai
naudingomis savybémis bei padeda apsaugoti juos nuo Zalingy mikroskopiniy gryby. Dazniausiai
augaly apsaugai nuo tarSos mikroskopiniais grybais naudojamos cheminés medziagos, bet augaly
ekstraktai yra naudingesni, nes veikia Svelniau ir yra lengviau pasisavinami lyginant su sintetinémis
cheminémis medziagomis ir antibiotikais (Mickiené ir kt., 2007). Ekstrakcija yra pirmas svarbus
zingsnis atskiriant bioaktyvias sudedamasias dalis i§ augaliniy medziagy, labai svarbu pasirinkti
tinkamg ekstrahavimo metodg (Burdejova, Polovka, 2017). Polifenoliniy junginiy ekstrakcijai
tinkamiausi ekstrahentai yra etanolio, metanolio, acetono bei etilacetato tirpikliai arba jy
vandeniniai miSiniai (Sultana et al., 2009). Dazniausiai naudojamas metanolis, kurio koncentracija
yra nuo 45 iki 100 % bei nuo 30 iki 80 % etanolio tirpiklis. Angliavandenis fenolinio junginio
molekulés struktiiroje gerina jy tirpumg vandenyje, tod¢l naudinga tirpiklius maiSyti su vandeniu
(Mikniené¢ ir kt., 2008).

Bendram fenoliniy junginiy kiekiui nustatyti augaluose yra naudojami kolorimetriniai
Folin—Denis ir Folin—Ciocalteu metodai. Metodo esmé — augalinéje zaliavoje esantys fenoliniai
junginiai $armingje aplinkoje sudaro kompleksus, kuriy sugerties maksimumas yra 760 nm. Siuo
metodu atliekamai analizei netrukdo baltymai, amino ar nukleino riigStys, taciau Sie reagentai néra
specifiniai visiems fenoliniams junginiams, nes rezultatus gali iSkreipti ir kitos augaluose esancios
medziagos (pavyzdziui, askorbo riigstis), kurios reakcijos metu gali vykdyti reduktoriaus funkcijas
(Stalikas, 2007).

1.4. Mikroskopiniai grybai ir savybés

Fitopatogeniniams grybams plisti padeda jvairiy tipy sporos. Grybai produkuoja
didziulius kiekius mikroskopiniy spory, kurios gali plisti labai toli ir kiekviena jy gali iSauginti
nauja grybo kolonija (Dabkevicius ir kt., 2006). Mikroskopiniai grybai paplite¢ dirvoZzemyje ir
kituose gamtiniuose substratuose, i$ kur jie gali patekti | zmogaus gyvenamasias ir darbo patalpas
(Macionien¢ ir kt., 2004). Mikroskopiniai grybai su oro srovémis, jvairiais daiktais lengvai patenka
] patalpas ir palankiomis sglygomis gali jose iSplisti (Levinskaité, Paskevicius, 2009). Daugelio
mikroskopiniy gryby rasiy vystymuisi optimali aplinkos temperatiira yra 20—30 °C. Mikroskopiniy
gryby sporos pradeda vystytis esant 9—10 °C (Macionien¢ ir kt., 2004). Gryby sporas pagal paskirt]
galima skirstyti | trumpalaikes ir ilgalaikes (ramybés). Trumpalaikés sporos — tai konidijos,
sporangésporos, askosporos (auksliasporés) ir bazidiosporos (papédsporés), kurios skirtos greitai
plisti ir uzkrésti naujus augalus. Dauguma jy turi plong bespalvj apvalkalg, nedidelj maisto

medziagy atsargy kiekj, todél negali iSlikti ilgai gyvybingos, ypa¢ nepalankiomis salygomis.
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Ilgalaikés (ramybés) sporos turi storg tanky apvalkalg, didesnes maisto medziagy atsargas, todél
skirtos ilgai iSsaugoti grybo gyvybingumag nepalankiomis aplinkos sglygomis ar laukiant, kol
pasitaikys galimybé infekuoti naujg augalg (Dabkeviius ir kt., 2006). Mikroskopiniai grybai
produkuoja jvairius mikotoksinus, tokius kaip deoksinivalenolj (DON), nivalenolj (NIV), toksinus
T-2, HT-2, zearalenong, fumonizinus, aflatoksinus, ochtaroksing A ir kt. (Mankevicien¢ ir kt.,
2006). Patalpose daznai aptinkami mikroskopiniai grybai, kurie gali sukelti infekcijas (pvz.,
bronchitg), astmg, imuninés sistemos susilpnéjimg, toksines reakcijas ir kt. (Levinskaité,
Paskevicius, 2009). Mikotoksinai yra grybeliniai metabolitai, sukeliantys zmoniy ir gyviiny ligg ar
mirtj, kai jie yra nuryti, jkveépti ir (arba) absorbuojami. Svarbiausia yra tai, kad jie aktyviai veikia
mazomis koncentracijomis. Didelis kiekis gali buti mirtinas: ilgalaikis poveikis gali padidinti vézio
rizikg ir slopinti imunine sistemga (Paterson, Lima, 2010).

Alternaria spp. (5 pav.) gausiai aptinkamas gyvenamosiose patalpose, kuriose gausu
Silumos ir drégmés, senos statybos daugiabuciuose, todé¢l alergija pelésiui dazniausiai pasireisSkia

butent biinant namuose (Allergo medica, 2018).

5 pav. Alternaria (A) ir Alternaria sporos (B) matomos pro mikroskopg

(Nuotrauky autorius: The university of Adelaide, 2016)

Cladosporium genties grybai paplit¢ visuose Zemynuose ir yra aptinkami paciose
nejtikinamiausiose vietose. Jy sporos lengvai plinta oro srovémis (Motiejinaite, 2011).
Cladosporium spp. (6 pav.) yra daznas mikroskopinis grybas, kuris gali turéti jtakos sveikatai. Kai
kuriems zmonéms jis gali sukelti alergija ir astmg. Labai retais atvejais jis gali sukelti infekcijas,
taciau dauguma Cladosporium genties risiy néra pavojingi zmonéms. Cladosporium spp. gali augti
tiek uzdarose patalpose, tiek lauke (Healtline, 2019). Ivairiy rusiy Cladosporium kolonijos
dazniausiai biina tamsiai rudai Zalsvos spalvos su pilksvu, juodu atspalviais, aksominiu pavirSiumi.

Apatiné kolonijos pusé beveik juoda su zaliu ar rudu atspalviais (Motiejunaite, 2011).
11
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6 pav. Cladosporium (A) ir Cladosporium sporos (B) matomos pro mikroskopa
(Nuotrauky autorius: The university of Adelaide, 2016)

Fusarium (7 pav.) yra viena i§ labiausiai paplitusiy ir svarbiausiy aplinkai gryby genéiy.
Tai kosmopolitin¢ ir labai jvairialypé saprofitiniy, fitopatogeniniy ir toksigeniniy gryby grupé,
sutinkama beveik visose pasaulio ekosistemose (Stumbriené, 2018). Fusarium grybai maisto
medziagas savo vystymuisi ir dauginimuisi absorbuoja i§ kity gyvy ar negyvy organizmy
(Mankeviciené, 2012). Fusarium genties grybai — tai zeméje gyvenantys fakultatyviniai parazitai,
kurie jprastai maitinasi augaly liekanomis, ta¢iau susidarius tam tikroms salygoms gali parazituoti ir
gyvus augalus (Valstybiné miSky tarnyba, 2015). Gyvendami ant gyvy organizmy (jvairiy augaly),
jie sukelia ligas, o i$skirdami toksinus nuodija ir augalus, ir i$ jy pagamintus produktus bei aplinkg
(Mankeviciené, 2012). Fusarium genties grybai yra labiausiai paplit¢ ir padaro daugiausia Zalos,
jiems budinga varietety ir formy gausa bei jvairové. Jie plinta konidijomis ir grybiena, o kai kuriy
risiy yra zinoma ir lytiné vystymosi stadija — teleomorfa (iSaugina aukSlius ir aukSliaspores)

(Dabkevicius ir kt., 2006).

7 pav. Fusarium (A) ir Fusarium sporos matomos pro mikroskopa (B)
(Nuotrauky autorius: Mold & Bacteria Consulting Laboratories, 2019)
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Fusarium ir Alternaria genties rasys yra priskiriami ,,Jauko* mikroskopiniams grybams,
ju vystymuisi reikia didesnés drégmés (daugiau nei 95 %) ir zemesnés temperatiros (20 °C).
(Koci¢-Tanackov, Dimi¢, 2013). Lauke gryby spory kiekiai yra susije su nattraliais gamtos ciklais
ir fiksuojami jprastomis Ziedadulkiy ir spory gaudyklémis (8A pav.) (Sauliené ir kt., 2015).

Alternaria ir Cladosporium atmosferoje i$sklaido daug spory (konidijy). Cladosporium
yra gausiausias spory tipas daugelyje lauko aplinkos tyrimy, kurie sudaro 40-80 % visy spory
skaiCiaus daugelyje Europos miesty. Abu spory tipai yra kliniSkai svarbis, nes jie laikomi
alerginiais (Recio et al., 2011). Alternaria genties grybai gerai zinomi kaip dirvos saprotrofai,
augantys ant augaliniy liekany, bet tarp jy yra ir kai kuriy augaly parazitiniy rasiy. Parazitai ir
saprotrofai, priklausomai nuo salygy, gali biti ir Cladosporium genties grybai. Siai klasei priklauso
ir gryby raSys, naudojamos biologinei kovai su augaly kenkéjais (Beauveria gentis) ar
fitopatogeniniais grybais (Trichoderma lignorum ir Trichoderma roseum) (Dabkeviéius ir kt.,
2006).

1.5. Antigrybiniuose tyrimuose taikomi metodai

Antigrybiniai testai dazniausiai atlickami in vitro sglygomis. Augaly ekstraktai pilami
tiesiai  terpe (Agaro praskiedimo metodas) arba kintancioje aplinkoje (mikroatmosferos metodas),
taikant disky difuzijos metoda (Agaro difuzijos metodas), mikro ir makro skiedimo metodus
(skyscio praskiedimo metodas) (Koci¢-Tanackov, Dimié, 2013).

Agaro Sulinélio difuzijos metodas yra labiausiai paplitgs metodas augaly ekstraktams
analizuoti ir siekiant nustatyti jy antimikrobinj aktyvuma. Siuo metodu $ulinélis, kuriame yra
7inomas koncentracijos tiriamasis junginys, kontaktuoja su inokuliuota terpe. Sulinélyje susidaro
skaidrios zonos skersmuo, kuris i§matuojamas inkubacijos pabaigoje (Aqil et al., 2010).

Plonasluoksnés chromatografijos rasis (TLC) — bioautografija gali paaiskinti, kokia yra
ekstrakto mikrobiologiné sudétis. Sj metoda patogu naudoti, nes chromatogramoje galima
identifikuoti antimikrobinés ir antigrybinémis savybémis pasizymincius junginius. (Aqil et al.,
2010).

Taip pat mikrobiologiniuose tyrimuose naudojamas skysCio praskiedimo metodas.
Tiriamieji junginiai sumaisomi su atitinkama terpe ir suleidziami j bandomuosius méginius. Nors jj
galima atlikti tiek skystoje, tiek kietoje terpéje, geresnis buidas jj atlikti yra skystoje terpeje. Gryby
augimo slopinimui naudojami jvairiis biidai: gali biiti matuojamas daugeliu biidy, pavyzdziui,
matuojant absorbcija, padengiant zinomg tirj ant agaro plokSteliy, arba pagal plokstelés metoda
(Aqil et al., 2010).
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2. DARBO OBJEKTAS IR METODAI

2.1. Darbo objektas

Anemofiliniy augaly — berzo, dilgélés ir kiecio ziedadulkeés ir jy antigrybinis poveikis
alergines reakcijas sukeliantiems (Alternaria spp., Cladosporium spp.) ir mikotoksinus
gaminantiems (Fusarium spp., Aspergillus spp, Penicillium spp) mikroskopiniams grybams.

Berzo Zirginéliai skinti 2018 m. balandZio ménesj, Siauliy rajone — Kur$ény mieste ir
Raciy kaime. Dilgeliy ziedynai surinkti 2018 m. liepos ménesj Kur$ény mieste ir Rekyvoje. Kiecio
ziedynai surinkti 2018 m. rugpjii¢io ménesj priec Rekyvos misky. Augaly dalys dziovintos iki
pastovios masés esant 40,0+0,1 °C temperatiirai. Ziedadulkés nuo augaly daliy atskirtos 125 mm
akuciy tankio sietu.

Mikroskopiniy gryby monokultiiros (Fusarium spp., Aspergillus spp, Penicillium spp)
jsigytos i§ Lietuvos agrariniy ir misky moksly centro (LAMMC). Alternaria spp. monokultiira
i§skirta i§ morkos uzsiterSusios mikroskopiniais grybais. Cladosporium spp. monokultiira i$skirta i$
liepos lapo augalo-$eimininko. Antigrybiniams tyrimamas naudotos septynias dienas ant bulviy
dektrozés agaro (BDA) terpés augintos mikroskopiniy gryby monokultiros. Tyrimai atlikti Siauliy

universiteto chemijos ir biotechnologijy laboratorijose.

2.2. Tyrimo metodai

2.2.1. Ziedadulkiy ir spory sklaida Siauliy miesto ore

Siauliy aerobiologinéje stotyje, 143 m aukstyje virs jiiros lygio, veikia Tarptautinés
Aerobiology Asociacijos nustatytus reikalavimus atitinkanti specializuota triné Hirst tipo spory ir
ziedadulkiy gaudyklé (8A pav.). Oro ziedadulkiy ir spory méginiai renkami naudojant iStraukiamajj
dangtj su 7 dienas laikrodinio mechanizmo sukamu btgnu (8B pav.), ant kurio uzklijuojama lipni
juosta. Per gaudyklés anga 10 1/min. grei¢iu (tokiu greiciu sveikas zmogus jtraukia ora j plaucius)
tolygiai traukiamas oras, su kuriuo patenka ziedadulkés, sporos ir kitos biologinés dalelés. Jos

prilimpa prie lipnios juostos, kuri kei¢iama kiekvieng savaite tuo paciu laiku.
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8 pav. Hirst tipo ziedadulkiy ir spory tiiriné gaudyklé (A) ir jos iStraukiamasis dangtis su sukamu
biignu (B)

Analizuoti 2018 mety Siauliy aerobiologingje stotyje surinkti Ziedadulkiy (berZo,

dilgélés ir kiecio) ir mikroskopiniy gryby spory (Alternaria spp. ir Cladosporium spp.) duomenys.

2.2.2. Bendro fenoliniy junginiy kiekio Ziedadulkése nustatymo metodika

Bendram fenoliniy junginiy (BF) kiekiui Ziedadulkése nustatyti méginiai paruosti pagal
MikaSauskaité et al. (2013) metodikg. Analitinémis svarstyklémis (Explorer Ohaus, Vokietija)
pasvertos ziedadulkés ir uzpiltos tirpikliu (75% etanoliu) santykiu 1:10 ir 15 valandy ekstrahuota
orbitingje purtykléje 200 aps. min™ greitiu esant kambario temperatiirai (21+1 °C). Ekstraktas 10
min. centrifuguotas 4000 aps. min™ grei¢iu. Ekstraktai paruosti dviem pakartojimais, iki analizés
saugoti esant +4 °C temperatirai. Bendram fenoliniy junginiy kiekiui nustatyti taikytas
spektrofotometrinis metodas. Analizé atlikta dviem pakartojimais. BF kiekis nustatytas pagal
Keriené et al. (2015) metodikg: 100+0,1 pl méginio atskiesta 7,9+0,1 ml distiliuotu vandeniu, jpilta
500,0+0,1 pl Folin—Ciocalteau reagento, po 6 min tirpalas Sarmintas 1,5+0,1 ml 20 % natrio
karbonatu. Reakcijos miSinys inkubuotas 120 min. tamsoje esant kambario temperatirai (21+1 °C).
EkvivalentiSkomis salygomis paruostas palyginamasis etanolio tirpalas. Meéginio absorbcijos
intensyvumas matuotas UV spektrofotometru kai bangos ilgis — 760 nm. Kalibracinei kreivei (9
pav.) sudaryti ekvivalentiskomis salygomis paruoiti keturi standartiniai 0,125-1,500 mg ml™
koncentracijos rutino tirpalai. Bendras fenoliniy junginiy kiekis isreikstas rutino ekvivalentu mg g™
(s.m.) kiekiui pagal formulg:

x=c-V/m,
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Gla: X — bendras fenoliniy junginiy kiekis, mg g (s.m.); ¢ — fenoliniy junginiy koncentracija
ekstrakte, apskai¢iuota pagal kalibracine kreive, mg ml™; V — ekstrakcijai paimto méginio tiiris, ml;

m — analizei paimto méginio mase€, g.

y =0,5919x%
R?=10,945

2 0}3
go,
0,2

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

Koncentracija, mg/ml

9 pav. Rutino kalibravimo grafikas

Pagal gauta tiesés lygtj A = k x ¢ apskai¢iuotos méginiy koncentracijos,

¢ia: A — méginio optinis tankis, kK — tiesés polinkio kampo koeficientas, ¢ — méginio koncentracija,

pg/ml.
A =0,5919c
C = A/0,5919

2.2.3. Ziedadulkiy ekstrakty antigrybinio aktyvumo tyrimo metodika

Antigrybinio aktyvumo tyrimams naudoti berzo, dilgélés ir kiecio ziedadulkiy
ekstraktai. Ekstraktais buvo veikiami alergines reakcijas sukeliantys ir zalingus gyviesiems
organizmams mikotoksinus gaminantys mikroskopiniai grybai. Antigrybinio aktyvumo tyrimai
atlikti pagal Hussin et al. (2008). [ sterilias 9 cm Petri léksteles iSpilstyta sterili bulviy dekstrozés
agaro terpé, papildyta 20 % citrinos ragsties (1 litrui — 3 ml). Terpé atvésinta iki 35-40 °C
temperattiros, jpilta 100 pl Ziedadulkiy ekstrakto, tolygiai iSmaiSyta. Terpei sustingus j lékstelés
centrg perkeltas mikroskopinio grybo 0,5%0,5 cm dydZzio fragmentas. Inkubuota savaite termostate
esant 23+1 °C temperatirai. Grybo monokultiiros augimo intensyvumas vertintas periodiskai kas 24

val., 6 dienas, micelio augimo dydj (cm) matuojant nuo grybo centro j iSorg (j abi puses). Tyrimai
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atlikti paruosiant ne maziau kaip po 9 léksteles pakartojimy Kiekvieno antigrybinio testo varianto.
Kontroliniam variantui naudota po 100 pul 75 % etanolio tirpiklio.
Tyrimo metu anemofiliniy augaly Ziedadulkés uzpiltos 75 % etanoliu santykiu: berzo

ziedadulkiy 1:40 ir 1:20, dilgélés ziedadulkiy 1:40 ir kieCio ziedadulkiy 1:40.

2.2.4. Statistinis rezultaty vertinimas

Bendro fenoliniy junginiy kiekio analizés atliktos ne maziau kaip po du kartus,
nekeiiant jy paruosimo salygy ir jrangos. Atlikta 20 bendro fenoliniy junginiy kiekio analiziy.
Ziedadulkiy antigrybinio poveikio mikroskopiniy gryby augimo slopinimui jvertinti, i3analizuotos
334 Petri 1ékstutés (atlikta apie 1200 matavimy).

Rezultaty vidutinés vertes, standartinis nuokrypis apskaiciuotas kompiuterine programa
Microsoft Office Excel 2010 (Microsoft, USA). Ziedadulkiy ekstrakty antigrybinio aktyvumo
reik§mingi skirtumai, lyginant su kontroliniais variantais, jvertinti taikant vieno veiksnio dispersinés
analizés programg ANOVA (Social Science Statistics), pagal Fiserio kriterijy (F lyginti dviejy
im¢iy vidurkiai). Skirtumai statistiskai patikimi, kai patikimumo lygmuo ne maZziau arba lygus 95 %

(*p<0,05).
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3. DARBO REZULTATAI IR JU ANALIZE

3.1. Alergines reakcijas sukelian¢iy anemofiliniy augaly ir mikroskopiniuy gryby sklaida ore

Ziedadulkiy sklaidos duomeny analizé parodé, kad berzo zydéjimo sezono trukmé buvo
nuo balandZio iki birzelio mén. (10 pav.). Didziausia koncentracija ore nustatyta balandzio ménes;j -
5274 ziedadulkés/m® oro, 0 geguzés ir birzelio ménesiais 51 % ir 97 % atitinkamai maZiau.
Didziausia paros koncentracija buvo balandzio 19 d. — 2026 Ziedadulkés/m® oro, tai sudaré 38 %
viso balandZio ménesio berzo ziedadulkiy sklaidos. Alergines reakcijas sukelian¢iy Alternaria ir
Cladosporium genties mikroskopiniy gryby sklaidos ore pradzia sutapo berzo ziedadulkiy sklaidos
periodo pabaiga. Ziedadulkiy uZter§tumo mikroskopiniais grybais tyrimas parodé, kad Ziedadulkés
buvo uzsiterSusios $ios genties mikroskopiniais grybais (11B pav.). Taip pat aptikta Fusarium
genties mikroskopiniy gryby. Tikétina, kad Sios gryby sporos yra ilgalaikés, kurios, anot
Dabkeviciaus ir kt. (2006), turi didesnes maisto medziagy atsargas, jy sporos turi storg tanky

apvalkalg ir tod¢l gali iSlikti ilgai gyvybingos.

=—f—DBerzas =—=—Dilgele Kietis = === Alternaria spp. ==t==Cladosporium spp.

/"
1000 \\ ////‘/.F\\w

Balandis Geguzé Birzelis Liepa Rugpjutis Rugséjis Spalis
Ménuo

»

10 pav. Berzo, dilgélés ir kieCio ziedadulkiy bei Alternaria spp. ir Cladosporium spp. spory sklaida
Siauliy miesto ore (2018 m.)

Dilgélés ziedadulkiy sklaida 2018 m. uzfiksuota birzelio—rugséjo mén. (10 pav.).
Didziausia koncentracija ore nustatyta liepos ménesj — 831 ziedadulkés/m® oro, o birzelio, rugpjicio

ir rugséjo mén. buvo 93 %, 32 %, 96 % atitinkamai maziau. Didziausia paros koncentracija buvo
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liepos 20 d. — 93 Ziedadulkés/m® oro, tai sudaré 11 % viso liepos ménesio dilgélés ziedadulkiy
sklaidos. Mikroskopiniy gryby, Alternaria spp. ir Cladosporium spp. spory pasiskirstymo Siauliy
miesto ore duomenys parodé, kad dilgelés Ziedadulkiy sklaidos pikai sutampa su §iy gryby
pasiskirstymo ore pikais (10 pav.). Alternaria spp. didziausia spory koncentracija ore taip pat buvo
liepos mén. — 1922 sporos/m?® oro, 0 birzelio, rugpjucio, rugséjo ir spalio mén. 2 %, 38 %, 5% ir 2%
atitinkamai liepos mén. kiekio. DidZiausia paros koncentracija buvo liepos 20 d. — 239 sporos/m®
oro. Cladosporium spp. grybo didZiausia spory koncentracija ore liepos mén. buvo — 1313 spory/m®
oro, birzelio ir rugpjucio mén. uzfiksuoti tik 2 % nuo Sio kiekio. Didziausia paros koncentracija
buvo liepos 15 d. — 372 sporos/m® oro. Atlikus dilgélés Ziedadulkiy uZterstumo mikroskopiniais
grybais ant mitybinés terpés tyrima, buvo nustatyta, kad ziedadulkés uzsiterSusios Alternaria,
Mucor, Botrytis genties grybais (11A pav).

Kiecio zydéjimo sezonas buvo nuo liepos iki rugséjo mén. (10 pav.). Daugiausia kie¢io
iedadulkiy ore — 367 Ziedadulkés/m® nustatyta rugpjucio ménesj, o liepos ir rugséjo mén. 251
Ziedadulkes/m® ir 98 Ziedadulkés/m® oro, tadiau paros didZiausia koncentracija buvo liepos 29 d. —
63 ziedadulkés/m® oro, tai sudaré 25 % viso liepos ménesio kiecio ziedadulkiy sklaidos. Kiec¢io

zydéjimo periodas taip pat sutapo su Alternaria ir Cladosporium genties gryby spory sezonu.

11 pav. Dilge¢lés (A) ir berzo (B) ziedadulkiy uzterStumas mikroskopiniais grybais

Remiantis Zziedadulkiy ir mikroskopiniy gryby sklaidos rezultatais, buvo atliktas

ziedadulkiy ekstrakty antigrybinio poveikio in vitro tyrimas, kuriuo buvo siekiama i$siaiskinti ar
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anemofiliniy augaly ziedadulkés gali turéti jtakos alergines reakcijas sukelianéiy ir gyviesiems

organizmams toksisky mikroskopiniy gryby augimui.

3.2. Bendras fenoliniy junginiy kiekis anemofiliniy augaly Ziedadulkése

Buvo iSsiaiSkinta kiek bioaktyviy junginiy sukaupia anemofiliniy augaly ziedadulkés.
Tyrimas parodé, kad didziausias fenoliniy junginiy kiekis buvo dilgélés ziedadulkiy ekstrakte —
53,77+12,15 mg/g (12 pav.). Kie¢io ir berzo Ziedadulkiy ekstraktuose fenoliniy junginiy buvo
nustatyta 40 % ir 15 % atitinkamai maziau.
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ekstraktas ekstraktas ekstraktas

12 pav. Bendras fenoliniy junginiy kiekis ziedadulkiy ekstraktuose

Tyrimas parodé, kad fenoliniy junginiy kiekiui jtakos turéjo vietové, kurioje rinkti
augalai: berzo ziedadulkeése, rinktose Siauliy rajone, Ra¢iy kaime buvo nustatyta 24 % daugiau
fenoliniy junginiy, negu rinktose Kur$ény mieste. Taciau Sioje vietovéje surinktose dilgeliy
ziedadulkése fenoliniy junginiy buvo nustatyta 36 % daugiau, lyginant su Rekyvoje rinktose
ziedadulkése. Misy tyrimai sutampa su Augspole et al. (2017), kurie teigia, dilgélé yra viena 1§
daugiausiai fenoliniy junginiy kaupiantis augalas, lyginant su kitais laukiniais augalais. Kiti
moksliniai tyrimai rodo, kad fenoliniy junginiy kiekis augaluose priklauso nuo vietovés, kurioje
augalas augo ir aplinkos salygy.

Triksta mokslinés informacijos apie bioaktyviy junginiy koncentracijas dilgéliy
ziedadulkése, taciau Fattahi et al. (2014) nustaté, kad dilgéliy lapy ekstrakte bendras fenoliniy
junginiy kiekis yra 322,941+11,811 mg/g. Otles, Yalcin, (2012) tyrimo rezultatai rodo, kad

atsizvelgiant | surinkty augaly vietove, bendras fenoliniy junginiy kiekis dilgélés ekstrakte gali
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svyruoti intervale nuo 66,97 iki 730,65 mg/g. Ossipov et al. (1995) nustaté, kad bendras fenoliniy
junginiy kiekis berzo lapuose priklauso nuo jo rasies: karpotojo berzo lapuose BFK buvo 27,05
mg/g, 0 plaukuotojo berzo lapuose — 44,70 mg/g. Carvalho et al. (2010) atliko kiecio $eSiy rasiy
augaly ekstraktus ir nustaté, kad bendras fenoliniy junginiy kiekis svyruoja nuo 0,220+0,002 iki
0,390+0,004 g/100g. Remiantis Seddik et al. (2010) rezultatais kiecio lapy ekstrakte bendras
fenoliniy junginiy kiekis sieké 133,43 mg/g.

3.3. Ziedadulkiy ekstrakty poveikis mikroskopiniu grybuy augimui

Anemofiliniy augaly ziedadulkiy ekstrakty antigrybinis aktyvumas analizuotas
naudojant penkiy mikroskopiniy gryby monokultiras — Aspergillus spp., Penicilium spp.,
Alternaria spp., Cladosporium spp. ir Fusarium spp. Tyrimai parodé, kad Aspergillus spp. ir
Penicilium spp. monokulttiros jau micelio augimo pradZioje intensyviai ir gausiai gamina sporas
(priesingai nei kitos analizuotos monokultiiros), kurios pasiskirsto visame Petri 1ékstelés plote ir tik
po to augina micelj. Sios augimo savybés iskreipé tyrimo rezultatus, todél toliau buvo analizuotas
ziedadulkiy ekstrakty antigrybinis poveikis Alternaria spp., Cladosporium spp. ir Fusarium spp.

monokulttiry augimui.

3.3.1. Berzo zZiedadulkiy poveikis mikroskopiniy gryby (Alternaria spp., Cladosporium spp. ir
Fusarium spp.) augimui

BerZzo ziedadulkiy antigrybinis aktyvumas buvo analizuotas naudojant dvi ekstrakty
koncentracijas — pagamintas santykiu 1:20 ir ekstraktas pagamintas santykiu 1:40. Skirtingy
koncentracijy ekstrakty poveikio Alternaria spp., Cladosporium spp. ir Fusarium spp. gryby
augimui rezultatai pateikti 1 (1:40) ir 2 (1:20) lentelése.

1 lentele
Berzo zZiedadulkiy ekstrakto (1:40) poveikis mikroskopiniy grybu augimui
Berzo Ziedadulkiy 87 | 1 | 135 | 159 | 183 | 207
ektrakto koncentracijos [ - ]
santykis 1:40 vidurkiststandartinis nuokrypis (cm)

Kontrolé 15| 2,53+0,31 3,21+£0,36 | 3,87+0,34 4,39+0,35 4,934+0,41 5,31+0,42
Alternaria spp. 12 | 2,45+0,26 | 3,06+£0,20 | 3,59+0,23* | 4,04+0,21* | 4,57+0,27* | 4,87+0,21*
Kontrolé 11| 1,75+0,17 | 2,1+0,18 | 2,41+0,22 2,75+0,29 2,98+0,36 | 3,25+0,49
Cladosporium spp. 11| 1,69+0,17 2,04+0,19 | 2,28+0,25 2,52+0,37 2,714+0,50 2,85+0,63
Kontrolé 12 | 1,08+0,11 | 1,77+0,29 | 2,48+0.47 3,42+0,57 4,5240,59 | 6,52+0,87
Fusarium spp. 12| 1,12+0,11 | 2,02+0,18* | 2,92+0,27* 3,82+0,37 4,60+0,62 5,94+1,31

* - reikSmingi skirtumai lyginant su kontroliniu variantu, kai p<0,05; N — pakartojimy skaicius.
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Alternaria spp. tyrimo rezultatai parodé (1 lentel¢), kad lyginant su kontroliniu variantu,
berzo ziedadulkiy ekstraktas (BZE40) turéjo jtakos Alternaria spp. grybo augimui visu tyrimo
laikotarpiu, taciau pirmieji reikSmingi (p<0,05) skirtumai nustatyti praéjus 135 val. nuo matavimy
pradZios — BZE40 grybo micelio augima stabdé 7 % labiau nei kontroliniame variante. po 159 val.
ir po 207 val., micelio augimas buvo 8 % mazesnis, lyginant su kontrole.

Cladosporium spp. tyrimo rezultatai parodé (1 lentel¢), kad lyginant su kontroliniu
variantu, BZE40 turéjo jtakos Cladosporium spp. grybo augimui visu tyrimo laikotarpiu, ta¢iau
reik$mingy (p<0,05) skirtumy nenustatyta. I§ryskéjo tendencija, kad BZE40 maZiausiai jtakos
grybo augimui tur¢jo pra¢jus 111 val. nuo inkubavimo pradzios — vidutinis micelio skersmuo buvo
0,06 cm mazesnis, lyginant su kontrole. Matavimy pabaigoje — po 207 val., grybo micelis buvo 0,4
cm maziau paaugges, lyginant su kontrole.

Fusarium spp. tyrimo rezultatai parodé (1 lentelé), kad lyginant su kontroliniu variantu,
BZE40 turéjo jtakos Fusarium spp. grybo augimui viso tyrimo metu. Reik$mingi (p<0,05)
skirtumai nustatyti praéjus 111 val. nuo inkubacijos pradzios, BZE40 grybo micelio augima
spartino 12 % labiau nei kontroliniame variante. DidZiausia grybo augimo sparta buvo nustatyta po
135 val. nuo inkubavimo pradzios — Fusarium monokulttiros micelio skersmuo buvo 15 % didesnis,
lyginant su kontrole. Tagiau praéjus nuo inkubavimo pradzios 207 val., BZE40 pristabdé Fusarium

spp. grybo augimg ir buvo 9 % mazesnis micelio skersmuo, lyginant su kontrole.

2 lentelé
Berzo zZiedadulkiy ekstrakto (1:20) poveikis mikroskopiniy grybu augimui
Bero ziedadulkiy 87 \ 111 \ 135 \ 159 | 183 | 207
ektrakto koncentracijos [
santykis 1:20 vidurkiststandartinis nuokrypis (cm)

Kontrolé 10 | 1,23+0,09 | 1,79+0,10 | 2,23+0,15 2,67+0,16 2,99+0,21 | 3,32+0,20
Alternaria spp. 10 | 1,21+0,08 | 1,67+0,15 | 2,04+0,18* | 2,36+0,21* 2,7+0,21* 3,0+0,2*
Kontrolé 9 1,16+0,11 1,7+0,15 2,16+0,11 2,58+0,13 2,96+0,11 3,26+0,16
Cladosporium spp. 9 1,1240,09 | 1,62+0,13 | 2,04+0,14 2,48+0,20 2,8+0,18* 3,09+0,19
Kontrolé 11 | 1,88+0,22 2,7+0,3 3,55+0,28 4,54+0,36 5,62+0,41 6,8+0,54
Fusarium spp. 11 | 1,88+0,36 | 2,7+0,43 3,45+0,48 4,38+0,58 5,41+0,69 6,42+0,76

* - reikSmingi skirtumai lyginant su kontroliniu variantu, kai p<0,05;
N — pakartojimy skaicius.

BZE?20 antigrybinio poveikio rezultatai parodé, kad ekstraktas turéjo neigiamos jtakos
Alternaria spp. micelio augimui viso tyrimo laikotarpiu. Pirmieji reikSmingi (p<0,05) skirtumai
nustatyti praéjus 135 val. nuo matavimy pradzios: BZE20 grybo micelis buvo 8,5 % mazesnis nei

kontrolinio varianto. DidZiausias reik§Smingas Sio ekstrakto antigrybinis poveikis nustatytas praéjus
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159 val. nuo inkubavimo pradzios: grybo micelio skersmuo buvo 11 % maZesnis lyginant su
kontroliniu variantu.

BZE20 ekstraktas visu tyrimo laikotarpiu stabdé¢ ir Cladosporium grybo augima (2
lentelé). Taciau reikSmingi (p<0,05) stabdymo pozymiai (5 % lyginant su kontrole) nustatyti tik
vieno matavimo laikotarpiu — praéjus 183 val. nuo matavimy pradzios.

Fusarium spp. grybo micelis ant mitybinés terpés, apdorotos BZE20 ekstrakto augo
labai panasiai kaip ir kontoliniame variante iki laikotarpio, kai nuo micelio matavimy pradzios buvo

praéj¢ 159 val., véliau micelis augo 1é¢iau, taciau skirtumai buvo nereikSmingi.

Berzo ziedadulkiy skirtingy koncentracijy ekstrakty poveikio palyginimas Alternaria

spp., Cladosporium spp. ir Fusarium spp. gryby augimui pateiktas 13-15 pav.

—+—BZE40 —m—BZE20 Komntrole(1:40) ——Kontrole(1:20)
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Matavimy periodiskumas, val.

13 pav. Berzo ziedadulkiy ekstrakty koncentracijy palyginimas Alternaria spp. grybo augimui

Palyginus dviejy BZE koncentracijy rezultatus, gauta, kad BZE20 koncentracijos
antigrybinis aktyvumas buvo apie 3 % didesnis, lyginant su praskiestu iki BZE40 (13 pav.). Ta¢iau
pastebéta, kad mitybiniy terpiy, apdoroty skirtingais BZE rezultatai neatsikartoja. Abiejy testy
kontroliniuose variantuose etanolio koncentracija buvo vienoda, tac¢iau Alternaria spp. visu tyrimo
laikotarpiu augo léCiau ant terpés, kontroliniame variante, kuri buvo naudota statistiniam

patikimumui palyginti terpei, apdorota didesne bioaktyviy junginiy koncentracija.
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14 pav. Berzo ziedadulkiy ekstrakty 1:20 ir 1:40 koncentracijy palyginimas Cladosporium spp.

grybo augimui

Skirtingy koncentracijy BZE Cladosporium spp. augimui grafinis vaizdavimas rodo (14
pav.), kad tyrimo pradzioje Cladosporium spp. intensyviau augo ant terpés, kuri buvo apdorota
BZE40, tadiau praéjus nuo inkubavimo pradzios 159 val., 8 % didesnis Cladosporium spp. micelio
skermuo buvo nustatytas lékstelése, kuriose mitybiné terpé buvo apdorota BZE20. Didesnis augimo
intensyvumas isliko iki matavimy pabaigos. Sie rezultatai rodo, kad reik§mingy skirtumy tarp

BZE20 ir BZE40 nebuvo.
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15 pav. Berzo ziedadulkiy ekstrakty koncentracijy palyginimas Fusarium spp. grybo augimui

BZE20 ir BZE40 analizé rodo, kad abu ekstraktai Fusarium grybo augimui neturéjo
reikSmingos jtakos. Taciau remiantis abiejy testy rezultatais, jy antigrybinis aktyvumas sutapo — nuo
matavimy pradZios praéjus 183 val., Fusarium spp. micelio skersmuo buvo mazesnis, lyginant su jy
kontrolémis. I§ry§kéjo tendencija, kad §iuo matavimo laikotarpiu BZE20 Fusarium spp. grybo

augimo stabdymui turéjo daugiau jtakos.

3.3.2. Dilgéles ziedadulkiy ekstrakto poveikis mikroskopiniy grybu (Alternaria spp.,
Cladosporium spp. ir Fusarium spp.) augimui

Dilgelés ziedadulkiy ekstrakto (DZE) Alternaria spp. antigrybinio poveikio rezultatai
parodeé (3 lentelé), kad DZE turéjo jtakos Alternaria spp. augimui visu tyrimo laikotarpiu, o pirmieji
reik§mingi (p<0,05) skirtumai, kaip ir BZE, nustatyti pra¢jus 135 val. nuo inkubacijos pradzios:
Alternaria spp. micelio skersmuo buvo 7 % mazesnis nei kontroliniame variante. DidZiausias DZE
antigrybinis aktyvumas buvo praéjus 183 val. nuo inkubavimo pradzios: Alternaria spp. augimo

intensyvumas buvo 10 % mazesnis, lyginant su kontroliniu variantu.
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Dilgélés ziedadulkiy ekstrakto jtaka mikroskopiniy gryby augimui

3 lentelé

Dilgeélés Ziedadulkiy 87 ‘ 111 ‘ 135 159 183 207
ektrakto koncentracijos [ ) - . )
santykis 1:40 vidurkis+standartinis nuokrypis (cm)

Kontrolé 15| 2,53+0,31 | 3,21+0,36 | 3,87+0,34 4,39+0,35 4,93+0,41 5,31+0,42
Alternaria spp. 12 | 2,44+0,17 | 3,03+0,19 | 3,6+0,24* 4,03+0,31* | 4,44+0,35% | 4,86+0,41*
Kontrolé 11| 1,75+0,17 2,1+0,18 | 2,05+0,22 2,75+0,29 2,98+0,36 | 3,25+0,49
Cladosporium spp. 9 1,74+0,21 2,12+0,25 | 2,41+0,27 2,68+0,33 2,84+0,43 3,02+0,56
Kontrolé 11 1,88+0,22 2,70+£0,30 | 3,55+0,28 4,54+0,36 5,62+0,41 6,71+0,53
Fusarium spp. 10 | 1,83+0,21 2,62+0,23 3,57+0,32 4,56+0,36 5,514+0,39 6,58+0,47

* - reikSmingi skirtumai lyginant su kontroliniu variantu, kai p<0,05;

N — pakartojimy skaicCius.

DZE poveikis Cladosporium spp. ir Fusarium spp. augimui buvo nereik§mingas, ta¢iau

iSrySkéjo tendencija, kad nuo inkubavimo pradzios pragjus 159 val. Cladosporium spp. augimas

buvo pristabdytas 9 %, o Fusarium spp. augimas sulétéjo tik tyrimo pabaigoje (po 183 val.).

Kity moksliniy tyrimy susijusiy su dilgéliy ziedadulkiy ekstrakty antigrybinj poveikj

miksroskopiniy gryby augimui nepavyko surasti, tac¢iau Hadizadeh et al. (2009) tyré visg dilgélés

augala ir nustaté, kad jo ekstraktas Alternaria spp. augima stabdé nuo 30,5 iki 100 %, priklausomai

nuo ekstrakto koncentracijos. Siy mokslininky tyrimai parodé ir antigrybinj aktyvuma stabdant

Fusarium spp. augimg. Priklausomai nuo ekstrakto koncentracijos, stabdymo efektyvumas buvo

nuo 24,3 iki 80 %. Taip pat ir Kiti tyrimai rodo, kad Fusarium spp. ir Alternaria spp. augimui gali

turéti neigiamos jtakos dilgélés lapy ir Sakny ekstraktai (Nadiya Jan et al., 2017; Grata, Nabrdalik,

2015)
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16 pav. Dilgélés ekstrakto poveikis Alternaria spp., Cladosporium spp. ir Fusarium spp. gryby
augimui
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Palyginus DZE antigrybinj poveikj visy trijy patogeniniy gryby augimui isry§kéjo
tendencija, kad Fusarium genties grybas augo greiciau ir jo micelio iSsiplétimo zona matavimo
pabaigoje buvo atitinkamai 26 % ir 54 % didesné lyginant su Alternaria ir Cladosporium.
Léciausiai augo Cladosporium genties grybas. Tikétina, kad Siam augimo dinamiky skirtumui turéjo
jtakos mikroskopiniy gryby fiziologinés savybés. Pagal Los et al. (2018), uzterStumui Fusarium ir
Alternaria grybui tinka tos pacios salygos. Taciau Welikl et al. (2016) teigia, kad Fusarium auga

greiCiau ir jo dauginimuisi reikia maziau maistiniy medziagy, lyginant su Alternaria .

3.3.3. Kiecio Ziedadulkiy poveikis mikroskopiniy gryby (Alternaria spp., Cladosporium spp. ir
Fusarium spp.) augimui

Kiecio ziedadulkiy ekstrakto poveikis Alternaria spp., Cladosporium spp. ir Fusarium

spp. gryby augimui pateiktas 4 lenteléje.

4 lentelé
Kiecio Ziedadulkiy ekstrakto jtaka mikroskopiniy gryby augimui
Kietio ziedadulkiy 87 \ 111 \ 135 \ 159 ] 183 ] 207
ektrakto koncentracijos N ; ; . _
santykis 1:40 vidurkiststandartinis nuokrypis (cm)
Kontrolé (1:40) 15 | 2,53+0,31 | 3,21+0,36 | 3,87+0,34 4,39+0,35 4,93+0,41 5,31+0,42
Alternaria spp. 12 | 2,64+0,17 | 3,31+0,18 3,9+0,2 4,35+0,20 4,74+0,17 5,22+0,25
Kontrolé (1:40) 11 | 1,75+0,17 | 2,1%0,18 | 2,05+0,22 2,75+0,29 2,98+0,36 | 3,25+0,49
Cladosporium spp. 11 | 1,63+0,24 | 1,99+0,29 | 2,17+0,40 2,42+0,58 2,56+£0,70 | 2,61+0,77*
Kontrolé (1:40) 12 | 1,08+0,11 | 1,77+0,29 | 2,48+0,47 3,42+0,57 4,5240,59 | 6,52+0,87
Fusarium spp. 12 | 1,11+0,12 | 1,98+0,29 | 2,84+0,38 3,80+0,60 4,73+0,86 6,43+1,57

* - reikSmingi skirtumai lyginant su kontroliniu variantu, kai p<0,05;
N — pakartojimy skaiCius.

KZE tyrimai parodé, kad jo jtaka mikroskopiniy gryby augimui buvo nedidelé,
reik§mingi stabdymo pozymiai buvo nustatyti Cladosporium spp. micelio augimui. Matavimy
pradzioje ant kontrolinio varianto ir KZE praturtintos mitybinés terpés Cladosporium spp. augo
labai panasiai, netgi kai kuriais atvejais isry$kéjo tendencija, kad KZE skatina §io patogeny augima,
taiau matavimo pabaigoje jvyko reikSmingas stabdymo Suolis ir Cladosporium spp. micelio
i$siplétimo zona jau buvo reikSmingai mazesné 20 % lyginant su kontroliniu variantu. Panasi
tendencija isryskéjo iSanalizavus Alternaria ir Fusarium miceliy augima — KZE turéjo neigiamos
jtakos praéjus nuo inkubavimo pradzios 159 val., ta¢iau skirtumai buvo nereikSmingi. EI-Mergawi
et al. (2018) tyrimai rodo, kad kieCio ekstraktas turi jtakos Fusarium micelio augimui, taciau
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stabdymo intensyvumas priklauso nuo ekstrakto koncentracijos — didéjant koncentracijai, stabdymo

intensyvumas didéja 17,3-23,5 % intervale.
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17 pav. Kiecio ziedadulkiy ekstrakto poveikis Alternaria spp., Cladosporium spp. ir Fusarium spp.
gryby augimui

Alternaria, Cladosporium ir Fusarium gryby augimo ant mitybinés terpés praturtintos

KZE dinamikos analizé parodé, kad antigrybinio tyrimo pabaigoje Fusarium spp. skersmuo buvo

6,43+1,57 cm., o Alternaria spp. ir Cladosporium spp. 18 % ir 59 % atitinkamai maziau (17 pav.).

Tai rodo, kad augimo dinamika iSliko pana$i kaip ir analizuojant kity ekstrakty poveikj Siy

mikroskopiniy gryby augimui.

3.4. Ziedadulkiy ekstrakty antigrybinio aktyvumo mikroskopiniy gryby augimui palyginimas

Tyrimas parodé, kad BZE ir DZE antigrybinis poveikis Alternaria spp. augimui buvo
panasus visu tyrimo laikotarpiu. I$siskyré tik 183 val. matavimo periodas — DZE micelio augima
stabde 3 % labiau lyginant su BZE. Ta¢iau abu Sie ekstraktai statistiskai patikimiau stabdé
Alternaria grybo augimg lyginant su KZE: jy antigrybinis aktyvumas buvo efektyvesnis nuo 7 %
(po 87) iki 8 % (po 135 val.).
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18 pav. Ziedadulkiy ekstrakty antigrybinio aktyvumo palyginimas Alternaria spp. augimui

Ekstrakty lyginamoji analizé Cladosporium grybo augimui parodé, kad geresnis
antigrybinis poveikis buvo KZE, tadiau reik§mingy (p<0,05) skirtumy nenustatyta nei vienu
matavimo periodu. DZE jtaka Cladosporium spp. micelio augimui buvo didesné lyginant su BZE

7,5 %. Taciau taip pat patikimy skirtumy nenustatyta.
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19 pav. Ziedadulkiy ektrakty jtakos palyginimas tarpusavyje Cladosporium spp. grybo augimui
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20 pav. Ziedadulkiy ekstrakty jtakos palyginimas tarpusavyje Fusarium spp. grybo augimui

Fusarium spp. augimo slopinimui buvo atlikti keli tyrimai, jy metu naudotos skirtingos
kontrolés, todél 19 pav. pateikiama informacija tik apie ekstraktus, kuriy antigrybinéms savybéms
i§siaiSkinti buvo naudotas tas pats kontrolinis variantas. Tyrimo rezultatai parodé, kad Fusarium
spp. ant terpés apdorotos KZE ir BZE augo vienodai pra¢jus nuo inkubavimo pradzios 183 val.
Toliau stabdymo efektyvumas buvo didesnis KZE, bet skirtumai buvo nereik§mingi.

Apibendrinant gautus rezultatus nustatyta, kad analizuoty anemofiliniy Ziedadulkiy ir
patogeniniy mikroskopiniy gryby spory sklaidos sezonas tiriamuoju laikotarpiu sutapo, todél
tikétinas ir analizuoty Ziedadulkiy su mikroskopiniais grybais kontaktas.

ISrySkéjo tendencija, kad ekstrakty antigrybinis efektyvumas nepriklaus¢ nuo
naudojamo ekstrakto tipo ir fenoliniy junginiy koncentracijos, o labiau buvo susij¢s su veikiamo

grybo gentimi.

3.5. Rekomendacijos

Remiantis $io tyrimo rezultatais Alternaria spp. plitimui mazinti, rekomenduojama
naudoti berzo ir dilgélés ziedadulkiy ekstraktus. Abu skirtingy koncentracijy berzo ziedadulkiy
ekstraktai reikSmingai stabdé Alternaria spp. augimag, taCiau tyrimuose su Alternaria spp.
tikslingiau naudoti didesnés koncentracijos ekstrakta, nes BZE20 antigrybinis aktyvumas
reik§mingai didesnis buvo lyginant su BZE40.

Cladosporium spp. plitimui mazinti labiau iSryskéjo kiecio ir berzo ziedadulkiy

ekstrakty antigrybinis poveikis. Nors ankstyvoje micelio vystymosi stadijoje reikSmingy
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antigrybinio aktyvumo pozymiy nenustatyta, taciau ekstraktas slopino subrendus Cladosporium
spp. konidijoms (matavimo periodo pabaigoje).

Fusarium spp. augimui mazinti tikslinga naudoti berzo ziedadulkiy ekstraktg skiesta
1:40 (BZE40). Geriausias ekstrakto poveikis buvo ankstyvojoje patogeno micelio vystymosi
stadijoje.

Siekiant padidinti analizuoty ekstrakty antigrybinj aktyvuma Alternaria, Cladosporium
ir Fusarium mikroskopiniy gryby plitimui, tikslinga tyrimus testi toliau ruoSiant jvairiais santykiais

berzo, dilgélés ir kieCio ekstrakty misinius bei analizuoti jy sinergetinj potencialg.
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ISVADOS

. Anemofiliniy ziedadulkiy (berzo, dilgélés ir kie¢io) ir Alternaria spp. bei Cladosporium spp
spory sklaida Siauliy miesto ore birzelio mén. sutapo su berzo ir dilgélés Ziedadulkiy
sklaida. Liepos mén. didziausios ziedadulkiy ir spory koncentracijos buvo dilgélés (831
ziedadulkés/m® oro), kieGio (251 Ziedadulkés/m® oro), Alternaria (1922 sporos/m® oro) ir
Cladosporium (1313 spory/m® oro).

Didziausias bendras fenoliniy junginiy kiekis nustatytas dilgelés ziedadulkiy ekstrakte
53,77£12,15 mg/g. Kiecio ziedadulkiy ekstrakte fenoliniy junginiy buvo 40 % maziau nei
dilgelés. Jo poveikis mikroskopiniy gryby augimui buvo silpniausias lyginant su berzo ir
dilgeles ziedadulkiy ekstraktais.

Didesné¢ bioaktyviy junginiy koncentracija berzo ziedadulkiy ekstrakte, paruoStame santykiu
1:20 netur¢jo statistiSkai reik§Smingos (p<0,05) jtakos antigrybiniame tyrime, lyginant su
ekstraktu, skiestu santykiu 1:40, isskyrus tyrime su Alternaria spp.

Berzo ir dilgélés ziedadulkiy ekstraktai statistiSkai reik§Smingai (p<0,05) stabdé Alternaria
spp. micelio augimg visu grybo vystymosi periodu. Cladosporium ir Fusarium genties gryby
augimui ziedadulkiy ekstraktai turéjo mazai jtakos, statistiskai reik§mingai micelio augimas
buvo pristabdytas matavimy pabaigoje — suformavus brandzias kolonijas.

Ekstrakty antigrybinis aktyvumas nepriklausé nuo ziedadulkiy ekstrakto tipo ir fenoliniy

junginiy koncentracijos, o labiau buvo susijes su veikiamo grybo gentimi.
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Dovilé Dovydaityté
Anemofiliniy augaly ziedadulkiy ekstrakty antigrybinés savybés

SANTRAUKA

Pasauliné alergijos organizacija atkreipia démesj, kad dél klimato kaitos keiciasi augaly
fenologija, dél to aplinkoje padaugéja alergines ligas sukelianciy anemofiliniy ziedadulkiy, 0
padidéjes oro drégnis skatina mikroskopiniy gryby dauginimagsi, kurie ne tik sukelia alergines
reakcijas bet ir terSia maisto produktus. Didelg bioaktyviy junginiy grupe sudaro fenoliniai
junginiai. Tikétina, kad veikdami kartu su Kkitais bioaktyviais junginiais, galéty paveikti
mikroskopinio grybo lastelés sienele ir sutrikdyti svarbius fiziologinius procesus.

Tyrimo tikslas — nustatyti anemofiliniy augaly ziedadulkése fenoliniy junginiy kiekj ir
jvertinti ziedadulkiy ekstrakty poveikj mikroskopiniy gryby augimui. Siam tikslui pasiekti, iskelti
tokie uzdaviniai: jvertinti alergines reakcijas sukelian¢iy mikroskopiniy gryby (Alternaria spp.,
Cladosporium spp.) ir Ziedadulkiy (berzo, dilgélés, kiecio) pasiskirstyma Siauliy miesto ore; istirti
bendra fenoliniy junginiy kiekj anemofiliniy augaly (berzo, dilgélés ir kieCio) pernesamose
ziedadulkése; nustatyti Ziedadulkiy ekstrakty antigrybinj poveikj mikroskopiniy gryby (Alternaria
spp., Cladosporium spp. ir Fusarium spp.) augimui. Tyrimas atliktas 2018-2019 m. Siauliy
universiteto chemijos ir biotechnologijy laboratorijose.

Bendram fenoliniy junginiy kiekiui nustatyti taikytas spektrofotometrinis metodas
naudojant Folin—ciocalteu reagent. Ziedadulkiy ekstrakty antigrybinio aktyvumo tyrimai atlikti
taikant bulviy dekstrozés agaro metoda. Rezultaty vidutiniy verciy reikSmingi skirtumai jvertinti
taikant vieno veiksnio dispersinés analizés programa ANOVA. Ziedadulkiy antigrybinio poveikio
matavimy rezultatai lyginti su kontroliniu variantu bei tarpusavyje ir jvertinti pagal FiSerio kriterijy.
Skirtumai statistiSkai patikimi, kai patikimumo lygmuo ne maziau arba lygus 95 % tikimybei
(*P<0,05).

Nustatyta, kad didziausias fenoliniy junginiy kiekis buvo dilgélés ziedadulkiy ekstrakte
— 53,77%12,15 mg/g, o maZiausiai kiecio Ziedadulkiy ekstrakte 32,15+0,82 mg/g. Taciau fenoliniy
junginiy koncentracija ekstraktuose Siame tyrime neturéjo reikSmingos jtakos. Berzo ir dilgeles
ziedadulkiy ekstraktai statistiSkai reik§Smingai (p<0,05) stabdé Alternaria spp. micelio augima visu
grybo vystymosi periodu. Cladosporium ir Fusarium genties gryby augimui ziedadulkiy ekstraktai

turéjo mazai jtakos, statistiSkai reikSmingai micelio augimas buvo pristabdytas matavimy pabaigoje.

33



Dovilé Dovydaityté
Antifungal Activity of Anemophilous Plants Pollen Extracts

SUMMARY

World Allergy Organization notes that due to climate change, the phenology of plants is
changing, thus the amount of anemophilous pollen causing allergic diseases is increasing in the
environment, while the increased humidity promotes the growth of microscopic fungi that not only
cause allergic reactions but also contaminate food. Phenolic compounds make a large group of
bioactive compounds. It is likely that by interacting with other bioactive compounds they could
affect the cell wall of a microscopic fungus and disrupt important physiological processes.

The aim of the research was to determine the amount of phenolic compounds in the
pollen of anemophilous plants and to assess the effect of pollen extracts on the growth of
microscopic fungi. In order to achieve the aim, the following objectives have been set: to evaluate
the distribution of microscopic fungi (Alternaria spp., Cladosporium spp.) and pollen (birch, nettle,
and wormwood) causing allergic reactions in the air of Siauliai city; to examine the total amount of
phenolic compounds in the pollen transported by anemophilous plants (birch, nettle, and
wormwood); to determine the antifungal effect of pollen extracts on the growth of microscopic
fungi (Alternaria spp., Cladosporium spp. ir Fusarium spp.). The research was conducted in 2018—
2019 at the chemistry and biotechnology laboratories of Siauliai University.

Spectrophotometric method using Folin—Ciocalteu reagent was applied to determine the
total amount of phenolic compounds. The antifungal activity of pollen extracts was tested using the
potato dextrose agar method. Significant differences in the mean values of the results were
evaluated using the one-way dispersion analysis programme ANOVA. The results of measuring the
antifungal effect of the pollen were compared with the control variant and were evaluated using
Fisher criterion. The differences are statistically reliable with reliability level of at least 95%
confidence (*P<0,05). The highest amount of phenolic compounds was found in the nettle pollen
extract — 53,77+12,15 mg/g, while the lowest amount was found in wormwood pollen extract —
32,154+0,82 mg/g. However, in the present research, the concentration of phenolic compounds in the
extracts had no significant effect. Inhibition of the growth of Alternaria spp. mycelium, as it was
inhibited by birch pollen extract and nettle pollen extract of both concentrations, was the most
statistically significant. Pollen extracts had little effect on the fungi of genera Cladosporium and
Fusarium and statistically significant inhibitions of mycelium growth were limited to certain

measurement periods.
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PATVIRTINIMAS APIE ATLIKTO DARBO SAVARANKISKUMA

Patvirtinu, kad jteikiamas magistro baigiamasis darbas ,,Anemofiliniy augaly

ziedadulkiy ekstrakty antigrybinés savybeés

1. Yra atliktas mano paties/pacios;
2. Nebuvo naudotas kitoje mokslo ir studijy institucijoje;
3. Nenaudojau $altiniy, kurie néra nurodyti darbe, ir pateikiu visg panaudotos literatiiros sarasa.

Dovilé Dovydaityté

(data) (autoriaus vardas ir pavardeé, parasas)

PATVIRTINIMAS APIE ATSAKOMYBE UZ LIETUVIU KALBOS
TAISYKLINGUMA ATLIKTAME DARBE

Patvirtinu lietuviy kalbos taisyklinguma atliktame darbe.

Dovilé Dovydaityté

(data) (autoriaus vardas ir pavardé, parasas)
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