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SANTRUMPOS 

 

 

Aps./min. – apsisukimų skaičius per minutę 

MEA – mielių ekstrakto agaras 

PDA – bulvių dekstrozės agaras 

CTAB – heksadeciltrimetilamonio bromidas 

g – gramas 

μl – mikrolitras 

μm – mikrometras  

L – litras 

ml – mililitras 

m – metras 

mm – milimetras 

% – procentai 

PGR – polimerazės grandininė reakcija 

DNR – deoksiribonukleorūgštis 

bp – bazių pora 
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ĮVADAS 

 

Grybai yra esminė biologinės įvairovės dalis, ne tik dėl didelio rūšių skaičiaus, bet ir 

dėl jų ekologinės, evoliucinės, socialinės bei ekonominės reikšmės (Desprez-Loustau et al., 

2010). Vis daugiau susidomėjimo kelia endofitiniai grybai, kurie nesukelia augalui ligos 

simptomų, o kaip tik padeda apsiginti nuo patogenų išpuolių ir apsaugo augalą (Nimali et 

al., 2019; Maršalkienė et al., 2018; Dapkus et al., 2018; Latz et al., 2019). Endofitinių grybų 

tyrimai reikalingi siekiant gauti informacijos, kuri yra svarbi vertinant pasaulinę grybų 

įvairovę ir pasiskirstymą (Torres ant White, 2012). 

Kaip ir visi gyvi organizmai, augalai taip pat gali susirgti. Augalų ligos – tai 

vystymosi sutrikimai, kuomet augalai ar atskiros jų dalys yra pažeidžiamos ir augalas gali 

žūti. Ligos skirstomos į neparazitines, susijusias su įvairiais mechaniniais pažeidimais ir 

parazitines, kuomet augalui daug žalos padaro ir ligas sukelia įvairios bakterijos, virusai, 

grybai, mikoplazmos, laibagrybiai (Belova et al., 2000). Miškai šiuo metu susiduria su 

įvairiomis grėsmėmis, kurias sukelia vietiniai ir invaziniai kenkėjai bei patogenai (Perry et 

al., 2016). Patogeniniai grybai pažeidžia augalą, sukelia ligas ir daro didelius ekonominius 

nuostolius, todėl greitas jų aptikimas bei tikslus identifikavimas yra vienas iš pagrindinių 

žingsnių, kuris gali padėti kontroliuoti augalų ligas. 

Pušys yra ekonomiškai svarbios kaip medienos, anglies, popieriaus, maisto, dervų ir 

dekoratyvinių medžiagų šaltinis (Le Maitre, 2000). Lietuvoje savaime auga tik viena rūšis – 

Pinus sylvestris. Ši rūšis turi platų geografinį paskirstymą visoje Eurazijoje dėl savo 

gebėjimo įsikurti ir išgyventi įvairiose aplinkose (Poyatos et al., 2007; Krakau et al., 2013). 

Dvi pušų rūšys – kalninė (P. mugo) ir pirėninė (P. uncinata) dirbtinai įveistos pajūryje, kad 

būtų apželdintos pustomos kopos, o senuose parkuose ir nedideliais plotais miškuose nuo 

XIX a. pab. XX a. pradžios augintos dar šešios rūšys – P.cembra, P. contorta, P. nigra, P. 

rigida, P. sibirica, P. strobus (Kareiva, 2014). 
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Tyrimo tikslas: ištirti skirtingų rūšių Pinus spp. augalų endofitinius grybus išskirtus 

iš skirtingų vietovių. 

 

Darbo tikslui pasiekti iškelti uždaviniai: 

 

1. Iš skirtingų Pinus spp. rūšių išskirti grynas mikroskopinių grybų kultūras. 

2. Išskirtus grybus suskirstyti į morfologines grupes. 

4. Molekulinių metodų pagalba iš pažeistos augalinės medžiagos išskirtos grybo 

DNR nustatyti patogeno rūšį panaudojus rūšiai specifinius pradmenis. 

5. Atlikti antagonizmo tyrimus in vitro ir in vivo. 

 

 

 

Padėka: noriu labai padėkoti savo darbo vadovei dr. Daivai Burokienei už beveik 

dvejus metus trukusią praktiką, kurios metu įgijau labai daug tiek teorinių tiek praktinių 

žinių. Dėkoju už pagalbą atliekant tyrimus ir rašant magistrinį darbą. Taip pat noriu padėkoti 

dr. Godai Norkutei, doktorantams Karoliui Sivickiui ir Dovilei Čepukoit už pagalbą renkant 

augalinę medžiagą tyrimams, grynų grybų kultūrų išskyrimą bei molekulinių tyrimų 

atlikimą. Dėkoju dr. Antanui Mateliui už pagalbą ruošiant magistrinį darbą ir mikroskopinių 

grybų identifikavimą. 
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1. LITERATŪROS APŽVALGA 

1.1 Pušų charakteristika ir paplitimas 

 

Pušis su daugiau nei 100 rūšių, yra didžiausia spygliuočių gentis visame pasaulyje 

(Price et al., 1998; Gernandt et al., 2005). Mokslinė paprastosios pušies klasifikacija yra 

tokia: 

 Karalystė: Plantae – augalai; 

 Skyrius:    Pinophyta – pušūnai;  

 Klasė:       Pinopsida – pušainiai; 

 Eilė:          Pinales – pušiečiai; 

 Šeima:      Pinaceae – pušiniai;  

 Gentis:     Pinus – pušis; 

 Rūšis:      Pinus sylvestris – paprastoji pušis (L.).  

 

Paprastoji pušis yra labiausiai paplitusi Pinus genties rūšis visame pasaulyje (Burns 

and Honkala, 1990) ir vienintelė savaime auganti Lietuvoje (Ozolinčius, 1998). Pušies 

kilmės centru yra laikoma Šiaurės Amerika, nes ten pasiskirstę daugiau nei pusė pušies rūšių 

(Danusevičius, 2000). Paprastosios pušies arealas labai platus ir pasiskirstęs tiek Rytų tiek 

Vakarų Europoje (1 pav.) (Schmidt – Vogt, 1998; Caudullo et al., 2017) ir šiuo metu 

priskaičiuojama daugiau nei 28 mln. hektarų, o tai sudaro daugiau kaip 20% produktyvaus 

miško ploto (Durrant et al., 2016). 

 

 

                1 pav. Paprastosios pušies paplitimas Europoje (Caudullo et al., 2017) 
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Pietryčių Lietuvoje pušys pradėjo augti jau paleolito laikotarpyje – IX tūkstantmetyje 

pr. Kr. Šiuo metu Lietuvoje miškai užima 33,5% šalies teritorijos, didžiausią dalį užima 

pušynai – 713,2 tūkst. ha. – 34,6% (2 pav.) (Valstybinė miškų tarnyba, 2017). 

 

2 pav. Lietuvos miškų rūšinė sudėtis (Valstybinė miškų tarnyba, 2017) 

 

Didžioji dalis pušynų yra Pietų ir Pietryčių Lietuvoje (3 pav.). Iš didesnių masyvų 

pasižymi Dainavos, Labanoro – Pabradės, Rūdninkų, Kazlų Rūdos, Karšuvos pušynai, 

kurie užima 145-42,7 tūkst. ha. (Danusevičius, 2000).  

 

 

3 pav. Pušų pasiskirstymas Lietuvoje (Valstybinė miškų tarnyba, 2017) 

 

Paprastoji pušis paprastai siekia 30-40 m aukštį ir būna iki 1 m skersmens, o gerose 

augavietėse, pušys pasiekia ir 42 m aukštį (Navasaitis, 2004). Stiebas yra tiesus, išskyrus 

atvejus, kai pažeidimai atsirado jauname amžiuje (1-3 metais) (Pravdin, 1964). Paprastoji 
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pušis yra sparčiai auganti rūšis, ypač 10-40 metų amžiaus. Ji nėra labai jautri klimatui ir tai 

rodo jos platus pasiskirstymo diapazonas (Burns and Honkala, 1990), ji gali toleruoti ir 

šaltas, ir karštas oro sąlygas, taip pat ji nėra reikli dirvožemio drėgmei ir trąšoms, tačiau 

šviesa yra svarbi ir reikalinga (Navasaitis, 2004). Lietuvoje yra našių medynų, ir taikant 

auginimo technologijas galima užauginti ypač didelio ploto pušynus. Ypač miškams svarbūs 

I-III grupių pušynai, kurie priskiriami draustiniams, rezervatams, miško parkams ir kt.). 

Šioms grupėms net 30% tenka pušynai (Ozolinčius, 1998). 

Pušys labai svarbios tiek ūkine tiek ekologine prasme (Bužinskas ir Danusevičius, 

2018). Ypač vertinama pušų mediena, kuri yra viena stipriausių, todėl naudojama tiek 

statybose, tiek baldų gamyboje. Pasaulio miškų plotas per pastaruosius tris šimtmečius 

sumažėjo 40%, visų pirma dėl žmogaus veiklos, dėl žvėrių, vabzdžių bei grybinių patogenų 

daromos žalos, ypač kenkėjai paveikia dideles plantacijas, kur jie gali plisti plačiu mastu 

(Durrant et al., 2016). Kiekvienais metais Lietuvoje nuo 1923 m. pastebimas pušų ploto 

mažėjimas: nuo 41.4% iki 34. 6% (1 lentelė) o 1.5% identifikuotų pažeidimų buvo sukelta 

grybinių ligų (2 lentelė)(Valstybinė miškų tarnyba, 2017). 

 

1 lentelė. Paprastosios pušies kaita 1923-2017 m. (Valstybinė miškų tarnyba, 2017) 

 

 

2 lentelė. Identifikuotų pažeidimų pasiskirstymas pagal pažeidimų veiksnius 2016 m.   

(Valstybinė miškų tarnyba, 2017) 
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1.2 Grybų biologija 

 

Grybai – tai eukariotiniai, heterotrofiniai, fotosintezės neatliekantys organizmai, 

kurių kūnas sudarytas iš grybienos arba pavienių ląstelių. Grybienos šakoti vamzdeliai 

vadinami hifais, jie yra neapibrėžto ilgio, bet dažnai turi gana pastovų skersmenį, nuo 2 µm 

iki 30 μm ar daugiau (Deacon, 2006). Grybų ląstelės sienelė sudaryta iš chitino ir beta 

gliukanų, hifų viduje citoplazmoje yra mitochondrijos, branduoliai bei kiti organoidai. 

Grybų dauginaimasis labai sudėtingas procesas, skirtingai nei bakterijų ar virusų. Jie gali 

daugintis vegetatyviniu, lytiniu ar nelytiniu būdu. Grybų dauginimosi galimybės yra ypač 

didelės, nes per vegetacijos laikotarpį jie geba suformuoti net kelias įvairių sporų 

generacijas, taip jų plitimas dar labiau padidėja (Dabkevičius ir Brazauskienė, 2007). 

Vegetatyviškai grybai dauginasi grybienos nuotrupomis, tokiu būdu dažniausiai grybai 

auginami ant mitybinių terpių, kuomet grybienos augimui sudaromos palankios sąlygos. 

Reprodukcinis grybų dauginimasis vyksta susidarius lytinėmis arba nelytinėmis sporomis. 

Anamorfinės (nelytinės) sporos tai sporangiasporos, konidijos ir chlamidiosporos, o lytinės 

sporos tai zygosporos, askosporos ir bazidiosporos. Daugumos vystymosi cikluose yra 

haploidinė (N) arba dikariotinė (N+N) stadijos (Windham, 2008). 

Grybai maitinasi absorbcijos būdu. Jiems visiems reikalingos organinės maisto 

medžiagos – energijai palaikyti, ir anglies šaltinis – ląstelių sintezei vykdyti. Tirpias 

medžiagas absorbuoja per ląstelės sienelę ir plazminę membraną (Deacon, 2006). Grybams 

būdingi gyvenimo būdai yra trys: saprotrofinis, biotrofinis (parazitinis) ir simbiotrofinis 

(Lukošienė ir Kutorga, 2014). Saprotrofai yra grybai, kurie maitinasi negyva organine 

medžiaga. Šie grybai vaidina svarbų vaidmenį, nes jie gamina didelę įvairovę fermentų, 

kurie degraduoja kompleksinius polimerus, tokius kaip krakmolą, celiuliozę, baltymus, 

chitiną, aviacinį žibalą, keratiną. Biotrofinia (parazitiniai) grybai maitinasi gyvomis 

šeimininko ląstelėmis jų nenužudant (Deacon, 2006). Simbiozė, apibrėžiama kaip nuolatinis 

dviejų ar konkrečiau skirtingų organizmų ryšys (Singh et al., 2011). Yra keletas simbiozių 

formų: mutualistinė (abipusiai naudinga), komensalistinė (nežalinga) ir parazitinė (vienam 

organizmui naudinga, o kitam – žalinga) (Lukšienė ir Kutorga, 2014). 

Apskaičiuota, kad biologinė grybų įvairovė siekia 1,5 mln. skirtingų rūšių grybų, 

tačiau iki šiol buvo aprašyta tik apie 100 000 rūšių. Grybų rūšių įvairovė pasaulyje ištirta 

netolygiai, ypač daug žinių trūksta apie mikroskopinių grybų rūšis. (Balevičius et al., 2007; 

Deacon, 2006; Wang et al., 2016). Miško dirvožemyje dažniausiai aptinkami Basidiomicota 

skyriaus grybai, o augalų audiniuose didele įvairove pasižymi Ascomycota skyriaus atstovai 
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(Terhonen et al., 2019). Grybai pasižymi didele įvairove funkcijų – gali būti augalų ar 

žmonių patogenai; organinių medžiagų skaidytojai; modeliniai organizmai, naudojami 

genetikos ir ląstelių biologijos tyrimuose; daugelio svarbių metabolitų gamintojai. Grybai 

vis dažniau naudojami kaip komercinės biologinės kontrolės medžiagos, teikiantys 

alternatyvas cheminiams pesticidams kovoti su vabzdžiais kenkėjais, nematodais, ir augalų 

patogeniniais grybais. Ypač paskutiniu metu atliekama daug tyrimų, kuriuose endofitus 

naudoja kaip potencialius biokontrolės agentus (Parsa et al., 2013; Busby et al., 2016; 

Schlegel et al., 2016; Bulman et al., 2013; Latz et al., 2019) 
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1.3 Endofitiniai grybai augaluose 

 

Endofitais susidomėta jau labai seniai. Vokiečių botanikas, mikologas ir 

mikrobiologas De Bary, organizmus, kurie gyvena augalo audiniuose, pavadino endofitais 

(Bary, 1866). Terminas yra labai platus, kadangi apima labai daug mikroorganizmų, 

pradedant nuo patogenaų ir baigiant šaknų mikorizės simbiontais. Bet daugelis autorių, 

endofitais vadina tik tuos grybus, kurie kolonizuoja vidinius augalo audinius ir nesukelia 

akivaizdžių ligos simptomų (Petrini, 1992). Šis apibrėžimas apima beveik visus 

simbiontinius ryšius tarp grybo ir augalo – parazitizmą, komensalizmą ir mutualizmą (Torres 

and White, 2012).  Tai yra viena labiausiai paplitusių augalų simbiontų grupė su didelę rūšių 

įvairovę (Oono et al., 2014). Daugiausia endofitų suskaičiuojama askomicetų, 

bazidiomicetų, oomicetų ir zygocitetų skyriams priklausančiams grybams (Rajamanikyam 

et al., 2017). Rūšių skaičius priklauso nuo biotinių ir abiotinių veiksnių, klimato sąlygų, 

šeimininko rūšies (Sieber, 2007).  

Endofitiniai grybai yra labai įvairi ekologinė ir taksonominė grupė (Torres and White, 

2012). Visose iki šiol ištirtose augalų rūšyse buvo rasti endofitiniai grybai, gausa ypač 

pasižymėjo medžiai, žoliniai augalai, dumbliai (Rajamanikyam et al., 2017), tačiau jų 

tarpusavio ryšiai yra mažai žinomi (Ganley and Newcombe, 2006; Stefani and Bérubé, 

2006). Manoma, kad augalas aprūpina endofitus maistinėmis medžiagomis, o endofitai 

išskirdami antrinius metabolitus gali šeimininkui padidinti atsparumą kenkėjų išpuoliams, 

stresui, padidinti biomasę 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 suteikė druskos ir sausros toleranciją augalams tik 

aplinkoje, kuriai būdingas padidėjęs druskingumas ir sausumas (Rodriguez et al., 2008). 

Pastaraisiais metais endofitai tapo ypač patrauklūs dėl savo numatomo potencialo 

kaip naujų ir unikalių bioaktyvių cheminių medžiagų šaltinio miškininkystės, farmacijos ir 

pramonės reikmėms (Terhohen, 2019). Endofitiniai grybai turi ypač didelį biotechnologinį 

susidomėjimą, nes jų sąvybės yra labai naudingos žemės ūkyje (Santos et al., 2019). 

Endofitai, kurie stabdo kitų mikroorganizmų veiklą išskirdami tam tikras medžiagas 

vadinami antagonistais (Šlapauskas ir kt., 1980). Tokių grybų pagalba, galima būtų imtis 

prevencinių priemonių kuriant biologinius preparatus ir kovojant su grybiniais patogeniais 

(Brodeur, 2012; Latz et al., 2019), todėl endofitų, pasižyminčių antagonistiniu poveikiu, 

paieška ypač aktuali, kadangi kaip jau buvo minėta anksčiau, nuo grybinių patogenų 

Lietuvoje nukentėjo net 1,5% pušų. Įdomu pastebėti, kad tokie endofitai kaip Trichoderma 
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spp. rūšys jau plačiai naudojamos biokontrolei prieš augalų ligų sukelėjus (Nimali et al., 

2019). 

Endofitų vaidmuo miško struktūroje, vis dar neaiškus, sudėtingas ir besikeičiantis 

evoliuciniame ir ekologiniame kontekste (Saikkonen, 2007), nepaisant daugiau nei 100 metų 

trukusių tyrimų, kurių rezultatas – tūkstančiai žurnalų straipsnių, šių grybų ekologinė 

reikšmė tebėra silpnai apibūdinta (Rodriguez et al., 2009). Endofitų terminą visada sunku 

priskirti specialioms rūšims ir jis yra glaudžiai susijęs su terminu patogenas. Nors endofitai 

yra gausesni ir įvairesni negu augalų patogenai (Ganley et al., 2004), jų įvairovė labai 

priklauso nuo šeimininko savybių (Higgins et al., 2007) ir geografinės padėties (Thomas et 

al., 2008). Įrodyta, kad funkciniuose tyrimuose, endofitai gali tiek padidinti atsparumą 

patogenui, tiek sumažinti. Endofitai gali slopinti šeimininko gynybinę sistemą, kad pats 

galėtų jį infekuoti, o tai palengvina ir patogenų išpuolius (Busby et al., 2016). Jau seniai yra 

žinoma, kad patogenai, sukeliantys ligas, tam tikru gyvenimo ciklu gali gyvuoti endofitinėje 

būsenoje ir nesukelti jokių ligos simptomų – latentiniai patogenai (Helande, 1993; 

Górzyńska et al., 2019) arba endofitai patyrę stresinę būseną gali tapti patogenais, stresas 

gali pasireikšti ir introdukuotoms rūšims, kai augalas yra perkeliamas į jam naują, svetimą 

aplinką (Brown and Macaskill, 2005). Kai kurie organizmai pvz.: Colletotrichum spp., 

Fusarium spp. gali būti patogenais viename augale, o kitame, glaudžiai susijusioje augalo 

rūšyje gali būti endofitais (De Silva et al., 2017; Lofgren et al., 2018). Tačiau daug tyrimų 

rodo, kad augalų endofitai dažniausiai yra nekenksmingi sveikų augalų audinių 

kolonizatoriai. Nors kai kurie iš jų ir yra potencialiai patogeniški, tačiau liga atsiranda tik 

kartu su kitais, dažniausiai nežinomais veiksniais, bet svarbiausia, yra tai, kad grybiniai 

endofitai yra bet kuriame sveikame augalų audinyje (Sieber, 2007) ir jų įvairovė gali 

sustiprinti ne tik atskirų medžių fizinę būklę, bet ir visą miško ekosistemą (Terhonen et al., 

2019). 
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1.4 Patogeninių grybų daroma žala miškams 

 

Miškams daug žalos padaro įvairių grybų sukeltos ligos. Grybinių, kaip ir kitų ligų – 

bakterinių ar virusinių, žala augalams pasireiškia keliais būdais. Sunkesniais atvejais augalai 

visai žūva. Taip pat dažnai pažeidžiami atskiri jų organai: šaknys, kamienai, šakos, lapai, 

spygliai, žiedai ar vaisiai (Belova et al., 2000).  

Grybai aptinkami visuose organiniuose junginiuose. Dauguma jų yra saprobiontai ir 

skaido negyvas organines medžiagas. Tačiau daugelis prisitaikę atakuoti ir užkrėsti gyvus 

organizmus. Kai kurie iš jų yra patogenai, ligos simptomai pasireiškia po palyginti trumpo 

inkubacijos laikotarpio (Sieber, 2007). Siekiant kovoti su patogenais, augalai gamina 

atsparumo baltymus, jie yra aktyvuojami per efektoriaus signalus ir yra atsakingi už signalų 

transdukcijos įvykius, kurie aktyvina augalų apsaugą ir blokuoja patogenų augimą. 

Galiausiai infekcijos rezultatas nustatomas pagal patogeno gebėjimą įveikti augalo imuninę 

sistemą ir augalo gebėjimą blokuoti patogeno invaziją (Jones and Dangl, 2006). Augalų 

patogenai geba kolonizuoti savo šeimininką, išvengdami jo apsaugos sistemos, įskaitant 

fizines ir chemines kliūtis, o augalų atsparumo baltymai yra nukreipiami į patogenų 

pagamintas molekules (Moller and Stukenbrock, 2017). Palyginus su kitomis infekcinėmis 

ligomis, daugiausia žalos miškams padaro būtent grybai (Belova et al., 2000). 

Klimato kaitos kontekste, Europos miškai, kurie turi didelę medžių rūšių įvairovę 

(Nguyen et al., 2016), vis dažniau kenčia nuo grybinių patogenų ir jų sukeltos žalos bei 

sukeltų ligų (Stenlid et al., 2011; Jactel et al., 2012). Per pastaruosius kelis dešimtmečius dėl 

padidėjusios pasaulinės prekybos į Europos miškus patenkančių naujų patogenų skaičius 

išaugo eksponentiškai (Santini et al., 2013).. 

 

1.5 Invaziniai patogenai 

 

Invaziniai miško patogenai sukelia grėsmę miškams visame pasaulyje, dėl to didėja 

žala ir plinta ligos. Svarbiausi miško patogenų invazijos veiksniai yra: greitas prisitaikymas 

prie naujų aplinkos sąlygų; veiksmingas paskirstymas per ilgą ir trumpą laiką dideliais 

atstumais, pasinaudojant vabzdžiais kaip platinimo vektoriais; gebėjimas keistis genetine 

medžiaga arba hibridizuotis su vietinėmis arba svetimomis rūšimis (Ghelardini et al., 2017). 

Patogenai, gyvenantys kaip endofitai ar epifitai jų gimtojoje aplinkoje, patekus į naujus 

regionus, gali pereiti prie vietinių augalų, keisti savo elgesį ir tapti agresyviu patogenu 

vietinėms rūšims (Burgess et al., 2016). Kai grybai įvežami iš kitų žemynų, jie susiduria su 
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augalų rūšimis, su kuriomis jie visiškai nesusiję, o augalai šiems grybams neturi atsparumo, 

todėl šeimininkai jiems yra ypač jautrūs (Sieber, 2007). 

Pagrindinis faktorius, kodėl per pastaruosius dešimtmečius plinta patogenai, o kartu 

su jais ir ligos, tai yra žmogaus veiklos pakeista aplinka, kuri pradeda prarasti apsaugą ir 

geografinis barjeras, kuris milijonus metu saugojo biotos pasiskirstymą, buvo pažeistas 

(Richardson et al., 2000) dėl, to patogenams tampa vis lengviau įsitvirtinti naujose 

teritorijose ir jose plisti. Europoje per pastaruosius tris dešimtmečius invazinių 

mikroorganizmų skaičius padvigubėjo (Santini et al., 2013). Lietuvoje per pastarąjį šimtmetį 

aptikta daugiau kaip 100 naujų invazinių grybų rūšių. Daugiausia invazinių rūšių Lietuvoje 

buvo užregistruota 1980–2000 m., tas faktas atspindėjo padažnėjusį prekių transportavimą 

ir aktyviausią mikologų veiklos periodą šalyje. Remiantis klimato kaitos ir vis didėjančią 

nekontroliuojama augalų prekyba, Lietuvai prognozuojamas tolesnis invazinų grybų rūšių 

skaičiaus didėjimas (Motiejūnaitė et al., 2017). 
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1.6 Grybinių ligų paplitimas Pinus genties augaluose 

 

Augalų ligų plitimui didelę reikšmę turi patogeno biologija ir jo sugebėjimas plisti 

dideliais atstumais, gyvybingumo išlaikymas atsiduriant nepalankiomis sąlygomis, 

sugebėjimas greitai įsiskverbti į augalą ir jame įsitvirtinti. Augalų patogenai naudoja įvairias 

gyvavimo strategijas. Grybai gali tiesiogiai patekti į augalų epidermio ląsteles arba išplėsti 

hifus ant augalų ląstelių, tarp jų arba per jas. Patogeniniai ir simbiotiniai grybai bei oomicetai 

gali įvesti savo maitinimosi struktūras (haustorijas) į šeimininko ląstelės plazminę 

membraną (Jones and Dangl, 2006). Grybai plinta grybiena, grybienos nuotrupomis, 

pakitusia grybiena ar jos dalimis, o taip pat pumpuruodamiesi (Dabkevičius ir Brazauskienė, 

2007). Labiausiai plitimą įtakoja grybo sporos, kurių gali būti išauginama net keli šimtai 

milijonų, o jas išnešioja vėjas, vabzdžiai ar kiti gyvūnai bei vanduo (Karazija, 2008). Ligos 

išsivysto jautriuose augaluose, ir simptomai pasireiškia šeimininke. Manoma, kad šių 

simptomų sudėtingumo laipsnis priklauso nuo šeimininko genetinio jautrumo, patogenų 

virulentiškumo, ir abiotinės aplinkos, kuri skatina infekciją (Stevens, 1960). Medžių rūšių 

įvairinimas miškuose yra dažnai siūloma strategija, skirta padidinti atsparumą kenkėjams ir 

patogenams (Macpherson et al., 2017). Buvo atlikti tyrimai, kurie parodė, kad spygliuočiai 

augdami miške su turtinga rūšine įvairove, patogeninių grybų ligomis sirgo rečiau (Nguyen 

et al., 2016). 

Jau seniai Lietuvoje buvo fiksuojamos ir tiriamos Pinus genties ligos, kurias sukelia 

grybai. 1968 m. S. Pileckis ir kt. paruošė leidinį, kuriame aprašė pušies ligas, kurias sukelia 

grybai, tokias kaip išgulimą, kurį sukelia Fusarium, Alternaria, Pythium ir kitų genčių 

grybai; puvinį, kurį sukelia Phytophtora omnivora; ūgliasukį, kurį sukelia Melampsora 

pinitorqua ir Melampsora pinitorqua; spyglių rūdis sukelia Coleosporum sp; rudają 

spygliakretę sukelia Herpotrichia nigra; iššutimus sukelia Sclerotinia graminearum ir 

Typhula graminearum; spygliakritę – Lophodermium pinastri; snieginę spygliakritę 

Phacidium infestans; pilkąją spygliakritę – Hypodermella sulcigena; viršūnių ir šakų 

džiuvimą sukelti gali Cenangium abietis ir Nectria cucurbitula; Peridermium pini ir 

Cronartium flaccidum sukelia saklį, kai ant stiebų aba šaknies kaklelio yra įvairių formų 

vaisiakūnių, užsmaugimus sukelia Thelephora terrestris (Pileckis ir kt., 1968). Minėta 

Fusarium gentis gali sukelti ne tik išgulimus, bet ir kitas ligas, pavyzdžiui Fusarium 

subglutinans sukelia daug rimtų ligų, vienas iš jų tai pušies vėžys. Patogenas užkrečia 

įvairias vegetatyvines ir reprodukcines pušų struktūras įvairiais brandos etapais ir sukuria 

įvairius simptomus (Dwinell et al., 2001). 
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Per pastaruosius dešimtmečius visame pasaulyje buvo užfiksuoti sunkūs lapijos 

patogenų protrūkiai, sukeliantys didelius miškų plotų pažeidimus, ar net medžių žūtį (Oliva  

et al., 2016). Pasaulio mastu paplitę Pinus genties grybiniai patogenai, pažeidžiantys 

spyglius tokie kaip Melampsora pinitorqua, Dothistroma septosporum, Dothistroma pini, 

Phytophthora  ir Diplodia sapinea atsiranda kartu su nepalankiomis oro sąlygomis (Woods 

et al., 2016; Jung, 2009; Fabre et al., 2011; Desprez-Loustau et al., 2007). Pastaruoju metu 

prognozuojamas didelis šių ligų protrūkis, susijęs būtent su globaliniu pasaulio oro sąlygų 

pasikeitimu (Woods et al., 2016; Desprez-Loustau et al., 2007; Sturrock et al., 2011), nes 

miškai  nespėja taip greit prisitaikyti prie besikeičiančios aplinkos (Lindner et al., 2009).  

Buvo atlikti tyrimai, kurie parodė, kad pušų ligų plitimui didelę reikšmę turi meteorologinės 

sąlygos, ypač tokioms grybinėms ligoms kaip: paprastoji pušų spygliakritė (Lophodermium 

spp.), spygliuočių ūglių vėžys (Grammeniella abietina), pušų ūgliasukis (Melampsora 

pinitorqua) (Stravinskas,  2013). 

Iki 2008 metų, kai kuriuose Lietuvos pušynuose buvo pastebėti pušų spyglių 

pažeidimai bei ankstyvos žūtys, kurių priežastys buvo neaiškios, kol nebuvo atlikti tyrimai. 

Vėliau paaiškėjo, kad tai raudonžiedės degligės sukėlėjo Dothistroma septosporum padaryta 

žala (Markovskaja and Treigienė, 2009). Dabartiniu metu Lietuvoje prie dažniausiai 

pasitaikančių pušų spyglių ir pušų ūglių ligų galima būtų priskirti pušų paprastąją 

spygliakritę ir pušų raudonžiedę spyglių degligę. Pavojingiausi patogeniniai grybai bus 

apžvelgti sekančiuose skyreliuose. 
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1.6.1 Dothistroma spp. 

 

Šiuo metu daugiausia dėmesio skiriama patogenui Dothistroma spp., nes jis sukelia 

daugiausia žalos Pinus genties augalams. Šis grybas užkrečia daugiau nei 80 spygliuočių 

rūšių, jo paplitimo diapozonas labai platus pasauliniu mastu, ir kiekvienai metais aptikimas 

vis didėja (Dvoram, 2012; Mullett et al., 2018).  Mokslinė patogeno sistematinė padėtis yra 

tokia (EPPO Bulletin, 2015):  

Karalystė:   Fungi;  

Skyrius:      Ascomycota; 

Klasė:         Dothideomycetes; 

Poklasis:    Dothideomycetidae;  

Eilė:           Capnodiales;  

Šeima:       Mycosphaerellaceae;  

Gentis:       Dothistroma;  

Rūšis:        D.septosporum (Morelet, 1968); 

                  D.pini (Hulbary). 

 Šis patogenas turi labai daug sinonimų: 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). 

Pušinis rutulgrybis (D. septosporum) sukelia pušų spyglių pažeidimus: parudavimus 

– raudonžiedę (raudonjuostę) spyglių degligę. Lietuvoje ši liga aptikta jau prieš septyniolika 

metų (2002 m.) ant kalninių pušų spyglių netoli Vilniaus, tačiau vėliau atliekant tyrimus šis 

patogenas kelis metus nebuvo aptiktas. O tik 2008 metais nustatyta, kad grybas (D. 

septosporum) gana plačiai paplitęs Pietų, Rytų ir Vakarų Lietuvoje (Markovskaja and 

Treigienė, 2009). 

Ligos simptomai pirmiausia pasirodo ant geltonų dėmių, kurios vėliau išplinta iki 

smarkiai ribotos nekrotinės juostos, kuri apgaubia spyglį ir sukelia distalinių dalių žūtį. 

Sergantys spygliai dažnai būna su nudžiūvusiais galais, centrinės zonos su pažeidimais ar 

nekrozėmis, o spyglio pamatas žalias. Matomos rudos spalvos juostos, kurios yra apsuptos 

ryškia zona, dažnai plytų spalvos (4 pav.). Ta raudona spalva atsiranda dėl to, kad susidaro 
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dotistrominas – toksinas, kuris gaminamas tiek spyglio audinyje, tiek ir kultūroje (EPPO 

Bulletin, 2015). 

 

 

4 pav. Simptopai ant spyglių, kuriuos sukelia patogenas Dothistroma septosporum 

(EPPO Bulletin, 2015) 

 

1.6.2 Lecanosticta acicola 

 

Tai vienas pavojingiausių patogenų, kuris yra įtraukta į Lietuvos karantininių 

organizmų sąrašą ir į Europos ir Viduržemio jūros augalų apsaugos organizacijos 

karantininių organizmų sąrašą (European and Mediterranean Plant Protection Organization 

EPPO, 2015). Šio patogeno morfologija, gyvenimo ciklas ir sukelti ligos simptomai labai 

panašūs į patogenus D. septosporum ir D. pini ir be molekulinių tyrimų šias rūšis atskirti 

sunku, o kultivuoti visus šiuos patogenus labai sudėtinga, nes jie auga labai lėtai, o 

dažniausiai juos nukonkuruoja kiti endofitai ar saprotrofai (Ioos et al., 2010). 

L. acicola Lietuvoje pirmą kartą aptiktas 2009-2010 m. ant Pinus mugo pušies rūšies 

Lietuvos pajūryje (Markovskaja et al., 2011). Patogenas sukelia pušų rudąją spyglių 

demėtligę, nuo jo kenčia įvairaus amžiaus pušys. Iš pradžių atsiranda oranžinės/geltonos 

dėmės, kurių centre pasirodo ruda dėmė, kartais pažeisti spygliai būna trumpesni negu sveiki 

(5 pav.) (EPPO Bulletin, 2015). 

Ankstesni tyrimai parodė, kad β-tubulino 2 (β-tub2) ir transliacijos elongacijos 

faktoriaus (EF1-α) genų sekos gali būti tinkamos L. acicola, D. septosporum ir D. pini 

identifikavimui, tam sukurti specifiniai pradmenys rūšims atskirti (Ioos et al., 2010). 
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5 pav. L. acicola patogenu pažeisti spygliai (EPPO Bulletin, 2015) 

 

1.6.3 Neocatenulostroma germanicum 

 

Ši rūšis pirmą kartą Lietuvoje buvo išskirta 2011 metais, iš pušų spyglių, kurie buvo 

su simptomais panašiais į raudonžiedės spyglių degligės. Neocatenulostroma germanicum 

iš pradžių buvo rasta ant Pinus mugo rūšies spyglių, pušis taip pat buvo užsikrėtusi 

Lecanosticta acicola patogeniniu grybu (6 pav.). Vėliau ši rūšis buvo nustatyta atskirai arba 

kartu su D. septosporum, ant P. sylvestris ir P. mugo pušų. Neocatenulostroma germanicum 

patogenas gali sukelti ligą veikdamas vienas, arba kartu su kitais minėtais patogenais – L. 

acicola ar D. septosporum.   

 2013 metais rūšis aptikta ir izoliuota Ukrainoje iš Pinus nigra pušies spyglių 

(Markovskaja et al., 2016). Neocatenulostroma gentis (Quaedvlieg et al., 2014) priklauso 

trims rūšims, kurios yra filogenetiškai glaudžiai susijusios ir morfologiškai panašios, tai būtų 

– N. abietis (Butin & Pehl) Quaedvlieg & Crous, N. germanicum (Crous & U. Braun) 

Quaedvlieg & Crous ir N. microsporum (Joanne E. Taylor & Crous) Quaedvlieg & Crous. 

Šio patogeno geografinis pasiskirstymas ir genetinė įvairovė dar nėra ištirta (Markovskaja 

et al., 2016), todėl tyrimai labai svarbūs, norint išsiaiškinti, kokią grėsmę šis grybas daro 

pušynams. 

 

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

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

 

Dar viena spyglių liga, kurią sukelia grybinis patogenas Lophodermium spp., yra 

paprastoji pušų spygliakritė. Lophodermium yra rimtas patogenas šiaurės Baltijos ir 

Skandinavijos šalyse esančiuose pušynuose (Hanso and Drenkhan, 2011). Lophodermium 

genčiai priklauso 16 grybų rūšių, ir trys iš jų randamos ant paprastosios pušies spyglių – 

Lophodermium seditiosum, Lophodermium conigenum ir Lophodermium pinastri (Reignoux 

et al., 2014; Diwani and Millar, 1985). Lophodermium pinastri dažniausiai užkrečia vyresnes 

pušis, daigai smarkiai pažeidžiami ir neretai visai sunaikinami. Ankstyvieji ligos simptomai 

susideda iš nedidelių rudų spalvos pakitimų ant spyglių, ant kurių atsiranda eilėmis piknidės 

ir apoteciai (Jones, 1935). Piknidės ovalios, beveik apvalios, išsidėsčiusios spyglių 

paviršiuje, apoceciai juodos spalvos, ovalo – elipsės formos, vienas nuo kito atskirti 

juodomis skersinėmis linijomis (7 pav.) (Dabkevičius ir kt., 2006; Stravinskas, 2013; 

Bernard, 2015). 

Spygliakritė aptinkama beveik kasmet. Ligai vystytis svarbios oro sąlygos, jai labai 

palankus šiltas ir lietingas oras vasarą bei rudenį ir nešalta žiema. Po palankių metų, liga gali 

apimti labai didelius plotus (Belova et al., 2000). Lietuvoje, 2017 m. paprastoji pušų 

spygliakritė užregistruota 37,1 ha plote – 60% medžių dėl ligos neteko apie 60% spyglių 

(Lietuvos valstybinių miškų 2017 m. sanitarinės būklės apžvalga, 2017). 

 

 

7 pav. Lophodermium spp. patogeno pažeistų spyglių simptomai (Bernard, 2015) 
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1.6.5 Gibberella circinata 

   

Gibberella circinata (Nirenberg and O’Donnell) yra patogeninis grybas – 

askomicetas, kuris sukelia pušų vėžį. Pušų vėžys yra viena iš svarbiausių pušynų ligų visame 

pasaulyje (Pfenning et al., 2014; Bezos, 2017). Grybas pažeidžia daugelis pušų rūšių ir 

didžiosios pocūgės augalus. Gibberella circinata pirmą kartą buvo nustatyta pietryčių 

jungtinėse valstijose (Hepting and Roth 1946; Gordon et al., 2001). Vėliau aptikta Ispanijoje, 

Italijoje, Pietų Afrikoje, Japonijoje, Šiaurės Amerikoje. Šiuo metu žinoma, kad Gibberella 

circinata užkrečia daugiau kaip 50 pušų rūšių (Wingfield et al., 2008). Fusarium circinata 

(Nirenberg and  O’Donnell) yra nelytinė forma, taip pat yra daug šio grybo sinonimų: 

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 pažeidžia tiek pušų sodinukus tiek bet kokio amžiaus augalą. 

Dažniausiai pažeidimai matomi ant spyglių, kamieno ir kankorėžių. Sodinukų spygliai 

pažeisti patogenu, paruduoja ar pageltonuoja, nudžiūsta augalo viršūnė arba visas augalas. 

Išrovus augalą su šaknimis, matyti parudavusi ir suskilinėjusi šaknų žievė. Medžiams taip 

pat pasireiškia panašūs požymiai: išsiskiria sakai ant šakelių, šakų ir kamieno paviršiaus, 

pageltonuoja arba paruduoja spygliai, pažeista lajos vieta tampa panaši į vėliavėlę, pastebimi 

daugybiniai šakų vėžio ir džiūvimo židiniai virš pirminio pažeidimo įvairiose lajos vietose, 

nudžiūsta augalo viršūnė, o galiausiai ir visas augalas (8 pav.) (EPPO Bulletin 39, 2009; 

Bezos et al., 2017). 

Europoje G. circinata yra žinomas iš Ispanijos, Portugalijos, Prancūzijos ir Italijos ir 

yra laikomas rimtu potencialiu invaziniu miško patogenu Europoje, kuris plinta užterštomis 

sėklomis, sodinukais, medienos medžiaga, dirvožemiu, vėju, vabzdžių platinimo vektoriais, 

taip pat prie plitimo prisideda žmogaus veikla. Ateityje patogenas dažniau plėsis į pietų 

Europos pušynus, tačiau taip pat yra galimybė plisti Vidurio ir Šiaurės Europoje. Lietuvoje 

iki šiol kol kas nėra G. circinata aptikimo duomenų (Oszako Tomasz et al., 2018), bet 

pavojus labai didelis. 
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8 pav. Gibberella circinata pušies pažeidimai: A- sėjinukų džiūtis; B – kamieno 

vėžys; C – spyglių džiūtis; D – nudžiūvusi augalo viršūnė (EPPOBulletin 39, 2009; 

Bezos D. et al., 2017). 
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1.7 Grybų identifikavimo metodai 

 

Patogenų identifikavimui vienas iš dažniausiai naudojamų metodų yra vizualinis, 

kuomet patogenas identifikuojamas pagal jam specifinius sukeltos ligos požymius, 

dažniausiai ant augalo atsiranda grybų piknidės, pustulės, sporos, ant pažeistų audinių 

matomos specifinės dėmės, dryžiai, puviniai ar išaugos. Pavyzdžiui pušų rūdžių sukelėjo  

žilinės raudonrūdės Coleosporium senecionis požymiai labai gerai matomi - ant spyglių 

išauga geltonos sporangės su balsvomis apnašomis pakraščiuose, todėl identifikavimui 

daugiau tyrimų nereikia. Norint nustatyti rūšį, dažnai taikomas mikroskopavimo metodas, 

kuomet nuo pažeisto augalo audinio dalies atsargiai adatele paimamas grybo grybienos 

gabalėlis su sporomis ir pamerkiamas į vandens lašą ir uždengiamas dengiamuoju stikleliu, 

paruoštas preaparatas mikroskopuojamas ir yra vertinamas. Labiausiai dėmesys 

atkreipiamas į grybo sporų dydį ir spalvą, hifų struktūrą ir pertvarėlių skaičių. Jeigu ant 

augalo nesimato grybo grybienos ir sporų, galima paruošti drėgną kamerą, kad sukelti 

dirbtinį augimą ir sporų susidarymą. Kitas metodas identifikuoti rūšis – grybų auginimas ant 

dirbtinės mitybinės terpės. Šio metodo privalumas, kad galima išskirti endofitinius grybus, 

kurie nesukelia ligos požymių ir yra „nepastebimi“. Norint išskirti endofitus, svarbu gerai 

nudezinfekuoti augalo audinio paviršių ir dedant ant terpės augalinę medžiagą supjaustyti 

mažais gabaliukasi, kad grybas galėtų lengviau „užlipti“ ant mitybinės terpės. Užaugintos 

grynos kultūros micelis mikroskopuojamas ir analizuojamas. Jeigu ant augalo audinio 

matoma grybo sporų, galima paruošti sporų suspensiją: adatėlės pagalba paimti sporų,  

įmerkti į vandens lašą  ir išglaistyti ant mitybinės terpės, tokiu būdu užauginama gryna 

kultūra (Dabkevičius ir Brazauskienė, 2007; EPPO Bulletin, 2015; Mullett and Barnes, 

2012). Tačiau yra labai daug grybų rūšių kuomet identifikuoti tik pagal ligos simptomus 

apžiūrint augalą arba pagal grybo morfologiją pradinėse stadijose yra labai sudėtinga arba 

visai neįmanoma, ypač labai giminingoms rūšims. Siekiant kuo anksčiau aptikti ir 

identifikuoti ligos sukelėjus, kad galima būtų pasirinkti tinkamas kontrolės priemones ligos 

plitimui stabdyti, vis dažniau grybų identifikavimui taikomi molekuliniai metodai. Grybų 

ląstelės viduje esančioje DNR yra sukaupta visa paveldima informacija, įdomu tai, jog 

grybuose DNR yra iki dešimties kartų daugiau negu bakterijose. Įvairios grybų rūšys savo 

DNR labai skiriasi, ir net 80-97% DNR sekos yra nesikartojančios (Dabkevičius ir 

Brazauskienė, 2007). Mikroskopinių grybų identifikavimui naudojamas polimerazės 

grandininės reakcijos (PGR) metodas, kuris skirtas specifinės DNR sekos padauginimui. 

PGR turi daug skirtingų metodikų ir yra labai greitas, efektyvus, patogus ir ganėtinai 

nebrangus metodas (Firantienė et al., 2009). Grybų molekuliniam identifikavimui buvo 
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sukurti PGR pradmenys, kuriuos panaudojus galima pagausinti grybų vidinio 

transkribuojamo tarpiklio (angl. internal transcribed spacer – ITS) sritį, kuri yra tarp 

branduolio rRNR genų (White et al., 1990). Tais atvejais, kai ITS regionas nėra idealus, 

pvz.,kai nėra pakankamos rūšies identifikavimo raiškos tokioms rūšims kaip Aspergillus, 

Fusarium, Penicillium, ir Trichoderma arba kai dirbama su daugeliu morfologiškai panašių 

rūšių, turėtų būti analizuojami kiti baltymų kodavimo genų regionai. Svarbu suprasti, kad 

labai maža dalis grybų <1% buvo suskirstyti pagal ITS regioną (Raja et al., 2017).  

 Molekulinių tyrimų pagalba, panaudojus PGR reakciją galima atskirti D. 

septosporum ir D. pini rūšis, kurių pagal morfologiją ir sukeliamus ligos simptomus atskirti 

neįmanoma. Panaudojus univeralius D. septosporum Dstub2-F, Dstub2 ir D. pini DPtef-F, 

DPtef-R rūšims specifinius pradmenis galima atskirti šias dvi rūšis. D. septosporum 

univeralūs pradmenys koduoja β-tubulino, o D. pini elongacijos faktoriaus ef1 – α genus 

(Ioos et al., 2010). Kitas būdas atskirti rūšis yra panaudojus lytinio suderinamumo tipo MAT 

(angl. mating type MAT) genams universalius pradmenis D. septosporum – DseprMat1f, 

DseptoMat2f ir D. pini – D.piniMat1F, DpiniMat2f (Groenewald et al., 2007). D. 

septosporum ir D. pini yra heterotaliniai organizmai, t.y turintys skirtingo lytinio potencialo 

individus. Heterotalinio grybo lytinėms sporoms susiformuoti reikalingi du skirtalyčiai 

suderinami individai (Groenewald et al., 2007; Lukošienė ir Kutorga, 2014). Norint, kad 

vyktų lytinė reprodukcija, dvi vienodos rūšys turi turėti skirtingus MAT genus (MATI arba 

MATII) (Fraser et al., 2003). 

Prieš teigiant, kad augalą tikrai užkrėtė grybinis patogenas, reikia užkrėsti augalą 

tariamu patogenu. Tyrimo metu galima augalą ar jo dalis (lapus, spyglius) apipurkšti grybo 

sporomis, galima krėsti per dirvą ar mirkyti augalą sporų suspensijoje. Jeigu po kurio laiko 

ant augalo išryskėja ligos simptomai, galima teigti jog tiriamas grybas yra patogenas ir 

sukelia ligą (Dabkevičius ir Brazauskienė, 2007). Šis metodas turi atitikti Kocho postulatus, 

kurie teigia, kad (Nelson, 1995):  

1. Mikroorganizmas turi sukelti ligos simptomus. 

2. Mikroorganizmas turi būti išskirtas iš augalo audinių ir auginamas grynoje kultūroje. 

3. Liga turi pasireikšti ant sveiko augalo, kuomet jis yra užkrečiamas grybu iš išaugintos 

kultūros. 

4. Mikroorganizmas turi būti vėl išskirtas iš eksperimentiškai užkrėsto augalo. 
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2. TYRIMŲ MEDŽIAGOS IR METODAI 

2.1.Medžiagos ir reagentai 

 

Atliekant tyrimus ir eksperimentus, buvo naudoti Gamtos tyrimų centro, augalų 

patologijos laboratorijos cheminiai reagentai ir prietaisai. 

 

3 lentelė. Cheminės medžiagos ir reagentai 

Cheminės medžiagos pavadinimas Gamintojas 

Glicerolis (C3H8O3) Chempur (Lenkija) 

Izopropanolis (2-propanolis) (C3H8O) 

Chloroformas (CHCl3) 

Fisher Chemical (Jungtinės Amerikos 

Valstijos) 

Etanolis (C2H5OH) AB „Stumbras“ (Lietuva) 

Heksadeciltrimetilamoniobromidas CTAB 

(CH3(CH2)15N(Br)(CH3)3) 

Etilendiamintetraacto rūgštis EDTA 

(C10H16N2O8) 

G – Biosciences (Jungtinės Amerikos 

Valstijos) 

Druskos rūgštis (Tris-HCl) Roth (Vokietija) 

Natrio chloridas (NaCl) Lachema (Čekija) 

Dream Taq Green reakcijos buferis 

DreamTaq DNR polimerazė 

dNTP mišinys 

Magnio chloridas (MgCl2) 

Agarozė (Agarose Standard low EEO) 

ThermoFisher (Lietuva) 

Pradmenys (DpiniMat1f2, DpiniMat2f, 

DseptoMat1f, DseptoMat2f, DPtef-F, DPet-R 

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

BaseClear (Nyderlandai) 
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4 lentelė. Naudoti tirpalai 

Tirpalo pavadinimas Sudėtinės dalys 

CTAB tirpalas (3%) CTAB 

Tris-HCl (1M) (druskos rūgštis) 

EDTA (0,5M) 

NaCl (5M) (natrio chloridas) 

H20 (distiliuotas) 

SB (natrio borato) buferis NaOH (natrio šarmas) 

B(OH)3 (boro rūgštis) 

H20 (distiliuotas) 

Agarozės gelis (2%) Agarozė 

Dažas Gel Green (Biotium) 

SB buferis 

 

5 lentelė. Naudotos terpės 

 

 

 

  

Terpės pavadinimas Sudėtinės dalys Koncentracija 

2% MEA agarizuota terpė 

(Mullett and Barnes, 2012) 

Agaras 

Malt ekstraktas 

Vanduo (distiliuotas) 

18 g/l 

16 g/l 

800 ml/l 

2% MEA skysta terpė Malt ekstraktas 

Vanduo (distiliuotas) 

16 g/l 

800 ml/l 

PDA  (Bulvių dekstrozės 

agaras) (Lelliott, 1987) 

D – gliukozė 

Agaras  

Pagamintas bulvių 

ekstraktas 

Vanduo (distiliuotas) 

5 g/l 

20 g/l 

200 ml/l 

 

800 ml/l 
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2.2 Naudoti laboratoriniai prietaisai 

 

1. Autoklavas MultiControl (CertoClav; Austrija). 

2. Laminarinė traukos spinta Cellgard (NUAIRE; Class II; Jungtinės Amerikos 

Valstijos). 

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

4. Homogenizatorius FAST PREP BIO 101 (Thermo Savant; Jungtinės Amerikos 

Valstijos). 

5. Centrifuga Heraeus FRESCO 21 (Thermo Scientific; Vokietija). 

6. Centrifuga Galaxy mini (VWR; Korėja). 

7. Kaitinimo blokas Eppendorf Thermomixer Comfort (Eppendorf; Vokietija). 

8. Nanospektrofotometras P330 (Implen; Vokietija). 

9. Termocikleris Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems; Jungtinės 

Amerikos Valstijos). 

10. Elektroforezės aparatas Sub-Cell R GT (Bio-Rad); šaltinis EPS 301 (Amersham 

Biosciences; Švedija). 

11. UV transiliuminatorius, gelių dokumentavimo sistema Fire Reader (UVitec; 

Jungtinės Amerikos Valstijos). 

12. Analitinės svarstyklės KERN (ABJ; Vokietija). 

13. Dirbtinio klimato kamera Fitotron (Weiss gallenkamp; Vokietija).  

14. Mikroskopas Motic BA 300 (Meyer instruments; Jungtinės Amerikos valstijos)  

15. 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 pavyzdžiai nuo šių Pinus spp. augalų (6 lentelė): 

 

6 lentelė. Tiriamųjų Pinus genties rūšys ir rinkimo vieta  

Auglo rūšis Vieta Koordinatės 

Paprastoji pušis (Pinus sylvestris L. 

'Beuvronensis') 

Kairėnai 54.7357207, 25.4012941 

Kalninė pušis (Pinus mugo Turra 

'Frisia') 

Kairėnai 

Veimutinė pušis (Pinus strobur L.) Kairėnai 

Juodoji pušis (Pinus nigra Arn.) Kairėnai 

Bankso pušis (Pinus banksiana Lamb. 

x contorta) 

Kairėnai 

Geltonoji pušis (Pinus ponderosa var. 

scopulorum Engelmann in S. Watson) 

Kairėnai 

Smulkiažiedė pušis (Pinus parviflora 

Siebold 'Glauca') 

Kairėnai 

Paprastoji pušis (Pinus sylvestris L.)   Vilniaus miestas 54.712970, 25.186949 

Paprastoji pušis (Pinus sylvestris L.)   Pagiriai 54.581729, 25.181708 

Paprastoji pušis (Pinus sylvestris L.)   Zarasų raj. 55.708688, 26.185255 
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2.4 Tyrimo metodai 

2.4.1 Mikroskopinių grybų išskyrimas iš augalo audinių 

 

Surinkta medžiaga su sveikais ir vizualiai pastebimais pažeidimais ant augalo šakelių, 

pumpurų ir spyglių (EPPO Bulletin, 2015). Mikroskopinių grybų išskyrimui buvo naudojami 

keli metodai. Pirmojo metodo metu atskiros dalys buvo supjaustytos nedideliais gabalėliais 

ir sterilinamos. Augalinė medžiaga sterilizuota palaikant 30 sekundžių etanolyje (96%), 

nuskalauta steriliu vandeniu ir išdžiovinta filtrinio popieriaus gabalėliu. Mikroorganizmų 

išskyrimui paruošta medžiaga buvo įspaudžiama į MEA 2% terpę ir auginama kambario 

temperatūroje apie 22 °C, tamsoje (Jankowiak, 2006). Po keletos dienų, kuomet 

pasirodydavo grybo grybiena, ji buvo išpjaunama nedideliu gabalėliu ir persėta į Petri 

lėkštelę su paruošta MEA 2% terpe, grynos kultūros užauginimui. Antrojo metodo metu, 

sterilinami spygliai buvo taip pat, kaip ir pirmąjame metode. Adatėlės pagalba buvo 

bandoma iš pažeidimo paimti grybo sporų. Sporos  įmerkiamos į vandens lašą ir kilpelės 

pagalba paskirstomos į Petri lėkštelę (EPPO Bulletin, 2015). 

 

2.4.2 Izoliatų morfologinis grupavimas 

 

Morfologiniam grupavimui izoliatai buvo auginami ant MEA 2% terpės. Mėnesio 

amžiaus izoliatai buvo grupuojami į morfologines grupes, pirmiausiai pagal kolonijos vaizdą 

lėkštelėje t.y augimo išsidėstymą ir spalvą, tuomet visi izoliatai buvo mikroskopuojami ir 

grupuojami pagal hifus bei sporas jeigu jos susiformavo (pagal laboratorijos naudojamą 

metodiką). Mikroskopavimui buvo nadojamas binokuliarinis mikroskopas – Nikon Eclipse 

Ci-L, kultūros nagrinėjamos apžiūrint 40x padidinimu, kultūros buvo fotografuojamos 

naudojant kompiuterinę programą – NIS – Elements D 4.00.05. 

 

2.4.3 Grynų kultūrų ilgalaikis saugojimas 

 

Išskirtos ir morfologiškai sugrupuotos grynos kultūros buvo sudėtos ilgalaikiam 

saugojimui, kad galėtų būti panaudotos prireikus kitiems eksperimentams. Iš lėkštelės su 

gryna kultūra, buvo išpjautas gabalėlis agaro su grybo hifais ir įdėtas į 1,5 ml. mėgintuvėlius, 

tuomet buvo užpilta 1 ml 10% glicerino tirpalo ir laikoma ultra žemos temperatūros 

šaldiklyje -70 °C, tokios kultūros išlieka gyvybingos apie 9 mėnesius ir ilgiau (Singleton et 

al., 1992). 

 



32 

 

2.4.4 Dothistroma spp. identifikavimas panaudojant polimerazės grandininę reakciją 

 

Genominės DNR išskyrimas naudojant CTAB metodiką. Dothistroma spp. grybo 

DNR išskyrimui buvo naudojama augalinė medžiaga – spygliai su matomais simptomais. 

Kitų grynų grybų izoliatų DNR išskyrimui buvo naudota grybo grybiena.  Į mėgintuvėlį su 

tiriamąja medžiaga buvo įpilta 600 μl CTAB tirpalo. Tiriami pavyzdžiai purtomi 5,5 

aps./min. 30 sekundžių du kartus, tarp jų darant 30 sekundžių pertrauką. Kiekvieną kartą po 

purtymo mėgintuvėliai centrifuguoti 8 000 aps./min. 1 min. Mėgintuvėliai inkubuoti valandą 

65 °C temperatūroje. Po inkubacijos, į mėgintuvėlius pilama 600 μl chloroformo ir gerai 

sukratoma, centrifuguota 10 minučių 10 000 aps./min. Viršutinė tirpalo frakcija buvo 

perkelta į 1,5 ml tūrio mėgintuvėlius ir įpilta 1 ml šalto (laikyto -20 °C temperatūroje) 

izopropanolio ir lengvai pavartoma. Mėgintuvėliai inkubuoti 30 minučių -20 °C 

temperatūroje. Po inkubacijos mėgintuvėliai centrifuguoti 30 min. 13 aps./min. 4 °C 

temperatūroje. Nupylus supernatantą ant dugno buvo matoma nusodinta DNR, kuri buvo 

užpilta 200 μl šalto etanolio 70% (-20 °C) ir centrifuguojama 5 min. 13 aps./min. greičiu 4 

°C temperatūroje. Nupylus skystį mėgintuvėliai laikyti atviri kol išgaruos etanolis. DNR 

ištirpinta 20 μl steriliame vandenyje. Po 24 valandų išmatuota DNR koncentracija ir kokybė 

(Rosling et al.č 2003). 

Dothistroma septosporum rūšies patvirtinimas. Nustačius išskirtos DNR 

koncentraciją ir kokybę Nanodrop (P330) ji buvo praskiedžiama iki darbinės – 10 ng/μl 

koncentracijos. Pirmojo eksmerimento metu DNR fragmentai buvo dauginami panaudojant 

polimerazės grandininę reakciją su D. pini,  D. septosporum ir L. acicola specifiniais 

pradmenis – DPtef-F, DPet-R, Dstub2-F, Dstub2-R, LAtef-F, LAtef-R (Ioose et al., 2010). 

Buvo ruošiami trys reakcijos mišiniai su skirtingiais pradmenimis. Pirmasis reakcijos 

mišinys su D. septosporum specifiniais pradmenimis, kurio galutinis tūris 15 μl vienam 

mėginiui: 9,375 μl vandens, 1,5 μl  Green buferio, 1,5 μl dNTP mišinio, 0,3 μl Dstub2-F 

pradmens, 0,3 μl DStub2-R pradmens, 0,45 μl MgCl2, 0,075 μl DreamTaq polimerazės ir 

1,5 μl amplifikuojamos DNR. Kiti du mišiniai buvo ruošiami tokiomis pat koncentracijomis 

tik su kitais rūšiai specifiniais pradmenimis (antrasis mišinys su D. pini, trečiasis 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; pradmenų prisitvirtinimas 60 °C 23 s ir pradmenų ilginimas 72 

°C 60 s. Šie ciklai kartojami 40 kartų; 

3. Galutinis pradmenų ilginimas 72 °C 10 min. 

 

Antrojo eksperimento metu DNR fragmentai buvo dauginami panaudojant polimerazės 

grandininę reakciją su D. septosporum specifiniais pradmenis: DpiniMat1f2, DpiniMat2f, 

DseptoMat1f, DseptoMat2f (Groenewald et al., 2007). Buvo ruošiami du reakcijos mišiniai 

su skirtingais pradmenimis, pirmasis reakcijos mišinys su D. septosporum MATI 

pradmenimis, kurio galutinis tūris 15 μl vienam mėginiu: 9,375 μl vandens, 1,5 μl  Green 

buferio, 1,5 μl dNTP mišinio, 0,3 μl DseptoMat1f pradmens, 0,3 μl DotMat1r pradmens, 

0,45 μl MgCl2, 0,075 μl DreamTaq polimerazės ir 1,5 μl amplifikuojamos DNR. Antrasis 

reakcijos mišinys su D.septosporum MATII pradmenimis buvo ruošiamas tokiomis pat 

koncentracijomis kaip su MATI  pradmenimis. 

 

D. septosporum: 

DseptoMat1f    5‟ CGCAGTAAGTGATGCCCTGAC 3‟ 

DotMat1r         5’ TTGCCTGACCGGCTGCTGGTG 3’ 

DseptoMat2f    5‟ GTGAGTGAACGCCGCACATGG 3‟ 

DotMat2r         5’ CTGGTCGTGAAGTCCATCGTC 3’ 

 

Reakcijos mišinys paruoštas pagal Groenewald et al. 2007 protokolą.  Amplifikavimo ciklai: 

1. Denaturacija 94 °C 5 min.;  

2. Denaturacija 94 °C 20 s; pradmenų prisitvirtinimas 65 °C 20 s ir pradmenų ilginimas 

72 °C 40 s. Šie ciklai kartojami 40 kartų; 

3. Galutinis pradmenų ilginimas 72 °C 5 min. 
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PGR produktų analizė buvo vykdoma elektroforize 1,5% agarozės gelyje: 2,25 g 

agarozės, 150 ml SB (1x) buferio, 2% „GelGreen“ (10 000x) dažo. Visi mėginiai buvo 

skirstomi gelyje 100 V įtampoje 2 val.  ir vizualizuojami naudojant gelių dokumentavimo 

sistemą Fire Reader (Jungtinė Karalystė). 

 

2.4.5 Antagonistinių savybių turinčių grybų atrinkimas 

 

Antagonistinis poveikis buvo tiriamas su trimis ,Gamtos tyrimų centro, augalų 

patologijos laboratorijos, patogenų izoliatais (PATI; PATII ir PATIII) išskirtais iš Pinus 

sylvestris pušų augančių  skirtingose vietovėse ir 78 endofitiniais izoliatais. 10 – ties parų 

patogeno grynos  kultūros paruošta sporų suspensija buvo išglaistoma ant 2% MEA terpės 

po 300 µl:  apie 5000 ląst./ml. Sporos buvo skaičiuojamos Goriajavo kameroje pagal formulę 

(Хабибуллина, 2007): 

 

N = а · 1000K/h · S; 

 

N – sporų skaičius viename mililitre; 

A – Vidutinis sporų skaičius, penkiuose mažuose kameros kvadratuose; 

K – suspensijos skiedimas; 

h – kameros gylis; 

S – plotas mažo kvadrato, mm 

 

Ant išglaistytų sporų uždedami du, 7 – nių parų, nepatogeninio grybo hifų diskai, kurie 

buvo išpjauti su steriliu 5 mm skersmens grąžtu ir uždėti ant abiejų vidinės Petri lėkštelės 

kraštų. Eksperimentas iki vertinimo laikomas 14 parų 22 °C temperatūroje (9 pav.). 

 

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 atliekamas po dviejų stebėjimo savaičių. Laboratorijoje buvo sudaryti vertinimo 

kriterijai, pagal kuriuos izoliatai buvo suskirstyti į tris grupes:  

1) Turi didelį antagonistį poveikį (patogenų sporos nesudygo); 

2) Turi vidutinį antagonistinį poveikį (inhbicinė zona 0,5 mm ir daugiau); 

3) Antagonistinio poveikio neturi (inhibicinės zonos nesusidarė). 

 

10 pav. Antagonistinio poveikio vertinimas pagal inhibicines zonas 

 

2.4.7 Antagonistinių savybių turinčių grybų patikra in vivo 

 

Eksperimentui buvo auginamos pušys, kurių sėklos pasėtos steriliame dirvožemyje. 

Pušys buvo auginamos metus laiko, auginimo kameroje – Fitotron (Weiss Gallenkamp; 

Vokietija), kontroliuojamomis sąlygomis: drėgmė, temperatūra, dienos ir nakties režimas. 

Drėgmė 80%, dienos režimas 16 valandų ir 20 °C temperatūra, nakties režimas – 8 valandos 

ir 17 °C temperatūra (Perry et al., 2016). Pušų inokuliavimui buvo naudoti du patogeninių 

grybų izoliatai (PAT1 ir PATII) išskirti iš Pinus genties augalų ir 5 antagonistinį poveikį in 

vivo turėję grybų izoliatai: 722; Mt4Y29; Pst 1N1; RDŽ 5T 1.6 ir SC2.4.1, kurie yra iš 

laboratorijos kolekcijos. Pirmiausia, 2018-11-20 d. pušys buvo inokuliuotos 

nepatogeniniais, antagonistinį poveikį turinčiais grybais, o 2018-12-13 d. antagonistais 

Inhibicinė zona 
Antagonistas 

Patogeno kolonijos 
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inokuliuotos pušys buvo užkrėstos patogeniniais grybais. Iš viso buvo inokuliuota 120 pušų, 

kurios suskirstytos į 12 grupių po 10 pušų: 

 10 pušų PATI + Mt4Y29;                             

 10 pušų PATI+ RDŽ 5T 1.6;                        

 10 pušų PATI + Pst 1N1; 

 10 pušų PATI+ 622;                                      

 10 pušų PATI+ SC2.4.1; 

 10 pušų PATII+SC2.4.1; 

 10 pušų PATII + Mt4Y29; 

 10 pušų PATII + RDŽ 5T 1.6; 

 10 pušų PATII + Pst 1N1; 

 10 pušų PATII+622; 

 10 pušų tik PATI be antagonistinio grybo;    

 10 pušų tik PATII be antagonistinio grybo; 

 20 pušų neigiama kontrolė – nieko nedaryta. 

Inokuliacijai buvo naudota 106  sporų (Perry et al., 2016), suskaičiuotų Goriajevo 

kameroje pagal formulę (Хабибуллина, 2007). Pušys buvo inokuliuotos jas apipurškiant, 

buvo naudotas sterilus rankinis purkštuvas. Inokuliavimo schema pavaizduota 11 – tame 

paveikslėlyje. 

 

11 pav. Pušų inokuliavimo schema 
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3. REZULTATAI 

3.1 Augalų ligos požymių/pažeidimų įvertinimas 

 

2018 m. buvo surinkta Pinus genties augalinė medžiaga tiek su ligų simptomais, tiek 

be jokių matomų pažeidimų. Medžiaga rinkta keturiose skirtingose vietovėse. Daugiausia 

pažeidimų buvo stebima ant augalo spyglių, pažeidimai buvo pastebimi ant spyglių centrinės 

bei viršutinės dalies, o spyglių pamatas buvo pažeistas mažiausiai. Labai daug spyglių buvo 

su nudžiuvusiais galais. Ypač didelis dėmesys buvo atkreiptas į įvairias dėmes, buvo rasta 

spyglių su geltonomis dėmėmis, kurių pamate buvo plytų raudonumo dėmės, taip pat buvo 

spyglių su pailgomis tamsiomis dėmėmis su įtrukimais, kuriuose jau matėsi grybo 

vaisiakūniai (12 pav.). 

 

 

12 pav. Spyglių pažeidimai ant Pinus genties augalų 
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3.2 Grynų mikroskopinių grybų kultūrų išskyrimas ir morfologinis grupavimas 

 

Mikroorganizmų išskyrimui, augalinė medžiaga buvo rinkta nuo dešimties Pinus 

genties augalų – keturių vietinių ir šešių introdukuotų.  Buvo surinktos šakelės su pažeistais 

spygliais ir pumpurais. Pirmiausia tyrimas buvo atliekamas su augaline medžiaga surinkta 

Vilniaus botanikos sode Kairėnuose. Ten auga ne tik vietinė Pinus sylvestris rūšis, bet ir 

kitos introdukuotos rūšys. Tyrimo metu augalinė medžiaga mikroorganizmų išskyrimui 

buvo rinkta nuo šešių introdukuotų Pinus genties augalų: Pinus mugo 'Frisia‘; Pinus strobur; 

Pinus nigra; Pinus Banksiana xp contorta; Pinus ponderosa var. scopulorum ir Pinus 

parviflora 'Glauca' bei vietinės Pinus sylvestris rūšies. Iš šių rūšių išskirta 229 grynos grybų 

kultūros. Kairėnuose daugiausiai izoliatų ir morfogrupių buvo aptikta ant vietinės Pinus 

sylvestris rūšies, ant kitų rūšių tiek izoliatų, tiek morfogrupių buvo aptikta mažiau (13 pav.). 

 

 

13 pav. Izoliatų ir morfogrupių skaičius išskirtas iš Vilniaus Botanikos sodo Kairėnuose 

 

Vėliau augalinė medžiaga buvo rinkta dar trijose skirtingose vietovėse: Zarasų rajone, 

Vilniaus mieste ir Pagiriuose. Buvo palyginta, kiek izoliatų ir morfogrupių išskirta iš vietinės 

Pinus sylvestris rūšies. Daugiausiai izoliatų iš  P. sylvestris buvo išskirta Vilniaus botanikos 

sode Kairėnuose, nors palyginus su kitomis vietovėmis morfogrupių ten buvo nedaug. 

Daugiausia morfogrupių – 30, buvo aptikta Zarasų rajone, nutolus nuo miesto kelis 

kilometrus (14 pav.). 
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14 pav. Izoliatai išskirti iš P.sylvestris skirtingose vietovėse 

 

Tyrimo metu nuo dešimties Pinus genties augalų iš viso išskirtos 344 gryni grybų 

izoliatai iš augalo spyglių, pumpurų ir šakelių. Morfo grupių suskaičiuota 75.  Sudėjus visas 

tirtas pušų rūšis, tirtas skirtinguose vietovėse, buvo pastebėta, kad daugiausia morfo grupių 

aptikta Zarasų rajone – 30, mažiau Vilniaus mieste – 17. Mažiausia morfogrupių aptikta 

Vilniaus universiteto botanikos sode Kairėnuose ant nevietinių P. ponderosa var. 

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

 

 

15 pav. Morfogrupių įvairovė pagal vietovę 
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Visi išskirti izoliatai buvo suskirstytos į morfologines grupes. Pirmiausia kultūros 

buvo apžiūrimos ir surūšiuotos pagal kolonijos išvaizdą lėkštelėje ant terpės, buvo žiūrima 

kolonijos spalva ir augimas (16 pav.). 

 

 

16 pav. Reprezentatyvūs morfo grupės atstovai 

Tuomet visos kultūros buvo mikroskopuojamos ir rūšiuojamos pagal sporas, jeigu jos 

susiformavo (17 pav.), bet daugiausia izoliatai buvo grupuojami pagal hifus (18 pav.), 

kadangi sporų formavimuisi didžiajai daliai grybų reikia rūšiai specifinės terpės, o mes 

izoliatų grupavimui naudojome 2% MEA terpę, kuri tinkama daugelis rūšių grybų 

kultivavimui. Buvo atkreiptas dėmesys į hifų formą, praplatėjimus, spalvą, šakojimasį, hifų 

pertvarėles jeigu jos buvo. 
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17 pav. A – aukšliai su aukšliasporėmis; B – sporos; C – konidiakotis su konidijomis. 40x 

priartinimas 

 

 

            18 pav. Kai kurių morfo grupių hifai: A – 11-ta morfo grupė; B – 51-ma morfo     

grupė; C – 9-ta morfo grupė; D – 36-ta morfo grupė. 40x padidinimas 

 

Morfogrupės buvo sugrupuotos nuo 1 iki 75. Buvo stebėta, kokios morfogrupės 

aptiktos pavienės, tai yra kiek morfogrupių aptikta tik ant tam tikros rūšies Pinus augalo ir 

neaptikta ant kitų rūšių, 7-ntoje lentelėje tokios rūšys pažymėtos žalia spalva, pavyzdžiui: 

pirma morfo grupė aptikta tik ant P. sylvestris rūšies. Net 43 morfogrupės iš 75 buvo aptiktos 

ant tam tikros Pinus rūšies ir nebuvo aptikta ant kitų, ypač rūšių įvairovė pasižymėjo vietinė 

P. sylvestris rūšis. Taip pat buvo stebėta, kokios morfogrupės kartojosi tarp skirtingų rūšių 

A B C 
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pušų, labiausiai kartojosi 36-ta morfo grupė, kuri aptikta ant visų tirtų Pinus genties augalų 

išskyrus P. sylvestris Zarasų rajone, kur buvo aptikta daugiausia morfogrupių.  

 

7 lentelė. Morfo grupių pasiskirstymas ant Pinus spp. augalų 

Morfo 

grupė 
Kairėnai Vilniaus 

miestas 

Zarasų 

raj. Pagiriai 

  

P. 

sylvestri

s 

'Beuvro

nensis'  

P. 

mugo 

'Frisia'  

P. 

parviflo

ra 

'Glauca' 

P.ponde

rosa 

var. 

Scopulo

rum 

P. 

Banksi

ana 

xp 

contor

ta  

P. 

nigra  

P.  

strobur 

P. 

sylvestris  

 

      P. 

sylvestrs  

      P. 

sylvestris 

1 0 0 0 0 0 0 0 5 0 0 

2 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 

3 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 

4 0 0 0 0 0 0 1 2 0 1 

5 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

6 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 

7 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

8 2 0 0 2 4 2 0 4 2 0 

9 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 

10 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 

11 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 

12 0 0 0 0 0 0 0 4 0 1 

13 1 0 0 0 1 0 0 0   0 

14 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 

15 1 3 0 0 0 0 0 0 0 0 

16 0 0 0 0 0 0 0 0 2 1 

17 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 

18 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

19 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 

20 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 

21 1 1 2 0 0 0 1 0 1 0 

22 2 3 1 0 0 0 0 0 0 1 

23 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

24 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 

25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 

26 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 

27 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

28 0 0 5 0 0 1 0 0 0 0 

29 0 0 0 0 1   0 0 0 0 

30 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 

31 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 

32 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 

33 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 

34 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 
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35 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 

36 19 19 7 24 16 7 13 2 0 4 

37 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 

38 1 0 0 0 0 0 2 2 0 4 

39 0 2 0 2 0 0 0 1 1 0 

40 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 

41 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

42 0 0 0 0 0 1 0 2 1 9 

43 0 2 0 0 1 0 2 0 1 0 

44 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 

45 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 

46 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

47 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 

48 0 0 1 0 0 0 0 0 2 1 

49 0 0 0 0 0 0 0 4 0 2 

50 2 1 0 0 0 2 0   0 0 

51 2 0 0 0 0 0 0 1 0 0 

52 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 

53 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 

54 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 

55 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 

56 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 

57 13 0 0 0 0 0 0 0 1 0 

58 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 

59 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

60 0 1 7 2 0 1 1 0 0 0 

61 0 0 0  2 0 0 0 0 0 0 

62 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 

63 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 

64 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

65 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

66 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 

67 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 

68 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 

69 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 

70 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 

71 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

72 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

73 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 

74 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 

75 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 

 

 

 

7 lentelė (tęsinys). 
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3.3 Morfologinis patogenų identifikavimas 

 

Grupuojant grybus į morfologines grupes, 72 grupės buvo priskirtos endofitams – 

nepatogeniniams izoliatams, o 3 grupės priskirtos ligos sukelėjams, nes morfologiškai buvo 

panašūs į patogenus. Tyrimo metu morfologiškai iki genties buvo identifikuota trys 

patogenai: Lophodermium sp., Fusarium sp. ir Neocatenulostroma sp. 

Pagal simptomus ant spyglio ir grybo kolonijos išvaizdą, lėtą augimo greitį (19 pav.), 

morfologiškai buvo identifikuotas Lophodermium sp. patogenas. Taip pat mikroskopuojant 

išmatuoti grybo hifų storis – 2,5-3,2 µm (20 pav.). Šis grybas buvo išskirtas iš vietinės Pinus 

sylvestris rūšies Pagiriuose. Kad nustatyti, kokia būtent rūšis buvo išskirta, reikia atlikti 

tolimesnius molekulinius tyrimus. 

 

 

19 pav. A – patogeno pažeistas spyglys; B – iš sporų suspensijos užaugusios 

Lophodermium spp. kultūros; C – Persėta Lophodermium spp. kultūra 
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20 pav. Lophodermium spp. kultūra, 10x padidimas 

 

Mikroskopuojant izoliatą JS9 buvo pastebėta, kad šio mikroskopinio grybo sporos 

panašios į Fusarium spp. patogeno. Buvo matomos grybo mikro ir makro konidijos(21 pav.). 

Buvo išmatuota konidijų ilgiai: mikrokonidijų ilgis siekė 7,5-12,5 µm, o makrokonidijų ilgis 

siekė 35-45 µm. Pagal morfologiją gentis labai panaši į Fusarium oxysporum (Teixeira et 

al., 2017; Fovo, 2017), bet rūšiai patvirtinti reikia atlikti molekulinius tyrimus. Izoliatas buvo 

išskirtas iš vietinės rūšie Pinus sylvestris pušies spyglio, kuris neturėjo ligos simptomų. 

 

21 pav. A – grybo mikro ir makro konidijos (40x); B – gryna dviejų savaičių kultūra ant 

2% MEA terpės. 

Taip pat buvo rasti izoliatai, morfologiškai labai panašūs į Neocatenulostroma 

germanicum patogeną, išskirta iš spyglių su simptomais panašiais į Dothistroma spp. ir 

Lecanosticta acicola patogenų sukeliamas ligas (22 pav.)  (Markovskaja et al., 2016). Šis 

patogenas pasižymėjo lėtu augimo greičiu ant terpės. 

A                                             B 
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22 pav. A – grybo konidiasporos (40x), B – gryna trijų savaičių laiko kultūra ant 2% MEA 

terpės, C – patogeno pažeistas spyglys 
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3.4 Molekulinis Dothistroma spp. identifikavimas 

 

Tyrimo metu, buvo rasti pušų spygliai su simptomais panašiais į patogenų D. 

septosporum, D. pini ir Lecanosticta acicola. Kadangi pagal simptomatiką šias rūšis atskirti 

labai sunku, buvo atlikta polimerazės grandininė reakcija, su šioms rūšims specifiniais 

pradmenimis. Atlikus PGR reakciją buvo identifikuoti du D. septosporum izoliatai, kurie 

turėjo 231 bp produktus (23 pav.). 

 

 

23 pav. Tiriamų izoliatų DNR polimerazinė grandininė reakcija (PGR) 1,5% 

agaroziniame gelyje (M – markeris; 1-3 reakcijos mišiniai su D. septosporum 

specifiniais pradmenimis; 5-7 reakcijos mišiniai su D. pini specifiniais pradmenimis; 

9-11 reakcijos mišiniai su L. acicola specifiniais pradmenimis; 4,8 ir 12 – neigiama 

kontrolė 

Iš penkių tiriamų mėginių, kurie buvo tikrinami su D. septosporum specifiniais 

pradmenimis, kurių taikiniai buvo lytinio suderinamumo (MAT) genai, buvo patvirtinta 

viena D. septosporum rūšis, kuri turėjo MAT2 geną. Atlikus PGR reakciją buvo gautas 480 

bp produktas (24 pav.). Iki šiol Lietuvoje šie pradmenys nebuvo naudojami. Rūšis išskirta iš 

VU botanikos sodo Pinus ponderosa var. scopulorum pažeisto spyglio. 

D.septosporum D. pini L. acicola 

231 bp  
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24 pav. Tiriamų izoliatų DNR polimerazinė grandininė reakcija (PGR) 1,5% 

agaroziniame gelyje (M – markeris; 5-6 – neigiama kontrolė; 1;2;4 – pavyzdžiai, 

kuriuose neaptikta D. septosporum rūšis; 3 – aptikta D. septosporum rūšis 
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3.5 Antagonistinių savybių turinčių grybų atrinkimas 

 

Antagonistinio poveikio tyrimas yra labai svarbus ieškant efektyvių ir natūralių 

priemonių augalų ligų, kurias sukelia patogeniniai grybai, kontrolei. Antagonistinių savybių 

tyrimas buvo atliekamas panaudojant Pinus genties augalus pažeidžiantį patogeninį grybą iš 

augalų patologijos laboratorijos kolekcijos. Antagonistinės savybės buvo tikrinamos su 78 

nepatogeniniais grybais. 55 izoliatai buvo naudojami išskirti iš Pinus genties augalų, kurie 

buvo išskirti tyrimo metu, o 23 izoliatai buvo naudojami iš laboratorijos kolekcijos, su 

kuriais buvo anksčiau atlikti tyrimai, ir kurie parodė gerą antagonistinį poveikį prieš kitus 

patogenus. 

Tyrimas buvo atliekamas su trimis patogenų izoliatais – PATI; PATII ir PATII, 

išskirtais iš skirtingų vietovių. Kad galima būtų palyginti, ar tiriamas grybas turi 

antagonistinių sąvybių buvo naudojama teigiama kontrolė (25 pav.), lėkštelės buvo 

išglaistytos tik su patogenų sporomis.  

 

                     PATI                                          PATIIII                                          PATIII     

 
25 pav. Petri lėkštelės tik su patogenų kolonijomis išaugintomis iš sporų 

suspensijos 

 

Atlikus tyrimą buvo nustatyti skirtingi grybų poveikiai patogeniniams grybams. Buvo 

rasti grybų izoliatai, kurie efektyviai stabdė patogeno augimą ir tokie, kurie nedarė jokio 

poveikio patogenų augimui, tokie grybų izoliatai buvo laikomi antagonistinių savybių 

neturinčiais. Tyrimo metu buvo rasta net 14 izoliatų, kurie visiškai stabdė patogenų augimą, 

ir po 14 – kos stebėjimo dienų nesimatė patogenų kolonijų lėkštelėse. Tokie izoliatai buvo 

laikomi ypač didelėmis antagonistinėmis savybėmis pasižyminčiais grybais (26 pav). 

Geriausiu antagonistiniu poveikiu pasižymėjo iš laboratorijos kolekcijos gauti izoliatai, 

kurie buvo priskirti Trichoderma spp. genčiai.  



50 
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26 pav. Izoliatai, kurie visiškai sustabdė patogeno sporų formavimą 

Eksperimento metu, pastebėta, kad kai kuriuose pavyzdžiuose patogenų kolonijos 

pasirodė, bet susidarė inhibicinės zonos. Tai reiškia, kad grybas pasižymėjo 

antagonistinėmis savybėmis, ir šalia savęs stabdė patogeno augimą. Pagal laboratorijoje 

paruoštą metodiką buvo apskaičiuota, kad tokių izoliatų buvo 10, jie pasižymėjo vidutiniu 

antagonistiniu poveikiu. Inhibicinės zonos buvo ≥0,5 mm. (27 pav.). 

 

                                                                              Kontrolė                    PATI                          PATII                      PATIII 

  
  

  
  

  
 N

IG
 7

2
  

  
  
  

  
  

  
  

  
  
 B

A
N

 2
5

  
  

  
  

  
  
  

  
  
  

 M
U

G
 T

4
 

 

27 pav. Izoliatai, kurie turėjo vidutinį antagonistinį poveikį ir sudarė inhibicines zonas 
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Vienas izoliatas buvo paimtas iš laboratorijos kolekcijos, o devyni izoliatai išskirti iš 

Pinus genties augalų tyrimo metu. Trys izoliatai pasižymėję vidutiniu antagonistiniu 

poveikiu išskirti iš Pinus mugo „Frisia“ rūšies, du iš Pinus banksiana xp contorta, du iš Pinus 

nigra ir po vieną iš Pinus nigra ir Pinus parviflora 'Glauca' pušies rūšių, kurie buvo išskirti 

iš Vilniaus botanikos sodo Kairėnuose. 54 izoliatai neparodė antagonistinio poveikio – 

patogenas apaugo nepatogeninio grybo grybieną (28 pav.). Tokie izoliatai buvo laikomi 

antagonistinio poveikio neturinčiais. 
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28 pav. Izoliatai, kurie neturėjo antagonistinio poveikio 

 

Atlikus tyrimą buvo atrinkta 18% izoliatų, kurie pasižymėjo ypač aukštu 

antagonistiniu poveikiu, 13% izoliatų, kurie pasižymėjo vidutiniu poveikiu ir buvo atmesta 

69% izoliatų, kurie nestabdė patogeno augimą. Geru ir vidutiniu antagonistiniu poveikiu 

pasižymėjusių grybų izoliatų DNR buvo išskirta ir paruošta sekoskaitai, rūšių patvirtinimui. 
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3.6 Pušų inokuliavimas ir antagonistinių savybių patikrinimas in vivo 

 

Inokuliavus pušis patogeniniais ir nepatogeniniais izoliatais, pušys buvo 

nufotografuotos (29 pav.), kad galima būtų palyginti kai atsiras ligos simptomų. 

Ekperimento pradžioje pušų spygliai pažeisti nebuvo, matomų ligos simptomų taip pat 

nepastebėta. 

 

 

29 pav. Eksperimento pradžia. Inokuliuotos pušys patogeniniais ir nepatogeniniais 

izoliatais 

 

Pirmieji ligos simptomai pasirodė po 28 dienų ant PATII kontrolės pušies spyglių (30 

pav.). Dar po 1-3 savaičių ligos simptomai pradėjo ryškėti ant kitų inokuluotų pušų spyglių, 

jie pradėjo džiūti, ruduoti, asirado geltonos dėmės. 

 

 

30 pav. Spyglio pažeidimai ant inokuliotos PATII pušies 

 



53 

 

Praėjus trims mėnesiams po inokuliavimo, visų pušų spygliai buvo suskaičiuoti ir 

buvo užfiksuota, kiek spyglių buvo nudžiūvusių, gyvų, pažeistų ir sveikų. Neigiama 

kontrolė, kuri nebuvo inokuliota patogenu, turėjo mažiausiai pažeistų, be ligos simptomų 

spyglių – 27. Visi antagonistai in vitro pasižymėjo ypač geru antagonistiniu poveikiu 

stabdant patogeno augimą, bet eksperimentas in vivo parodė kitus rezultatus. Iš penkių 

antagonistų, praėjus trims mėnesiams geriausią rezultatą parodė 722 grybinis izoliatas, juo 

ir patogenu inokuliuotos pušys turėjo daugiausiai gyvų ir sveikų spyglių ir mažiausiai turėjo 

ligos simptomų (8 lentelė). 

 

8 lentelė: Inokuliuotų pušų spyglių būklė po trijų mėnesių 

          Nudžiuvę         Gyvi        Pažeisti         Sveiki 

PATI     

PATI kontrolė 82 301 58 243 

PATI + Pstn1 90 215 67 148 

PATI + Rdž 5T 1.6 96 227 40 187 

PATI +722 116 428 38 390 

PATI + MT4Y2.9 96 330 39 291 

PATI + SC 2.4.1 67 367 67 300 

PATII     

PATII kontrolė 80 301 58 243 

PATII + Pstn1 85 360 42 318 

PATII + Rdž 5T 1.6 85 390 25 365 

PATII + 722 80 341 29 312 

PATII + MT4Y2.9 65 348 38 310 

PATII + SC 2.4.1 76 252 40 212 

Neigiama kontrolė     

              30          259           27 232 

 

Tyrimo metu, remiantis Kocho postulatais, buvo įrodyta, kad tiriamas grybas yra 

patogenas. Po inokuliavimo patogeno sporomis, kuomet atsirado ligos simptomų – po 3-jų 

mėnesių, iš pažeisto spyglio buvo išskirta gryna patogeno kultūra, kuri atrodė taip pat kaip 

pradinė, iš kurios buvo gaminama sporų suspensiją pušų inokuliavimui (31 pav.). 
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31 pav. A – pradinė kultūra, iš kurios buvo gaminama sporų suspensija pušų 

inokuliavimui; B – gryna patogeno kultūra išskirta iš inokuliuoto, pažeisto augalo 

spyglio; C – pažeistas patogenu spyglys, iš kurio buvo išskirta gryna grybo kultūra 

 

Praėjus penkiems mėnesiams po inokuliavimo patogenais, dauguma pušų nudžiuvo ir 

augalai visiškai žuvo (32 pav.).  

 

 

32 pav. Pušys praėjus keturiems mėnesiams po inokuliavimo 

 

Buvo skaičiuojama kiek gyvų (turėjo žalių spyglių) ir kiek negyvų (augalas visiškai 

sudžiuvo) pušų išliko (9 lentelė). 
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9 lentelė. Gyvų ir nudžiuvusių augalų skaičius eksperimento pabaigoje 

 

 

 

Gyvi augalai 
 

Nudžiuvę augalai 

PATI   

PATI kontrolė 1 9 

PATI + Pstn1 0 10 

PATI + Rdž 5T 1.6 2 8 

PATI +722 1 9 

PATI + MT4Y2.9 5 5 

PATI + SC 2.4.1 2 8 

PATII   

PATII kontrolė 2 8 

PATII + Pstn1 0 10 

PATII + Rdž 5T 1.6 2 8 

PATII +722 2 8 

PATII + MT4Y2.9 3 7 

PATII + SC 2.4.1 4 6 

Neigiama kontrolė 7 3 

 

Labiausiai nukentėjo PATI ir PATII patogenais ir Pstn1 izoliatu apipurkštos pušys, po 

keturių mėnesių laiko šios pušys žuvo, spygliai visiškai nudžiuvo ir pradėjo kristi. Nors 

Psnt1 izoliatas in vitro parodė gerą antagonistinį poveikį, in vivo tyrimuose šis izolatas 

parodė blogus rezultatus ir neapsaugojo pušų nuo patogeno išpuolių. Taip pat daug pušų 

nudžiuvo kontrolinėse grupėse, kuriose pušys inokuliuotos buvo tik patogeno sporomis: 

PATI grupėje nudžiuvo 9 – nios pušys ir gyva liko tik viena, o PATII nudžiuvo ir žuvo 8 – 

nios pušys, o su žaliais spygliais liko 2. Daugiausia gyvų pušų liko kontrolinėje grupėje, kuri 

nebuvo paveikta patogenais, ten nudžiuvo tik 3 pušys iš 10 – ties. 
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4. Rezultatų aptarimas 

 

Apie 300 000 augalų rūšių, augančių skirtingose žemės vietose, tampa endofitų 

šeimininkais (Strobel and Daisy, 2003). Endofitiniai grybai yra svarbūs biotechnologiniai 

įrankiai, nes jie gamina daug antrinių metabolitų, todėl labai svarbu ištirti endofitinių grybų 

įvairovę. Tyrimo metu iš Pinus genties augalų iš viso išskirta 344 grybų izoliatai, kurie 

priskirti 75-ioms morfogrupėms, dauguma iš jų buvo priskirtos endofitams,kurie nesukelia 

augalui ligos. Lietuvoje apie pušų endofitų tyrimus informacijos nėra, daugiau dėmesio 

skiriama pušų patogeniniams grybams tokiems kaip Dothistroma spp. ir Lecanosticta 

acicola (Markovskaja and Treigienė, 2009; Markovskaja et al., 2011; Raitelaitytė et al., 

2017). Lenkijoje tris metus trukusiame tyrime ant Pinus sylvestris buvo išskirta net 3671 

izoliatai, kuriuos priskyrė 86 endofitų rūšims (Kowalski., 1993). Dažniausiai tam tikrų 

šeimininkų grybiniai patogenai taip pat yra izoliuoti kaip endofitai. Tokie grybai paprastai 

nėra tarp gausiausių izoliatų (Torres and White, 2012). Tyrimo metu morfologiškai 

identifikavome tik 3 morfogrupes, kurias priskyrėme patogenams. Šiose morfogrupėse buvo 

tik po vieną izoliatą.  

Vis daugėja pranešimų apie endofitus antagonistus, kurie apsaugo nuo patogenų 

daromos žalos. Tyrimo metu in vitro atrinkome 14 izoliatų, kurie visiškai stabdė patogeno 

augimą, šie izoliatai pagal morfologiją buvo priskirti Trichoderma spp. genčiai. Kadangi 

patogenas augo terpėje lėčiau, Trichoderma spp. dėl savo greito augimo ir išskirtų 

ekstralątelinių  fermentų (Mishra, 2010) visiškai sustabdė patogeno augimą.  Literatūroje 

aprašyta daug eksperimentų, kurių metu Trichoderma gentys  stabdė patogenų augimą 

(Mishra, 2010; Bendahmane et al., 2012; Chen et al., 2016; Vieira et al., 2018; Maršalkienė  

et al., 2018; Dapkus et al., 2018). Trichoderma spp. grybų tyrimai atliekami ir Lietuvoje, dėl 

jų didelio potencialo ir panaudojimo. Jiems būdingas didelis fermentinis aktyvumas, 

mikoparazitizmas ir antagonizmas, nes jie efektyviai konkuruoja dėl mitybinių substratų su 

kitais mikroorganizmais. Lietuvoje geru antagonistiniu poveikiu pasižymėjo T. hamatum ir 

T. viride ir. T. harzianum rūšys (Maršalkienė et al., 2018). Taip pat 2018 metais atliktuose 

tyrimuose, su patogenais, visos, išskyrus vieną, tirtos Trichoderma spp. rūšys pasižymėjo 

geru antagonistiniu poveikiu (Dapkus et al., 2018). Kad nustatytumėme Trichoderma rūšis, 

kurios tyrimo metu pasižymėjo geru antagonistiniu poveikiu reikia atlikti molekulinius 

tyrimus. Dar atrinkta 10 izoliatų, kurie taip pat neblogai stabdė patogeno augimą, jie sudarė 

inhibicines zonas. Šių izoliatų identifikavimui reikia atlikti molekulinius tyrimus, kad 

sužinotumėme gentį ir rūšį.   
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Atlikus PGR reakciją su D. septosporum, D. pini ir L. acicola specifiniais 

pradmenimis, buvo patvirtinta D. septosporum rūšis, specifiniais pradmenimis gausinant β-

tubulino geno fragmentą. Lietuvoje jau buvo aptikta ši rūšis 2017 metais panaudojus šiuos 

specifinius pradmenis (Raitelaitytė et al., 2017). Kadangi D. septosporum yra heterotalinis 

organizmas, buvo įdomu sužinoti, kokį lytinio suderinamumo tipą MATI ar MATII turi 

tyrimo metu išskirtas patogenas. Buvo atlikta PGR reakcija su D. septosporum  MATI ir 

MATII specifiniais pradmenimis. Nustatyta, kad išskirtas patogenas turi MATII lytinio 

suderinamumo tipą. Lietuvoje dar nėra paskelbta duomenų su atliktais D. septosporum 

lytinio suderinamumo tipais. Pirmieji tyrimai buvo atlikti 2007 metais kurių metu buvo 

lyginta šių genų paplitimas pagal šalis. Šio tyrimo metu buvo nustatyta, kad patogenas yra 

heterotalinis ir, kad vyktų lytinė reprodukcija, reikalingi abu lytinio suderinamumo tipai 

MATI ir MATII. Abu tipai buvo rasti Europoje (Lenkijoje, Austrijoje) ir Kanadoje, Pietų 

Afrikoje, Jungtinėje Karalystėje o tai padidina patogeno plitimą, nes gali daugintis tiek 

lytiniu tiek nelytiniu būdu, todėl šiose šalyse stebimas ligos progresavimas. Daugelis šalių 

buvo rastas tik MATII  tipas – Čilė, Australija, Naujoji Zelandija , abiejų tipų nebuvimas 

galėtų paaiškinti, kad patogenas yra introdukuotas ir į kitas šalis pateko su užkrėsta augaline 

medžiaga, ir jeigu bus įvesta MATII tipas šiose šalyse, gali kilti rimtų problemų ir liga gali 

tapti nekontroliuojama (Groenwald et al., 2007). Todėl labai svarbu atlikti daugiau tyrimų 

Lietuvoje ir išsiaiškinti ar abu lytinio suderinamumo MATI ir MATII tipai egzistuoja. 

Antagonistinio tyrimo metu in vivo buvo gauti ne visai tokie rezultatai, kokių buvo 

tikimasi, nes po penkių mėnesių inokuliavimo žuvo beveik visos pušys, tiek inokuliuotos tik 

patogenu, tiek inokuliuotos patogenais ir antagonistais. Ypač blogus rezultatus parodė Pstn1 

antagonistu inokuliuotos pušys, nes tiek su PATI ir Pstn1, tiek su PATII ir Pstn1 inokuliuotos 

pušys žuvo 100%, tai rodo, kad tiriamas patogenas pasižymėjo labai dideliu patogeniškumo 

laipsniu. Literatūroje rašoma, kad antagonistinis poveikis, kurį kai kurie grybai parodė 

patogenams dirbtinės kultūros terpėje, ne visada buvo palaikomi augale šeimininke. Todėl, 

nepaisant gerų rezultatų in vitro, manoma, kad būtent lauke, augalo natūralioje aplinkoje turi 

būti atliktas eksperimentas in vivo. (Martínez-Álvarez et al., 2016; Perry et al., 2016). 

Tyrimuose buvo pastebėta, kad inokuliavus augalą pirmiau endofituč o tik po kurio laiko 

patogenu, kaip buvo atliekama ir šiame tyrime, antagonistinio poveikio nebuvo. Teigiami 

rezultatai buvo kuomet eksperimento metu pirmiau augalas buvo inokuliuotas  patogenu, o 

po kelių dienų endofitu, arba vienu metu inokuliuojant augalą patogenu ir antagonistu, 

antagonistinis poveikis buvo geras (Wang et al., 2013; Adame Alvarez et al., 2014). Nors 

dauguma atliekamų tyrimų tiriant antagonistinį poveikį, pirmiausia augalą inokuliuoja 
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endofitu, kad jis spėtų kolonizuoti augalo audinius ir neleistų vėliau patogenui užimti jo 

nišos (Khastini et al., 2014; Martínez-Medina et al., 2014), pavyzdžiui Martínez-Medina ir 

kt. eksperimento metu tiriant Trichoderma antagonistinį poveikį prieš patogeną Fusarium 

sp., pirmiau augalus šeimininkus inokuliavo antagonistais ir tik po septynių savaičių augalus 

inokuliavo patogenais, jiems pavyko įrodyti, kad tiriami antagonistai in vivo pasižymėjo geru 

antagonistiniu poveikiu (Martínez-Medina et al., 2014). Todėl prieš atliekant eksperimentą 

in vivo reikia labai gerai išstudijuoti literatūrą, ir apgalvoti kokia metodika bus pasirinkta. 
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5. IŠVADOS 

 

1. Iš septynių Pinus genties augalų rūšių išskirti 344 gryni grybų izoliatai. 

2. Visi izoliatai sugrupuoti į 75 morfologines grupes, 72 kultūros priskiros endofitams, 

kurie nesukelia ligų, o 3 morfologinės grupės priskirtos patogenams. 

3. Atlikta Polimerazės grandininė reakcija panaudojus Dothistroma pini, Dothistroma 

septosporum ir Lecanosticta acicola specifinius pradmenis ir identifikuota Dothistroma 

septosporum rūšis išskirta iš augalo pažeisto spyglio. 

4. Atlikus antagonizmo tyrimus in vitro atrinkta 18% izoliatų, kurie pasižymėjo labai 

dideliu antagonistiniu poveikiu ir 13% izoliatų, kurie turėjo vidutinį antagonistinį poveikį. 

Tyrimo in vivo metu tiriami antagonistai neparodė gero rezultato, bet buvo patvirtinta, kad 

tiriamas grybas yra patogenas. 
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Magistrinio darbo santrauka 

 

Endofitiniai grybai vieni iš labiausiai paplitusių augalų simbiontų ir aptinkami 

visuose augaluose. Vienas iš endofitų privalumų tai, kad nesukeldami augalui šeimininkui 

ligos, jie gali padėti apsiginti nuo patogenų išpuolių, tokie endofitai vadinami 

antogonistais. Lietuvoje auga tik viena Pinus sylvestris pušies rūšis. Pagal naujausius 

duomenis, net 1,5% pušų yra pažeisti grybiniais patogenais. Magistrinio darbo tikslas ištirti 

Pinus genties endofitus. 

Tyrimo metu iš septynių Pinus genties augalų rūšių (P. sylvestris , P. mugo ‘Frisia’, 

P. strobur, P. nigra, P. banksiana xp contorta, P. ponderosa var. scopulorum ir P. 

parviflora ‘Glauca’) buvo išskirtos 344 grynos grybų kultūros, kurios mikroskopuojant 

suskirstytos į 75 morfologines grupes: 72 mofrogrupės buvo priskirtos endofitams, o 3 – 

patogenams. 

Antagonistiniai tyrimai in vitro buvo atliekami su trim patogeniniais vienos rūšies 

izoliatais (PATI, PATII ir PATIII) išskirtais iš skirtingų vietų ir 78 nepatogeniniais 

izoliatais. Buvo atrinkta 14 izoliatų, kurie visiškai stabdė patogeno augimą, tokie izoliatai 

buvo laikomi dideliu antagonistiniu poveikiu pasižyminčiais, 10 izoliatų turėjo vidutinį 

poveikį, o 54 – jokio poveikio neturėjo iš viso. Tyrimams in vivo buvo pasirinkti 5 

antagonistų izoliatai, kurie parodė gerą antagonistinį poveikį in vitro. Po penkių menesių 

beveik visos tiek patogenais, tiek antagonistais inokuliuotos pušys žuvo. Buvo įrodyta, 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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