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SANTRUMPOS

Aps./min. — apsisukimy skaicius per minute
MEA — mieliy ekstrakto agaras

PDA — bulviy dekstrozés agaras

CTAB — heksadeciltrimetilamonio bromidas
g — gramas

ul — mikrolitras

um — mikrometras

L — litras
ml — mililitras
m — metras

mm — milimetras

% — procentai

PGR — polimerazés grandininé reakcija
DNR — deoksiribonukleortigstis

bp — baziy pora



IVADAS

Grybai yra esminé biologinés jvairovés dalis, ne tik dél didelio rsiy skaiciaus, bet ir
dél jy ekologinés, evoliucinés, socialinés bei ekonominés reik§més (Desprez-Loustau et al.,
2010). Vis daugiau susidoméjimo kelia endofitiniai grybai, kurie nesukelia augalui ligos
simptomy, o kaip tik padeda apsiginti nuo patogeny iSpuoliy ir apsaugo augalg (Nimali et
al., 2019; Marsalkiené et al., 2018; Dapkus et al., 2018; Latz et al., 2019). Endofitiniy gryby
tyrimai reikalingi siekiant gauti informacijos, kuri yra svarbi vertinant pasauling gryby
jvairove ir pasiskirstyma (Torres ant White, 2012).

Kaip ir visi gyvi organizmai, augalai taip pat gali susirgti. Augaly ligos — tai
vystymosi sutrikimai, kuomet augalai ar atskiros jy dalys yra pazeidziamos ir augalas gali
zuti. Ligos skirstomos | neparazitines, susijusias su jvairiais mechaniniais pazeidimais ir
parazitines, kuomet augalui daug zalos padaro ir ligas sukelia jvairios bakterijos, virusai,
grybai, mikoplazmos, laibagrybiai (Belova et al., 2000). Miskai §iuo metu susiduria su
jvairiomis grésmémis, kurias sukelia vietiniai ir invaziniai kenké¢jai bei patogenai (Perry et
al., 2016). Patogeniniai grybai pazeidzia augalg, sukelia ligas ir daro didelius ekonominius
nuostolius, todél greitas jy aptikimas bei tikslus identifikavimas yra vienas i$ pagrindiniy
zingsniy, kuris gali padéti kontroliuoti augaly ligas.

Pusys yra ekonomiskai svarbios kaip medienos, anglies, popieriaus, maisto, dervy ir
dekoratyviniy medziagy Saltinis (Le Maitre, 2000). Lietuvoje savaime auga tik viena rasis —
Pinus sylvestris. Si rii§is turi platy geografinj paskirstyma visoje Eurazijoje dél savo
gebéjimo jsikurti ir iSgyventi jvairiose aplinkose (Poyatos et al., 2007; Krakau et al., 2013).
Dvi pusy rasys — kalniné (P. mugo) ir piréniné (P. uncinata) dirbtinai jveistos pajuryje, kad
bty apzeldintos pustomos kopos, o senuose parkuose ir nedideliais plotais miSkuose nuo
XIX a. pab. XX a. pradzios augintos dar $esios rasys — P.cembra, P. contorta, P. nigra, P.

rigida, P. sibirica, P. strobus (Kareiva, 2014).



Tyrimo tikslas: istirti skirtingy rasiy Pinus spp. augaly endofitinius grybus isskirtus

1§ skirtingy vietoviy.

Darbo tikslui pasiekti iSkelti uzdaviniai:

1. I8 skirtingy Pinus spp. rusiy i$skirti grynas mikroskopiniy gryby kulttiras.

2. I8skirtus grybus suskirstyti j morfologines grupes.

4. Molekuliniy metody pagalba i§ paZeistos augalinés medziagos iSskirtos grybo
DNR nustatyti patogeno rii$j panaudojus riiSiai specifinius pradmenis.

5. Atlikti antagonizmo tyrimus in vitro ir in vivo.

Padéka: noriu labai padékoti savo darbo vadovei dr. Daivai Burokienei uz beveik
dvejus metus trukusig praktika, kurios metu jgijau labai daug tiek teoriniy tiek praktiniy
ziniy. Dékoju uz pagalbg atliekant tyrimus ir rasant magistrinj darbg. Taip pat noriu padékoti
dr. Godai Norkutei, doktorantams Karoliui Sivickiui ir Dovilei Cepukoit uz pagalba renkant
augaline medziagg tyrimams, gryny gryby kultiry iSskyrimg bei molekuliniy tyrimy
atlikimg. Dékoju dr. Antanui Mateliui uz pagalbg ruoSiant magistrinj darba ir mikroskopiniy

gryby identifikavima.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 PuSy charakteristika ir paplitimas

Pusis su daugiau nei 100 risiy, yra didZiausia spygliuoCiy gentis visame pasaulyje
(Price et al., 1998; Gernandt et al., 2005). Moksliné paprastosios pusies klasifikacija yra
tokia:

Karalysté: Plantae — augalai;

Skyrius:  Pinophyta — pusiinai;

Klasé: Pinopsida — pusainiai;

Eilé: Pinales — pusieciai;

Seima:  Pinaceae — pusiniai;

Gentis:  Pinus — pusis;

Rasis:  Pinus sylvestris — paprastoji pusis (L.).

Paprastoji pusis yra labiausiai paplitusi Pinus genties ri§is visame pasaulyje (Burns
and Honkala, 1990) ir vienintelé¢ savaime auganti Lietuvoje (Ozolin¢ius, 1998). Pusies
kilmés centru yra laikoma Siaurés Amerika, nes ten pasiskirste daugiau nei pusé pusies risiy
(Danusevicius, 2000). Paprastosios pusies arealas labai platus ir pasiskirstes tiek Ryty tiek
Vakary Europoje (1 pav.) (Schmidt — Vogt, 1998; Caudullo et al., 2017) ir §iuo metu
priskai¢iuojama daugiau nei 28 mln. hektary, o tai sudaro daugiau kaip 20% produktyvaus

misko ploto (Durrant et al., 2016).

1 pav. Paprastosios pusSies paplitimas Europoje (Caudullo et al., 2017)



Pietry¢iy Lietuvoje pusSys pradéjo augti jau paleolito laikotarpyje — IX tiikstantmetyje
pr. Kr. Siuo metu Lietuvoje miskai uzima 33,5% 3alies teritorijos, didZiausia dalj uzima

pusynai — 713,2 tiikst. ha. — 34,6% (2 pav.) (Valstybiné misky tarnyba, 2017).

[ Pugynai Fine

B Eglynai Sprce

[ Beriynai Birch

[0 Drebulynai Aspen

B Juodalksnynai Biack alder
[ Baltalksnynai Grey alder
O Afuolynai Oak

B Yosynai Ash

B Kiti Other

Baltins: Valstybing migky tamyba (SMI) Sowre: State Forest Service [SF)

2 pav. Lietuvos misky rasiné sudétis (Valstybiné misky tarnyba, 2017)

Didzioji dalis pusyny yra Piety ir Pietry¢iy Lietuvoje (3 pav.). IS didesniy masyvy
pasizymi Dainavos, Labanoro — Pabradés, Riidninky, Kazly Riidos, Kar§uvos pusynai,
kurie uzima 145-42,7 tukst. ha. (Danusevicius, 2000).

1.5 LIETUVOS MISKY ZEMELAPIS
LITHUANIAN FOREST MAP
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3 pav. Pusy pasiskirstymas Lietuvoje (Valstybiné misky tarnyba, 2017)

Paprastoji pusis paprastai siekia 30-40 m aukstj ir biina iki 1 m skersmens, o gerose
augavietése, pusys pasiekia ir 42 m aukstj (Navasaitis, 2004). Stiebas yra tiesus, iSskyrus
atvejus, kai pazeidimai atsirado jauname amziuje (1-3 metais) (Pravdin, 1964). Paprastoji
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pusis yra sparciai auganti rtsis, ypac 10-40 mety amziaus. Ji néra labai jautri klimatui ir tai
rodo jos platus pasiskirstymo diapazonas (Burns and Honkala, 1990), ji gali toleruoti ir
Saltas, ir karStas oro salygas, taip pat ji néra reikli dirvozemio drégmei ir tragSoms, taciau
Sviesa yra svarbi ir reikalinga (Navasaitis, 2004). Lietuvoje yra nasiy medyny, ir taikant
auginimo technologijas galima uzauginti ypa¢ didelio ploto puSynus. Ypa¢ miskams svarbiis
I-IIT grupiy pusynai, kurie priskiriami draustiniams, rezervatams, misko parkams ir kt.).
Sioms grupéms net 30% tenka pusynai (Ozolingius, 1998).

Pusys labai svarbios tiek tikine tiek ekologine prasme (Buzinskas ir Danusevicius,
2018). Ypa¢ vertinama puSy mediena, kuri yra viena stipriausiy, todél naudojama tiek
statybose, tiek baldy gamyboje. Pasaulio misky plotas per pastaruosius tris Simtmecius
sumazéjo 40%, visy pirma dél zmogaus veiklos, dél Zvériy, vabzdziy bei grybiniy patogeny
daromos zalos, ypa¢ kenkéjai paveikia dideles plantacijas, Kur jie gali plisti placiu mastu
(Durrant et al., 2016). Kiekvienais metais Lietuvoje nuo 1923 m. pastebimas pusy ploto
maz¢jimas: nuo 41.4% iki 34. 6% (1 lentelé) 0 1.5% identifikuoty pazeidimy buvo sukelta
grybiniy ligy (2 lentelé)(Valstybiné misky tarnyba, 2017).

1 lentelé. Paprastosios pusies kaita 1923-2017 m. (Valstybiné misky tarnyba, 2017)

Plotas, % Area, %

Apskaitos metai
Medynai fE
Forest type 1923- | 1958- | 1966- | 1978-
1936 | 1963 | 1977 | 1987 1998 | 2001 | 2006 | 2011 2016 | 2017
Pugynai Fine 414 41,2 38,2 38,3 37,2 36,6 35,8 35,3 348 34,6

2 lentelé. Identifikuoty pazeidimy pasiskirstymas pagal pazeidimy veiksnius 2016 m.
(Valstybiné misky tarnyba, 2017)

Pazeisty medziy skai€iaus dalis (% nuo visy stebéty medziy)
The share of damaged trees (% of all observed trees)
Risis ) Gryby, | Dél abiotiniy | Zmogaus I5 viso
Tree species Zvariy | Vabzdziy | ligy veiksniy veiklos Kiti | 15 viso | 2015
Animals | Insecis Fungi, Abiortic Human | Other | Toral Total
diseases agents activities 2M5
Pusis Pine 41 0.3 15| 33 3.1 72] 195 19,0
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1.2 Grybu biologija

Grybai — tai eukariotiniai, heterotrofiniai, fotosintezés neatlickantys organizmai,
kuriy kiinas sudarytas i§ grybienos arba pavieniy lasteliy. Grybienos Sakoti vamzdeliai
vadinami hifais, jie yra neapibrézto ilgio, bet daznai turi gana pastovy skersmenj, nuo 2 pm
iki 30 um ar daugiau (Deacon, 2006). Gryby lastelés sienelé sudaryta i§ chitino ir beta
gliukany, hify viduje citoplazmoje yra mitochondrijos, branduoliai bei Kiti organoidai.
Gryby dauginaimasis labai sudétingas procesas, skirtingai nei bakterijy ar virusy. Jie gali
daugintis vegetatyviniu, lytiniu ar nelytiniu biidu. Gryby dauginimosi galimybés yra ypac
didelés, nes per vegetacijos laikotarpi jie geba suformuoti net kelias jvairiy spory
generacijas, taip jy plitimas dar labiau padidéja (DabkevicCius ir Brazauskiené, 2007).
VegetatyviSkai grybai dauginasi grybienos nuotrupomis, tokiu biidu daZniausiai grybai
auginami ant mitybiniy terpiy, kuomet grybienos augimui sudaromos palankios salygos.
Reprodukcinis gryby dauginimasis vyksta susidarius lytinémis arba nelytinémis sporomis.
Anamorfinés (nelytinés) sporos tai sporangiasporos, konidijos ir chlamidiosporos, o lytinés
sporos tai zygosporos, askosporos ir bazidiosporos. Daugumos vystymosi cikluose yra
haploidiné (N) arba dikariotiné¢ (N+N) stadijos (Windham, 2008).

Grybai maitinasi absorbcijos budu. Jiems visiems reikalingos organinés maisto
medziagos — energijai palaikyti, ir anglies Saltinis — lasteliy sintezei vykdyti. Tirpias
medziagas absorbuoja per lastelés sienel¢ ir plazming membrang (Deacon, 2006). Grybams
budingi gyvenimo budai yra trys: saprotrofinis, biotrofinis (parazitinis) ir simbiotrofinis
(Lukosien¢ ir Kutorga, 2014). Saprotrofai yra grybai, kurie maitinasi negyva organine
medziaga. Sie grybai vaidina svarby vaidmenj, nes jie gamina didele jvairove fermenty,
kurie degraduoja kompleksinius polimerus, tokius kaip krakmola, celiulioze, baltymus,
chiting, aviacinj zibala, kerating. Biotrofinia (parazitiniai) grybai maitinasi gyvomis
Seimininko lgstelémis jy nenuzudant (Deacon, 2006). Simbioze, apibréziama kaip nuolatinis
dviejy ar konkreciau skirtingy organizmy rySys (Singh et al., 2011). Yra keletas simbioziy
formy: mutualistiné (abipusiai naudinga), komensalistiné (neZalinga) ir parazitin¢ (vienam
organizmui naudinga, o kitam — zalinga) (Luksiené ir Kutorga, 2014).

Apskaiciuota, kad biologiné gryby jvairové siekia 1,5 min. skirtingy rusiy gryby,
taCiau iki Siol buvo aprasyta tik apie 100 000 rasiy. Gryby rusiy jvairové pasaulyje iStirta
netolygiai, ypa¢ daug ziniy triksta apie mikroskopiniy gryby rasis. (Balevicius et al., 2007;
Deacon, 2006; Wang et al., 2016). Misko dirvozemyje dazniausiai aptinkami Basidiomicota

skyriaus grybai, o augaly audiniuose didele jvairove pasizymi Ascomycota skyriaus atstovai
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(Terhonen et al., 2019). Grybai pasizymi didele jvairove funkcijy — gali bati augaly ar
Zmoniy patogenai; organiniy medziagy skaidytojai; modeliniai organizmai, naudojami
genetikos ir 1gsteliy biologijos tyrimuose; daugelio svarbiy metabolity gamintojai. Grybai
vis daZzniau naudojami kaip komercinés biologinés kontrolés medziagos, teikiantys
alternatyvas cheminiams pesticidams kovoti su vabzdziais kenkéjais, nematodais, ir augaly
patogeniniais grybais. Ypa¢ paskutiniu metu atlickama daug tyrimy, kuriuose endofitus
naudoja kaip potencialius biokontrolés agentus (Parsa et al., 2013; Busby et al., 2016;
Schlegel et al., 2016; Bulman et al., 2013; Latz et al., 2019)

12



1.3 Endofitiniai grybai augaluose

Endofitais susidométa jau labai seniai. Vokieciy botanikas, mikologas ir
mikrobiologas De Bary, organizmus, kurie gyvena augalo audiniuose, pavadino endofitais
(Bary, 1866). Terminas yra labai platus, kadangi apima labai daug mikroorganizmy,
pradedant nuo patogenay ir baigiant Sakny mikorizés simbiontais. Bet daugelis autoriy,
endofitais vadina tik tuos grybus, kurie kolonizuoja vidinius augalo audinius ir nesukelia
akivaizdziy ligos simptomy (Petrini, 1992). Sis apibrézimas apima beveik visus
simbiontinius ry$ius tarp grybo ir augalo — parazitizma, komensalizma ir mutualizma (Torres
and White, 2012). Tai yra viena labiausiai paplitusiy augaly simbionty grupé su didele rtsiy
jvairove (Oono et al., 2014). Daugiausia endofity suskai¢iuojama askomicety,
bazidiomicety, oomicety ir zygocitety skyriams priklausanc¢iams grybams (Rajamanikyam
et al., 2017). Rasiy skai¢ius priklauso nuo biotiniy ir abiotiniy veiksniy, klimato salygy,
Seimininko riisies (Sieber, 2007).

Endofitiniai grybai yra labai jvairi ekologin¢ ir taksonominé grupé (Torres and White,
2012). Visose iki $iol iStirtose augaly rusyse buvo rasti endofitiniai grybai, gausa ypac
pasizymejo medziai, zoliniai augalai, dumbliai (Rajamanikyam et al., 2017), taciau jy
tarpusavio rySiai yra mazai zinomi (Ganley and Newcombe, 2006; Stefani and Beérubg,
2006). Manoma, kad augalas apripina endofitus maistinémis medziagomis, o endofitai
iSskirdami antrinius metabolitus gali Seimininkui padidinti atsparuma kenkéjy iSpuoliams,
stresui, padidinti biomase ar atlikti kitas naudingas funkcijas (Trigiano et al., 2006; Jiang,
2013; Rodriguez et al., 2008; Rodriguez et al., 2009; Rajamanikyam et al., 2017). Buvo
atlikti tyrimai, kuomet grybiniai endofitai suteiké druskos ir sausros tolerancija augalams tik
aplinkoje, kuriai biiddingas padidéjes druskingumas ir sausumas (Rodriguez et al., 2008).

Pastaraisiais metais endofitai tapo ypac patraukliis dé¢l savo numatomo potencialo
kaip naujy ir unikaliy bioaktyviy cheminiy medziagy Saltinio miSkininkystés, farmacijos ir
pramonés reikméms (Terhohen, 2019). Endofitiniai grybai turi ypac didel; biotechnologinj
susidoméjima, nes jy sgvybés yra labai naudingos Zemes iikyje (Santos et al., 2019).
Endofitai, kurie stabdo kity mikroorganizmy veiklg iSskirdami tam tikras medziagas
vadinami antagonistais (Slapauskas ir kt., 1980). Tokiy gryby pagalba, galima biity imtis
prevenciniy priemoniy kuriant biologinius preparatus ir kovojant su grybiniais patogeniais
(Brodeur, 2012; Latz et al., 2019), todél endofity, pasizyminéiy antagonistiniu poveikiu,
paieska ypac aktuali, kadangi kaip jau buvo minéta anks¢iau, nuo grybiniy patogeny

Lietuvoje nukentéjo net 1,5% pusy. Idomu pastebéti, kad tokie endofitai kaip Trichoderma
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spp. rasys jau pla¢iai naudojamos biokontrolei prie§ augaly ligy sukeléjus (Nimali et al.,
2019).

Endofity vaidmuo miSko strukturoje, vis dar neaiskus, sudétingas ir besikeiCiantis
evoliuciniame ir ekologiniame kontekste (Saikkonen, 2007), nepaisant daugiau nei 100 mety
trukusiy tyrimy, kuriy rezultatas — tukstanciai Zurnaly straipsniy, Siy gryby ekologiné
reik§me tebéra silpnai apibudinta (Rodriguez et al., 2009). Endofity terming visada sunku
priskirti specialioms rasims ir jis yra glaudziai susijes su terminu patogenas. Nors endofitai
yra gausesni ir jvairesni negu augaly patogenai (Ganley et al., 2004), jy jvairové labai
priklauso nuo Seimininko savybiy (Higgins et al., 2007) ir geografinés padéties (Thomas et
al., 2008). Irodyta, kad funkciniuose tyrimuose, endofitai gali tiek padidinti atsparuma
patogenui, tiek sumazinti. Endofitai gali slopinti Seimininko gynybine¢ sistema, kad pats
galéty ji infekuoti, o tai palengvina ir patogeny iSpuolius (Busby et al., 2016). Jau seniai yra
zinoma, kad patogenai, sukeliantys ligas, tam tikru gyvenimo ciklu gali gyvuoti endofitinéje
blisenoje ir nesukelti jokiy ligos simptomy — latentiniai patogenai (Helande, 1993;
Gorzynska et al., 2019) arba endofitai patyre stresing biiseng gali tapti patogenais, stresas
gali pasireiksti ir introdukuotoms riSims, kai augalas yra perkeliamas j jam nauja, svetimg
aplinkg (Brown and Macaskill, 2005). Kai kurie organizmai pvz.: Colletotrichum spp.,
Fusarium spp. gali bati patogenais viename augale, o kitame, glaudZziai susijusioje augalo
rasyje gali buti endofitais (De Silva et al., 2017; Lofgren et al., 2018). Taciau daug tyrimy
rodo, kad augaly endofitai dazniausiai yra nekenksmingi sveiky augaly audiniy
kolonizatoriai. Nors kai kurie i$ jy ir yra potencialiai patogeniski, taciau liga atsiranda tik
kartu su kitais, dazniausiai nezinomais veiksniais, bet svarbiausia, yra tai, kad grybiniai
endofitai yra bet kuriame sveikame augaly audinyje (Sieber, 2007) ir jy jvairové gali
sustiprinti ne tik atskiry medziy fizing bukle, bet ir visg misko ekosistema (Terhonen et al.,
2019).
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1.4 Patogeniniy gryby daroma Zala miskams

Miskams daug zZalos padaro jvairiy gryby sukeltos ligos. Grybiniy, kaip ir kity ligy —
bakteriniy ar virusiniy, zala augalams pasireiskia keliais biidais. Sunkesniais atvejais augalai
visai zoiva. Taip pat daznai pazeidziami atskiri jy organai: Saknys, kamienai, Sakos, lapai,
spygliai, ziedai ar vaisiai (Belova et al., 2000).

Grybai aptinkami visuose organiniuose junginiuose. Dauguma jy yra saprobiontai ir
skaido negyvas organines medziagas. Taciau daugelis prisitaike atakuoti ir uzkrésti gyvus
organizmus. Kai kurie i$ jy yra patogenai, ligos simptomai pasireiskia po palyginti trumpo
inkubacijos laikotarpio (Sieber, 2007). Siekiant kovoti su patogenais, augalai gamina
atsparumo baltymus, jie yra aktyvuojami per efektoriaus signalus ir yra atsakingi uz signaly
transdukcijos jvykius, kurie aktyvina augaly apsauga ir blokuoja patogeny augimga.
Galiausiai infekcijos rezultatas nustatomas pagal patogeno gebéjima jveikti augalo imunine
sistemg ir augalo gebéjima blokuoti patogeno invazija (Jones and Dangl, 2006). Augaly
patogenai geba kolonizuoti savo Seimininka, iSvengdami jo apsaugos sistemos, jskaitant
fizines ir chemines klititis, o augaly atsparumo baltymai yra nukreipiami | patogeny
pagamintas molekules (Moller and Stukenbrock, 2017). Palyginus su kitomis infekcinémis
ligomis, daugiausia Zalos miSkams padaro biitent grybai (Belova et al., 2000).

Klimato kaitos kontekste, Europos miskai, kurie turi didel¢ medziy rasiy jvairove
(Nguyen et al., 2016), vis dazniau kencia nuo grybiniy patogeny ir jy sukeltos Zalos bei
sukelty ligy (Stenlid et al., 2011; Jactel et al., 2012). Per pastaruosius kelis deSimtmecius dél
padidéjusios pasaulinés prekybos j Europos miSkus patenkanciy naujy patogeny skaicius

iSaugo eksponentiskai (Santini et al., 2013)..

1.5 Invaziniai patogenai

Invaziniai miSko patogenai sukelia grésme¢ miSkams visame pasaulyje, d¢l to didéja
zala ir plinta ligos. Svarbiausi miSko patogeny invazijos veiksniai yra: greitas prisitaikymas
prie naujy aplinkos salygy; veiksmingas paskirstymas per ilgg ir trumpa laika dideliais
atstumais, pasinaudojant vabzdziais kaip platinimo vektoriais; gebéjimas keistis genetine
medziaga arba hibridizuotis su vietinémis arba svetimomis risimis (Ghelardini et al., 2017).
Patogenai, gyvenantys kaip endofitai ar epifitai jy gimtojoje aplinkoje, patekus j naujus
regionus, gali pereiti prie vietiniy augaly, Keisti savo elgesj ir tapti agresyviu patogenu

vietinéms rasims (Burgess et al., 2016). Kai grybai jvezami i$ kity Zemyny, jie susiduria su
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augaly rusimis, su kuriomis jie visiskai nesusije, 0 augalai Siems grybams neturi atsparumo,
todél Seimininkai jiems yra ypac jautris (Sieber, 2007).

Pagrindinis faktorius, kodél per pastaruosius desSimtmecius plinta patogenai, 0 kartu
su jais ir ligos, tai yra zmogaus veiklos pakeista aplinka, kuri pradeda prarasti apsaugg ir
geografinis barjeras, kuris milijonus metu saugojo biotos pasiskirstymg, buvo pazeistas
(Richardson et al., 2000) dél, to patogenams tampa vis lengviau jsitvirtinti naujose
teritorijose ir jose plisti. Europoje per pastaruosius tris deSimtmecius invaziniy
mikroorganizmy skai¢ius padvigubéjo (Santini et al., 2013). Lietuvoje per pastarajj Simtmetj
aptikta daugiau kaip 100 naujy invaziniy gryby riisiy. Daugiausia invaziniy rusiy Lietuvoje
buvo uzregistruota 19802000 m., tas faktas atspindéjo padaznéjusj prekiy transportavimag
ir aktyviausig mikology veiklos perioda Salyje. Remiantis klimato kaitos ir vis did¢jancia
nekontroliuojama augaly prekyba, Lietuvai prognozuojamas tolesnis invaziny gryby rasiy

skaiciaus didéjimas (Motiejunaité et al., 2017).
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1.6 Grybiniy ligy paplitimas Pinus genties augaluose

Augaly ligy plitimui didele reikSme turi patogeno biologija ir jo sugebéjimas plisti
dideliais atstumais, gyvybingumo islaikymas atsiduriant nepalankiomis sglygomis,
sugeb¢jimas greitai jsiskverbti j augalg ir jame jsitvirtinti. Augaly patogenai naudoja jvairias
gyvavimo strategijas. Grybai gali tiesiogiai patekti | augaly epidermio lgsteles arba iSplésti
hifus ant augaly lasteliy, tarp jy arba per jas. Patogeniniai ir simbiotiniai grybai bei oomicetai
gali jvesti savo maitinimosi struktiiras (haustorijas) j Seimininko lastelés plazming
membrang (Jones and Dangl, 2006). Grybai plinta grybiena, grybienos nuotrupomis,
pakitusia grybiena ar jos dalimis, o taip pat pumpuruodamiesi (Dabkevicius ir Brazauskiené,
2007). Labiausiai plitimg jtakoja grybo sporos, kuriy gali buti iSauginama net keli Simtai
milijony, o jas i$nesioja véjas, vabzdziai ar kiti gyviinai bei vanduo (Karazija, 2008). Ligos
iSsivysto jautriuose augaluose, ir simptomai pasireiSkia Seimininke. Manoma, kad Siy
simptomy sudétingumo laipsnis priklauso nuo Seimininko genetinio jautrumo, patogeny
virulenti§kumo, ir abiotinés aplinkos, Kuri skatina infekcijg (Stevens, 1960). Medziy rasiy
jvairinimas miskuose yra daznai sitiloma strategija, skirta padidinti atsparumg kenkéjams ir
patogenams (Macpherson et al., 2017). Buvo atlikti tyrimai, kurie parodé, kad spygliuo¢iai
augdami miSke su turtinga rii$ine jvairove, patogeniniy gryby ligomis sirgo re¢iau (Nguyen
etal., 2016).

Jau seniai Lietuvoje buvo fiksuojamos ir tiriamos Pinus genties ligos, kurias sukelia
grybai. 1968 m. S. Pileckis ir kt. paruosé leidinj, kuriame aprasé pusies ligas, kurias sukelia
grybai, tokias kaip iSgulima, kurj sukelia Fusarium, Alternaria, Pythium ir kity genciy
grybai; puvinj, kurj sukelia Phytophtora omnivora; tgliasukj, kurj sukelia Melampsora
pinitorqua ir Melampsora pinitorqua; spygliy radis sukelia Coleosporum sp; rudaja
spygliakrete sukelia Herpotrichia nigra; issutimus sukelia Sclerotinia graminearum ir
Typhula graminearum; spygliakrit¢ — Lophodermium pinastri; snieging spygliakrite
Phacidium infestans; pilkaja spygliakrite — Hypodermella sulcigena; virStniy ir Saky
dziuvimg sukelti gali Cenangium abietis ir Nectria cucurbitula; Peridermium pini ir
Cronartium flaccidum sukelia saklj, kai ant stieby aba Saknies kaklelio yra jvairiy formy
vaisiakliniy, uzsmaugimus sukelia Thelephora terrestris (Pileckis ir kt., 1968). Minéta
Fusarium gentis gali sukelti ne tik iSgulimus, bet ir kitas ligas, pavyzdziui Fusarium
subglutinans sukelia daug rimty ligy, vienas i$ jy tai puSies vézys. Patogenas uzkrecia
jvairias vegetatyvines ir reprodukcines pusy struktiiras jvairiais brandos etapais ir sukuria

jvairius simptomus (Dwinell et al., 2001).
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Per pastaruosius deSimtmecius visame pasaulyje buvo uzfiksuoti sunkis lapijos
patogeny protrukiai, sukeliantys didelius misky ploty pazeidimus, ar net medziy zatj (Oliva
et al., 2016). Pasaulio mastu paplite Pinus genties grybiniai patogenai, pazeidziantys
spyglius tokie kaip Melampsora pinitorqua, Dothistroma septosporum, Dothistroma pini,
Phytophthora ir Diplodia sapinea atsiranda kartu su nepalankiomis oro sglygomis (Woods
et al., 2016; Jung, 2009; Fabre et al., 2011; Desprez-Loustau et al., 2007). Pastaruoju metu
prognozuojamas didelis $iy ligy protrikis, susij¢s butent su globaliniu pasaulio oro salygy
pasikeitimu (Woods et al., 2016; Desprez-Loustau et al., 2007; Sturrock et al., 2011), nes
miskai nespéja taip greit prisitaikyti prie besikeic¢iancios aplinkos (Lindner et al., 2009).
Buvo atlikti tyrimai, kurie parode, kad pusy ligy plitimui didele reikSme turi meteorologinés
salygos, ypac tokioms grybinéms ligoms kaip: paprastoji pusy spygliakrité (Lophodermium
spp.), spygliuo¢iy tgliy vézys (Grammeniella abietina), pusy tgliasukis (Melampsora
pinitorqua) (Stravinskas, 2013).

Iki 2008 mety, kai kuriuose Lietuvos puSynuose buvo pastebéti pusy spygliy
pazeidimai bei ankstyvos ziitys, kuriy prieZastys buvo neaiskios, kol nebuvo atlikti tyrimai.
Véliau paaiskéjo, kad tai raudonziedés degligés sukéléjo Dothistroma septosporum padaryta
zala (Markovskaja and Treigiené, 2009). Dabartiniu metu Lietuvoje prie dazniausiai
pasitaikan¢iy pusy spygliy ir puSy dgliy ligy galima buty priskirti pusSy paprastaja
spygliakrite ir pusy raudonzied¢ spygliy deglige. Pavojingiausi patogeniniai grybai bus

apzvelgti sekanc¢iuose skyreliuose.
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1.6.1 Dothistroma spp.

Siuo metu daugiausia démesio skiriama patogenui Dothistroma spp., nes jis sukelia
daugiausia Zalos Pinus genties augalams. Sis grybas uzkre¢ia daugiau nei 80 spygliuo¢iy
rasiy, jo paplitimo diapozonas labai platus pasauliniu mastu, ir kiekvienai metais aptikimas
vis didéja (Dvoram, 2012; Mullett et al., 2018). Moksliné patogeno sistematiné padétis yra
tokia (EPPO Bulletin, 2015):

Karalysté: Fungi;

Skyrius:  Ascomycota;

Klasé: Dothideomycetes;

Poklasis: Dothideomycetidae;

Eilé: Capnodiales;

Seima: Mycosphaerellaceae;

Gentis: Dothistroma,;

Rusis: D.septosporum (Morelet, 1968);
D.pini (Hulbary).

Sis patogenas turi labai daug sinonimy: Cytosporina septospora G. Dorog., Septoria
septospora (G. Dorog.) Arx, Septoriella septospora (G. Dorog.) Sacc., Actinothyrium
marginatum Sacc., Dothistroma pini var. lineare Thyr and C.G. Shaw, Dothistroma
septosporum var. lineare Thyr & C.G. Shaw, Dothistroma pini var. keniense M. H. Ivory (as
‘keniensis’), Dothistroma septosporum var. keniense M. H. Ivory., Mycosphaerella pini E.
Rostrup, Eruptio pini (Rostr.) M.E. Barr, Scirrhia pini Funk & A. K. Parker, Actinothyrium
marginatum Sacc., Dothistroma pini var. keniense M. H. Ivory (as ‘keniensis’),
Dothiostroma pini var. lineare Thyr & C.G. Shaw (EPPO Bulletin, 2015).

Pusinis rutulgrybis (D. septosporum) sukelia pusy spygliy pazeidimus: parudavimus
—raudonzied¢ (raudonjuoste) spygliy deglige. Lietuvoje §i liga aptikta jau prie§ septyniolika
mety (2002 m.) ant kalniniy pusy spygliy netoli Vilniaus, taciau véliau atliekant tyrimus $is
patogenas kelis metus nebuvo aptiktas. O tik 2008 metais nustatyta, kad grybas (D.
septosporum) gana placiai paplites Piety, Ryty ir Vakary Lietuvoje (Markovskaja and
Treigiené, 2009).

Ligos simptomai pirmiausia pasirodo ant geltony démiy, kurios véliau iSplinta iki
smarkiai ribotos nekrotinés juostos, kuri apgaubia spyglj ir sukelia distaliniy daliy zutj.
Sergantys spygliai daznai btina su nudzitivusiais galais, centrinés zonos su pazeidimais ar
nekrozémis, o spyglio pamatas zalias. Matomos rudos spalvos juostos, kurios yra apsuptos

rySkia zona, daznai plyty spalvos (4 pav.). Ta raudona spalva atsiranda dél to, kad susidaro
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dotistrominas — toksinas, kuris gaminamas tiek spyglio audinyje, tick ir kulttaroje (EPPO
Bulletin, 2015).

4 pav. Simptopai ant spygliy, kuriuos sukelia patogenas Dothistroma septosporum
(EPPO Bulletin, 2015)

1.6.2 Lecanosticta acicola

Tai vienas pavojingiausiy patogeny, kuris yra jtraukta i Lietuvos karantininiy
organizmy sarasg ir | Europos ir Vidurzemio juros augaly apsaugos organizacijos
karantininiy organizmy sarasa (European and Mediterranean Plant Protection Organization
EPPO, 2015). Sio patogeno morfologija, gyvenimo ciklas ir sukelti ligos simptomai labai
panasis j patogenus D. septosporum ir D. pini ir be molekuliniy tyrimy $ias rasis atskirti
sunku, o kultivuoti visus Siuos patogenus labai sudétinga, nes jie auga labai létai, o
dazniausiai juos nukonkuruoja kiti endofitai ar saprotrofai (loos et al., 2010).

L. acicola Lietuvoje pirma kartg aptiktas 2009-2010 m. ant Pinus mugo pusies rasies
Lietuvos pajiryje (Markovskaja et al., 2011). Patogenas sukelia puSy rudaja spygliy
demétlige, nuo jo kencia jvairaus amziaus pusys. IS pradziy atsiranda oranzinés/geltonos
démés, kuriy centre pasirodo ruda démé, kartais pazeisti spygliai bina trumpesni negu sveiki
(5 pav.) (EPPO Bulletin, 2015).

Ankstesni tyrimai parodé, kad B-tubulino 2 (B-tub2) ir transliacijos elongacijos
faktoriaus (EF1-a) geny sekos gali bati tinkamos L. acicola, D. septosporum ir D. pini

identifikavimui, tam sukurti specifiniai pradmenys rasims atskirti (loos et al., 2010).
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5 pav. L. acicola patogenu pazeisti spygliai (EPPO Bulletin, 2015)

1.6.3 Neocatenulostroma germanicum

Si rii§is pirma karta Lietuvoje buvo i§skirta 2011 metais, i§ pusy spygliy, kurie buvo
su simptomais panasiais j raudonziedés spygliy degligés. Neocatenulostroma germanicum
i§ pradziy buvo rasta ant Pinus mugo rasies spygliy, pusis taip pat buvo uZzsikrétusi
kartu su D. septosporum, ant P. sylvestris ir P. mugo pusy. Neocatenulostroma germanicum
patogenas gali sukelti liga veikdamas vienas, arba kartu su kitais minétais patogenais — L.
acicola ar D. septosporum.

2013 metais rusis aptikta ir izoliuota Ukrainoje i§ Pinus nigra pusies spygliy
(Markovskaja et al., 2016). Neocatenulostroma gentis (Quaedvlieg et al., 2014) priklauso
trims rasims, kurios yra filogenetiSkai glaudziai susijusios ir morfologiskai panasios, tai biity
— N. abietis (Butin & Pehl) Quaedvlieg & Crous, N. germanicum (Crous & U. Braun)
Quaedvlieg & Crous ir N. microsporum (Joanne E. Taylor & Crous) Quaedvlieg & Crous.
Sio patogeno geografinis pasiskirstymas ir genetiné jvairové dar néra istirta (Markovskaja
et al., 2016), tod¢l tyrimai labai svarbiis, norint i$siaiskinti, kokig grésme Sis grybas daro

puSynams.

6 pav. N. germanicum patogeno tipiniai simptomai ant spygliy kartu su patogenu L.

acicola (Markovskaja et al., 2016)
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1.6.4 Lophodermium spp.

Dar viena spygliy liga, kurig sukelia grybinis patogenas Lophodermium spp., yra
paprastoji pusy spygliakrité. Lophodermium yra rimtas patogenas Siaurés Baltijos ir
Skandinavijos Salyse esanciuose pusynuose (Hanso and Drenkhan, 2011). Lophodermium
genciai priklauso 16 gryby riisiy, ir trys i$ jy randamos ant paprastosios pusies spygliy —
Lophodermium seditiosum, Lophodermium conigenum ir Lophodermium pinastri (Reignoux
etal., 2014; Diwani and Millar, 1985). Lophodermium pinastri dazniausiai uzkreéia vyresnes
pusis, daigai smarkiai pazeidZiami ir neretai visai sunaikinami. Ankstyvieji ligos simptomai
susideda i8 nedideliy rudy spalvos pakitimy ant spygliy, ant kuriy atsiranda eilémis piknidés
ir apoteciai (Jones, 1935). Piknidés ovalios, beveik apvalios, iSsidésiusios spygliy
pavirSiuje, apoceciai juodos spalvos, ovalo — elipsés formos, vienas nuo kito atskirti
juodomis skersinémis linijomis (7 pav.) (Dabkevicius ir kt., 2006; Stravinskas, 2013,;
Bernard, 2015).

Spygliakrité aptinkama beveik kasmet. Ligai vystytis svarbios oro salygos, jai labai
palankus Siltas ir lietingas oras vasarg bei rudenj ir nesalta ziema. Po palankiy mety, liga gali
apimti labai didelius plotus (Belova et al., 2000). Lietuvoje, 2017 m. paprastoji pusy
spygliakrité uzregistruota 37,1 ha plote — 60% medziy dél ligos neteko apie 60% spygliy
(Lietuvos valstybiniy misky 2017 m. sanitarinés biiklés apzvalga, 2017).

7 pav. Lophodermium spp. patogeno pazeisty spygliy simptomai (Bernard, 2015)
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1.6.5 Gibberella circinata

Gibberella circinata (Nirenberg and O’Donnell) yra patogeninis grybas —
askomicetas, kuris sukelia pusy vézj. PuSy vézys yra viena i$ svarbiausiy pusyny ligy visame
pasaulyje (Pfenning et al., 2014; Bezos, 2017). Grybas pazeidzia daugelis pusy rusiy ir
didziosios poctigés augalus. Gibberella circinata pirma karta buvo nustatyta pietryCiy
jungtinése valstijose (Hepting and Roth 1946; Gordon et al., 2001). Véliau aptikta Ispanijoje,
Italijoje, Piety Afrikoje, Japonijoje, Siaurés Amerikoje. Siuo metu Zinoma, kad Gibberella
circinata uzkrec¢ia daugiau kaip 50 pusy rasiy (Wingfield et al., 2008). Fusarium circinata
(Nirenberg and O’Donnell) yra nelytiné forma, taip pat yra daug $io grybo sinonimy:
Fusarium subglutinans f. sp. pini Hepting; F. moniliforme Sheldon var. subglutinans
Wollenweber F. lateritium f. sp. pini Hepting; Fusarium subglutinans (Wollenweber &
Reinking) Nelson et al. f. sp. pini Correll et al. (EPPO Bulletin 39, 2009).

Gibberella circinata pazeidzia tiek pusy sodinukus tiek bet kokio amziaus augala.
Dazniausiai pazeidimai matomi ant spygliy, kamieno ir kankoréziy. Sodinuky spygliai
paZzeisti patogenu, paruduoja ar pageltonuoja, nudzitista augalo vir§iiné arba visas augalas.
ISrovus augalg su Saknimis, matyti parudavusi ir suskilinéjusi Sakny zievé. MedZiams taip
pat pasireiskia pana$ts pozymiai: iSsiskiria sakai ant $akeliy, Saky ir kamieno pavirSiaus,
pageltonuoja arba paruduoja spygliai, pazeista lajos vieta tampa panasi j véliavéle, pastebimi
daugybiniai Saky vézio ir dziivimo zidiniai vir§ pirminio pazeidimo jvairiose lajos vietose,
nudzitsta augalo vir§tiné, 0 galiausiai ir visas augalas (8 pav.) (EPPO Bulletin 39, 2009;
Bezos et al., 2017).

Europoje G. circinata yra zinomas i§ Ispanijos, Portugalijos, Pranciizijos ir Italijos ir
yra laikomas rimtu potencialiu invaziniu miSko patogenu Europoje, kuris plinta uzterStomis
séklomis, sodinukais, medienos medziaga, dirvoZzemiu, véju, vabzdziy platinimo vektoriais,
taip pat prie plitimo prisideda Zmogaus veikla. Ateityje patogenas daZniau plésis | piety
Europos pusynus, ta¢iau taip pat yra galimybé plisti Vidurio ir Siaurés Europoje. Lietuvoje
iki Siol kol kas néra G. circinata aptikimo duomeny (Oszako Tomasz et al., 2018), bet

pavojus labai didelis.
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8 pav. Gibberella circinata pusies pazeidimai: A- sé¢jinuky dzidtis; B — kamieno
vézys; C — spygliy dzittis; D — nudzitivusi augalo virsiné (EPPOBulletin 39, 2009;
Bezos D. et al., 2017).
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1.7 Grybuy identifikavimo metodai

Patogeny identifikavimui vienas 1§ dazniausiai naudojamy metody yra vizualinis,
kuomet patogenas identifikuojamas pagal jam specifinius sukeltos ligos poZymius,
dazniausiai ant augalo atsiranda gryby piknidés, pustulés, sporos, ant pazeisty audiniy
matomos specifinés démeés, dryziai, puviniai ar iSaugos. Pavyzdziui pusy rudziy sukeléjo
zilinés raudonriidés Coleosporium senecionis pozymiai labai gerai matomi - ant spygliy
iSauga geltonos sporangés su balsvomis apnasSomis pakraS¢iuose, todé¢l identifikavimui
daugiau tyrimy nereikia. Norint nustatyti risj, daznai taikomas mikroskopavimo metodas,
kuomet nuo pazeisto augalo audinio dalies atsargiai adatele paimamas grybo grybienos
gabalélis su sporomis ir pamerkiamas j vandens lasg ir uzdengiamas dengiamuoju stikleliu,
paruostas preaparatas mikroskopuojamas ir yra vertinamas. Labiausiai démesys
atkreipiamas ] grybo spory dydj ir spalva, hify struktiirg ir pertvaréliy skaiciy. Jeigu ant
augalo nesimato grybo grybienos ir spory, galima paruosti drégng kamera, kad sukelti
dirbtinj augimg ir spory susidarymg. Kitas metodas identifikuoti rtisis — gryby auginimas ant
dirbtinés mitybinés terpés. Sio metodo privalumas, kad galima i$skirti endofitinius grybus,
kurie nesukelia ligos pozymiy ir yra ,,nepastebimi®. Norint i$skirti endofitus, svarbu gerai
nudezinfekuoti augalo audinio pavirsiy ir dedant ant terpés augaling medziaga supjaustyti
mazais gabaliukasi, kad grybas galéty lengviau ,,uzlipti* ant mitybinés terpés. Uzaugintos
grynos kultiros micelis mikroskopuojamas ir analizuojamas. Jeigu ant augalo audinio
matoma grybo spory, galima paruoSti spory suspensija: adatelés pagalba paimti spory,
imerkti | vandens lasa ir iSglaistyti ant mitybinés terpés, tokiu biidu uZauginama gryna
kultira (Dabkevicius ir Brazauskiené, 2007; EPPO Bulletin, 2015; Mullett and Barnes,
2012). Taciau yra labai daug gryby risiy kuomet identifikuoti tik pagal ligos simptomus
apzilrint augalg arba pagal grybo morfologija pradinése stadijose yra labai sudétinga arba
visai nejmanoma, ypa¢ labai giminingoms rasims. Siekiant kuo anksiau aptikti ir
identifikuoti ligos sukeléjus, kad galima bty pasirinkti tinkamas kontrolés priemones ligos
plitimui stabdyti, vis dazniau gryby identifikavimui taikomi molekuliniai metodai. Gryby
lastelés viduje esancioje DNR yra sukaupta visa paveldima informacija, jdomu tai, jog
grybuose DNR yra iki deSimties karty daugiau negu bakterijose. [vairios gryby rii§ys savo
DNR labai skiriasi, ir net 80-97% DNR sckos yra nesikartojancios (Dabkevicius ir
Brazauskien¢é, 2007). Mikroskopiniy gryby identifikavimui naudojamas polimerazés
grandininés reakcijos (PGR) metodas, kuris skirtas specifinés DNR sekos padauginimui.
PGR turi daug skirtingy metodiky ir yra labai greitas, efektyvus, patogus ir ganétinai

nebrangus metodas (Firantiené et al., 2009). Gryby molekuliniam identifikavimui buvo
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sukurti PGR pradmenys, kuriuos panaudojus galima pagausinti gryby vidinio
transkribuojamo tarpiklio (angl. internal transcribed spacer — ITS) sritj, kuri yra tarp
branduolio rRNR geny (White et al., 1990). Tais atvejais, kai ITS regionas néra idealus,
pvz.,kai néra pakankamos rasies identifikavimo raiSkos tokioms rasims kaip Aspergillus,
Fusarium, Penicillium, ir Trichoderma arba kai dirbama su daugeliu morfologiskai panasiy
rasiy, turéty buti analizuojami kiti baltymy kodavimo geny regionai. Svarbu suprasti, kad
labai maza dalis gryby <1% buvo suskirstyti pagal ITS regiong (Raja et al., 2017).

Molekuliniy tyrimy pagalba, panaudojus PGR reakcijag galima atskirti D.
septosporum ir D. pini rasis, kuriy pagal morfologija ir sukeliamus ligos simptomus atskirti
nejmanoma. Panaudojus univeralius D. septosporum Dstub2-F, Dstub2 ir D. pini DPtef-F,
DPtef-R rasims specifinius pradmenis galima atskirti Sias dvi rasis. D. septosporum
univeraliis pradmenys koduoja B-tubulino, o D. pini elongacijos faktoriaus efl — o genus
(loos et al., 2010). Kitas biidas atskirti rasis yra panaudojus lytinio suderinamumo tipo MAT
(angl. mating type MAT) genams universalius pradmenis D. septosporum — DseprMat1f,
DseptoMat2f ir D. pini — D.piniMatlF, DpiniMat2f (Groenewald et al., 2007). D.
septosporum ir D. pini yra heterotaliniai organizmai, t.y turintys skirtingo lytinio potencialo
individus. Heterotalinio grybo lytinéms sporoms susiformuoti reikalingi du skirtaly¢iai
suderinami individai (Groenewald et al., 2007; Lukosiené ir Kutorga, 2014). Norint, kad
vykty lytiné reprodukcija, dvi vienodos rtsys turi turéti skirtingus MAT genus (MAT]I arba
MATII) (Fraser et al., 2003).

Prie§ teigiant, kad augalg tikrai uzkrété grybinis patogenas, reikia uzkrésti augala
tariamu patogenu. Tyrimo metu galima augalg ar jo dalis (lapus, spyglius) apipurksti grybo
sporomis, galima krésti per dirvag ar mirkyti augalg spory suspensijoje. Jeigu po kurio laiko
ant augalo iSryskéja ligos simptomai, galima teigti jog tiriamas grybas yra patogenas ir
sukelia liga (Dabkevicius ir Brazauskien¢, 2007). Sis metodas turi atitikti Kocho postulatus,
kurie teigia, kad (Nelson, 1995):

1. Mikroorganizmas turi sukelti ligos simptomus.

2. Mikroorganizmas turi biiti iSskirtas i§ augalo audiniy ir auginamas grynoje kultiiroje.

3. Ligaturi pasireiksti ant sveiko augalo, kuomet jis yra uzkreciamas grybu i§ iSaugintos
kultdiros.

4. Mikroorganizmas turi buti vél iSskirtas i§ eksperimentiskai uzkrésto augalo.
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2. TYRIMU MEDZIAGOS IR METODAI

2.1.Medziagos ir reagentai

Atliekant tyrimus ir eksperimentus, buvo naudoti Gamtos tyrimy centro, augaly

patologijos laboratorijos cheminiai reagentai ir prietaisai.

3 lentelé. Cheminés medziagos ir reagentai

Cheminés medziagos pavadinimas

Gamintojas

Glicerolis (C3HgOs)

Chempur (Lenkija)

Izopropanolis (2-propanolis) (C3zHgO)
Chloroformas (CHCls)

Fisher Chemical (Jungtinés Amerikos

Valstijos)

Etanolis (C2HsOH)

AB ,,Stumbras* (Lietuva)

Heksadeciltrimetilamoniobromidas CTAB
(CH3(CH2)15N(Br)(CHa)3)
Etilendiamintetraacto rugstis EDTA
(C10H16N20s)

G — Biosciences (Jungtinés Amerikos

Valstijos)

Druskos ragstis (Tris-HCI)

Roth (Vokietija)

Natrio chloridas (NaCl)

Lachema (Cekija)

Dream Taq Green reakcijos buferis
DreamTaq DNR polimerazé

dNTP misinys

Magnio chloridas (MgCly)

Agaroze (Agarose Standard low EEO)

ThermoFisher (Lietuva)

Pradmenys (DpiniMat1f2, DpiniMat2f,

DseptoMatlf, DseptoMat2f, DPtef-F, DPet-R

, Dstub2-F, Dstub2-R, LAtef-F, LAtef-R

BaseClear (Nyderlandai)
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4 lentelé. Naudoti tirpalai

Tirpalo pavadinimas

Sudétinés dalys

CTAB tirpalas (3%)

CTAB

Tris-HCI (1M) (druskos rigstis)
EDTA (0,5M)

NaCl (5M) (natrio chloridas)
H20 (distiliuotas)

SB (natrio borato) buferis

NaOH (natrio $armas)
B(OH)3 (boro rugstis)
H20 (distiliuotas)

Agarozés gelis (2%)

Agarozé

Dazas Gel Green (Biotium)

SB buferis

5 lentelé. Naudotos terpés

Terpés pavadinimas

Sudétinés dalys

Koncentracija

2% MEA agarizuota terpé | Agaras 18 g/l
(Mullett and Barnes, 2012) Malt ekstraktas égogg] y
Vanduo (distiliuotas)
2% MEA skysta terpé Malt ekstraktas 16 g/l
Vanduo (distiliuotas) 800 mi/l
PDA (Bulviy dekstrozés D — gliukozé 59/l
agaras) (Lelliott, 1987) Agaras 20 gl
Pagamintas bulviy 200 mi/l
ekstraktas
Vanduo (distiliuotas) 800 ml/I
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2.2 Naudoti laboratoriniai prietaisai

Autoklavas MultiControl (CertoClav; Austrija).
Laminarin¢ traukos spinta Cellgard (NUAIRE; Class II; Jungtinés Amerikos
Valstijos).

3. Termostatas MEMMERT ICH 256 (Memmert; Vokietija).

© © N o O

10.

11.

12.
13.
14.
15.

Homogenizatorius FAST PREP BIO 101 (Thermo Savant; Jungtinés Amerikos
Valstijos).

Centrifuga Heraeus FRESCO 21 (Thermo Scientific; Vokietija).

Centrifuga Galaxy mini (VWR; Kor¢ja).

Kaitinimo blokas Eppendorf Thermomixer Comfort (Eppendorf; VVokietija).
Nanospektrofotometras P330 (Implen; Vokietija).

Termocikleris Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems; Jungtinés
Amerikos Valstijos).

Elektroforezés aparatas Sub-Cell R GT (Bio-Rad); $altinis EPS 301 (Amersham
Biosciences; Svedija).

UV transiliuminatorius, geliy dokumentavimo sistema Fire Reader (UVitec;
Jungtinés Amerikos Valstijos).

Analitinés svarstyklés KERN (ABJ; Vokietija).

Dirbtinio klimato kamera Fitotron (Weiss gallenkamp; Vokietija).

Mikroskopas Motic BA 300 (Meyer instruments; Jungtinés Amerikos valstijos)
Mikroskopas Nikon Eclipse Ci-L (Nikon; Japonija).
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2.3 Tyrimo objektas ir vieta

Tyrimo objektas — Pinus spp. genties augalai.

Vieta — tyrimo metu buvo renkami pavyzdziai nuo $iy Pinus spp. augaly (6 lentelé):

6 lentelé. Tiriamyjy Pinus genties rasys ir rinkimo vieta

Siebold 'Glauca’)

Auglo rasis Vieta Koordinatés
Paprastoji pusis (Pinus sylvestris L. Kairénai 54.7357207, 25.4012941
'‘Beuvronensis')
Kalniné pusis (Pinus mugo Turra Kairénai
'Frisia’)
Veimutiné pusis (Pinus strobur L.) Kairénai
Juodoji pusis (Pinus nigra Arn.) Kairénai
Bankso pusis (Pinus banksiana Lamb. | Kairénai
X contorta)
Geltonoji pusis (Pinus ponderosa var. | Kairénai
scopulorum Engelmann in S. Watson)
Smulkiaziedé pusis (Pinus parviflora | Kairénai

Paprastoji pusis (Pinus sylvestris L.)

Vilniaus miestas

54.712970, 25.186949

Paprastoji pusis (Pinus sylvestris L.)

Pagiriai

54.581729, 25.181708

Paprastoji pusis (Pinus sylvestris L.)

Zarasy raj.

55.708688, 26.185255
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2.4 Tyrimo metodai
2.4.1 Mikroskopiniy gryby iSskyrimas i§ augalo audiniy

Surinkta medziaga su sveikais ir vizualiai pastebimais pazeidimais ant augalo Sakeliy,
pumpury ir spygliy (EPPO Bulletin, 2015). Mikroskopiniy gryby i§skyrimui buvo naudojami
keli metodai. Pirmojo metodo metu atskiros dalys buvo supjaustytos nedideliais gabaléliais
ir sterilinamos. Augaliné medziaga sterilizuota palaikant 30 sekundziy etanolyje (96%),
nuskalauta steriliu vandeniu ir i§dziovinta filtrinio popieriaus gabaléliu. Mikroorganizmy
iSskyrimui paruosSta medziaga buvo jspaudziama j MEA 2% terp¢ ir auginama kambario
temperatiiroje apie 22 °C, tamsoje (Jankowiak, 2006). Po keletos dieny, kuomet
pasirodydavo grybo grybiena, ji buvo iSpjaunama nedideliu gabaléliu ir perséta j Petri
lékstele su paruosta MEA 2% terpe, grynos kultliros uzauginimui. Antrojo metodo metu,
sterilinami spygliai buvo taip pat, kaip ir pirmgjame metode. Adatélés pagalba buvo
bandoma i§ pazeidimo paimti grybo spory. Sporos jmerkiamos j vandens lasg ir kilpelés

pagalba paskirstomos j Petri 1ékstele (EPPO Bulletin, 2015).

2.4.2 Izoliaty morfologinis grupavimas

Morfologiniam grupavimui izoliatai buvo auginami ant MEA 2% terpés. Ménesio
amziaus izoliatai buvo grupuojami j morfologines grupes, pirmiausiai pagal kolonijos vaizda
1ekSteléje t.y augimo iSsidéstyma ir spalva, tuomet visi izoliatai buvo mikroskopuojami ir
grupuojami pagal hifus bei sporas jeigu jos susiformavo (pagal laboratorijos naudojamag
metodika). Mikroskopavimui buvo nadojamas binokuliarinis mikroskopas — Nikon Eclipse
Ci-L, kultiros nagrin¢jamos apzitirint 40x padidinimu, kultiros buvo fotografuojamos

naudojant kompiutering programg — NIS — Elements D 4.00.05.

2.4.3 Grynuy kultiiry ilgalaikis saugojimas

ISskirtos ir morfologiSkai sugrupuotos grynos kultiiros buvo sudétos ilgalaikiam
saugojimui, kad galéty buti panaudotos prireikus kitiems eksperimentams. I$ 1eékstelés su
gryna kultiira, buvo i$pjautas gabalélis agaro su grybo hifais ir jdétas j 1,5 ml. mégintuvélius,
tuomet buvo uzpilta 1 ml 10% glicerino tirpalo ir laikoma ultra Zemos temperatiiros
Saldiklyje -70 °C, tokios kultiiros iSlieka gyvybingos apie 9 ménesius ir ilgiau (Singleton et
al., 1992).
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2.4.4 Dothistroma spp. identifikavimas panaudojant polimerazés grandinine¢ reakcija

Genominés DNR iSskyrimas naudojant CTAB metodika. Dothistroma spp. grybo
DNR isskyrimui buvo naudojama augaliné medziaga — spygliai su matomais simptomais.
Kity gryny gryby izoliaty DNR iSskyrimui buvo naudota grybo grybiena. | mégintuvélj su
tirlamgja medziaga buvo jpilta 600 ul CTAB tirpalo. Tiriami pavyzdziai purtomi 5,5
aps./min. 30 sekundziy du kartus, tarp jy darant 30 sekundziy pertraukg. Kiekvieng kartg po
purtymo mégintuvéliai centrifuguoti 8 000 aps./min. 1 min. Mégintuvéliai inkubuoti valanda
65 °C temperatiiroje. Po inkubacijos, ] mégintuvélius pilama 600 ul chloroformo ir gerai
sukratoma, centrifuguota 10 minuciy 10 000 aps./min. Virsutiné tirpalo frakcija buvo
perkelta i 1,5 ml tirio mégintuvélius ir jpilta 1 ml Salto (laikyto -20 °C temperatiiroje)
izopropanolio ir lengvai pavartoma. Meégintuvéliai inkubuoti 30 minuciy -20 °C
temperatiiroje. Po inkubacijos mégintuvéliai centrifuguoti 30 min. 13 aps./min. 4 °C
temperatiiroje. Nupylus supernatanta ant dugno buvo matoma nusodinta DNR, kuri buvo
uzpilta 200 pl salto etanolio 70% (-20 °C) ir centrifuguojama 5 min. 13 aps./min. greiciu 4
°C temperatiiroje. Nupylus skystj mégintuvéliai laikyti atviri kol iSgaruos etanolis. DNR
iStirpinta 20 pl steriliame vandenyje. Po 24 valandy iSmatuota DNR koncentracija ir kokybé
(Rosling et al.¢ 2003).

Dothistroma septosporum rusies patvirtinimas. Nustacius iSskirtos DNR
koncentracijg ir kokybg Nanodrop (P330) ji buvo praskiedziama iki darbinés — 10 ng/ul
koncentracijos. Pirmojo eksmerimento metu DNR fragmentai buvo dauginami panaudojant
polimerazés grandining reakcija su D. pini, D. septosporum ir L. acicola specifiniais
pradmenis — DPtef-F, DPet-R, Dstub2-F, Dstub2-R, LAtef-F, LAtef-R (loose et al., 2010).
Buvo ruoSiami trys reakcijos mi$iniai su skirtingiais pradmenimis. Pirmasis reakcijos
miSinys su D. septosporum specifiniais pradmenimis, kurio galutinis ttris 15 pl vienam
méginiui: 9,375 pl vandens, 1,5 ul Green buferio, 1,5 ul dNTP misinio, 0,3 pl Dstub2-F
pradmens, 0,3 pul DStub2-R pradmens, 0,45 pl MgClz, 0,075 pl DreamTaq polimerazés ir
1,5 ul amplifikuojamos DNR. Kiti du miSiniai buvo ruoSiami tokiomis pat koncentracijomis
tik su kitais rasiai specifiniais pradmenimis (antrasis miSinys su D. pini, treiasis su L.
acicola pradmenimis).

D. septosporum:
Dstub2-F 5 CGAACATGGACTGAGCAAAAC 3
DStub2-R 5 GCACGGCTCTTTCAAATGAC 3*
D. pini:
DPtef-F 5 ATTTTTCGCTGCTCGTCACT 3
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DPtef-R 5 CAATGTGAGATGTTCGTCGTG 3
Lecanosticta acicola:

LAtef-F 5 GCAAATTTTCGCCGTTTATC 3*
LAtef-R 5 TGTGTTCCAAGAGTGCTTGC 3¢

Amplifikavimo ciklai:

1. Denaturacija 95 °C 10 min.;

2. Denaturacija 95 °C 30 s; pradmeny prisitvirtinimas 60 °C 23 s ir pradmeny ilginimas 72
°C 60 s. Sie ciklai kartojami 40 karty;

3. Galutinis pradmeny ilginimas 72 °C 10 min.

Antrojo eksperimento metu DNR fragmentai buvo dauginami panaudojant polimerazés
grandining reakcija su D. septosporum specifiniais pradmenis: DpiniMat1f2, DpiniMat2f,
DseptoMatlf, DseptoMat2f (Groenewald et al., 2007). Buvo ruosiami du reakcijos mi$iniai
su skirtingais pradmenimis, pirmasis reakcijos miSinys su D. septosporum MATI
pradmenimis, kurio galutinis tiris 15 pl vienam meéginiu: 9,375 pl vandens, 1,5 pl Green
buferio, 1,5 ul ANTP misinio, 0,3 pl DseptoMatlf pradmens, 0,3 pl DotMatlr pradmens,
0,45 ul MgCl2, 0,075 ul DreamTaq polimerazés ir 1,5 pl amplifikuojamos DNR. Antrasis
reakcijos miSinys su D.septosporum MATII pradmenimis buvo ruosiamas tokiomis pat

koncentracijomis kaip su MATI pradmenimis.

D. septosporum:

DseptoMatlf 5“ CGCAGTAAGTGATGCCCTGAC 3
DotMatlr 5> TTGCCTGACCGGCTGCTGGTG 3°
DseptoMat2f 5 GTGAGTGAACGCCGCACATGG 3
DotMat2r 5" CTGGTCGTGAAGTCCATCGTC 3’

Reakcijos miSinys paruostas pagal Groenewald et al. 2007 protokola. Amplifikavimo ciklai:
1. Denaturacija 94 °C 5 min.;
2. Denaturacija 94 °C 20 s; pradmeny prisitvirtinimas 65 °C 20 s ir pradmeny ilginimas
72 °C 40 s. Sie ciklai kartojami 40 kartu;

3. Galutinis pradmeny ilginimas 72 °C 5 min.
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PGR produkty analizé buvo vykdoma elektroforize 1,5% agarozés gelyje: 2,25 g
agarozés, 150 ml SB (1x) buferio, 2% ,,GelGreen* (10 000x) dazo. Visi méginiai buvo
skirstomi gelyje 100 V jtampoje 2 val. ir vizualizuojami naudojant geliy dokumentavimo

sistemg Fire Reader (Jungtiné Karalyste).

2.4.5 Antagonistiniy savybiy turin¢iy gryby atrinkimas

Antagonistinis poveikis buvo tiriamas su trimis ,Gamtos tyrimy centro, augaly
patologijos laboratorijos, patogeny izoliatais (PATI; PATII ir PATIII) isskirtais i§ Pinus
sylvestris pusy auganciy skirtingose vietovése ir 78 endofitiniais izoliatais. 10 — ties pary
patogeno grynos kultliros paruosta spory suspensija buvo iSglaistoma ant 2% MEA terpés
po 300 pl: apie 5000 Igst./ml. Sporos buvo skai¢iuojamos Goriajavo kameroje pagal formule
(Xabubymmna, 2007):

N =a - 1000K/h - S;

N — spory skai¢ius viename mililitre;

A — Vidutinis spory skaicius, penkiuose mazuose kameros kvadratuose;
K — suspensijos skiedimas;

h — kameros gylis;

S — plotas mazo kvadrato, mm

Ant iSglaistyty spory uzdedami du, 7 — niy pary, nepatogeninio grybo hify diskai, kurie
buvo iSpjauti su steriliu 5 mm skersmens graztu ir uzdéti ant abiejy vidinés Petri 1ékstelés

krasty. Eksperimentas iki vertinimo laikomas 14 pary 22 °C temperattroje (9 pav.).

Patogeno spory suspensija

Agaro diskas su antagonisto
grybiena

9 pav. Antagonistinio testo schema
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2.4.6 Antagonistinio poveikio vertinimas

Antagonistinis poveikis buvo vertinamas pagal inhibicines zonas (10 pav.). Vertinimas
buvo atlickamas po dviejy stebéjimo savai¢iy. Laboratorijoje buvo sudaryti vertinimo
kriterijai, pagal kuriuos izoliatai buvo suskirstyti j tris grupes:

1) Turi didelj antagonistj poveikj (patogeny sporos nesudygo);
2) Turi vidutinj antagonistinj poveikj (inhbiciné zona 0,5 mm ir daugiau);

3) Antagonistinio poveikio neturi (inhibicinés zonos nesusidaré).

Antagonistas
Inhibiciné zona

Patogeno kolonijos

10 pav. Antagonistinio poveikio vertinimas pagal inhibicines zonas

2.4.7 Antagonistiniy savybiy turin¢iy gryby patikra in vivo

Eksperimentui buvo auginamos pusys, kuriy séklos pasétos steriliame dirvozemyje.
Pusys buvo auginamos metus laiko, auginimo kameroje — Fitotron (Weiss Gallenkamp;
Vokietija), kontroliuojamomis salygomis: drégmé, temperatiira, dienos ir nakties rezimas.
Drégmé 80%, dienos rezimas 16 valandy ir 20 °C temperatiira, nakties reZimas — 8 valandos
ir 17 °C temperatira (Perry et al., 2016). Pusy inokuliavimui buvo naudoti du patogeniniy
gryby izoliatai (PAT1 ir PATII) isskirti i§ Pinus genties augaly ir 5 antagonistinj poveikj in
Vivo turéje gryby izoliatai: 722; Mt4Y29; Pst IN1; RDZ 5T 1.6 ir SC2.4.1, kurie yra i§
laboratorijos  kolekcijos. Pirmiausia, 2018-11-20 d. puSys buvo inokuliuotos
nepatogeniniais, antagonistinj poveikj turinéiais grybais, o 2018-12-13 d. antagonistais
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inokuliuotos pusys buvo uzkréstos patogeniniais grybais. IS viso buvo inokuliuota 120 pusy,
kurios suskirstytos j 12 grupiy po 10 pusy:

10 pusy PATI + Mt4Y29;

e 10 pusy PATI+ RDZ 5T 1.6;

e 10 pudy PATI + Pst 1N1;

e 10 pusy PATI+ 622;

e 10 pusy PATI+ SC2.4.1;

e 10 pusy PATII+SC2.4.1;

e 10 pusy PATII + Mt4Y29;

e 10 pusy PATII + RDZ 5T 1.6;

e 10 pusSy PATII + Pst IN1;

e 10 puSy PATII+622;

e 10 pusy tik PATI be antagonistinio grybo;
e 10 pusy tik PATII be antagonistinio grybo;

e 20 pusy neigiama kontrolé — nieko nedaryta.

Inokuliacijai buvo naudota 10° spory (Perry et al., 2016), suskai¢iuoty Goriajevo
kameroje pagal formule (Xa6ubymiuna, 2007). PuSys buvo inokuliuotos jas apipurSkiant,
buvo naudotas sterilus rankinis purkstuvas. Inokuliavimo schema pavaizduota 11 — tame

paveikslélyje.

11 pav. Pusy inokuliavimo schema
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3. REZULTATAI

3.1 Augaly ligos poZymiu/paZeidimy jvertinimas

2018 m. buvo surinkta Pinus genties augaliné medziaga tiek su ligy simptomais, tiek
be jokiy matomy pazeidimy. Medziaga rinkta keturiose skirtingose vietovése. Daugiausia
pazeidimy buvo stebima ant augalo spygliy, pazeidimai buvo pastebimi ant spygliy centrinés
bei virSutinés dalies, o spygliy pamatas buvo pazeistas maziausiai. Labai daug spygliy buvo
su nudziuvusiais galais. Ypac didelis démesys buvo atkreiptas j jvairias démes, buvo rasta
spygliy su geltonomis démémis, kuriy pamate buvo plyty raudonumo démés, taip pat buvo
spygliy su pailgomis tamsiomis démémis su jtrukimais, Kkuriuose jau matési grybo

vaisiaktiniai (12 pav.).

12 pav. Spygliy pazeidimai ant Pinus genties augaly
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3.2 Gryny mikroskopiniy grybu kultiiry iSskyrimas ir morfologinis grupavimas

Mikroorganizmy i$skyrimui, augaliné medziaga buvo rinkta nuo deSimties Pinus
genties augaly — keturiy vietiniy ir SeSiy introdukuoty. Buvo surinktos Sakelés su pazeistais
spygliais ir pumpurais. Pirmiausia tyrimas buvo atlickamas su augaline medziaga surinkta
Vilniaus botanikos sode Kairénuose. Ten auga ne tik vietiné Pinus sylvestris rasis, bet ir
kitos introdukuotos rasys. Tyrimo metu augaliné medziaga mikroorganizmy i$skyrimui
buvo rinkta nuo Sesiy introdukuoty Pinus genties augaly: Pinus mugo 'Frisia“; Pinus strobur;
Pinus nigra; Pinus Banksiana xp contorta; Pinus ponderosa var. scopulorum ir Pinus
parviflora 'Glauca’ bei vietinés Pinus sylvestris rasies. IS $iy rasiy iSskirta 229 grynos gryby
kulttros. Kairénuose daugiausiai izoliaty ir morfogrupiy buvo aptikta ant vietinés Pinus

sylvestris rasies, ant kity rasiy tiek izoliaty, tiek morfogrupiy buvo aptikta maziau (13 pav.).

Izoliaty skaicius Morfogrupiy skaicius
60
53
50
40 37 35
w0 31 29
s 23 21
20
13 14 13 12
9

10 8

0

P. sylvestris P. mugo P. strobur P. nigra P.Banksiana P. P.parviflora
'Frisia‘; Xp contorta ponderosa 'Glauca'.

var.
scopulorum

13 pav. Izoliaty ir morfogrupiy skaicius i$skirtas i§ Vilniaus Botanikos sodo Kairénuose

Véliau augaliné medZiaga buvo rinkta dar trijose skirtingose vietovése: Zarasy rajone,
Vilniaus mieste ir Pagiriuose. Buvo palyginta, kiek izoliaty ir morfogrupiy i$skirta i§ vietinés
Pinus sylvestris riisies. Daugiausiai izoliaty i§ P. sylvestris buvo i$skirta Vilniaus botanikos
sode Kairénuose, nors palyginus su kitomis vietovémis morfogrupiy ten buvo nedaug.
Daugiausia morfogrupiy — 30, buvo aptikta Zarasy rajone, nutolus nuo miesto kelis

kilometrus (14 pav.).
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Morfogrupiy skaicius

Izoliaty skaicius

0

Pagiriai

15
19

18

10 20

Vilniaus miestas

30
32
35
48
53
30 40 50 60
Zarasy raj. Kairénai

14 pav. lzoliatai isskirti i§ P.Sylvestris skirtingose vietovése

Tyrimo metu nuo deSimties Pinus genties augaly i$ viso iSskirtos 344 gryni gryby

izoliatai i§ augalo spygliy, pumpury ir Sakeliy. Morfo grupiy suskai¢iuota 75. Sudéjus visas

tirtas pusy rusis, tirtas skirtinguose vietovese, buvo pastebéta, kad daugiausia morfo grupiy

aptikta Zarasy rajone — 30, maziau Vilniaus mieste — 17. Maziausia morfogrupiy aptikta

Vilniaus universiteto botanikos sode Kairénuose ant nevietiniy P. ponderosa var.

scopulorum ir P. strobur rasiy (15 pav.).

35
30
2o AARN
I 12
10
5
0
R © s
=g 2 3
1
25 o -
7z 2 &
- o E
©
o
o

14
8
o ©
g e <
gs 2
e S
o > ©
T o o
c 8 x
o ©
Qv c
a ©
%]
=
c
(T
o
al
Kairénai

30

14 1

P.nigra

P. strobur
P.sylvestris
P.sylvestris

Vilniaus = Zarasy
miestas raj.
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Visi i$skirti izoliatai buvo suskirstytos ] morfologines grupes. Pirmiausia kultiiros
buvo apziiirimos ir suriSiuotos pagal kolonijos iSvaizda Iékstel¢je ant terpés, buvo zitirima

kolonijos spalva ir augimas (16 pav.).

16 pav. Reprezentatyviis morfo grupés atstovai

Tuomet visos kultiros buvo mikroskopuojamos ir riiSiuojamos pagal sporas, jeigu jos
susiformavo (17 pav.), bet daugiausia izoliatai buvo grupuojami pagal hifus (18 pav.),
kadangi spory formavimuisi didZiajai daliai gryby reikia riiSiai specifinés terpés, 0 mes
izoliaty grupavimui naudojome 2% MEA terpe, kuri tinkama daugelis riiSiy gryby
kultivavimui. Buvo atkreiptas démesys j hify forma, praplatéjimus, spalva, $akojimasj, hify

pertvaréles jeigu jos buvo.
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17 pav. A — auksliai su auksliasporémis; B — sporos; C — konidiakotis su konidijomis. 40x
priartinimas

18 pav. Kai kuriy morfo grupiy hifai: A — 11-ta morfo grup¢; B — 51-ma morfo
grupé; C — 9-ta morfo grupé; D — 36-ta morfo grupé. 40x padidinimas

Morfogrupés buvo sugrupuotos nuo 1 iki 75. Buvo stebéta, kokios morfogrupés
aptiktos pavienés, tai yra kiek morfogrupiy aptikta tik ant tam tikros raiSies Pinus augalo ir
neaptikta ant kity rasiy, 7-ntoje lenteléje tokios rasys pazymétos zalia spalva, pavyzdziui:
pirma morfo grupé aptikta tik ant P. sylvestris riisies. Net 43 morfogrupés i§ 75 buvo aptiktos
ant tam tikros Pinus rasies ir nebuvo aptikta ant kity, ypac rasiy jvairové pasizyméjo vietiné

P. sylvestris raisis. Taip pat buvo stebéta, kokios morfogrupés kartojosi tarp skirtingy rasiy
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pusy, labiausiai kartojosi 36-ta morfo grupé, kuri aptikta ant visy tirty Pinus genties augaly

i8skyrus P. sylvestris Zarasy rajone, kur buvo aptikta daugiausia morfogrupiy.

7 lentelé. Morfo grupiy pasiskirstymas ant Pinus spp. augaly
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7 lentelé (tesinys).
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3.3 Morfologinis patogeny identifikavimas

Grupuojant grybus j morfologines grupes, 72 grupés buvo priskirtos endofitams —
nepatogeniniams izoliatams, 0 3 grupés priskirtos ligos sukeléjams, nes morfologiskai buvo
panasiis | patogenus. Tyrimo metu morfologiskai iki genties buvo identifikuota trys
patogenai: Lophodermium sp., Fusarium sp. ir Neocatenulostroma sp.

Pagal simptomus ant spyglio ir grybo kolonijos i§vaizda, 1étg augimo greitj (19 pav.),
morfologiskai buvo identifikuotas Lophodermium sp. patogenas. Taip pat mikroskopuojant
i¥matuoti grybo hify storis — 2,5-3,2 um (20 pav.). Sis grybas buvo i$skirtas i3 vietinés Pinus
sylvestris rasies Pagiriuose. Kad nustatyti, kokia biitent rsis buvo isskirta, reikia atlikti

tolimesnius molekulinius tyrimus.

19 pav. A — patogeno pazeistas spyglys; B — i§ spory suspensijos uzaugusios

Lophodermium spp. kultiiros; C — Perséta Lophodermium spp. kulttira
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20 pav. Lophodermium spp. kulttira, 10x padidimas

Mikroskopuojant izoliata JS9 buvo pastebéta, kad Sio mikroskopinio grybo sporos
panasios j Fusarium spp. patogeno. Buvo matomos grybo mikro ir makro konidijos(21 pav.).
Buvo iSmatuota konidijy ilgiai: mikrokonidijy ilgis sieké 7,5-12,5 um, o makrokonidijy ilgis
sieké 35-45 pum. Pagal morfologija gentis labai panasi j Fusarium oxysporum (Teixeira et
al., 2017; Fovo, 2017), bet rasiai patvirtinti reikia atlikti molekulinius tyrimus. Izoliatas buvo

i§skirtas i§ vietinés rasie Pinus sylvestris pusies spyglio, kuris neturéjo ligos simptomy.

21 pav. A — grybo mikro ir makro konidijos (40x); B — gryna dviejy savaic¢iy kulttra ant
2% MEA terpés.

Taip pat buvo rasti izoliatai, morfologiSkai labai panasts j Neocatenulostroma
germanicum patogena, iSskirta i§ spygliy su simptomais pana$iais j Dothistroma spp. ir
Lecanosticta acicola patogeny sukeliamas ligas (22 pav.) (Markovskaja et al., 2016). Sis

patogenas pasizymejo lé€tu augimo greiciu ant terpés.
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22 pav. A — grybo konidiasporos (40x), B — gryna trijy savaiciy laiko kultira ant 2% MEA
terpés, C — patogeno pazeistas spyglys
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3.4 Molekulinis Dothistroma spp. identifikavimas

Tyrimo metu, buvo rasti pusy spygliai su simptomais panaSiais ] patogeny D.
septosporum, D. pini ir Lecanosticta acicola. Kadangi pagal simptomatikg Sias rasis atskirti
labai sunku, buvo atlikta polimerazés grandininé reakcija, su Sioms rasims specifiniais
pradmenimis. Atlikus PGR reakcija buvo identifikuoti du D. septosporum izoliatai, kurie
turéjo 231 bp produktus (23 pav.).

7 8 9 10 11 12 M

D.septosporum L. acicola

23 pav. Tiriamy izoliaty DNR polimeraziné grandininé reakcija (PGR) 1,5%
agaroziniame gelyje (M — markeris; 1-3 reakcijos miSiniai su D. septosporum
specifiniais pradmenimis; 5-7 reakcijos miSiniai su D. pini specifiniais pradmenimis;
9-11 reakcijos miSiniai su L. acicola specifiniais pradmenimis; 4,8 ir 12 — neigiama

kontrolé

I penkiy tiriamy méginiy, kurie buvo tikrinami su D. septosporum specifiniais
pradmenimis, kuriy taikiniai buvo lytinio suderinamumo (MAT) genai, buvo patvirtinta

viena D. septosporum rasis, kuri turéjo MAT2 gena. Atlikus PGR reakcija buvo gautas 480

vvvvv

VU botanikos sodo Pinus ponderosa var. scopulorum pazeisto spyglio.
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24 pav. Tiriamy izoliaty DNR polimeraziné grandinin¢ reakcija (PGR) 1,5%
agaroziniame gelyje (M — markeris; 5-6 — neigiama kontrol¢; 1;2;4 — pavyzdziai,

kuriuose neaptikta D. septosporum rusis; 3 — aptikta D. septosporum rasis

MAT2 480bp
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3.5 Antagonistiniy savybiy turin¢iy gryby atrinkimas

Antagonistinio poveikio tyrimas yra labai svarbus ieSkant efektyviy ir naturaliy
priemoniy augaly ligy, kurias sukelia patogeniniai grybai, kontrolei. Antagonistiniy savybiy
tyrimas buvo atliekamas panaudojant Pinus genties augalus pazeidziantj patogeninj gryba i$
augaly patologijos laboratorijos kolekcijos. Antagonistinés savybés buvo tikrinamos su 78
nepatogeniniais grybais. 55 izoliatai buvo naudojami i$skirti i§ Pinus genties augaly, kurie
buvo isskirti tyrimo metu, 0 23 izoliatai buvo naudojami i§ laboratorijos kolekcijos, su
kuriais buvo anks¢iau atlikti tyrimai, ir kurie parodé gerg antagonistinj poveikj prie§ kitus
patogenus.

Tyrimas buvo atliekamas su trimis patogeny izoliatais — PATI; PATII ir PATII,
iSskirtais 1§ skirtingy vietoviy. Kad galima buty palyginti, ar tiriamas grybas turi
antagonistiniy savybiy buvo naudojama teigiama kontrole (25 pav.), lékStelées buvo

iSglaistytos tik su patogeny sporomis.

PATI PATIII PATIII

25 pav. Petri lekStelés tik su patogeny kolonijomis iSaugintomis i§ spory
suspensijos

Atlikus tyrima buvo nustatyti skirtingi gryby poveikiai patogeniniams grybams. Buvo
rasti gryby izoliatai, kurie efektyviai stabdé patogeno augima ir tokie, kurie nedare jokio
poveikio patogeny augimui, tokie gryby izoliatai buvo laikomi antagonistiniy savybiy
neturinciais. Tyrimo metu buvo rasta net 14 izoliaty, kurie visisSkai stabdé patogeny augima,
ir po 14 — kos steb¢jimo dieny nesimaté patogeny kolonijy lékstelése. Tokie izoliatai buvo
laikomi ypa¢ didelémis antagonistinémis savybémis pasizyminciais grybais (26 pav).
Geriausiu antagonistiniu poveikiu pasizyméjo i§ laboratorijos kolekcijos gauti izoliatai,

kurie buvo priskirti Trichoderma spp. genciai.
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26 pav. Izoliatai, kurie visiSkai sustabdé patogeno spory formavima

Eksperimento metu, pastebéta, kad kai kurivose pavyzdziuose patogeny kolonijos
pasirodé, bet susidar¢ inhibicinés zonos. Tai reiSkia, kad grybas pasiZyme¢jo
antagonistinémis savybémis, ir Salia saves stabdé patogeno augima. Pagal laboratorijoje
paruosta metodika buvo apskaiciuota, kad tokiy izoliaty buvo 10, jie pasizyméjo vidutiniu

antagonistiniu poveikiu. Inhibicinés zonos buvo >0,5 mm. (27 pav.).
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27 pav. Izoliatai, kurie tur¢jo vidutinj antagonistinj poveikj ir sudaré inhibicines zonas
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Vienas izoliatas buvo paimtas i$ laboratorijos kolekcijos, o devyni izoliatai iSskirti 1§
Pinus genties augaly tyrimo metu. Trys izoliatai pasizyméj¢ vidutiniu antagonistiniu
poveikiu i$skirti i§ Pinus mugo ,,Frisia“ raiSies, du i$ Pinus banksiana xp contorta, du i§ Pinus
nigra ir po vieng i§ Pinus nigra ir Pinus parviflora 'Glauca’ pusies rasiy, kurie buvo isskirti
i§ Vilniaus botanikos sodo Kairénuose. 54 izoliatai neparodé antagonistinio poveikio —
patogenas apaugo nepatogeninio grybo grybieng (28 pav.). Tokie izoliatai buvo laikomi

antagonistinio poveikio neturinciais.
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28 pav. Izoliatai, kurie neturéjo antagonistinio poveikio

Atlikus tyrimg buvo atrinkta 18% izoliaty, kurie pasiZyméjo ypac¢ aukstu
antagonistiniu poveikiu, 13% izoliaty, kurie pasizyméjo vidutiniu poveikiu ir buvo atmesta
69% izoliaty, kurie nestabdé patogeno augimg. Geru ir vidutiniu antagonistiniu poveikiu

pasizymejusiy gryby izoliaty DNR buvo i$skirta ir paruosta sekoskaitai, risiy patvirtinimui.
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3.6 Pusy inokuliavimas ir antagonistiniy savybiy patikrinimas in vivo

Inokuliavus pusis patogeniniais ir nepatogeniniais izoliatais, puSys buvo
nufotografuotos (29 pav.), kad galima bty palyginti kai atsiras ligos simptomy.

Ekperimento pradzioje puSy spygliai pazeisti nebuvo, matomy ligos simptomy taip pat

nepastebéta.

29 pav. Eksperimento pradzia. Inokuliuotos pusys patogeniniais ir nepatogeniniais

izoliatais

Pirmieji ligos simptomai pasirodé po 28 dieny ant PATII kontrolés pusies spygliy (30
pav.). Dar po 1-3 savaiciy ligos simptomai pradéjo rySkéti ant kity inokuluoty pusy spygliy,

jie prad¢jo dziuti, ruduoti, asirado geltonos démés.

30 pav. Spyglio pazeidimai ant inokuliotos PATII pusies
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Pra¢jus trims ménesiams po inokuliavimo, visy pusy spygliai buvo suskaiciuoti ir
buvo uzfiksuota, kiek spygliy buvo nudzitivusiy, gyvy, pazeisty ir sveiky. Neigiama
kontrolé, kuri nebuvo inokuliota patogenu, turéjo maziausiai pazeisty, be ligos simptomy
spygliy — 27. Visi antagonistai in vitro pasizyméjo ypa¢ geru antagonistiniu poveikiu
stabdant patogeno augima, bet eksperimentas in vivo parodé kitus rezultatus. IS penkiy
antagonisty, pra¢jus trims ménesiams geriausig rezultata parodé 722 grybinis izoliatas, juo
ir patogenu inokuliuotos pusys turéjo daugiausiai gyvy ir sveiky spygliy ir maziausiai turé¢jo

ligos simptomy (8 lentelé).

8 lentelé: Inokuliuoty pusy spygliy buklé po trijy ménesiy

NudZiuv Gyvi Pazeisti Sveiki
PATI kontrolé 82 301 58 243
PATI + Pstnl 90 215 67 148
PATI+Rdz 5T 1.6 96 227 40 187
PATI +722 116 428 38 390
PATI + MT4Y2.9 96 330 39 291
PATI+SC24.1 67 367 67 300
PATIE
PATII kontrolé 80 301 58 243
PATII + Pstnl 85 360 42 318
PATII+Rdz5T 1.6 85 390 25 365
PATII + 722 80 341 29 312
PATII + MT4Y2.9 65 348 38 310
PATII +SC24.1 76 252 40 212

Tyrimo metu, remiantis Kocho postulatais, buvo jrodyta, kad tiriamas grybas yra
patogenas. Po inokuliavimo patogeno sporomis, kuomet atsirado ligos simptomy — po 3-jy
ménesiy, i§ pazeisto spyglio buvo isskirta gryna patogeno kulttira, kuri atrodé taip pat kaip

prading, i$ kurios buvo gaminama spory suspensijg puSy inokuliavimui (31 pav.).



31 pav. A — pradiné¢ kultura, i§ kurios buvo gaminama spory suspensija pusy
inokuliavimui; B — gryna patogeno kultara isskirta i§ inokuliuoto, pazeisto augalo

spyglio; C — pazeistas patogenu spyglys, i$ kurio buvo i$skirta gryna grybo kulttra

Pra¢jus penkiems ménesiams po inokuliavimo patogenais, dauguma pusy nudziuvo ir

augalai visiSkai zuvo (32 pav.).

32 pav. Pusys praéjus keturiems ménesiams po inokuliavimo

Buvo skai¢iuojama kiek gyvy (turéjo zaliy spygliy) ir kiek negyvy (augalas visiskai

sudziuvo) pusy isliko (9 lentelé).
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9 lentelé. Gyvy ir nudziuvusiy augaly skaicius eksperimento pabaigoje

Gyvi augalai NudZiuve augalai
PATI kontrolé 1 9

PATI+ Rdz 5T 1.6 2 8
PATI +722 1 9
PATI+ MT4Y2.9 5 5
PATI+SC24.1 2 8

PATII + Rdz 5T 1.6 2 8
PATII +722 2 8
PATII + MT4Y2.9 3 7
PATII +SC24.1 4 6

Labiausiai nukentéjo PATI ir PATII patogenais ir Pstnl izoliatu apipurkstos pusys, po
keturiy ménesiy laiko Sios pusys zuvo, spygliai visiSkai nudziuvo ir pradéjo kristi. Nors
Psntl izoliatas in vitro parodé gera antagonistinj poveiki, in vivo tyrimuose $is izolatas
parodé blogus rezultatus ir neapsaugojo pusy nuo patogeno iSpuoliy. Taip pat daug pusy
nudziuvo kontrolinése grupése, kuriose pusys inokuliuotos buvo tik patogeno sporomis:
PATI grupéje nudziuvo 9 — nios pusys ir gyva liko tik viena, o PATII nudZiuvo ir Zuvo 8 —
nios pusys, o su zaliais spygliais liko 2. Daugiausia gyvy pusy liko kontrolingje grupéje, kuri

nebuvo paveikta patogenais, ten nudziuvo tik 3 pusys i§ 10 — ties.
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4. Rezultaty aptarimas

Apie 300 000 augaly rusiy, auganciy skirtingose Zemés vietose, tampa endofity
Seimininkais (Strobel and Daisy, 2003). Endofitiniai grybai yra svarbis biotechnologiniai
jrankiai, nes jie gamina daug antriniy metabolity, tod¢l labai svarbu istirti endofitiniy gryby
jvairove. Tyrimo metu i§ Pinus genties augaly i§ viso iSskirta 344 gryby izoliatai, kurie
priskirti 75-ioms morfogrupéms, dauguma i$ jy buvo priskirtos endofitams,kurie nesukelia
augalui ligos. Lietuvoje apie puSy endofity tyrimus informacijos néra, daugiau démesio
skiriama puSy patogeniniams grybams tokiems kaip Dothistroma spp. ir Lecanosticta
acicola (Markovskaja and Treigiené, 2009; Markovskaja et al., 2011; Raitelaityté et al.,
2017). Lenkijoje tris metus trukusiame tyrime ant Pinus sylvestris buvo isskirta net 3671
izoliatai, kuriuos priskyré 86 endofity rasims (Kowalski., 1993). Dazniausiai tam tikry
Seimininky grybiniai patogenai taip pat yra izoliuoti kaip endofitai. Tokie grybai paprastai
néra tarp gausiausiy izoliaty (Torres and White, 2012). Tyrimo metu morfologiskai
identifikavome tik 3 morfogrupes, kurias priskyréme patogenams. Siose morfogrupése buvo
tik po vieng izoliata.

Vis daugéja praneSimy apie endofitus antagonistus, kurie apsaugo nuo patogeny
daromos Zalos. Tyrimo metu in vitro atrinkome 14 izoliaty, kurie visiskai stabdé patogeno
augimg, Sie izoliatai pagal morfologija buvo priskirti Trichoderma spp. genciai. Kadangi
patogenas augo terpéje léciau, Trichoderma spp. dél savo greito augimo ir iSskirty
ekstralgteliniy fermenty (Mishra, 2010) visiSkai sustabdé patogeno augimg. Literatiroje
apraSyta daug eksperimenty, kuriy metu Trichoderma gentys stabdé patogeny augimag
(Mishra, 2010; Bendahmane et al., 2012; Chen et al., 2016; Vieira et al., 2018; Marsalkiené
etal., 2018; Dapkus et al., 2018). Trichoderma spp. gryby tyrimai atliekami ir Lietuvoje, dél
ju didelio potencialo ir panaudojimo. Jiems biidingas didelis fermentinis aktyvumas,
mikoparazitizmas ir antagonizmas, nes jie efektyviai konkuruoja dél mitybiniy substraty su
kitais mikroorganizmais. Lietuvoje geru antagonistiniu poveikiu pasizyméjo T. hamatum ir
T. viride ir. T. harzianum rasys (MarSalkiené¢ et al., 2018). Taip pat 2018 metais atliktuose
tyrimuose, su patogenais, visos, iSskyrus viena, tirtos Trichoderma spp. risys pasizyméjo
geru antagonistiniu poveikiu (Dapkus et al., 2018). Kad nustatytuméme Trichoderma risis,
kurios tyrimo metu pasiZyméjo geru antagonistiniu poveikiu reikia atlikti molekulinius
tyrimus. Dar atrinkta 10 izoliaty, kurie taip pat neblogai stabdé patogeno augima, jie sudaré
inhibicines zonas. Siy izoliaty identifikavimui reikia atlikti molekulinius tyrimus, kad
suzinotuméme gentj ir rasj.
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Atlikus PGR reakcija su D. septosporum, D. pini ir L. acicola specifiniais
pradmenimis, buvo patvirtinta D. septosporum risis, specifiniais pradmenimis gausinant [3-
tubulino geno fragmenta. Lietuvoje jau buvo aptikta $i riiSis 2017 metais panaudojus Siuos
specifinius pradmenis (Raitelaityté et al., 2017). Kadangi D. septosporum yra heterotalinis
organizmas, buvo jdomu suZzinoti, kokj lytinio suderinamumo tipg MATI ar MATII turi
tyrimo metu iSskirtas patogenas. Buvo atlikta PGR reakcija su D. septosporum MATI ir
MATII specifiniais pradmenimis. Nustatyta, kad isskirtas patogenas turi MATII lytinio
suderinamumo tipg. Lietuvoje dar néra paskelbta duomeny su atliktais D. septosporum
Iytinio suderinamumo tipais. Pirmieji tyrimai buvo atlikti 2007 metais kuriy metu buvo
lyginta iy geny paplitimas pagal $alis. Sio tyrimo metu buvo nustatyta, kad patogenas yra
heterotalinis ir, kad vykty lytiné reprodukcija, reikalingi abu lytinio suderinamumo tipai
MATI ir MATII. Abu tipai buvo rasti Europoje (Lenkijoje, Austrijoje) ir Kanadoje, Piety
Afrikoje, Jungtingje Karalystéje o tai padidina patogeno plitimg, nes gali daugintis tiek
lytiniu tiek nelytiniu biidu, todél Siose Salyse stebimas ligos progresavimas. Daugelis Saliy
buvo rastas tik MATII tipas — Cilé, Australija, Naujoji Zelandija , abiejy tipy nebuvimas
galéty paaiskinti, kad patogenas yra introdukuotas ir j kitas Salis pateko su uzkrésta augaline
medziaga, ir jeigu bus jvesta MATII tipas Siose Salyse, gali kilti rimty problemy ir liga gali
tapti nekontroliuojama (Groenwald et al., 2007). Todél labai svarbu atlikti daugiau tyrimy
Lietuvoje ir i$siaiskinti ar abu lytinio suderinamumo MATTI ir MATII tipai egzistuoja.

Antagonistinio tyrimo metu in vivo buvo gauti ne visai tokie rezultatai, kokiy buvo
tikimasi, nes po penkiy ménesiy inokuliavimo zuvo beveik visos pusys, tiek inokuliuotos tik
patogenu, tiek inokuliuotos patogenais ir antagonistais. Ypac blogus rezultatus parode Pstnl
antagonistu inokuliuotos pusys, nes tiek su PATI ir Pstnl, tiek su PATII ir Pstn1 inokuliuotos
pusys zuvo 100%, tai rodo, kad tiriamas patogenas pasizyméjo labai dideliu patogeniskumo
laipsniu. Literatiiroje raSoma, kad antagonistinis poveikis, kurj kai kurie grybai parodé
patogenams dirbtinés kultiiros terpéje, ne visada buvo palaikomi augale Seimininke. Todél,
nepaisant gery rezultaty in vitro, manoma, kad biitent lauke, augalo natairalioje aplinkoje turi
biti atliktas eksperimentas in vivo. (Martinez-Alvarez et al., 2016; Perry et al., 2016).
Tyrimuose buvo pastebéta, kad inokuliavus augalg pirmiau endofitu¢ o tik po kurio laiko
patogenu, kaip buvo atlieckama ir Siame tyrime, antagonistinio poveikio nebuvo. Teigiami
rezultatai buvo kuomet eksperimento metu pirmiau augalas buvo inokuliuotas patogenu, o
po keliy dieny endofitu, arba vienu metu inokuliuojant augalg patogenu ir antagonistu,
antagonistinis poveikis buvo geras (Wang et al., 2013; Adame Alvarez et al., 2014). Nors

dauguma atlieckamy tyrimy tiriant antagonistinj poveikj, pirmiausia augalg inokuliuoja
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endofitu, kad jis spéty kolonizuoti augalo audinius ir neleisty véliau patogenui uzimti jo
nisos (Khastini et al., 2014; Martinez-Medina et al., 2014), pavyzdziui Martinez-Medina ir
kt. eksperimento metu tiriant Trichoderma antagonistinj poveikj prie§ patogeng Fusarium
sp., pirmiau augalus Seimininkus inokuliavo antagonistais ir tik po septyniy savai¢iy augalus
inokuliavo patogenais, jiems pavyko jrodyti, kad tiriami antagonistai in vivo pasizyméjo geru
antagonistiniu poveikiu (Martinez-Medina et al., 2014). Todé¢l pries atliekant eksperimenta

in vivo reikia labai gerai iSstudijuoti literatiira, ir apgalvoti kokia metodika bus pasirinkta.
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5. ISVADOS

1. I8 septyniy Pinus genties augaly rusiy iSskirti 344 gryni gryby izoliatai.

2. Visi izoliatai sugrupuoti j 75 morfologines grupes, 72 kultaros priskiros endofitams,
kurie nesukelia ligy, o 3 morfologinés grupés priskirtos patogenams.

3. Atlikta Polimerazés grandininé reakcija panaudojus Dothistroma pini, Dothistroma
septosporum ir Lecanosticta acicola specifinius pradmenis ir identifikuota Dothistroma
4. Atlikus antagonizmo tyrimus in vitro atrinkta 18% izoliaty, kurie pasizyméjo labai
dideliu antagonistiniu poveikiu ir 13% izoliaty, kurie turéjo vidutinj antagonistinj poveik]j.
Tyrimo in vivo metu tiriami antagonistai neparodé gero rezultato, bet buvo patvirtinta, kad

tiriamas grybas yra patogenas.
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Magistrinio darbo santrauka

Endofitiniai grybai vieni i$ labiausiai paplitusiy augaly simbionty ir aptinkami
visuose augaluose. Vienas i§ endofity privalumy tai, kad nesukeldami augalui Seimininkui
ligos, jie gali padéti apsiginti nuo patogeny iSpuoliy, tokie endofitai vadinami
antogonistais. Lietuvoje auga tik viena Pinus sylvestris pusies rasis. Pagal naujausius
duomentis, net 1,5% pusSy yra pazeisti grybiniais patogenais. Magistrinio darbo tikslas istirti
Pinus genties endofitus.

Tyrimo metu i§ septyniy Pinus genties augaly rasiy (P. sylvestris , P. mugo ‘Frisia’,
P. strobur, P. nigra, P. banksiana xp contorta, P. ponderosa var. scopulorum ir P.
parviflora ‘Glauca’) buvo isskirtos 344 grynos gryby kultiiros, kurios mikroskopuojant
suskirstytos j 75 morfologines grupes: 72 mofrogrupés buvo priskirtos endofitams, o 3 —
patogenams.

Antagonistiniai tyrimai in vitro buvo atliekami su trim patogeniniais vienos rusies
izoliatais (PATI, PATII ir PATIII) isskirtais i$ skirtingy viety ir 78 nepatogeniniais
izoliatais. Buvo atrinkta 14 izoliaty, kurie visiSkai stabdé patogeno augima, tokie izoliatai
buvo laikomi dideliu antagonistiniu poveikiu pasiZyminciais, 10 izoliaty tur¢jo vidutinj
poveikj, o 54 — jokio poveikio neturéjo i$ viso. Tyrimams in vivo buvo pasirinkti 5
antagonisty izoliatai, kurie parodé gera antagonistinj poveikj in vitro. Po penkiy menesiy
beveik visos tiek patogenais, tick antagonistais inokuliuotos pusys zuvo. Buvo jrodyta, kad

tiriamas grybas yra patogenas remiantis Kocho postulatais.
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Master Thesis SUMMARY

Endophytes are found in all plants, they are plant-associated microorganisms that
colonize and live the part of their life cycle within a plant without causing harm or disease
to their host. Only one species of Pinus sylvestris pine grows in Lithuania. According to
the latest data, even 1.5% of pine trees are damaged by fungal pathogens.

2018 plant material from native and introduced trees of seven species of Pinus (P.
sylvestris , P. mugo ‘Frisia’, P. strobur, P. nigra, P. banksiana xp contorta, P. ponderosa
var. scopulorum and P. parviflora ‘Glauca’) was selected. During the study, 344 fungal
isolates were obtained, which were divided into 75 morphogroups — 73 morphoroups were
attributed to the endophytic fungi and 3 morphogroups were classified as pathogens. 54
fungal isolates obtained from Pinus spp. and 24 fungal isolates from Laboratory of Plant
Pathology (Nature Research Centre, Vilnius) collection for antagonistic activity against
fungal pathogens PATI, PATII and PATIII were investigated. 14 out of 78 isolates had a
high antagonistic effect, 10 isolates had a middle effect, and 54 isolates had no effect. The
study in vivo showed what all pines that were inoculated with pathogenic fungi and 5

antagonists died five months later.
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