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Santrauka

D¢l dideliy zemés tkio derliaus nuostoliy ir neigiamo cheminiy pesticidy poveikio yra ieSkoma
alternatyviy bei efektyviy sodo ir darzo augaly patogeny biokontrolés metody. Kaip viena i$
alternatyvy yra biologiniy augaly apsaugos produkty tokiy kaip eteriniy aliejy arba ekstrakty
naudojimas. Tai biologiskai aktyvios medziagos, kurias tinkamai pritaikius galima kontroliuoti darzo
augaly patogenus. Sio darbo tikslas istirti morky patogeny populiacijos jvairove, jy rasine sudétj ir
jvertinti biologiSkai aktyviyjy medziagy poveikj Alternaria genties patogenams. Morky
mikroorganizmy populiacijos jvairové jvertinta agarizuoty terpiy metodu pasirinkus skirtingus
augalus Seimininkus: smulkiaZiede galinsoga, dirvinj asitiklj, bekvapj Sunramunj, bei morky
Sakniavaisius. Tirtuose augaluose Seimininkuose buvo aptikta bakterijy, mieliagrybiy bei skirtingy
genCiy gryby: Alternaria, Penicillium, Mucor, Botrytis, Fusarium ir Kt. Jvertinus uzkréstuma,
i$skirtos dominuojancios Alternaria genties gryby monokultiiros, kurios identifikuotos molekuliniais
metodais. Efektyvumo ir reinokuliacijos tyrimy metu pasirinktos mikroskopiniy gryby riiSys nuo
skirtingy augaly Seimininky: Alternaria alternata (ALT1 ir ALT2), A. botrytis (ALT3), A.
consortialis (ALT4). Tyrimuose naudotas 100 ul/l koncentracijos vaistinio ¢iobrelio (lot. Thymus
vulgaris L.) eterinis aliejus ir skirtingy koncentracijy gvazdikmedzio (lot. Syzygium aromaticum L.)
ekstraktas. Nustatyta, kad 100 pl/l koncentracijos vaistinio Ciobrelio eterinis aliejus pasizymi
slopinamuoju poveikiu prie§ skirtingus Alternaria ALT1, ALT2 ir ALT4 izoliatus. Gvazdikmedzio
ekstraktas slopino tik ALT1 ir ALT4 izoliatus. Atlikti tyrimai parodé, kad biologiskai aktyvios
medZziagos gali slopinti mikroskopiniy gryby vystymasi.
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Summary

Because of the large agricultural harvest losses and the adverse effects of chemical pesticides,
alternative and effective methods of biocontrol of pathogens are being sought. One alternative option
is using biological plant protection products such as essential oils or extracts. These products contain
biologically active substances that can control horticultural crop pathogens. This work aims to assess
carrot pathogens population diversity and species composition and evaluate the effect of biologically
active substances on the Alternaria spp. The diversity of microorganisms in the carrot crop was
assessed by the agarized media method on different plant hosts: Galinsoga parviflora, Equisetum
arvense, Tripleurospermum perforatum, and carrot roots. Bacteria, yeasts and fungi of different
genera were found on the investigated plant hosts: Alternaria, Penicillium, Mucor, Botrytis,
Fusarium, etc. After assessing the infection, selected monocultures of microscopic fungi isolated and
identified by molecular methods. The following species of microscopic fungi from different plant-
hosts evaluated in efficacy and reinoculation experiments: Alternaria alternata (ALT1 and ALT2),
A. botrytis (ALT3), A. consortialis (ALT4). Thyme (Thymus vulgaris L.) essential oil at a
concentration of 100 pul/l and clove (Syzygium aromaticum L.) extract at different concentrations were
used in the experiments. It was found that thyme essential oil at a concentration of 100 pl/l had an
inhibitory effect against Alternaria spp. ALT1, ALT2, ALT4 isolates from different plant hosts.
Clove extract inhibited only ALT1 and ALT4 isolates. Our research showed that biologically active
substances can inhibit the development of microscopic fungi.
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Ivadas

D¢l didéjancios zmoniy populiacijos kyla vis didesnis maisto iStekliy poreikis, ypa¢ saugiy ir
ekologisky. Tod¢l Siuo metu labai svarbu atkreipti démesj j zemés tkio produktyvumo didinima.
Augaly derliaus nuostoliai gali buti patiriami dél biotiniy ir abiotiniy veiksniy. Kiekvienas augintojas
turi stengtis uztikrinti tinkamas salygas, kad buty pasiektas didziausias produkty auginimo
produktyvumas. Derliaus apsaugai nuo augaly ligas sukelian¢iy mikroorganizmy tikininkai daznai
naudoja cheminius pesticidus, taciau siekiant pereiti prie aplinkai ir Zmonéms draugiskesniy metody
ieSkoma alternatyviy metody.

Didelé Zzemés tikio derliaus dalis yra prarandama dél patogeniniy gryby poveikio. Patogeniniai grybai
gali sukelti jvairias augaly ligas, kurios lemia augaly derliaus nuostolius. Kiekvienais metais
mikroskopiniai grybai pasaulio zemés tkiui sukelia apie 60 milijardy doleriy nuostoliy [1]. Siekiant
kontroliuoti patogeninius grybus gali buti naudojami jvairtis biokontrolés metodai, o vienas i$
labiausiai besivystan¢iy yra augalinés kilmés ekstrakty arba eteriniy aliejy naudojimas. Sios
medziagos turi daug antriniy metabolity, kury daugelis gali biiti saugiai ir efektyviai naudojami
kontroliuojant mikroskopiniy gryby sukeliamas ligas. Siekiant i$skirti eterinius aliejus ir ekstraktus
gali biti pasirenkami skirtingi metodai. Tai yra metodai apimantys maceravimg, hidrodistiliacija,
ekstrakcijg tirpikliais, subkriting ekstrakcijg ir kita.

Darbo tikslas — istirti morky patogeny populiacijos jvairove, jy rasing sudétj ir jvertinti biologiskai
aktyviyjy medziagy poveikj Alternaria genties patogenams.

Darbo uzdaviniai:

1. jvertinti vyraujanc¢ius mikroorganizmus morky pasélio piktzolése;

2. jvertinti vyraujancius mikroorganizmus morky Sakniavaisiuose;

3. istirti biologiskai aktyviyjy medziagy poveikj Alternaria genties grybams nuo skirtingy augaly
Seimininky.
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1. Literatiiros apZvalga

Augaly ligos kontroliuojamos siekiant iSlaikyti sodo, darzo augaly ir javy derliy bei kokybe. Ligy
prevencijai ir kontrolei taikomi jvairtis metodai. Siuo metu daug augintojy jprastai renkasi cheminius
pesticidus. Taciau jie prisideda prie aplinkos tarSos, cheminiai pesticidai turi neigiama poveikj
zmoniy sveikatai ir gali i$likti dirvozemyje daug mety, nes néra biologiskai skaidis. Yra zZinoma, kad
kai kurios jy veikliosios medziagos sukelia vézinius susirgimus zmogaus organizme, sutrikdo
embriono vystymasi. Dél Siy priezas¢iy mokslininkai stengiasi ieSkoti alternatyviy biokontrolés
metody. Augaly ligos gali atsirasti dél biotiniy ir abiotiniy veiksniy, kurios gali biiti infekcinés ir
neinfekcinés. Labai daznai tenka kovoti su zalingais vabzdziais, bakterijomis, virusais, o ypa¢ su
jvairiomis mikroskopiniy gryby rii§imis [2-4].

1.1. Biotiniai ir abiotiniai veiksniai

Augaly ligos skirstomos j biotines (infekcines) ir abiotines (neinfekcines) ligas (zr. 1.1 pav.).
Abiotingés ligos yra susijusios su nepalankiomis aplinkos saglygomis, tokiomis kaip maisto medziagy,
drégmeés, Sviesos trikumu ar pertekliumi, toksisSkomis medziagomis aplinkoje ir dirvoZzemyje, Zema
arba auksta temperatiira. Sie veiksniai negali plisti i§ vieno augalo j kita, tatiau yra labai dazni ir dél
sukelto streso augalai tampa jautresni infekcinéms ligoms. Biotines augaly ligas sukelia gyvoji gamta.
Tai apima tokius patogenus kaip virusai, grybai, bakterijos, aukStesnieji augalai, pirmuonys,
nematodai. Patogenai gali plisti i$ vieno augalo ] kitg ir uzkrésti jvairias augaly dalis: lapus, stiebus,
séklas, Saknis, vaisius ir t. t. [4, 5].

I Abiotiniai veiksniai § ' Biotiniai veiksniai l

- Aukstesnieji augalai ( )

(') Maistinés mednagos/\'

() Atmosferos terfalai — g -  Nematodai ( )
( ) Vanduo \_/_‘ ‘\/ Grybal ( )
() Sviesa =~ ——»

- Bakterijos ( )
() Temperatiira ,\

—_—_ Virusai( )

1.1 pav. Biotiniai ir abiotiniai veiksniai

Tam tikros augaly ligos vystosi d¢l kity aukStesniyjy augaly prisitvirtinimo ir augimo jy pavirsiuje.
Jie savinasi reikalingas maisto medziagas 1§ Seimininko ir neduoda jam jokios naudos. Yra augaly
ligy, kurias sukelia virusai. Pateke j augalg jie dauginasi ir plinta visame augale. Atsiradusios
bakterijos augaly audiniuose arba ant jy pavirSiaus, taip pat lemia ligy atsiradima bei augalo ligotuma.
Be paminéty sukeéleéjy didelj poveikj turi mikroskopiniai grybai. Patogeniniai grybai gyvena augaly
audiniuose arba ant jy ir gali sukelti rimty fiziologiniy funkcijy komplikacijy. Jie sukelia didZigja dalj
visy infekciniy augaly ligy. Tai apima baltgsias ir tikrgsias radis, miltlige, antraknoze ir daug kity
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ligy. Paprastai grybiné infekcija gali sukelti lokalig arba placia lgsteliy ziit] bei slopinti normaly
augalo augima. Su lasteliy ziitimi susij¢ simptomai yra: lapy démés, puviniai, augalo nykimas, vézys
[4, 6].

Augalai gali tapti lengviau pazeidziami mikroorganizmy dél netinkamy aplinkos salygy t. y. abiotiniy
veiksniy. Abiotiniai veiksniai turi didelj poveikj zemés tikio augalams ir jy produktams. Vienas is iy
poveikiy yra atmosferos terSalai. Aplinkoje esancios kietosios dalelés ir dulkés neigiamai veikia
uzdengdamos lapo pavirsiy, taip sumazindamos $viesos jsisavinima ir blokuodamos tinkama zioteliy
veikimg. Dél sieros rugsties (H2SOs) ir sieros dioksido (SO2) poveikio augaly lapai praranda spalva,
ant jy gali atsirasti jvairiy démiy, sulététi augimas. RiigStys gali pasalinti 1§ lapy mineralines maisto
medziagas. Neinfekcines augaly ligas sukelia ir vandens perteklius arba trilkumas. Labai drégnose
dirvose pasireiskia deguonies trikumas, todél augalai blogai auga, silpsta, tampa lengviau paveikiami
mikroorganizmy. Ilgesnj laikg triilkstant vandens dirvoje, augalai ima vysti, blogai augti,
nesubrandina sékly. Didelj poveikj augalo augimui turi Sviesa. Mazas jos kiekis lemia lapo ploto
padidéjima, biomasés gamybos sumazéjima, lapai tampa iSblyske, susilpnéja augalo imunitetas
jvairiems mikroorganizmams. D¢l per didelio Sviesos kiekio gali vykti augalo audiniy destrukcija.
Dar vienas labai daznai sutinkamas abiotinis veiksnys yra temperatiira. Labai zemose temperattirose
(Salnos) gali buiti negrjztamai pazeidziami augalo audiniai dé¢l jy struktiirose besiformuojanciy
vandens kristaly. Zemoje temperatiiroje slopinamas fermenty veikimas. Negrjztami pakitimai augale
atsiranda ir dél aukstos temperatiiros, kuri sukelia nudegimus ant lapy [7-8].

1.2. Grybai

Gamtoje grybai yra labiausiai paplite¢ skaidytojai, kurie atlicka svarby vaidmenj medziagy perdirbime
ir jy isisavinime. Taciau visame pasaulyje grybai, taip pat, turi ir daug nepageidaujamy poveikiy
augaly sveikatai ir sukelia daugybe augaly ligy. Yra manoma, kad dél jy poveikio yra sunaikinama
ne maziau kaip 125 milijonai tony jvairiy augaly per metus. Sis poveikis apima kvieéiy, ryziy,
kukuriizy, bulviy, morky, pupeliy ir jvairias kitas augaly kultiras [10].

1.2.1. Gryby mityba

Grybai yra mikroorganizmai, negalintys patys pasigaminti maistiniy medziagy, todél jas gauna i§
augaly arba gyviny. Pagal mitybos buda grybai skirstomi ] saprotrofinius, parazitinius ir
mikorizinius. Grybai, kurie maistines medZiagas gauna i§ negyvy organiniy medZiagy yra vadinami
saprotrofais. Tai gali biiti lapy nuokritos, kelmai, nudZiive medZiai, negyva olé, kankoréZiai. Sio
tipo grybai skaido paminétas medZiagas ir pavercia jas dirva. Saprotrofai dar gali buti skirstomi |
obligatinius (tikruosius) ir fakultatyvinius (sglyginius) saprotrofus. Tikrieji saprotrofai gyvena tiktais
ant negyvos organinés medziagos ir nepaveikia gyvy augaly ar gyviny. Fakultatyviniai saprotrofai
yra grybai, kurie paprastai auga ant gyvos medziagos, bet pakitus salygoms gali pradéti augti ir ant
negyvos organinés medziagos [9, 11].

Kitas gryby mitybos biidas yra parazitinis. Grybai, kurie auga ant gyvos medziagos ir minta jy
sukauptomis medziagomis yra vadinami parazitais. Sio tipo grybai sukelia jvairius augaly ir gyviiny
ligas bei audiniy pazeidimus. Jie, kaip ir saprotrofiniai grybai, yra skirstomi j obligatinius ir
fakultatyvinius. Obligatiniai parazitai gali misti tik gyva medziaga ir negali iSgyventi be Seimininko.
Fakultatyviniai parazitai paprastai gyvena misdami negyva organine medZiaga, taCiau patekus ant
gyvo Seimininko jie gali pradéti jj parazituoti [9, 11].
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Dar vienai grupei priskiriami grybai, kurie sudaro simbiotines sgveikas su augalais ir yra vadinami
mikroziniais. Labai daznai Si sgveika pasireiSkia augaly Saknyse. Simbiozés metu grybas ir jo
Seimininkas gauna naudos. IS augalo grybas pasisavina maistines medziagas, o grybas augala
aprupina mineralais ir jo veiklos metabolitais. Toks sugyvenimas vadinamas mikorize ir ji blina
endotrofiné ir ektotrofiné. Endotrofinés mikorizés atveju grybas jsiskverbia j Sakny zievelés Igsteliy
vidy ir ten iSsiraizgo. Ektotrofinés mikorizés atveju grybas jsiterpia j tarplastelines ertmes, taciau
nepatenka j lasteliy vidy [9].

1.2.2. Augaly ir gryby sgveika, ligy vystymosi ciklas

Patogeno sgveika su Seimininku apibtidinama nuosekliy jvykiy seka, kuri vadinama augalo ligos
vystymosi ciklu. D¢l Sios sgveikos i$sivysto ir plinta ligos. Bendrg augaly ligy vystymosi ciklg sudaro
septynios fazés: plitimas ir kontaktas, dygimas, prasiskverbimas, infekcija, dauginimasis, spory
plitimas, iSlikimas (Zr. 1.2 pav.):

1. Plitimo ir kontakto metu grybai plinta ir kontaktuoja su augalu Seimininku. Tai vyksta d¢l jvairiy
aplinkos veiksniy, tokiy kaip véjas, vanduo, gyviinai, vabzdziai.

2. Dygimo etapas apima sporos dygima ir patogeno prisitvirtinimag prie Seimininko.

3. Prasiskverbimo metu patogenas patenka j augalg per nattiralias angas, zaizdas arba tiesioginiu
isiskverbimu dalyvaujant apresorijoms (gryby lastelés skirtos uzkrésti augalus Seimininkus).

4. Infekcijos metu patogenas uzmezga kontaktg su lastelémis ir gali plisti nuo vienos lastelés prie
kitos. D¢l Sio poveikio atsiranda matomi infekcijos poZymiai.

5. Dauginimosi metu grybai formuoja didelj kiekj spory.

Spory plitimo etapu patogenai plinta j kitus augalo Seimininko audinius arba naujus augalus.

7. I3likimas, kai néra palankiy augimo salygy. Siuo atveju i grybienos gali formuotis skleroéiai,
grybai laukia tinkamy salygy [12].

o

! (7) I8likimas ‘

@ O (6]
(¢} ® » @] , (1) Plitimas ir kontaktas ‘
, (6) Spory i$plitimas ‘ s * @ | {
] 1 . . .
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@ o

l (2) Dygimas ‘

% { g'
, (5) Dauginimasis | v

’ (4) Infekcija

[ (3) Prasiskverbimas |

1.2 pav. Ligos ciklas
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Ligy vystymosi ciklas yra biidingas jvairiems patogeniniams mikroorganizmams ir jie turi skirtingus
patekimo ] augalg Seimininkg mechanizmus. Daugelis gryby, tokiy kaip Alternaria alternata,
Colletotrichum graminicola, Pyrenophora teres, formuoja apresorijas, kuriomis tiesiogiai
prasiskverbia per augalo audinius. Kad prasiskverbti arba palengvinti prasiskverbima, taip pat, gali
biiti naudojami fermentai. Po sékmingo prasiskverbimo pradeda formuotis hifai, kurie Sakojasi augalo
Seimininko audiniuose. Pabaigoje yra formuojamos ir specialios struktiros, padedancios grybui
Isisavinti maistines medziagas [13].

1.2.3. Augaly patogeniniai grybai

Augaly patogeniniai grybai gali sukelti jvairias augaly ligas, tokias kaip rudys, kilés, antraknoze,
miltligé ir kt., kurios sukelia augaly derliaus nuostolius. Paséliy nuostoliai ir gryby daroma zala
pasaulio zemés tikiui kasmet kainuoja apie 60 milijardy doleriy. Sukeliamos paséliy augaly ligos kelia
rimtg pavojy pasaulio maisto tiekimui, nes grybai yra dazniausia augaly ligy priezastis. Daugiau nei
10 000 gryby rusiy i§ 100 000 Zinomy rasiy gali sukelti augaly ligas. Daznai sutinkami patogeniniai
grybai priklauso Sioms gentims: Aspergillus spp., Fusarium spp., Curvularia spp., Alternaria spp.,
Penicillium spp. [1, 10].

1.2.3.1. Alternaria spp.

Alternaria genties grybai yra fitopatogenai, kuriy spory galima rasti dirvozemyje, uzkréstose séklose,
pas¢liy liekanose, patalpy ore. Paprastai Siy mikroskopiniy gryby augimui ir infekcijos formavimuisi
reikalinga didelé santykiné oro drégmé (92 %) bei 16-24 °C temperatiira. Genties nariai sudaro
polimorfines konidijas, pasiZymincias ilgomis, istriZomis pertvaromis, jos gali biiti pavienés arba
i§sidéste grandinélémis (zr. 1.3 pav.). Alternaria spp. mikromicetai sukelia pomidory ir vaisiy puvinj
(sukéléjas: A. solani), morky alternariozg (sukéléjas: A. dauci), papriky alternariozg (sukéléjas: A.
alternata). Taciau A. alternata yra labiausiai paplites ir naikinantis pasélius mikroskopinis grybas.
Jis yra Zinomas kaip lapy démétumo ir kity ligy priezastis daugiau nei 100 augaly riisiy, taip pat kaip
jvairiy paséliy ligy priezastis po derliaus nuémimo [10, 14].

Q ~ QQ? @
& Al| = A2 B.1 B.2

1.3 pav. A — Alternaria gossypina, B — Alternaria arborescens konidijakotis ir konidijos [14]
1.2.3.2. Penicillium spp.

Penicillium genties grybus sudaro labai didelé jvairové rasiy, ju priskai¢iuojama apie 225. Sie grybai
yra placiai paplite ir gali biiti randami maiste, dirvoZemyje, yranciose organinése medziagose,
drégnose patalpose. Genties nariai pasiZymi septuotu miceliu, mélynai Zaliomis spory grandinémis
arba konidijomis, esan¢iomis ant §epecio formos konidiako¢io (zr. 1.4 pav.). Siy gryby konidijos yra
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spalvotos: dazniausiai nuo pilkos iki mélynos arba mélynai Zalios spalvos. Spalvos néra iSskirtinés
jvairioms rasims, todél tai nepadeda identifikuojant rusis. Penicillium genties grybai gamina jvairius
antrinius metabolitus: chrizoginas (geltonas pigmentas), rokfortinas C, sekalono riigstis, RR toksinas.
Sios genties nariai sukelia puvinius jvairiuose augaluose [10, 15].

1.4 pav. Penicillium sclerotiorum konidijakociai (A) ir konidijos (B) [15]
1.2.3.3. Fusarium spp.

Fusarium genties grybai yra vieni i§ labiausiai paplitusiy zemés tikio patogeny, kurie aptinkami
dirvozemyje, augaly Seimininky liekanose, organinése medziagose. Grybai gali vystytis ant
sandéliuojamo maisto produkty ir juos suptidyti. Taip pat jie pazeidzia augalus ir javus, kurie labai
svarbiis zmoniy mitybai. Sios genties grybai gali iskirti jvairius pigmentus, kurie suteikia jiems
spalva. Tai gali biiti roZing, rausva, raudona, violetiné spalvos, taip pat pasitaiko ir rii$iy, gaminanc¢iy
rudus arba geltonus pigmentus. Fusarium genties grybai formuoja iSlenktas pusménulio, pjautuvo,
inksto arba kriausés formos konidijas su pertvaromis (zr. 1.5 pav.). Tarp pagrindiniy jy sukeliamy
ligy yra priskiriama fuzariozé, Sakny puvinys bei fuzarinis puvinys [16-18].

1.5 pav. Fusarium spp. konidijos [18]
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1.2.3.4. Aspergillus spp.

Aspergillus genties grybai yra paplite visame pasaulyje ir jy rasiy suskai¢iuojama apie 200. Siems
mikroorganizmams klestéti reikalingas didelis deguonies kiekis, turtingi anglimi substratai. Jie yra
siejami su jvairiy paséliy bei puviniy formavimu ir produkcijos blogéjimu. Sie mikroskopiniai grybai
dauginasi formuodami konidijas ant konidiakocio. Konidiakotis auga vertikaliai ir baigiasi rutuliuko,
elipsés formos galvute. Ant Sios galvutés formuojasi rutulio formos konidijos ir jy grandinélés.
Suformuotos konididijos gali biiti skirtingos spalvos priklausomai nuo grybo rtsies. Tai apima
Ivairias spalvas: alyvuogiy Zalia, geltonai Zalia, Sviesiai juoda, rusvai juoda, Sviesiai ruda, geltona.
Daugelis Aspergillus risiy, taip pat, gamina sklerocius, kurie yra makroskopinés, Kietos, tamsios,
tankios hify masés [10, 19].

1.6 pav. Aspergillus spp. konidijakotis ir konidijos [19]
1.2.3.5. Trichoderma spp.

Trichoderma genties mikroskopiniai grybai gali biiti randami augaly pavirSiuje ir Sakny rizosferoje.
Jiems biidinga formuoti i8siSakojusius konidijakocius panasius i spygliuociy Sakas, kuriy galuose
formuojamos konidijos. Konidijos paprastai biina apvalios bei melsvai zalios spalvos. Daugelis
Trichoderma rasiy yra geri skaidytojai, padeda skatinti augaly augimg bei apsaugo nuo augaly
patogeny. Jy apsauginé funkcija pasireiskia dél gaminamy antagonistiniy chitinaziy,
endogliukanaziy, celiulaziy, proteaziy ir antibiotiky. Neskaitant patraukliy Trichoderma rasiy yra
iSskiriamos ir kelios infekcines ligas sukeliancios rasys. T. hazianum ir T. longibrachiatum sukelia
augaly ligas. Dél sukeliamy ligy prarandamas derlius bei prastéja sékly kokybé [10].

1.7 pav. Trichoderma spp. konidijako¢iai ir konidijos [20]
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1.3. Biologiné gryby kontrolé

Biologiné augaly apsauga pastaruoju metu vis populiaréja, ne tik dél zmoniy neigiamo pozitrio ]
cheminius pesticidus, taciau tyrimais nustatyta, kad kai kurios cheminiy pesticidy veikliosios
medziagos neigiamai veikia zmoniy sveikatg. Taip pat Europos zaliojo kurso strategijoje numatyta
skatinti ekologinj Zemés tkj [21].

Kontroliuoti kenksmingus mikroskopinius grybus gali padéti antagonistiniy mikroorganizmy
naudojimas.  Fitopatogeninius  grybus galima  kontroliuoti  naudojant  antagonistinius
mikroorganizmus, kurie slopina patogeny vystymasi. Tokiu atveju pradeda pasireiksti konkurencija
tarp patogeniniy ir nepatogeniniy rusiy, kas lemia patogeno ir augalo ligy slopinima. Taip pat gali
biiti naudojamos ir mikrobiniy gryby ar bakterijy suspensijos, granulés arba milteliai, kurios dedamos
] dirvg ar tiesiai ant augalo Sakny. Antagonistiniai mikroorganizmai gali veikti tiesiogiai arba
netiesiogiai. Tiesioginis veikimas pasireiSkia antibiotiky gamyba prie$ tikslinius patogenus,
konkurencija dél maisto, vandens arba erdvés. Antruoju atveju yra netiesiogiai veikiami tiksliniai
patogeniniai grybai, suaktyvinant augaly atsparumo tiems patogenams mechanizmus [21].

Vis labiau populiaréja biologiniai fungicidai: eteriniai aliejai ir ekstraktai. Kai kurie augalai gali
gaminti jvairias antimikrobines medziagas, kad apsisaugoty nuo patogeny. Augaly gaminami
antriniai metabolitai, galintys padéti kovoje su patogenais, yra fenoliniai junginiai, riebaly rugstys,
flavonoidai, alkaloidai, glikozidai, terpenoidai, taninai. I$skirti eteriniai aliejai turi savybe slopinti
grybines infekcijas ir taip mazinti patiriamus derliaus nuostolius bei pailginti vaisiy bei darzoviy
galiojimo laika. Jie taip pat gali slopinti kai kuriy gryby rasiy mikotoksiny gamybga. Augaly ekstrakty
naudojimo privalumas, lyginant su eteriniais aliejais, yra tas, kad juose yra didesné jvairové cheminiy
medziagy, kurios tarpusavyje gali veikti sinergiskai [21].

Biologiné gryby kontrolé apima ir biofumigacija (biologiné dirvozemio dezinfekcija). Biologinéje
mikroskopiniy gryby kontroléje biofumigacija yra metodas pagristas Svieziy organiniy medziagy
iterpimu | dirva ir jos pavirSiaus padengimu plévele. Dirvozemyje paskleistas organines medziagas
pradeda fermentuoti mikroorganizmai. Biofumigacijoje naudojamos jvairios augaly veislés, kurios
anaerobinio skaidymo metu sudaro mikroskopiniams grybams toksiSkas molekules. Pavyzdziui
¢esnako ir svogino audiniy skilimo metu iSsiskiria lakiosios sieros medziagos (cviebelenai ir
tiosulfinatai), kurios véliau paverciamos biocidiniais disulfidais, turinéiais fungicidinj poveikj. Kaip
organinés medziagos taip pat gali biiti naudojamos garstycios, kopistai, rugiagélés ir t. t. [21].

1.4. Eteriniai aliejai ir jy veikimo mechanizmai

Eteriniai aliejai (EA) yra natiiraltis produktai, dazniausiai gaunami i§ aromatiniy augaly. Jie sudaryti
1§ dideles jvairovés cheminiy junginiy, o pagrindiniai i jy yra terpenai ir terpenoidai. Taip pat gali
biiti randama azoto ir sieros turin¢iy junginiy, kumariny ir fenilpropanoidy homology. ISgauty aliejy
chemin¢ sudétis labai skiriasi priklausomai nuo augalo rusies, geografinés padéties, ekstrakcijos
metodo ir t. t. [22]. Vienas i§ daZnai naudojamy eteriniy aliejy yra gaunamas i$ vaistinio ¢iobrelio
(lot. Thymus vulgaris L.). Kaip pagrindiniai komponentai, jeinantys j Sio augalo eterinio aliejaus
sudétj, yra timolis, y-terpinenas, p-cimenas, karvakrolis, linalolis, B-kariofilenas, geraniolis ir t. t.
[23]. EA priesgrybinis veiksmingumas priklauso nuo skirtingy aktyviyjy sudedamyjy daliy, t. V.
monoterpeny, seskviterpeny, fenoliy, aldehidy ir ketony, kurie tarpusavyje sudaro sinerginj ir
papildantj poveikj. Toliau aptariami galimi eteriniy aliejy ir jy pagrindiniy komponenty veikimo
budai jvairiose grybeliniy lasteliy vietose [24].
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Dauguma teorijy dé¢l eterinio aliejaus prieSgrybinio poveikio yra siejama su ergosterolio sintezés
sutrikdymu gryby plazminéje membranoje. Sis junginys yra svarbus membranos lankstumui,
vientisumui ir gyvybingumui palaikyti. Ergosterolio trikumas siejamas su lastelés sienelés sintezes
trukdziais. Plazminés membranos destabilizavimas dél EA poveikio gali lemti gyvybiskai svarbiy
lastelés jony: K*, Ca?*, Mg?" nutekéjima. Dél §iy jony netekimo sutrinka vidulgsteliniai procesai,
medziagy apykaita, prasideda citoplazmos koaguliacija, kuri lemia 1astelés mirtj. Eteriniai alicjai gali
pazeisti plazminés membranos baltymus. Jie sgveikauja su Igstelés organelémis tokiomis kaip
ribosomos, mitochondrijos, endoplazminis tinklas bei lemia membranos potencialo sumaZz¢jima,
protony siurblio suirimg ir galiausiai gali buti slopinamas H*-ATPazés aktyvumas, kvépavimo
procesuose esanciy sukcinato dehidrogenazés ir malato dehidrogenazés aktyvumas. Veikiant
eteriniais aliejais, taip pat pazeidziamas branduolinis turinys (DNR), o tai lemia geny transkripcijos,
transliacijos ir baltymy sintezés sutrikimus (zr. 1.8 pav.) [24, 25].

.Padidina lastelés membranos . Slopina mitochondrijy
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1.8 pav. Eterinio aliejaus poveikio mechanizmai
1.5. Ekstrakcija

Ekstrahavimas yra procesas, kurio metu yra siekiama iSgauti tam tikrus augaluose esancius
komponentus. Tai yra metody jvairove, kurie gali buiti panaudoti siekiant i§gauti dominancius
junginius ir pritaikyti juos kovoje prie§ patogeninius grybus. Ekstrahavimo metu vienas ar keli
komponentai selektyviai atskiriami nuo kieto arba skysto miSinio naudojant tirpiklj. Skystas tirpiklis
sgveikauja su misiniu ir j jj patenka eteriniai aliejai taip gaunant ekstrakta, o netirpios jame struktiiros
licka miSinyje. Véliau tirpiklis gali bati paSalinamas gaunant gryng ekstraktg. Ekstraktams gauti
daznai naudojama ekstrakcija virSkritiniais arba subkritiniais skyscCiais, taip pat ekstrakcija
mikrobangomis, ultragarsu, Soksleto ekstrakcija, maceravimas ir kiti metodai. Keletas i§ metody yra
aptariami toliau [26].

1.5.1. COzekstrakcija

CO; ekstrakcija gali biiti atlieckama virSkritinémis arba subkritinémis sglygomis. Virskritiné biisena
pasiekiama, kai medZiaga biina virs jai jprastos kritinés temperatiiros ir slé¢gio. Pavyzdziui, CO2 tampa
virSkritiniu skys¢iu esant 31,1 °C temperattrai ir 7,38 MPa slégiui. Virskritinis skystis yra medziaga,
kuri kritiniame taske pasizymi tam tikromis dujoms ir skys¢iams buidingomis savybémis. Jy tankis
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panasus ] skyscio, o klampa i dujy. D¢l mazo klampumo ir didelio difuziSkumo jie pasizymi
geresnémis ekstrahuojamy medziagy transportavimo savybémis negu skysciai bei gali lengviau
iSsisklaidyti kietos medziagos tiiryje ir taip pasiekti didesnj ekstrakcijos greit] ir iSeiga. Keiciant slégj
arba temperatiira, keiciasi ir virskritinio skyscio tankis. Tankis yra tiesiogiai susijes su tirpumu, todél
kei¢iant paminétus parametrus gali buti reguliuojamas ir tirpiklio stiprumas. Virskritingje
ekstrakcijoje taip pat gali buti naudojami kiti tirpikliai: vanduo, etanolis, metanolis, etanas, taciau
dazniausiai naudojamas anglies dioksidas. Didelj jo patrauklumg ekstrakcijoje lémé jo nedidelé
kritiné¢ temperatiira ir slégis, pigumas, lengvas prieinamumas ir mazas toksiSkumas. Po vir§ /
subkritinés ekstrakcijos, aplinkos sglygose, CO2 pereina j dujing faze ir yra gaunamas ekstraktas be
tirpiklio liekany. Anglies dioksidas pasizymi mazu poliSkumu, todél yra tinkamas nepoliniy
medziagy ekstrakcijai. Paminétina, kad siekiant ekstrahuoti polines medziagas gali biti pridedami
nedideli kiekiai modifikatoriy: poliniai junginiai [26, 27].

Panasi ekstrakcija j virskriting yra subkritine CO2 ekstrakcija. Sio tipo ekstrakcijoje naudojamas
subkritinis (skystas) CO2. Sios biisenos anglies dioksidui gauti, ekstrakcijos metu palaikoma 10 °C
temperatiira ir 3-8 MPa slégis. D¢l Zemesnés temperatiiros ir slégio i ekstrakcija trunka ilgiau,
gaunama mazesné iseiga. Pagrindinis privalumas yra siejamas su tuo, kad ekstrakcijos metu néra
prarandami jautriis temperatiirai junginiai, tokie kaip eteriniai aliejai [28].

1.5.2. Ekstrakcija tirpikliais padidintame slégyje

Ekstrakcija tirpikliais esant didesniam slégiui yra laikoma pazangia ekstrahavimo technika, kuri turi
privalumy palyginant su tradiciniais ekstrakcijos metodais (ekstrakcija tirpikliais, maceravimas,
hidrodistiliacija). Sios ekstrakcijos metu palaikoma aukstesné temperatiira ir slégis, kuris uZtikrina,
kad tirpiklis i$likty skystos biisenos Vviso proceso metu. Naudojant Sias sglygas pasikeicia tirpiklio
fizikinés ir cheminés savybeés: sumaz¢ja tirpiklio klampa, padidéja masés perdavimo greitis bei
anali¢iy tirpumas. D¢l $iy savybiy gaunamos didesnés produkto iSeigos. D¢l galimybés pasirinkti
platy tirpikliy asortimenta ekstrakcija tirpikliais yra universali technika. Tirpiklis turi biiti parenkamas
atsizvelgiant j ekstrahuojamy junginiy pobudj [29].

1.5.3. Ekstrakcija mikrobangomis

Siame ekstrahavimo metode yra naudojamos mikrobangos, kad palengvinty analiéiy patekima i3
méginio matricos ] tirpiklj. Mikrobangy spinduliuoté sgveikauja su poliniy (nuolat turi dipolio
momentg) ir poliarizuojamy (elektriniame lauke jgauna dipolio momenta) medziagy, tokiy kaip
tirpiklis, dipoliais. Dél savo elektromagnetinés kilmés mikrobangos turi elektrinius ir magnetinius
laukus. Elektrinis laukas sukelia kaitinimg per du vienu metu veikian¢ius mechanizmus: dipolinj
sukimasi ir joninj laidumg. Dipolinis sukimasis atsiranda tiek tirpiklyje, tiek kietajame bandinyje dél
molekuliy, turin¢iy dipolius. Tai sukelia susidiirimus su aplinkinémis molekulémis ir tokiu biidu
Siluminé energija iSsiskiria ] terpe. Kaitinimas optimalesnis, kai yra didesné tirpiklio dielektriné
konstanta. Todél, skirtingai nuo laidaus Sildymo metody, mikrobangos Sildo visag méginj vienu metu.
Molekuliniy dipoliy sukimasis taip pat skatina silpny vandeniliniy ry$iy nutraukima, kas palengvina
tirpiklio patekimg j matricg [26, 30]. Jony laidumo procesas yra srovés mechanizmas, kai energija
perduodama i§ vienos vietos ] kita. Mikrobangy poveikis labai priklauso nuo tirpiklio. Daznai yra
pasirenkamas tirpiklis, turintis didel¢ dielektring konstants, gebantis gerai sugerti mikrobangy
energijg. Gali biti naudojami ir maza dielektring konstantg turintys tirpikliai, tokiu atveju kaista tik
matrica, o tirpiklis iSlieka vésus. Pastaroji situacija yra patraukli termiskai jautriy junginiy
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ekstrakcijoje ir buvo pritaikyta eteriniams aliejams ekstrahuoti. Mikrobangos selektyviai sgveikauja
su polinémis molekulémis, esan¢iomis liaukose, trichomose, kraujagysliy audiniuose. Kaitinimas
sukelia Igsteliy i$siplétimg ir plySima, o po to j tirpiklj i$siskiria ekstrahuojamos medziagos [31].

1.5.4. Ekstrakcija ultragarsu

Siame metode yra naudojamos ultragarso bangos, kuriy diapazonas yra nuo 20 iki 2000 kHz. Jos
pasizymi mechaniniu poveikiu ir taip gali pagerinti ekstrahavimo efektyvumg. Ekstrahavimas
ultragarsu yra nebrangus ir efektyvus didelio masto komerciniams tikslams. Juo lengva naudotis,
pasizymi trumpesne ekstrahavimo trukme, didesne iSeiga. D¢l Sio poveikio pager¢ja tirpiklio
isiskverbimas | lastelines medziagas. D¢l ultragarso yra pazeidziamos lasteliy sienelés, todel gali
i§siskirti jy turinys j tirpiklio aplinka. Siy bangy sklidimas sukelia mikroskopiniy tustumy arba
burbuliuky susidaryma. Sios tugtumos gali biti uzpildytos vandens garais ir periodiskai susitraukinéti
ir augti kol galiausiai suyra sukeldamos kavitacijg. ISsiplétimo ciklo metu burbuliuky pavirSiaus
plotas ir jy turis didéja. Suspaudimo ciklo metu vyksta gary kondensacija ir i8siskiria dideli energijos
kiekiai. Burbuliuky suirimas sukelia mechanines $lyties jégas [26, 32].

1.5.5. Maceravimas

Maceravimas yra paprastas ekstrakcijos metodas, kurj galima atlikti be jokio papildomo Silumos
Saltinio. Augalo méginys paprastai yra sumalamas, kad padidéty tirpiklio ir biologiSkai aktyviyjy
medziagy saveika. Tirpiklio ir tiriamos medZiagos miSinys paliekamas ekstrahavimo inde ir
retkarciais pamaiSomas. Pasibaigus procesui, skystis nuo kietos medziagos atskiriamas presuojant,
centrifuguojant arba naudojant kitus metodus. Kadangi Sis procesas atliekamas kambario
temperatiiroje, jam reikia ilgo ekstrahavimo laiko. Taip pat, siekiant iSgauti kuo didesnj dominanciy
medziagy kiekj, reikalingas didelis tirpiklio kiekis [32].

Augaling Zaliava su Augalinis ekstraktas
ekstrachuojama medZiaga tirpiklyje
/ Maceravimas
; s
e —T
~ s 4

Augalinés zaliavos

liekana
\

¥

1.9 pav. Maceravimo procesas

1.5.6. Hidrodistiliacija

Hidrodistiliacija yra vienas i§ tradiciniy ekstrakcijos metody, kuris jau seniai naudojamas eteriniams
aliejams ir biologiskai aktyviems junginiams i§ augaliniy Zaliavy iSgauti. Sioje ekstrakcijos
technikoje kaip tirpiklis naudojamas vanduo. Hidrodistiliavimas gali biiti atliekamas trimis skirtingais
budais: vandens distiliacija (hidrodistiliacija), distiliacija vandeniu ir garais bei tiesioginé distiliacija
garais. Siy procesy metu gali vykti terminis junginiy skilimas ir hidrolizé, dél naudojamos aukstos

22



temperatiros ir vandens. Vandens distiliacija ir tiesioginé distiliacija garais apraSyta toliau.
Distiliacija vandeniu ir garais yra tarpinis variantas tarp anks¢iau paminéty metody [32].

Vandens hidrodistiliacijos metu méginys ir tirpiklis sumaiSomas bendrame inde, t. y. tiriamoji
medziaga yra apsemta vandeniu ir kaitinama. Susidaro vandens garai, kurie sukelia lasteliy plySima
ir eteriniy medziagy iSsilaisvinimg i§ augalinés medziagos. Toliau lakiis junginiai gary fazéje
transportuojami j kondensatoriy, kur garai kondensuojami j skysti. Skys¢iy miSinys patenka i}
separatoriy, kur vanduo ir eterinis aliejus atskiriami. Sio metodo privalumas yra tas, kad jis yra
paprastas, taip pat gali biiti naudojamas pigus tirpiklis. Hidrodistiliacijos metu labai svarbu palaikyti
tinkamg temperatiira, kad baty i§vengta terminio junginiy skilimo. Taip pat §i ekstrakcija trunka ilgai
ir jai reikia daug tirpiklio [26, 33].

Tiesioginé distiliacija garais apima gary generavimo aparatg. Jis uzpildomas vandeniu. Vanduo ir
tiriamoji medziaga $iuo atveju yra atskirose talpose bei sgveikauja tik su vandens garais. Atliekant §j
procesg pradzioje Sviezia arba dziovinta medziaga dedama | plieninj indg. Kita talpa su vandeniu yra
kaitinama ir formuojasi garas. Garui veikiant augaling medZziagg lastelés suminks$tinamos ir vyksta
eteriniy aliejy garavimas. ISsiskiriantis aliejus formuoja mazus eterinio aliejaus laselius, kurie
susimaiso su garais (nesikliu). Kartu jie patenka j ausinimo sistema, kurioje kondensuojasi j skystj ir
yra surenkami. Surinkimo inde susidaro du skirtingi sluoksniai. Dazniausiai aliejus yra ne toks tankus
kaip vanduo, todél jis sudaro virSutinj sluoksnj [34]. Distiliavimas garais yra speciali ekstrahavimo
technika, kurig taikant yra iSvengiama organiniy junginiy skilimo aukstoje temperattroje [33].

1.6. Literaturos apZvalgos apibendrinimas

Zemes iikio derlius gali biti prarandamas dél jvairiy biotiniy ir abiotiniy veiksniy. Prie derliaus
sumaz¢jimo ir augaly ligy plitimo gali prisidéti abiotiniai veiksniai, tokie kaip atmosferos terSalai,
Zema arba aukSta temperatiira, mazas arba didelis $viesos kiekis. Biotiniai veiksniai sukelia infekcines
ligas ir tai apima gyvuosius organizmus: auks$tesnieji augalai, bakterijos, virusai, mikroskopiniai
grybai ir t. t. Dideli derliaus nuostoliai netenkami dél mikroskopiniy gryby sukeliamy augaly ligy.
Dél jy poveikio gali i§sivystyti puvinys, alternariozé, obely véZys, atsiranda lapy démés vystosi kitos
ligos ir simptomai mazinantys gaunamo derliaus kiekj. Siekiant kontroliuoti patogeninius ligy
sukéléjus gali buti naudojami alternatyviis biokontrolés metodai: biofumigacija, antagonistiniai
mikroorganizmai, eteriniai aliejai ir ekstraktai. Populiaréjantis yra augaliniy fungicidy naudojimas.
Tai yra biologiskai aktyvios medziagos i$skirtos 1§ augalinés kilmés Zaliavos. Jy iSskyrimui gali biiti
naudojami jvairts ekstrakcijos metodai: maceravimas, virskritiné ir subkritiné ekstrakcijos,
ekstrakcija mikrobangomis, ultragarsu, Soksleto ekstrakcija, hidrodistiliacija. Istyrus biologiskai
aktyvias medziagas jas biity galima pritaikyti jvairiy patogeniniy mikroorganizmy biokontrolei.
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2. Medziagos ir tyrimy metodai
2.1. Tyrimy vieta

Tyrimai atlikti 2021-2022 metais birzelio—rugséjo ménesiais Lietuvos agrariniy ir misky moksly
centro Sodininkystés ir darzininkystés instituto Augaly apsaugos laboratorijoje (LAMMC SDI).

2.2. Tyrimams naudojamos medZiagos

Tiriamajame darbe naudojami jvairiis, chemiskai gryni reagentai: bulviy dekstrozés agaro (PDA)
mitybiné terpé (Liofilchem, Italija); 96 % etanolis — CoHsOH (MV GROUP Production, Lietuva);
dejonizuotas vanduo; genominés DNR iSskyrimo rinkinys (Thermo Fisher Scientific Baltics,
Lietuva). DNR fragmentai dydziams jvertinti ,,GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher
Scientific Baltics, Lietuva)“. NDR dazas “MIDORI " (MG06)*“. Skystas azotas, agarozé (Thermo
Fisher Scientific Baltics, Lietuva), chloroformas (Sigma-Aldrich). Vaistinio ¢iobrelio (lot. Thymus
vulgaris L.) eterinis aliejus, gvazdikmedzio (lot. Syzygium aromaticum L.) ekstraktas.

2.3. Tyrimams naudojama jranga
Laminaras Esco Airstream® Class 1l — naudojama siekiant iSvengti uzterSimo dalelémis.

AukSto slégio laboratorinis autoklavas CertoClav CV-EL 12 LGS — atliekamas mitybinés terpés
sterilizavimas.

Termostatas MMM Friocell — palaikoma pastovi temperatiira, drégmé ir ap$vietimas.
Mini purtyklé Vortex V-1 plus — naudojamas bandiniy iSmaiSymui.

Elektrinis mikroskopas Nicon Eclipse 80i — atlickamas mikroskopiniy gryby identifikavimas,
vizualinis vertinimas.

Analitinés svarstyklés Toledo MS-S — naudojamos reagenty svérimui.

Purtyklé Biosan ES-20 — palaikomas pastovus misinio plakimas.

Vandens distiliavimo jranga Milipore — paruosiamas distiliuotas vanduo.
Termocikleris UNO96 Gradient (VWR) — naudojamas patogenams identifikuoti.
Transliuminatorius Safe VIEW MINI2 (Cleaver Scientific) — atliekama geliy analizé.
Clevenger tipo aparatiira — vykdoma distiliacija.

Subkritinis CO2 ekstraktorius — vykdoma ekstrakcija.

2.4. Tyrimy metodai

Tyrimy tikslui pasiekti ir uzdaviniams jvykdyti naudojama metodika apimanti mitybinés terpés
ruo$img, uzkréstumo mikromicetais tyrimg, gryby monokultiry i$skyrimg ir identifikavima.
Atliekamas augalinés kilmés, biologiskai aktyviyjy medZziagy iSskyrimas bei mikroskopinio grybo
augimo efektyvumo ir reinokuliacijos tyrimai. Trumpa tyrimy schema pateikta 2.1 paveiksle.
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2.1 pav. Pagrindiniai tyrimy etapai
2.4.1. Mitybinés terpés ruoSimas

Atliekant tyrimus buvo naudojama PDA (bulviy dekstrozés agaras) mitybiné terpé, kuri yra tinkama
mieléms ir grybams auginti. Ji skatina sporuliacija ir pigmenty gamybg [35]. Mitybiné terpé ruosta
naudojantis gamintojo nurodyta metodika. | 1 litrg autoklavuoto distiliuoto vandens dedama 42 g
pasvertos mitybinés terpés miteliy. Turinys brinkinamas ir gerai sumaiSomas. Toliau vykdomas
autoklavavimas 121 °C temperatiiroje 15 min. Po autoklavavimo tirpalas au$inamas aplinkos
temperatiiroje iki ~45 °C ir pilstomas j Petri 1éksteles. Laukiama, kol jpiltas turinys pilnai sustingsta.
Terpés pilstymas atliekamas laminare, siekiant iSvengti terpés uzkrétimo paSaliniais
mikroorganizmais.

2.4.2. Uzkréstumo mikromicetais tyrimas, naudojant agarizuoty terpiy metodg

Tyrimo metu buvo taikomas agarizuoty terpiy metodas [36]. Sis metodas skirtas nustatyti
mikromicety kolonijas sudaranciy vienety kiekiui. Tyrimams surinkti morky Sakniavaisiy ir morky
pasélyje vyraujanciy piktZoliy méginiai.

Morky Sakniavaisiy derlius nuimtas 2021 m. rugpjtii¢io ménesio pabaigoje. Morky méginiai surinkti
i8ilgai lauko, atsitiktine tvarka, tyrimui pasirinkti vizualiai sveiki Sakniavaisiai. Tyrimuose naudojami
morky variantai (tyrimo objektas) ir bendra informacija nurodyta 2.1 lentel¢je. Nuimtas morky derlius
yra nuplaunamas po tekan¢iu vandeniu. Morka supjaustoma griezin¢liais (~2 mm plocio).
Griezinéliai padalijami j smulkesnius fragmentus, o tolimesniems tyrimams pasirenkami mazdaug
vienody parametry fragmentai. Supjaustyti fragmentai sterilinami 3 min, 70 % etanolio tirpale
(sunaikinama pavir§iné mikroflora) ir plaunami 3-5 Kartus steriliu vandeniu. Jie sudedami ant
sterilaus filtrinio popieriaus ir dziovinami laminare. Toliau paruosti fragmentai steriliu pincetu
dedami ant Petri Iéksteliy su PDA mitybine terpe (zr. 2.2 pav. A). Ant vienos lékstelés yra dedami 5
fragmentai ir taip uzsé¢jamos 6 lékStelés. Daromi 4 pakartojimai. Paruo$ti bandiniai inkubuojami
termostate 22 °C temperattiroje. Po 2, 4, 7 pary vertinami iSauge grybai ir priskiriami atitinkamoms
gentims. Gryby vertinimas atlickamas pagal budingus grybams morfologinius poZymius ir
apibudintojus [37]. Dominuojantys grybai pers¢jami ant naujy Petri 1éksteliy.

25



Vertinimas: Morky Sakniavaisiy uzkréstumo tyrime buvo vertinamas morky daliy uzkréstumas
grybais, bakterijomis ir mieliagrybiais, buvo skai¢iuojamas jy skaicius ir i$ visy pakartojimy vedamas
vidurkis.

2.1 lentelé. Tyrimy metu naudotos morkos

Zyméjimas Veislé Surinkimo vieta ir metai

M1 NERAC 2021 m, Sodininkystés ir darzininkystés institutas, Babtai
M2 NERAC 2021 m, Sodininkystés ir darzininkystés institutas, Babtali
M3 NERAC 2021 m, Sodininkystés ir darzininkystés institutas, Babtai
M4 NERAC 2021 m, Sodininkystés ir darzininkystés institutas, Babtai

Piktzoliy tyrimai atliekami identiSkai pagal tyrimus su morky fragmentais. PiktZoliy fragmentai
surinkti 2020 m morky vegetacijos metu. Méginiai surinkti iSilgai lauko, atsitiktine tvarka surinkta
15-20 piktzoliy augaly (vizualiai sveiky). Surinktos piktZolés sugrupuojamos pagal piktzoliy riisis,
nukratomas dirvos perteklius nuo Sakny. Méginiai sunumeruoti ir sudéti j popierinius maiselius
iSdziovinami sausoje patalpoje. Méginiai iki analizés laikyti kambario temperatiiroje, sausoje
patalpoje. Tyrimuose naudotos piktzolés ir bendra informacija pateikta 2.2 lentel¢je. Pries tyrimus
piktzolés yra sukarpomos 1 cm ilgio fragmentais atskiriant augalo dalis. Buvo tirtos skirtingos augalo
dalys: Saknys, stiebai, lapai, ziedynai priklausomai nuo naudojamo augalo. Piktzoliy fragmentai
paruoSiami kaip ir morky griezinéliai bei sudédami ant mitybinés terpés (zr. 2.2 pav. B), ir
inkubuojama 22 °C temperatiiroje termostate. Gryby, bakterijy ir mieliagrybiy kolonijos
identifikuotos pagal kultdrinius ir morfologinius pozymius, jvertinamas gryby, mieliagrybiy ir
bakterijy skaicius [37].

2.2 lentelé. Tirty piktzoliy bendra informacija

Zyméjimas | Piktzolé Surinkimo vieta ir metai

DA Dirvinis asitiklis 2020 m, Sodininkystés ir darzininkystés institutas, Babtai
(lot. Equisetum arvense)

GA Smulkiaziedé galinsoga 2020 m, Sodininkystés ir darzininkystés institutas, Babtai
(lot. Galinsoga parviflora)

SuU Bekvapis Sunramunis 2020 m, Sodininkystés ir darzininkystés institutas, Babtai
(lot. Tripleurospermum perforatum)
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2.2 pav. A — Morky fragmentai; B — PiktZoliy fragmentai

2.4.3. Grybu monokultiiry iSskyrimas

I8 piktzoliy ir morky fragmenty iSskirti méginiai pers¢jami j naujas Petri léksteles. | kiekviena Petri
lekstele pers¢jama po vieng vizualiai | Alternaria gentj panaSiag grybo Kkolonija. UZzaugg
mikroskopiniai grybai identifikuojami mikroskopu (jvertinamos sporos) ir atrenkami Alternaria
genties grybams (ALT) budingi izoliatai tolimesniems tyrimams. I$ surinkty izoliaty iSskiriamos
monokulttros, kurios véliau bus identifikuojamos molekuliniais tyrimo metodais ir naudojamos
efektyvumo bei reinokuliacijos tyrimuose.

I Eppendorf tipo mégintuvélj su kintamo ttirio mechanine pipete jpilama 1000 pl sterilaus distiliuoto
vandens. Adatéle, pakaitinta virs liepsnos, paimamas nedidelis kiekis grybo micelio i$ Petri 1ékstelés
ir dedama j mégintuvélj su vandeniu. Bandinys gerai sumaiSomas naudojant mini purtykle. Vykdomi
deSimtkartiniai skiedimai (zr. 2.3 pav.): 100 pl gautos suspensijos (reikia stengtis nepaimti micelio
gabaléliy) perpilama i naujag mégintuvélj su 900 pl sterilaus distiliuoto vandens. Bandinys vel gerai
iSmaiSomas. Pasirenkami tokie skiedimai, kad lekSteléje paskleistos sporos bility pavienés ir
nutolusios vienos nuo kity. I§ gautos galutinés suspensijos imama 20 pl, o i§ pradinio tirpalo
suspensijos 10 pl tirpalo ir iSpilama ant atskiry Petri léksteliy su PDA terpe. ISpiltas turinys
paskleidziamas visame pavirSiuje su Drigalskio sklaidytuvu. Daroma po tris pakartojimus su
abejomis suspensijomis. Lékstelés sudedamos | termostatg ir laikomos 12 valandy, 252 °C
temperatiiroje.
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100 ul

m 100 ul 100 ul

e [ o——
XX
{ N R e iy
DesSimtkartinis Desimtkartinis
Pradinis tirpalas skiedimas skiedimas
1000 ul H>O ir 900 ul H-O 900 ul H>O
Grybo micelis Praskiedimas: 107 Praskiedimas: 107

2.3 pav. Paruosto tirpalo skiedimo pavyzdys

Po 12 valandy stebimas spory augimas. LékStelés mikroskopuojamos sterilioje aplinkoje ir ieSkomos
sudygusios sporos (zr. 2.4 pav.). Surastos sporos pasizymimos zymekliu ir perkeliamos j naujg Petri
1ékstele su PDA terpe. IeSkoma 10 spory ir kiekviena jy perkeliama ant naujos Petri 1¢ékstelés su terpe.
Labai svarbu perkélimo metu nepaimti papildomy spory. Izoliatai iki tyrimy auginami tamsoje
25x2 °C temperatiiroje, kol grybas padengia visg Petri 1¢kstelés pavirsiy. [vertinama ar tikrai perkelta
viena monokultiira, jei ne procesas kartojamas. Monokultiiros iki tolimesniy eksperimenty
perkeliamos ant naujy Petri ir saugomos Saldytuve +4 °C temperatiiroje.

2.4 pav. Sudygusios mikroskopiniy gryby sporos
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2.4.4. Izoliaty DNR iSskyrimas ir identifikavimas

Izoliaty DNR i$skyrimas. I$ Alternaria spp. surinkty izoliaty monokulttiry iSskirta DNR naudojant
komercinj rinkinj ,,Genomic DNA Purification Kit* pagal gamintojo nurodyta metodika. DNR iSskirti
izoliatai nugramdomi steriliu metaliniu $pateliu nuo PDA terpés ir perkeliamas micelis j grustuvéele
su skystu azotu. Méginys sutrinamas, svarbu, kad méginys neatsilty.

DNR i$skyrimo eiga:

1. 200 ul méginio sumaiSoma su 400 pl lizavimo tirpalo (angl. Lysis Solution), 2 ul Rnazés (RNase
10 mg/ml) ir inkubuojama 10 min 65 °C temperatiiroje.

2. Jpilama 600 ul chloroformo (Sigma-Aldrich), pavartomi mégintuvéliai 3-5 kartus ir
centrifuguojama 2 min.

3. Naudojant pipete virSutinis suspensijos sluoksnis perkeliamas j §vary mégintuvélj, jpilama po
800 ul nusodinimo tirpalo (angl. Precipitation Solution). 1-2 min maiSoma apveréiant
mégintuvélius kambario temperatiiroje. Centrifuguojama 2 min ir skystis nupilamas.

4. Likusios nuosédos istirpinamos 100 pl NaCl tirpalo. Uzpilama 300 pl $alto etanolio (98 %) ir
10 min laikoma Saldiklyje (-20 °C), centrifuguojama 5 min ir etanolis nupilamas.

5. Nuosédos vieng kartg plaunamos 70 % Saltu etanoliu. Etanolis nupilamas ir palieckama trumpam,
kad pradzitity ir pilnai i$sigaruoty etanolis. DNR istirpinama 100 pl TE buferyje (100 mM Tris-
HCI, 10 mM EDTA, pH 8,0).

6. Iki PGR atlikimo DNR laikoma saldiklyje (-20 °C).

Agarozés gelio paruosimas. DNR elektroforezei atlikti gaminamas 1,5 % agarozés gelis (Thermo
Fisher Scientific Baltics, Lietuva), dazytas ,,RedSafe Nucleic Acid Staining Solution (20,000x)
(iINtRON Biotechnology)*“ dazu. Gelis ruosiamas j 100 ml 1x TAE buferio jberiant 1,5 g agarozés.
Tuomet tirpalas, kaitinamas mikrobangy krosnelé¢je 2—3 min, kad agaroze visiskai iStirpty. Atvésintas
iki 60 °C temperatiiros agarozés tirpalas supilamas j specialy rémelj, jstatomos Sukutés, skirtos
Suliniams padaryti ir gelis paliekamas sustingti. Sustingus agarozés geliui, atsargiai iSimamos
Sukutes, gelis jstatomas j elektroforezés rezervuarg ir uZpilamas 1x TAE buferiu iki nurodytos Zymés.

Tiriamojo méginio paruosimas. 5ul DNR méginio maiSomi su 1 pl ,,MIDORI ¢ DIRECT
(MGO06)* dazu. Sumaisyti méginiai atsargiai pilami j kiekvieng Sulinj pradedant nuo antrojo. | pirmajj
Sulinj pilama 5 ul DNR fragmenty dydziams jvertinti, naudojamas ,,GeneRuler 100 bp Plus DNA
Ladder*.

Elektroforezé. Uzpildzius visus Sulin¢lius elektroforezés rezervuaras yra uzdengiamas specialiu
dangteliu, sujungiami elektrodai ir jjungiamas maitino blokas. Elektroforezé vykdoma apie 60 min,
esant srovés stiprumui — 90 V. Elektroforezés metu neigiama kriivj turin¢ios DNR molekulés
elektriniame lauke juda nuo katodo (neigiamo srovés Saltinio elektrodo) link anodo (teigiamo
elektrodo). Procesui pasibaigus gelis iSimamas i§ elektroforezés rezervuaro. Geliai tiriami UV
Sviesoje transiliuminatoriuje.

PGR identifikavimas. PGR reakcijos atlickamos naudojant reakcijos misinj, kuriame yra Alternaria
spp. rusiai budingi pradmenys. PGR reakcijos atliktos termocikleryje.
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2.4.5. Eteriniy aliejy i§skyrimas

Vaistinio Ciobrelio eterinis aliejus iSgaunamas hidrodistiliacijos metodu, panaudojant Clevenger tipo
aparatg (zr. 2.5 pav.). Tyrimams atsveriama 100 g iSdziovintos Ciobreliy zaliavos, supilama j 2 litry
talpos apvaliadugne kolbg, uzpilama 600 ml distiliuoto vandens. Kolba dedama i kaitinimo mantija
ir kaitinama iki virimo. Surinkus aparatiirg pradedamas kaitinimas iki 100 °C temperattros ir
renkamas kondensatas, susidarantis kondensatoriuje. Hidrodistiliacijos proceso trukmé 2 valandos,
slégis — atmosferinis. Sklende atskiriamos fazés: i§leidziamas susidargs vandens distiliatas ir j Svary
meégintuvel] surenkamas eterinis aliejus. Po distiliacijos distiliatorius plaunamas 80 % acetono tirpalu.
Eterinis aliejus iki tyrimy laikomas -20 °C temperatiiroje. Pagal Sig metodikg yra iSgaunamas eterinis
aliejus i$ vaistinio ¢iobrelio (lot. Tymus vulgaris) (EA).

PR : Termometras
Oro i8leidimo vamzdelis et

g Pereinamosios movos

fI'I'IIIIIIIlIIIlllIIIIIFlI|

Kaitinimo krosnele

2.5 pav. Clevenger tipo aparatira
2.4.6. Augaliniy ekstrakty iSskyrimas

Augaliniams ekstraktams i§skirti taikoma subkritiné CO2 ekstrakcija. Sio proceso metu j ekstraktoriy
dedama biomasé. Pradéjus procesa, dujy busenos COg, paverciamas skysciu. Skystas COz, leidZiant
per biomasg, veikia kaip tirpiklis ir vyksta jvairiy nepoliniy junginiy ekstrakcija. Proceso parametrai:
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ekstrakcijos trukmé 6 h, palaikoma 10 °C temperatiira ir 42 bar slégis. Pasibaigus procesui CO>
pasalinamas i$ miSinio iSgarinant. Galutinis produktas naudojamas tolimesniuose tyrimuose. Pagal
Sig metodika yra iSgaunamas ekstraktas i§ gvazdikmedzio (lot. Syzygium aromaticum L.) (AE).

2.4.7. Eterinio aliejaus ir ekstrakty efektyvumo tyrimai

Tyrimuose naudojama PDA terpé j kurig jpilama atitinkamas kiekis eterinio aliejaus arba skirtinga
augalinio ekstrakto koncentracija. Mitybiné terpé ruoSiama kaip ir 2.4.1 dalyje, ta¢iau $iuo atveju
prie$ supilstyma j léksteles i ja dar pilama eterinio aliejaus arba augalinio ekstrakto. Koncentracijos
pateiktos 2.3 lenteléje. Viskas atlickama traukos spintoje, siekiant iSvengti uzkrétimo pasaliniais
mikroorganizmais. Ekstraktg ar aliejy jpylus j mitybing terpe, ji gerai iSmaiSoma ir iSpilstoma j naujas
Petri léksteles.

2.3 lentelé. Eterinio aliejaus ir ekstrakto koncentracijos

Variantas Koncentracija, pl/1 ISgavimo bitidas

1 Kontrolé | - - -

2 EA Vaistinio ¢iobrelio eterinis aliejus 100 Hidrodistiliacija

3-1 75

3-2 150 -
AE Gvazdikmedzio ekstraktas Subkritiné CO- ekstrakcija

3-3 225

3-4 300

Efektyvumo tyrimai atliekami prie§ skirtingus Alternaria izoliatus. Jie yra pateikti 2.4 lenteléje.

2.4 lentelé. Tirtos Alternaria rasys

Zyméjimas Rasis Augalas Seimininkas

ALT1 Alternaria alternata 2020 m, SDI, dirvinis asitiklis

ALT?2 Alternaria alternata 2020 m, SDI, morka

ALT3 Alternaria botrytis 2021 m, SDI, morka

ALT4 Alternaria consortialis 2020 m, SDI, smulkiaZiedé galinsoga

Paruosus terpe su eteriniu aliejumi ar ekstraktu ir jai sustingus Alternaria skirtingi grybai paséjami
ant Petri 1éksteliy. Uzaugusio grybo 1éksteléje nudegintu ir pilnai atvésusiu korkaboru (disky pjovimo
Jrankis) yra iSpjaunami 7 mm skersmens grybo diskeliai. ISkirstas diskelis, adatéle yra perkeliamas
ant sustingusios mitybings terpés centro, miceliu j apacig. Vienam variantui paruosiamos 6 1¢kstelés,
kiekvienu kartu kei¢iant arba nudeginant émimo adatg. ParuoStos Petri lékstelés su skirtingais
tiriamais izoliatais ir augaliniais ekstraktais perkeliami j 25 °C temperatiiros termostatg. Vertinimai
ir matavimai atliekami po 2, 5 ir 7 pary. Vertinimo metu matuojamas grybo skersmuo (X) ir ilgis (y)
(zr. 2.6 paveikslas) bei aprasomi morfologiniai pozymiai: micelio spalva, aukstis, tankumas, rastas,
kita micelio pusé. [vertinamas vidutinis grybo micelio skersmuo (mm) (zr. 2.1 formulé). Pagal gautus
duomenis, taip pat, apskai¢iuojama inhibicija (I) (slopinimas) pagal 2.2 formule.
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_ @G-+ y-d)

A ; 2.1
: 2.1)
¢ia A — vidutinis micelio skersmuo, mm;
x — mikroskopinio grybo kolonijos skersmuo, mm;
d — diskelio skersmuo, mm;
y — mikroskopinio grybo kolonijos ilgis, mm.
Aviswr — A
| = Vid.K vid.T _100%; (2.2)

Aviax
¢ia I —inhibicija, %;
Ayia.x — vidutinis kontrolés mikroskopinio grybo kolonijos skersmuo, mm;

Ayiq — Vidutinis tiriamojo mikroskopinio grybo kolonijos skersmuo, mm.

2.6 pav. Slopinimo efektyvumo matavimas

2.4.8. Reinokuliacija

Reinokuliacijos tyrimai atlickami siekiant jvertinti grybo atsistatyma po eterinio aliejaus ir augalinio
ekstrakto poveikio. Reinokuliacija atliekama perkeliant tiriamo mikroskopinio grybo micelio i§
kiekvieno efektyvumo tyrimo varianto ant naujos mitybinés terpés. Siuo atveju néra papildomai
pridéty biologiskai aktyviyjy medziagy. Vienam variantui ruoSiama po dvi léksteles su PDA terpe. I$
kiekvieno varianto atrenkamos keturios Petri 1ékstelés ir i$ jy, specialiu jrankiu, iSkertami 7 mm
diskai. Po du iSpjautus to paties varianto diskelius, miceliu j apacig, dedama ant paruosty Petri
1€ksteliy su mitybine terpe. Paruosti bandiniai perkeliami j 25 °C temperatiiros termostatg. Vertinimas
ir matavimas atlickamas po 2 ir 4 pary. Vertinimo metu matuojamas grybo skersmuo (x) ir ilgis (y)
(mm) (zr. 2.7 paveikslas) bei apraSomi morfologiniai poZymiai: micelio spalva, aukstis, tankumas,
rastas, kita micelio pusé. [vertinamas vidutinis micelio skersmuo ir inhibicija (slopinimas) pagal 2.1
bei 2.2 formules.
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2.7 pav. Reinokuliacijos matavimas

2.5. Tyrimo duomeny apdorojimas

Tyrimo duomeny analizé atlikta su Microsoft Excel programa. Apskai¢iuojamos paklaidos, bakterijy,
mieliagrybiy ir gryby kolonijy vidutinis skaicius.
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3. Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas

Tyrimy metu buvo vertinama morky Sakniavaisiuose ir morky pasélio piktzolése vyraujantys
mikroskopiniai grybai. Buvo sickiama i$skirti i§ piktzoliy ir morky daliy Alternaria genties gryby
monokultiiras, jas identifikuoti molekuliniais metodais bei jvertinti biologiskai aktyviyjy medziagy
poveikj jy augimo slopinimui. Efektyvumo tyrimo metu buvo vertinami mikroskopinio grybo
morfologiniai poZymiai. Siems tikslams pasiekti pasitelkta auki¢iau pateikta metodika.

IS piktzoliy ir morky daliy mikroskopiniy gryby monokultiiry (50 vnt.) i$skirta 15 izoliaty, kurie
identifikuoti molekuliniais metodais su Alternaria spp. rasiai buidingais pradmenimis. I$ jy pasirinkti
4 izoliatai jvertinti biologiskai aktyviyjy medziagy poveikj jy augimo slopinimui (zr. 3.2. dalis).

3.1. Morky paséliy uzkréstumas mikromicetais

Siekiant jvertinti morky pasélyje vyraujanciy piktzoliy ir morky Sakniavaisiy uzkréstumag
mikromicetais buvo vertinamas mikroskopiniy gryby ir bakterijy paplitimas. Mikroskopiniai grybai,
atsizvelgus ] jiems budingus pozymius, priskiriami atitinkamoms gentims. Ivertinamas budingy
mikroorganizmy vidurkis tirtose 1€kstelése ir procentiskai iSreiSkiama bakterijy, mieliagrybiy ir gryby
genciy dalis.

3.1.1. Piktzoliy uzkréstumas mikromicetais

Mikroorganizmai plinta visoje darzo augaly s¢jomainoje nuo vieno augalo Seimininko ant kito. D¢l
Sio plitimo gali buti uzkrésti sveiki augalai. Taip pat dalis piktzoliy pazeidziama ty paciy
mikromicety, todél piktzolés tarnauja kaip grybiniy ligy tarpiniai augalai Seimininkai. UZkréstumo
mikromicetais tyrimas leidzia jvertinti vyraujancias gryby raisis ir mikroorganizmy jvairove. Tyrimy
metu buvo tirtos skirtingos, tuo metu vyravusios piktzolés: dirvinis asitklis, smulkiaziedé galinsoga
ir bekvapis Sunramunis.

Surinkto dirvinio asituiklio dalys buvo karpomos j smulkesnius fragmentus ir taikant agarizuoty terpiy
metoda tiriamas jo uzkréstumas. Vertinamas bendras mikroorganizmy skaicius ir tiriama kokie
mikroskopiniai grybai vyrauja pariktuose bandiniuose. Gauti rezultatai pateikti 3.1 ir 3.2
paveiksluose. Pagal 3.1 paveiksle pateiktus duomenis yra matoma, kad dirvinio asitiklio lapuose ir
stiebuose didzigja dalj mikroorganizmy sudaro grybai: 82,35 % lapuose, 78,48 % stiebuose. Bakterijy
ir mieliagrybiy buvo aptikta Zymiai maziau ir jie atitinkamai sudaré apie 17,34 % ir 2,25 % lapuose
ir stiebuose.
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Lapai Stiebai

Mieliagrybiai Mieliagrybiai
1,96 % 2,53 %
Grybai
82,35 % -
GTybE:,l Bakterijos
Bakterijos 78,48 % 18,99 %
15,69 %

3.1 pav. Dirvinio asitiklio dalyse vyravusiy gryby, bakterijy ir mieliagrybiy procentas po 7 pary

Mikroskopiniai grybai buvo vertinami pagal kultlirinius ir morfologinius poZymius. Tai leido
kiekviena kolonija priskirti atitinkamai gryby genciai. Gauti rezultatai pateikti 3.2 paveiksle.
Remiantis tyrimo duomenimis yra matoma, kad dirvinio asitiklio lapuose labiausiai paplite
Penicillium genties grybai, kurie sudaro 73,81 % visy mikroskopiniy gryby. Taip pat lapuose buvo
aptikta Alternaria spp., Fusarium spp. ir Phytophtora spp. gryby, kurie atitinkamai sudaré 11,90 %,
2,38 % ir 2,38 %. Lik¢ mikroskopiniai grybai nebuvo priskirti jokiai buidingai genciai. Stiebuose
Mycelia sterilia grybai sudaré 77,42 %. Stiebuose vyravo dvi gentys: Alternaria ir Penicillium.
Pastarosios atitinkamai sudaré 16,13 % ir 6,45 % visy aptikty mikroskopiniy gryby.

Lapai Phytophthora Stiebai
2,38 % .
Alternaria
— Muycelia sterilia 16,13 %
Penicill loum Mycelia sterilia 77,42 %
73.81 % 9,52 %
Alterna:la Penicillium
11,90 % 6,45 %
Fusarium
2,38 %

3.2 pav. Mikromicety paplitimas dirvinio asitiklio dalyse

Bendra smulkiaZiedés galinslogos mikroorganizmy procentiné dalis skirtingose augalo dalyse
pateikta 3.3 paveiksle. Visose augalo dalyse buvo aptikta bakterijy, mieliagrybiy ir mikroskopiniy
gryby. Pateiktuose rezultatuose galima matyti, kad pagrinding mikroorganizmy dalj smulkiaziedés
galinsogos lapuose ir Saknyse sudaré bakterijos. Lapuose jy dalis buvo 57,07 %, o saknyse 49,09 %.
Grybai Siose dalyse atitinkamai sudaré 22,44 % bei 37,58 %. Saknyse ir sticbuose pagrinding
mikroorganizmy dalj sudaré mikroskopiniai grybai. Jy procentiné dalis stiebuose buvo 39,11 %, o
ziedynuose 92,11 %.
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Lapai

Bakterijos
57,07 %

Mieliagrybiai
20,49 %

34,08 %

Saknys

Bakterijos
49,09 %

Mieliagrybiai
13,33 %

Grybal
92,12 %

Bakterijos

Stiebai

Grybai
39,11 %

26,82 %

Ziedynai

0,38 %

Mieliagrybiai

Mieliagrybiai

3.3 pav. Smulkiaziedés galinsogos dalyse vyravusiy gryby, bakterijy ir mieliagrybiy procentas po 7 pary

Atsizvelgiant | mikroskopiniy gryby morfologija jie buvo priskirti atitinkamos gentims pagal riiSiai
budingus apibtudintojus. Gauti rezultatai pateikti 3.4 paveiksle. Remiantis Siais duomenimis nustatyta,
kad lapuose, stiebuose, Saknyse ir ziedynuose pagrinding mikroskopiniy gryby dali sudaro
Penicillium genties grybai. Paminétose augalo dalyse jy procentiné dalis atitinkamai buvo 34,78 %,
60,00 %, 24,19 % ir 99,52 %. Visose augalo dalyse buvo aptikta Alternaria genties gryby. Si gentis
lapuose sudaré 23,91 %, stiecbuose 17,14 %, Saknyse 6,45 %, zZiedynuose 0,32 %. Taip pat buvo
aptiktos ir kitos mikroskopiniy gryby gentys: Fusarium, Rhizoctonia, Phytophtora, Aspergillus.
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Rhizoctonia . .
435 % Stiebai

Phytophthora
1,43 %

Penicillium
34,78 %

Mycelia sterilia
20,00 %

Phytophthora
8,70 %

Penicillium
60,00 %

Alternaria
17.14 %

Myeelia sterilia
26,09 %

Alternaria
23.91 %

§aknys 2iedynai

Alternarvia

6.45 %

Myecelia sterilia
58.07 %

Penicillium

98.,00%

Fusarium
323 %

Muyecelia sterilia
1,00 %

Penicillium
24,19 %

Alternaria

1,00 %

Phytophthora
4,84 %

3.4 pav. Mikromicety paplitimas smulkiaziedés galinsogos dalyse

Vykdant tyrimus, taip pat buvo tirta ir bekvapio Sunramunio mikroorganizmy jvairové. Remiantis
gautais rezultatais (zr. 3.5 pav.) nustatyta, kad $aknyse ir lapuose vyrauja bakterijos. Saknyse jy
procentiné dalis sudaro 48,44 %, o antzeminéje dalyje 88,48 % visy aptikty mikroorganizmy.
Mikroskopiniai grybai Saknyse sudaro 23,44 %, o lapuose 3,03 %. Mieliagrybiy buvo aptikta
nezymiai daugiau: 28,13 % Saknyse ir 8,48 % lapuose.

éaknys Lapai

Bakterijos

48.44 % Bakterijos

88,48 %

Mieliagrybiai
8,48 %

Mieliagrybiai
28,13 %

3.5 pav. Bekvapio Sunramunio dalyse vyravusiy gryby, bakterijy ir mieliagrybiy procentas po 7 pary
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Ivertinus aptiktus mikroskopinius grybus, nustatytos buidingos gentys (zr. 3.6 pav.). Tyrimo metu
buvo nustatytos dvi mikroskopiniy gryby gentys: Alternaria ir Penicillium. Remiantis rezultatais yra
matoma, kad lapuose ir stiebuose vyravo Penicillium genties grybai, kurie atitinkamai sudaré
66,67 % ir 40,00 %. Mazesn¢ visy aptikty gryby dalj sudaré Alternaria spp. Lapuose jy dalis buvo
20,00 %, o Saknyse 13,33 %. Like¢ mikroskopiniai grybai nebuvo atpazinti pagal budingus
morfologinius pozymius (Mycelia sterilia).

gaknys Lapai
Mycelia sterilia Mycelia sterilia
. 20,00 % 40,00 %
Penicillium
66,67 % Penicillium
40,00 %
Alternaria
13.33 %
Alternaria
20,00 %

3.6 pav. Mikromicety paplitimas bekvapio Sunramunio dalyse
3.1.2. Morky Sakniavaisiy uzkréstumas mikromicetais

Ivertinus morky aplinkoje auganciy piktzoliy uzkréstuma mikroorganizmais toliau atliekami tyrimai
su morky Sakniavaisiais. Tiriamos morkos, kuriy lapai augimo metu buvo purksti biologiskai
aktyviomis medziagomis. Tyrimy metu tiriami sandélivoti morky Sakniavaisiai bei vertinama jy
mikroorganizmy jvairové. Tiriamos kontrolinés nepurkstos morkos (M1), purkstos Ciobreliy eteriniu
aliejumi (M2), purkstos vaistinio ¢iobrelio ir vaistinio isopo ekstrakty miSiniu (M3) ir purkstos
gvazdikmedzio ekstraktu (M4).

Surinkty morky Sakniavaisiai supjaustomi griezinéliais ir susmulkinami j mazesnius fragmentus.
Atsitiktinai parinkti, panaSiy matmeny fragmentai analizuojami agarizuoty terpiy metodu.
Vertinamas bendras mikroorganizmy skaicius ir tiriama, kokie mikroskopiniai grybai vyrauja. 3.7
paveiksle pateikti rezultatai rodo vyraujanc¢ius mikroorganizmus tirtuose bandiniuose. Remiantis Siais
duomenimis nustatyta, kad visuose tirtuose morky Sakniavaisiuose pagrindiniai vyraujantys
mikroorganizmai yra mikroskopiniai grybai. Jy procentiné dalis M1, M2, M3 ir M4 morkose
atitinkamai yra 78,05 %, 63,92 %, 65,97 % ir 54,71 %. Tirtuose Sakniavaisiuose maziausig dalj
aptikty mikroorganizmy sudaro mieliagrybiai. Aptikty bakterijy procentin¢ dalis M1, M2, M3 ir M4
morky Sakniavaisiuose atitinkamai sudaré 20,59 %, 30,93 %, 34,03 % ir 45,28 %.
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3.7 pav. Morky Sakniavaisiuose vyravusiy gryby, bakterijy ir mieliagrybiy procentas po 7 pary

Aptikti mikroskopiniai grybai buvo vertinami pagal jy morfologinius pozymius. Gauti rezultatai
pateikti 3.8 paveiksle. Pagal Siuos rezultatus galima matyti, kad tirtose M1 ir M2 morkose vyrauja
Penicillium genties grybai bei jy procentiné dalis atitinkamai yra 90,72 % ir 59,14 %. Vyraujanti
gryby gentis M3 ir M4 Sakniavaisiuose yra Mucor, kuri atitinkamai sudaro 68,25 % ir 41,38 % visy
aptikty mikroskopiniy gryby. Visuose morky Sakniavaisiuose buvo aptikta didelé jvairové
mikroskopiniy gryby. Botrytis spp. buvo aptiktas kontrolinése ir ¢iobreliy eteriniu aliejumi paveiktose
morkose bei atitinkamai sudaré 0,29 % ir 1,08 %. Alternaria genties grybai buvo nustatyti visose
morky Sakniavaisiuose. Jy procentiné dalis M1, M2, M3 ir M4 tirtose morkose atitinkamai sieké
0,29 %, 6,45 %, 9,52 %, 9,48 % visy aptikty gryby. Taip pat visuose Sakniavaisiuose buvo aptikta ir
Fusarium spp. mikroskopiniai grybai bei jau ankséiau paminéti: Penicillium spp., Mucor spp..
Phytium spp. nebuvo aptikta M2 ir M4 Sakniavaisiuose, o Aspergillus spp. tik M2 Sakniavaisiuose.
Rhizoctonia genties mikroskopiniai grybai buvo aptikti tik ant morky Sakniavaisio, kurio lapai
augimo metu buvo purksti gvazdikmedzio ekstraktu. Hussin [38] tyré mikroskopiniy gryby paplitima
atveztiniuose morky Sakniavaisiuose ir nustaté, kad morky Sakniavaisiuose galima aptikti jvairiy
gryby genéiy: Alternaria, Sclerotinia, Aspergillus, Geotrichum, Rhizoctonia, Rhizopus. Sie tyrimai
atskleidé¢, kad patogeniskiausi buvo Aspergillus ir Alternaria genties grybai [38].
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3.8 pav. Mikromicety paplitimas morky $akniavaisiuose
3.2. Biologiskai aktyviyjy medZziaguy poveikis mikroskopiniams grybams

Ivertinus mikroskopiniy gryby paplitimg morky s¢jomainoje (piktZolése ir morky Sakniavaisiuose)
tolimesniems tyrimams pasirinkti 4 izoliatai nuo skirtingy augaly Seimininky. Biologiskai aktyviyjy
medziagy poveikis mikroskopiniams grybams vertinamas juos perkeliant ant mitybinés terpés su
vaistinio Ciobrelio eteriniu aliejumi (EA), ar skirtingomis gvazdikmedzio ekstrakto (AE)
koncentracijomis. Rana [39] nustaté, kad gvazdikmedzio ekstraktas pasizymi aktyvumu prie§ daug
mikroskopiniy gryby rasiy. Klaric ir kt. nustaté priesgrybinj vaistinio Ciobrelio eterinio aliejaus
poveikj skirtingoms mikroskopiniy gryby gentims: Alternaria, Aspergillus, Penicillium, Mucor ir t.
t. [40].

Tyrimy metu buvo matuotas mikroskopiniy gryby micelio augimas bei apskai¢iuojamas slopinimas.
Po efektyvumo tyrimo atliekama reinokuliacija, kurios metu micelis perkeliamas ant naujos Petri
lékstelés, kurios mitybinéje terpéje néra nei eterinio aliejaus, nei ekstrakto ir stebimas grybo
atsistatymas po eterinio aliejaus ar ekstrakto poveikio. Siy tyrimy metu vertinamas biologiskai
aktyviyjy medziagy poveikis skirtingoms mikroskopiniy gryby rii§ims.

I$skirty mikroskopiniy gryby morfologiniai poZymiai apraSomi juos vertinant vizualiai. Sis
vertinimas buvo atliekamas biologiskai aktyviyjy medziagy efektyvumo prie§ mikroskopinius grybus
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tyrimo metu. Jvertinama grybiena kontrolinéje IéksStel¢je bei stebimi kitimai tiriamuosiuose
bandiniuose.

3.2.1. Alternaria alternata iSskirta nuo dirvinio asiuklio

Alternaria alternata (ALT1) buvo i$skirtas nuo dirvinio asitiklio ir toliau buvo vertinamas jo augimas
paveikus EA ir AE. Tyrimo rezultatai, naudojant vaistinio Ciobrelio eterinj aliejy ir gvazdikmedzio
ekstraktg, pateikti 3.9 paveiksle. Remiantis $iais duomenimis yra matoma, kad 100 pl/l koncentracijos
vaistinio ¢iobrelio eterinis aliejus per pirmasias keturias paras visiskai slopino ALT1 augima (zr. 3.9
pav. A.l ir A.2). Silpnesnis slopinimas pastebimas po 7 pary, kuris siekia 96,31 %, lyginant su
kontrole. Sie duomenys leidZia teigti, kad slopinamasis eterinio aliejaus poveikis ilgainiui silpsta.
Aslam ir kt. nustaté slopinamajj Ciobrelio eterinio aliejaus poveikj Alternaria alternata micelio
augimui naudojant 0,2, 0,4 ir 6 mg/ml koncentracijy eterinj aliejy. Jie teigé, kad didéjant eterinio
aliejaus koncentracijai stipréja ir slopinamasis poveikis [41]. B.1 ir B.2 grafikuose yra pateiktas
gvazdikmedzio ekstrakto slopinamasis poveikis pries tiriamaji objekta. Pagal Siuos duomenis galima
teigti, kad naudojant didesne ekstrakto koncentracijg pasiekiamas efektyvesnis mikroskopinio grybo
augimo slopinimas. Naudojant 75 ul/l koncentracijos ekstraktg po 7 pary grybo slopinimas sieké 1,96
%, o naudojant 300 pl/l jis padidéjo iki 39,06 %. Nepriklausomai nuo naudojamos ekstrakto
koncentracijos slopinamasis poveikis islieka pastovus po 7 pary vertinimo.
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3.9 pav. Vaistinio ¢iobrelio eterinio aliejaus (A) ir gvazdikmedzio ekstrakto (B) poveikis prie§ Alternaria
alternata isskirtg nuo dirvinio asitiklio
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Po efektyvumo tyrimy buvo atliktas reinokuliacijos tyrimas. Gauti rezultatai pateikti 3.10 paveiksle
Ir juose matoma, kaip po biologiskai aktyviyjy medziagy poveikio pasalinimo mikroskopinis grybas
vystosi. Tai leidzia teigti, kad ALT1 gali augti pasalinus EA ir AE poveikj, t. y. jis néra sunaikinamas.
3.10 pav. A grafike matoma, kad mikroskopinio grybo micelio augimas yra mazesnis, lyginant su
kontrole: kontroliniame variante micelio diametras po 4 pary buvo 36,13 mm, o tirlamajame
31,25 mm. Augimo skirtumas po 7 pary siekia 4,88 mm ir matomas slopinimas. Vertinant 3.10 pav.
B grafiko duomenis, micelio augimas, po skirtingy koncentracijy ekstrakto pasalinimo, yra artimas
kontrolei. Tai rodo kad tiriamo EA ir AE poveikis yra trumpalaikis, t. y. jis slopina ATLI, ta¢iau jo
nesunaikina.
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3.10 pav. Alternaria alternata, isskirtos nuo dirvinio asitklio, reinokuliacijos tyrimo rezultatai po vaistinio
Ciobrelio eterinio aliejaus (A) ir gvazdikmedzio ekstrakto (B) poveikio pasalinimo

3.2.1.1. Alternaria alternata, i$skirtos nuo dirvinio asiiiklio, morfologija

Alternaria alternata (ALT1), auginta 7 paras be jokio biologiskai aktyviyjy medZziagy poveikio,
formuoja Zema, $viesios spalvos grybieng (zr. 3.11 pav. K). Grybienos krastai balti arba gelsvi, o
vidiné dalis tamsesné: Sviesiai ruda, oranzin¢ spalvos. Tarp micelio krasto ir vidinés dalies matosi
neryskus, Sviesesnis ziedas. Apatiné grybienos dalis yra Sviesi. Nuo krasto link centrinés grybo dalies
proporcingai kinta grybienos spalva: nuo baltos, gelsvos iki Sviesiai rudos. Grybienos apacia yra
silpnai rausva. Taip pat matomas neryskus $viesus ziedas. Grybui pradéjus augti (grybiena po 2 pary)
formuojamas $viesus micelis, kuris véliau patamséja.

ALT1, auganti ant mitybinés terpés, kuri turi augalinio ekstrakto, formuoja tamsesnj micelj, lyginant
su kontrolés variantu (Zr. 3.11 pav. AE). Grybienos krastai yra balti arba gelsvi, ta¢iau §iy spalvy
plotas yra labai mazas. Centrinéje grybo dalyje vyrauja oranZin¢ ir ruda spalvos. Netoli krasto
matomas oranzinis ziedas. Grybienos apacia Sviesiai ruda su rausvu atspalviu, krastai balti, gelsvi.
Matomas neryskus Sviesios spalvos ziedas. Kai mitybinéje terpéje naudojamas ekstraktas jau pirmojo
vertinimo metu matomas tamsesnis micelis. Toks morfologinis apibiidinimas galioja visoms
naudotoms ekstrakto koncentracijomis su kuriomis pastebimas grybienos augimo slopinimas.

Veikiant eteriniu aliejumi, po 7 pary buvo matomas smulkus, baltas micelis. Eterinis aliejus slopino
grybienos augimg ir daugiau biidingy morfologiniy poZymiy nebuvo matoma.
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3.11 pav. Morfologiniai ALT1 pozymiai: kontrolé (K) ir gvazdikmedZzio augalinis ekstraktas (AE)

3.2.2. Alternaria alternata isskirta nuo morkos $akniavaisio

Efektyvumo tyrimo rezultatai prie§ Alternaria alternata (ALT2) pateikti 3.12 paveiksle. Sis
mikroskopinis grybas buvo i$skirtas nuo NERAC morkos Sakniavaisio ir toliau buvo vertintas
biologiskai aktyviyjy medziagy poveikis jo augimui. Remiantis gautais duomenimis galima matyti,
kad 100 pl/l koncentracijos eterinis aliejus slopina ALT2 vystymasi (zr. 3.12 pav. A.1 ir A.2). Po 2,
4 ir 7 pary Sis slopinimas, lyginant su kontrole, atitinkamai siekia 50,00 %, 32,78 % ir 15,18 %.
Matomas laike silpstantis slopinamasis poveikis. Toliau buvo vertintas gvazdikmedzio ekstrakto
poveikis Alternaria alternata mikroskopiniam grybui, o rezultatai pateikti 3.12 pav. B.1 ir B.2
grafikuose. Juose matomas intensyvesnis arba artimas kontrolei mikroskopinio grybo augimas.
Pagrindinis micelio augimo skirtumas pastebimas po 7 pary kai yra naudojamas 300 pl/l
koncentracijos ekstraktas. Suo atveju matomas augimo skatinimas, kuris siekia 22,07 %.
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3.12 pav. Vaistinio Ciobrelio eterinio aliejaus (A) ir gvazdikmedzio ekstrakto (B) poveikis pries Alternaria
alternata isskirta nuo morkos $akniavaisio

Toliau buvo atliktas reinokuliacijos tyrimas, o gauti rezultatai pateikti 3.13 paveiksle. Remiantis
gautais duomenimis galima matyti, kad ir po vaistinio ¢iobrelio eterinio aliejaus, ir po gvazdikmedZio
ekstrakto poveikiy pasalinimo mikroskopinis grybas ima augti jprastai. Rezultatai gaunami artimi
kontrolés variantui ir nepastebima dideliy skirtumy tarp vertinimy, o tai rodo, kad tirty biologiskai

aktyviyjy medziagy poveikis yra trumpalaikis.
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3.13 pav. Alternaria alternata, isskirtos nuo morkos $akniavaisio, reinokuliacijos tyrimo rezultatai po
vaistinio ¢iobrelio eterinio aliejaus (A) ir gvazdikmedZio ekstrakto (B) poveikio pasalinimo
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3.2.2.1. Alternaria alternata, isskirtos nuo morkos sakniavaisio, morfologija

Po 7 pary augimo jvertinus Alternaria alternata (ALT2) pozymius kontrolinése lékstelése yra
matoma, kad grybas formuoja zema, oranzinés ir rudos spalvos su nelygiais krastais grybieng (zr.
3.14 pav. K). Grybienos krastai turi nedidelj balto micelio kiekj, o visas kitas plotas yra oranZinis ir
rudas su Sviesesniy ziedy plotais. Grybienos apacioje vyrauja ruda spalva. Matomi pasikartojantys
ziedai, kurie iSorinéje dalyje Sviesiai rudi, o vidinéje dalyje rudi ir tamsiai rudi. Nagrale ir kt. savo
tyrimuose aprasé, kad Aternaria alternata genciai buidingos rudos, tamsiai rudos spalvos struktiiros
[42].

Mikroskopinio grybo ALT2 augimas skatinamas veikiant jj augaliniu ekstraktu. Tai lemia ir jo
morfologiniy savybiy pakitima (zr. 3.14 pav. AE). Remiantis gautais rezultatais buvo pastebéta, kad
ekstraktu paveiktas grybas formuoja grybieng lygiais kraStais. Formuojamas micelis po 7 pary yra
aukstesnis, krasStuose vyrauja Sviesesnés spalvos grybiena, o centrin¢je dalyje tamsesné. Biidingi
skirtingy atspalviy ziedai. Grybienos apacia Sviesiai ruda, o ziedai yra neryskas.

Eteriniu aliejumi papildytoje mitybinéje terpéje mikroskopinio grybo micelis panasus j AE papildyta.
Siuo atveju, taip pat matoma, kad grybiena formuoja lygius krastus, formuojami Ziedai. Siuo atveju
formuojamas micelis yra $viesesnis, o micelio apacioje matomi ziedai yra rySkesni.

3.14 pav. Morfologiniai ALT2 pozymiai: kontrolé (K) ir gvazdikmedzio augalinis ekstraktas (AE)
3.2.3. Alternaria botrytis i§skirta nuo morkos $akniavaisio

Efektyvumo tyrimo metu naudota Alternaria botrytis (ALT3) buvo isskirta nuo NERAC morkos
Sakniavaisio. Gauti rezultatai pateikti 3.15 paveiksle. Pagal Siuos duomenis galima matyti, kad tirto
mikroskopinio grybo augimas buvo skatinamas abejais atvejais: veikiant eteriniu aliejumi arba
augaliniu ekstraktu. Veikiant 100 ul/l koncentracijos EA augimo skatinimas po 2, 4 ir 7 pary
atitinkamai sieké 21,43 %, 15,06 % ir 14,40 % (zr. 3.15 pav. A.2). Siuo atveju yra matoma, kad laikui
bégant $is poveikis silpnéja. Morkelitiné ir kt. nustaté, kad eteriniai aliejai gali paskatinti micelio
augima. Nustatyté, kad 400 pl/l koncentracijos vaistinio Salavijo EA skatino Colletotrichum acutatum
micelio augimg po 4 ir 7 pary augimo. Naudojant didesnés koncentracijos eterinj aliejy (1000 pl/l)
yra pradedamas matyti statistiSkai reikSmingas micelio augimo slopinimas [43]. Mikroskopiniam
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grybui augant mitybinéje terpéje, kurioje yra augalinio ekstrakto (zr. 3.15 pav. B.1 ir B.2 grafikai),
matomas panasus augimo skatinimas tarp skirtingy AE koncentracijy. Sis poveikis vidutiniskai sickia
~31,20 % tarp skirtingy ekstrakty koncentracijy bei nezymiai mazéja po 2, 4 ir 7 pary.
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3.15 pav. Vaistinio Ciobrelio eterinio aliejaus (A) ir gvazdikmedzio ekstrakto (B) poveikis pries Alternaria
botrytis i$skirta nuo morkos Sakniavaisio

Atlikus reinokuliacijos tyrima, buvo gauti rezultatai, kurie pateikti 3.16 paveiksle. Juose galima
matyti, kad paSalinus eterinio aliejaus poveikj mikroskopinis grybas vél vystosi ir auga. Taip pat
matomas ir neZymus micelio augimo padidéjimas pasalinus 1§ mitybinés terpés eterinj aliejy (Zr. 3.16
pav. A). Pasalinus augalinio ekstrakto poveikj ALT3 gali augti (zr. 3.16 pav. B). Jos micelio augimas
po skirtingy koncentracijy ekstrakto pasalinimo yra artimas kontrolei.
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3.16 pav. Alternaria botrytis ,iSskirtos nuo morkos $akniavaisio, reinokuliacijos tyrimo rezultatai po
vaistinio Ciobrelio eterinio aliejaus (A) ir gvazdikmedZio ekstrakto (B) poveikio paSalinimo

3.2.3.1. Alternaria botrytis, iSskirtos nuo morkos sakniavaisio, morfologija

Alternaria botrytis (ALT3) kontrolinése 1ékstelése formuoja Zema, tanky micelj su nelygiais krastais
(zr. 3.17 pav. K). Vyraujanti spalva yra tamsiai ruda, o patys grybienos krastai — balti arba gelsvi.
Grybienos apacioje matomi skirtingo atspalvio Ziedai: vidin¢je dalyje tamsiai pilka, toliau ruda ir
oranziné, o krastai balti ir gelsvi.

Eterinio aliejaus ir ekstrakto turinciose mitybinése terpése mikroskopinio grybo morfologijos buvo
panaSios (Zr. 3.17 pav. AE). Grybiena Zema, kraStai nelygiis ir Sviesios baltos arba gelsvos spalvos,
centrinéje dalyje vyrauja tamsiai ruda micelio spalva. Grybienos apacia turi placiy ziedy, kuriy
spalvos: tamsiai pilka, Sviesiai pilka.
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3.17 pav. Morfologiniai ALT3 pozymiai: kontrolé (K) ir gvazdikmedzio augalinis ekstraktas (AE)
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3.2.4. Alternaria consortialis iSskirta nuo smulkiaZiedés galinsogos

Alternaria consortialis (ALT4) buvo isskirta huo smulkiaziedés galinsogos. Jos micelio augimas,
veikiant vaistinio ¢iobrelio eteriniu aliejumi ir gvazdikmedzio ekstraktu pateiktas 3.18 paveiksle.
Remiantis gautais duomenimis yra matoma, kad abi biologiskai aktyvios medziagos pasizyméjo
slopinamuoju poveikiu pries tirta Alternaria rtsj. 100 pl/1 eterinio aliejaus slopinamasis poveikis po
2, 4 ir 7 pary atitinkamai sieké 28,86 %, 7,98 % ir 4,57 % (zr. 3.18 pav. A.2). Matoma, kad laikui
bégat Sis poveikis silpnéja. Vertinant gvazdikmedzio ekstrakto efektyvuma (zr. 3.18 pav. B) yra
matoma, kad 75 ul/l koncentracijos ekstraktas neturéjo rySkaus slopinamojo poveikio. RySkesnis
slopinimas pastebimas naudojant didesnés koncentracijos ekstrakta: po 7 pary micelio slopinimas,
naudojant 300 pl/1 koncentracijos ekstrakta, siekia 17,86 %.
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3.18 pav. Vaistinio ¢iobrelio eterinio aliejaus (A) ir gvazdikmedZio ekstrakto (B) poveikis prie$ Alternaria
consortialis i$skirta nuo smulkiaziedés galinsogos

Po efektyvumo tyrimo, taip pat buvo atliktas reinokuliacijos tyrimas. Gauti rezultatai pateikti 3.19
paveiksle. Pagal §iuos duomenis yra matoma, kad 100 pl/l koncentracijos vaistinio ¢iobrelio eterinis
aliejus nezymiai slopino micelio augima, lyginant su kontrole. Vertinant gvazdikmedzio ekstrakto
skirtingas koncentracijas galima teigti, kad Sis ekstraktas neturéjo poveikio micelio augimui po jo
pasalinimo i$ grybo augimo aplinkos.
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3.19 pav. Alternaria consortialis, i$skirtos nuo smulkiaziedés galinsogos, reinokuliacijos tyrimo rezultatai po
vaistinio ¢iobrelio eterinio aliejaus (A) ir gvazdikmedzio ekstrakto (B) poveikio paSalinimo

3.2.4.1. Alternaria consortialis, i$skirtos nuo smilkiaziedés galinsogos, morfologija

Alternaria consortialis (ALT4), auginta be jokio biologiSkai aktyviyjy medziagy poveikio, po 7 pary
turi Siuos morfologinius poZzymius: tanki, Zema, rudos spalvos grybiena, balti arba gelsvi ir lygts
krastai, centriné dalis tamsesné (zr. 3.20 pav. K). Pusé grybienos apacios nuo centro yra ruda, kita
puse, link kraSty, yra Sviesiai ruda. Variantuose, kuriuose buvo gvazdikmedzio ekstrakto, matomi
nedideli mikroskopinio grybo pakitimai (zr. 3.20 pav. AE). Siuo atveju formuojama grybiena yra
tamsesné ir vyrauja tamsiai ruda spalva. Kai mitybinéje terpéje buvo eterinio aliejaus matoma ta pati
tendencija, ta¢iau Siuo atveju formuojama grybiena yra Zemesné.

3.20 pav. Morfologiniai ALT4 pozymiai: kontrolé (K) ir gvazdikmedzio augalinis ekstraktas (AE)

49



4. Rekomendaciju dalis

Dél mikroskopiniy gryby sukeliamy augaly ligy kasmet yra netenkama didelé dalis derliaus. Siekiant
tai suvaldyti daznai naudojami cheminei pesticidai, taCiau vis stengiamasi pereiti prie aplinkai ir
sveikatai draugiSkesniy priemoniy. Vis labiau populiar¢janti sritis yra biologiskai aktyviyjy medziagy
naudojimas darZo patogeny biokontrolei. Sioje srityje i§ augalinés Zaliavos igaunami eteriniai aliejai
ir ekstraktai bei pritaikomi kovoje pries patogenus. Sio tyrimo metu vaistinio iobrelio eterinis aliejus
buvo iSgautas taikant hidrodistiliacijg bei Clevenger tipo aparatiira. Gvazdikmedzio ekstraktas buvo
gautas taikant subkritine skyséiy ekstrakcija. Sio proceso aparatiiriné schema pateikta 4.1 paveiksle,
jranga iSvardyta 4.1 lenteléje.
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4.1 pav. Aparatiriné subkritinés ekstrakcijos schema

Pradedant vykdyti subkriting ekstrakcija tiriamoji medziaga dedama j ekstraktoriy (8). Ekstraktorius
uzdaromas ir pradedama ekstrakcija. Dujy blisenos CO2 saugomas rezervuare (1) ir is jo tiekiamas j
ausintuva (4), kuriame atSaldomas, kad bty uztikrinta skysta fazé. Siurblys (5) tiekia skystos biisenos
CO:21 ekstraktoriy, kuriame palaikoma 10 °C temperatiira ir 42 bar slégis. Temperatiira matuojama
elektriniu termometru, o sistemos slégiui palaikyti naudojamas atgalinio slégio reguliatoriumi (6).
Tirpiklis kartu su ekstraktu 1§ ekstraktoriaus patenka j separatoriy (11), kuriame atskiriamos skirtingos
fazés. Netirpios medZiagos nuséda separatoriaus apacioje, dujos atmosferiniame slégyje iSsigaruoja,
0 ekstraktas per adatiné voztuvg (12) surenkamas j surinkimo indg (13). IS separatoriaus iSeinantis
dujy srautas matuojamas srauto matuokliu (14). Aparatiiroje naudojami dozavimo voztuvai (10)
uztikrina srauto greicio tikslumg ir stabiluma. Kiti sistemoje svarbiis elementai yra Silumokaiciai (9),
atbulinis voztuvas (3), manometras (2), apsauginis voztuvas (7). Norima sistemos daliy temperattra

50



palaikoma Silumokaiciais. Atbulinis voztuvas uztikrina srauto tekéjimg viena kryptimi. Slégis
matuojamas manometru. Apsauginis voztuvas atsidaro kai sistemoje yra virSijamas nustatytas slégis
ir vél uzsidaro jam grjzus j nustatytas ribas [44, 45].

4.1 lentelé. Subkritinés ekstrakcijos aparatiiros zyméjimas

<

yméjimas Pavadinimas
1 CO, rezervuaras
2 Manometras
3 Atbulinis voZtuvas
4 Ausintuvas
5 Auksto slégio siurblys
6 Atgalinio slégio reguliatorius
7 Apsauginis voztuvas
8 Ekstraktorius
9 Silumokaitis
10 Dozavimo voztuvas
11 Separatorius
12 Adatinis voZtuvas
13 Meéginio surinkimo indas
14 Srauto matuoklis
15 Skaitmeninis termometras
Sio darbo metu vykdyti tyrimai gali biiti tesiami ir ple¢iami. Tyrimai leisty efektyviau rasti tinkamas

medZziagas patogeny biokontrolei bei geriau suprasti galimg jiems poveikj. Vykdant tolimesnius
tyrimus rekomenduojama:

iStirti vaistinio ¢iobrelio eterinio aliejaus ir gvazdikmedZzio ekstrakto poveikj pries kitas aptiktas
mikroskopiniy gryby risis;

isbandyti kity augaly eteriniy aliejy arba ekstrakty poveikj pries tirtas Alternaria rasis;

atliekant efektyvumo tyrimus istirti skirtingy augaly ekstrakty arba eteriniy aliejy miSiniy poveikj
pries skirtingus mikroskopinius grybus;

tyrimy metu panaudoti didesnes eterinio aliejaus arba ekstrakto koncentracijas;

iSbandyti eteriniy aliejy ir ekstrakty miSiniy poveikj pries tirtas Alternaria rtsis.

o1



ISvados

1. Jvertinus vyraujan¢ius mikroorganizmus piktzolése buvo nustatyta, kad jose vyrauja bakterijos,
mieliagrybiy ir skirtingy genciy mikroskopiniai grybai: Penicillium, Alternaria, Fusarium,
Phytophtora, Rhizoctonia, Aspergillus. Didziausia mikroskopiniy gryby jvairové pastebéta
smulkiaziedés galinsogos lapuose ir stiebuose. Maziausia mikroskopiniy gryby jvairové buvo
aptikta bekvapiame Sunramunyje bei dirvinio asiiiklio stiebuose ir smulkiaziedés galinsogos
ziedynuose.

2. Jvertinus vyraujan¢ius mikroorganizmus morky Sakniavaisiuose buvo nustatyta, kad juose
vyrauja bakterijos, mieliagrybiai ir skirtingy genciy mikroskopiniai grybai: Penicillium,
Alternaria, Fusarium, Rhizoctonia, Aspergillus, Mucor, Phytium, Botrytis. Visuose bandiniuose
buvo aptikta didelé jvairové mikroskopiniy gryby.

3. IStyrus vaistinio Ciobrelio eterinio alicjaus poveikj skirtingiems Alternaria izoliatams buvo
nustatyta, kad 100 ul/l koncentracijos eterinis aliejus pasizymi slopinamuoju poveikiu pries
ALT1, ALT2, ALT4. Taciau ALT3 izoliato augimas buvo skatinamas. Gvazdikmedzio ekstrakto
slopinamasis poveikis buvo matomas prie§ ALT1 ir ALT4 izoliatus. Tac¢iau ALT2 ir ALT3
izoliaty augimas buvo skatinamas. Prie§ visus tirtus Alternaria izoliatus buvo matoma, kad
augalinio ekstrakto ir eterinio aliejaus poveikis buvo trumpalaikis, t. y. jis nesunaikina tirty
mikroskopiniy gryby. Pagal gautus duomenis galima teigti, kad vaistinio ¢iobrelio eterinis aliejus
yra efektyvesnis pries tirtus Alternaria izoliatus.
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