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Santrauka

Augant zmonijos populiacijai, didé¢ja maisto paklausa. Esant didesniam maisto poreikiui, atsiranda
paklausa stiprinti agrokultiros pajéguma. Siekimas gauti didesnes paséliy iSeigas reikalauja didesnio
pesticidy sunaudojimo, dél ko yra neigiamai veikiama tiek aplinka, tieck Zmoniy sveikata.
Alternatyvus sprendimas — biopesticidai, kurie yra nepavojingi aplinkai, zmoniy ir gyviiny sveikatai.
Misy atliktame tyrime buvo tiriama, ar i§ dirvozemio iSskirtos bakterijos gali tapti alternatyva
sintetiniams pesticidams ir slopinti augaly fitopatogenus, kartu skatindami augalo augima.

Antagonistiniam bakterijy atsparumui prie$ augaly fitopatogeninius grybus (Aspergillus flavus,
Fusarium graminearum 4, F. graminearum 13121, F. graminearum 5883, F. avenaceum) buvo
naudojamos $esios etaloninés Bacillus spp. bakterijy kulttros (B. cereus (B1), B. circulans (B>), B.
coagulans (Bs), B. megaterium (Bs), B. subtilis (Bs), B. sphaericus (Bs), kartu su SeSiomis i$
dirvozemio i$skirtomis bakterijomis (022-3 (B7), 022-4 (Bs), 2-1 (Bo), 4-2 (B10), 8-1 (B11), 8-2 (B12))
ir tirlamas jy slopinimo intensyvumas 25 °C ir 37 °C temperatiirose. Augaly augimo skatinimo
tyrimuose buvo naudojamos 1§ dirvozemio iSskirtos bakterijos.

Miisy tyrime efektyviausiai bakterijy kulttiros slopino Fusarium avenaceum, Fusarium graminearum
4 ir Fusarium graminearum 13121 fitopatogeninius grybus. Tiriant inkubavimo temperattiros (25 °C
ir 37 °C) jtaka, nustatyta, kad Zemesn¢je temperatiiroje didZiausig augimg slopinancig jtaka
fitopatogeniniams grybams tur¢jo Bi» méginys (naudojama 8-2 i§ dirvoZemio iSskirta bakterijy
kultura). 37 °C temperatiiros jtaka fitopatogeniniams grybams buvo didesn¢, negu tiriamyjy bakterijy
kulttiry poveikis, nes pati temperatiira veiké gryby augima slopinanciai. Pritaikant i§ dirvoZemio
1§skirty bakterijy suspensijas augaly augimo skatinimui, apveliant jomis augaly séklas prie§ sé¢jima,
buvo padidintas augalo daigy, lapeliy skaiCius, bei gautas didesnis jo bendras svoris, ta¢iau maZesni
stiebo, Sakny ilgiai, bei buvo padid¢jes nudzitivusiy lapeliy skaicius.
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Summary

As the human population grows, the demand for food increases. In order to meet the growing demand
for food, agricultural capacity needs to be enhanced. The pursuit of higher crop yields requires greater
use of pesticides, which negatively impacts both the environment and human health. An alternative
solution is biopesticides, which are safe for the environment, human and animal health. In our
research, it was investigated whether bacteria isolated from the soil can become an alternative to
synthetic pesticides and inhibit plant phytopathogens while promoting plant growth as well.

Six reference Bacillus spp. bacterial cultures (B. cereus (B1), B. circulans (B.), B. coagulans (Bs), B.
megaterium (Bs), B. subtilis (Bs), B. sphaericus (Bs), together with six from soil isolated bacteria
(022-3 (B7), 022-4 (Bs), 2-1 (Bg), 4-2 (Bio), 8-1 (Bi11), 8-2 (B12)) were tested as inhibitors to
fitopathogens. Bacteria isolated from the soil were tested on their inhibition intensity by incubating
at 25 °C and 37 °C. Bacteria isolated from soil were used in plant growth promotion studies.

In our study, bacterial cultures inhibited the phytopathogenic fungi Fusarium avenaceum, Fusarium
graminearum 4 and Fusarium graminearum 13121 most effectively. When incubating the samples at
temperatures of 25 °C and 37 °C, it was found that the bacterial culture isolated from soil 8-2 used in
sample B1 had the greatest influence on phytopathogenic fungi at lower temperatures, in another
study, the temperature of 37 °C had the greatest influence on phytopathogenic fungi. Applying the
suspensions of bacteria isolated from the soil to plant seeds, the number of sprouts and leaves of the
plant was increased, and its total weight was higher, but the stem and root lengths were smaller, and
the number of dried leaves was increased.
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KSV - kolonijas sudarantys vienetai;
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Ivadas

Augaly augimg skatinanciy rizobakterijy pritaikymas agrokultiiroje yra nepaliaujamai tobulinama
sritis dél jos vieno 1§ pagrindiniy privalumy — tapti alternatyva cheminéms trgSoms, pesticidams bei
kitoms kenksmingoms agrokultiiroje naudojamoms medziagoms [1].

Augaly ligos yra svarbus faktorius, kurig biitina kontroliuoti, kad auginamos maisto Zzaliavos
agrokulttroje buty kokybiskos, maistingos, bei saugios vartoti. Dauguma pasaulio zemdirbiy yra
stipriai priklausomi nuo cheminiy pesticidy ir trasy, norint, kad zemés iikio produkcija pasiekty didelg
produkty iSeiga. D¢l Siy priezasCiy Siuolaikiniai mokslininkai pradéjo skirti daugiau démesio ]
sintetiniy agrocheminiy medziagy alternatyvg — biopesticidus [2]. Biopesticidy paskatintas
pritaikymas zemdirbystés sektoriuje buvo dél jy didesnio nei jprasto ekologiskumo ir efektyvumo. Jy
pritaikymas leido jiems tapti alternatyviu biotrgSy Saltiniu, kuriuo buty siekiama sumazinti dél
paklausos didéjant] sintetiniy traSy ir pesticidy naudojima. Biotrgsos — tai medziagos, savyje turin¢ios
gyvy mikroorganizmy, skatinanios efektyvesnj ir greitesnj augaly vystymasi. Sie mikroorganizmai
taip pat pagerina dirvozemyje esan¢iy maistiniy medziagy jsisavinimg, padidina augalo Sakny
pavirsiaus plota bei fiksuoja azota [3].

Ankstesniuose moksliniuose tyrimuose ne karta buvo pranesama, kad didelé dalis augaly patogeniniy
ligy gali bati kontroliuojamos natiiraliais antagonistiniais mikroorganizmais. RySys tarp
antagonistiniy mikroorganizmy ir augaly patogeny gali vykti d¢l daugiau nei vieno faktoriaus. Jy
sgveika galima ir dél antagonistiniy mikroorganizmy antipatogeniniy cheminiy medziagy gamybos,
konkurencijos dél erdvés ar maisto medziagy. Tarp antagonistiniy bakterijy daugelis jy gali slopinti
augaly fitopatogenus, taciau didziausias slopinimas nustatytas Bacillus spp. genciy. Antagonistiniy
Bacillus spp. raisiy kiekis ir pritaikymas labai spar¢iai didéja, dél jy unikaliy savybiy greitai daugintis,
bei atsparumo nepalankioms aplinkos sglygoms, tuo paciu Sios bakterijy ruSys turi labai platy
biokontrolés galimybiy spektra. Lakieji junginiai i§skiriami Siy bakterijy taip pat atlieka labai svarbia
funkcijg skatinant augaly augima bei atliekant apsauging funkcija, kuriy déka yra sukeliamas
sisteminis atsparumas augaluose [3].

Misy darbe buvo tiriama, kaip 1§ dirvoZemio iSskirtos bakterijos gali biiti pritaikytos agrokulturos
sektoriuje, kaip alternatyva cheminéms tragSoms bei pesticidams. Tyrimas atliktas naudojant i§
dirvoZzemio iSskirtas bakterijas, jas identifikuojant ir pritaikant fitopatogeniniy augaly slopinime,
lyginant su etaloninémis Bacillus spp. genties bakterijomis taip pat vertinant, kaip inkubuojant
méginius skirtingose temperatiirose kinta augaly fitopatogeny augimas. Taip pat buvo nustatin¢jama
ar Sios 18 dirvozemio i$skirtos bakterijos gali veikti kaip augaly augima skatinan¢ios medziagos.

Tyrimo tikslas — i§ dirvozemio i$skirti ir i8gryninti Bacillus spp. bakterijas, atlikti $iy bakterijy
atsparumo prie§ fitopatogeninius grybus tyrimus, bei i$siaiSkinti ar iSskirtos bakterijos turi augima
skatinantj poveik].

Tikslo jgyvendinimui iSkelti tokie uZdaviniai:

1. istirti i§ dirvoZemio i$skirtas sporas formuojanéias rizobakterijas ir identifikuoti jas pagal
morfologines ir chemines savybes;

2. istirti 1§ dirvozemio iSskirty ir etaloniniy Bacillus spp. antagonistines savybes pries
fitopatogeninius grybus;

3. palyginti skirtingy inkubavimo temperatiiry (25 °C ir 37 °C) jtakg i§ dirvozemio iSskirty
ir etaloniniy bakterijy antagonistinéms savybéms prie fitopatogeninius grybus;

4. istirti pasirinkty Bacillus spp. bakterijy augaly augimo skatinimo galimybes.
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1. Literatiros apZvalga
1.1. Mikroorganizmai randami dirvoZemyje

Atliktos studijos parodé¢, kad dirvozemis yra pagrindinis organizmy rezervuaras, kuris pasizymi
didele biologine jvairove. Dirvozemyje be augaly ir stuburiniy organizmy, yra randama bakterijy,
gryby, pirmuoniy, nematody, slieky ir nariuotakojy populiacijos [4,5]. Bakterijos uzima svarbig vieta
biotoje, nes tai yra pagrindiniai organizmai, dalyvaujantys anglies, azoto, fosforo ar kituose
biogeocheminiuose cikluose [6]. Sie ciklai dirvozemio derlingumui yra svarbiis, nes perdirba
produktus bei augalus apripina maistinémis medziagomis. Bakterijos taip pat dalyvauja
bioremediacijos procesuose tada, kai dirvozemio uzterStumas padidéja. Dél mazo lagsteliy dydzio, jos
veikia labai nedideliame dirvozemio plote, todél yra reikalingas papildomas jy iSsklaidymo
mechanizmas, tam kad biity iSpléstas bakterijy zony poveikis dirvozemyje [7].

Bakterijos, kaip ir minéta anksciau, yra dazniausiai pasitaikancios mikroorganizmy kulttros
dirvozemyje. Jy pagrindinis tikslas yra ekosistemos palaikymas dirvozemyje, dirvozemyje esanciy
maisto medZziagy perdirbimas, praturtinimas mineralais, azoto fiksacija, dirvoZemio biogeocheminiy
savybiy gerinimas, visi §ie aspektai yra butini, norint uztikrinti sklandzig augalininkyste [8].

1.2. Bendra dirvoZemio struktiira

Smelis, dumblas, molis ir kietosios mineralinés dalelés, kartu su vandeniu, oru ir organinémis
medziagomis prisideda prie dirvozemio susidarymo. Anglies dioksidas padeda dirvozemyje esan¢iam
vandeniui tirpdyti mineralines daleles ir i$skiria maistines medziagas, kurias augalai gali lengviau
isisavinti. Organiniy ir maistiniy medziagy ciklas yra skatinamas augaly ir dirvoZzemio organizmy,
kurie leidzia gyvybei toliau vystytis dirvozemyje. Dirvos klestéjimas yra biitinas veiksnys, kuris
lemia agrokultiiros iSgyvenamuma [9]. Konkretaus dirvoZzemio gebéjimas palaikyti augaly ir gyviiny
produktyvuma yra tai, kg mokslininkai jvardina kaip kokybiska dirvoZzemj [10]. Toks dirvozemis
pasizymi didesne pas¢liy iSeiga, dél lengvesnio Sakny iSplitimo, vandens patekimo ir uzsilaikymo
dirvoje, maistiniy medZiagy prieinamumo, kenksmingy cheminiy medziagy nebuvimo, naudingy
organizmy egzistavimo, ir geresne kokybe. Minéti naudingi organizmai prislopina kitus, Zalg
daranc¢ius, mikroorganizmus, tuo paciu skatindami augalo augima. Aeravimas ir drenavimas taip pat
prisideda prie bendro dirvozemio kokybés gerinimo. Sakny funkcionavimui, maistiniy medziagy ir
vandens jsisavinimui bei paséliy iSeigai labai didelg¢ jtaka turi deguonies koncentracija, esanti
dirvoZzemyje. UZlietuose dirvozemiuose pasireiSkia deguonies anoksija, kuri neigiamai veikia augaly
sveikatg ir gali juos prazudyti. Dirvos aeracija yra biitina norint palaikyti aerobinj dirvoZemio
kvépavima, kadangi deguonis reikalingas ne tik augaly Saknims, bet ir mikroorganizmams.

Kenkéjai yra nepageidaujami agrokultiiroje, nes misdami jvairiomis augalo dalimis, uzkrecia jj
jvairiomis ligomis, kurios padidina nepageidaujamus paséliy nuostolius [11]. Taciau yra keletas
problemy, kurios daro jtaka dirvoZzemio kokybei, tai: dirvoZemio erozija, organiniy medZiagy
praradimas, maistiniy medziagy disbalansas, riigStingumo, druskos koncentracijos padidé¢jimas,
uzterStumas, patvinimas ir biologinés jvairovés nykimas. Taip pat yra jvardijama kita problema -
dirvoZzemio sutankéjimas, dél kurio atsiranda maZiau erdvés, tarpai susispaudzia ir didesniems
dirvoZzemio organizmams jud¢jimas arba iSlikimas tampa nebejmanomas. Kita dazna problema yra
dirvozemio denitrifikacija. Ji daZniausiai pasireiSkia, kai perteklinis vanduo susikaupia dirvos virSuje,
be galimybés susigerti giliau j dirvozemj [11,12].
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Fitopatogeniniai toksinai yra ne i§ fermenty sudaryti junginiai, iSskiriami augaly patogeny
metabolizmo metu, kurie yra kenksmingi augalams [13]. Sios toksinés medziagos, sutrikdo natiiralius
augalo fiziologinius procesus, net esant labai mazoms koncentracijoms. Fitopatogeniniy gryby
iSskiriami toksinai daro labai didel¢ neigiamg jtakg augaly vystymuisi [14]. Mazos molekulinés masés
antriniai metabolitai sudaro dauguma fitopatogeniniy toksiniy medziagy, kurios sukelia $ias ligas:
kvieciy stiebo rudoji radé (Puccinia triticina), sklerotinis puvinys (Sclerotinia sclerotiorum),
miltligé, rizoktonoizé (Rhizoctonia solani), bakteriné démétligé, chlorozé (Pseudomonas syringae)
[15].

1.3. Patogeniniai grybai, jy sukeliamos ligos ir kontrolés metodai

Didzioji dalis patogeniniy gryby yra aerobai. Norint, kad grybai galéty efektyviai augti ir daugintis,
jiems yra reikalingos azoto, mineraly ir anglies turin¢ios medziagos. Grybai auga nuo 3 iki 10 pH,
geriausios salygos jiems augti yra 6,5 pH terpéje. Optimali dauginimosi ir augimo temperatiira
svyruoja apie 25-33 °C. Jprastai patogeniniai grybai nesintetina egzotoksiny. Seimininko organizme
jie suzadina hiperreaktyvumo reakcijas dél sensibilizacijos jy antigenais. Taip pat Sie grybai sukelia
ligy grupe vadinama mikotoksikoze. Jomis susergama, kai j organizmg patenka mikroskopiniy
pelésiniy gryby gaminami mikotoksinai. Yra nustatyta, jog tik apie 20 mikotoksiny yra pavojingi kaip
maisto tersalai. I$ jy labiausiai toksiski ir labiausiai paplite yra aflatoksinai, B1, B2, G1, G2, M1, taip
pat trichoteceno mikotoksinai, ochratoksinai, citrininas, citreoviridinas, skalsés alkaloidai. Kai kurios
Kai kurios Aspergillus spp. risys gamina toksinus, kurie veikia kaip kancerogenai, taciau jie néra
kaupiami organizmo viduje, o i$skiriami j aplinka [16]. Patogeniniai grybai yra vienas i§ pagrindiniy
veiksniy kelian¢iy pavojy augalams, dél kuriy paséliy ideiga sumazéja 65 proc. [17]. Siy patogeny
egzistavimas taip pat prisideda prie apdulkintojy praradimo, dél kurio yra patiriami dar didesni
nuostoliai visoje Zemés tkio veikloje [18,19].

1.3.1. Mikotoksinai

Pagal apibrézima, fuzariniai mikotoksinai yra antriniai metabolitai, kuriuos iSskiria patogeniniai
grybai. Dazniausiai Fusarium spp. uzkrecia kelis augalus vienus metu. Jau prie§ nuimant derliy,
uzkréstuose Fusarium graminearum patogenu mieziuose, avizose ir kvieCiuose yra susidare dideli
mikotoksiny kiekiai. Dazniausiai susidarancios grupés yra zearalenonai, fumonizinai ir trichotecenai.
Kiekvienas 18 $iy iSvardinty mikotoksiny turi toksiSky savybiy augaly atzvilgiu. Viena patogeniniy
gryby rasis gali iSskirti keletg skirtingy mikotoksiny, pavyzdziui — F. graminearum isskiria 3-ADON
(acetildeoksinivalenolis), 15-ADON (15-acetildeoksinivalenolis), kulmoring, deoksinivalenolj,
nivalenolj ir zearalenong [20]. Aplinkos sglygos, tokios kaip temperatiira, substratas, inkubacijos
trukmé, turi jtakos mikotoksiny i$skiriamam kiekiui [21].

1.3.2. Fuzariozé

Fuzariozé yra viena i§ daugiausiai zalos padaranti augaly liga, kurig sukelia Fusarium kilmés
mikromicetai. Fuzariozé efektyviausiai veikia vietovése, kur yra auksta temperatiira ir didelé drégmé.
Kai Sie mikrogrybai pazeidzia séklas, jos pradeda piiti, o iSauge daigai daZzniausiai btina ploni ir
gelsvos spalvos. Patogenas naudodamasis savo sporomis arba miceliu uzkem$a vandens indus
esancius augalo Saknyse ir sutrikdo vandens jsisavinimg. Praskyrus augalo stiebg, biina aiskiai
matomas spalvos pakitimas — parudavimas, kas indikuoja, jog augalas buvo uzkréstas. Lietuvoje Sis
patogenas plinta jvairiais biidais, ta¢iau nustatyta, kad dazniausiai augalai uzsikrecia per dirvozem],
iSkart po to kai augalas biina pasodintas. AukSta temperatura ir drégmé, didelis deguonies kiekis
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sudaro idealias sglygas Fusarium spp. mikromicetams augti. Fuzariozé pasireiskia varpy spalvos
pakitimais, dazniausiai Svelniai gelsva, balta spalva, griidai buna iSdzitive, baltos ar Svelniai rausvos
spalvos [22].

1.3.3. Fusarium graminearum

Fusarium graminearum dazniausiai uzkre¢iami smulkiagriidziai javai (kvieciai, mieziai, avizos).
Vienas i§ §iy Fusarium genties gryby privalumy yra gebéjimas gaminti mikotoksinus dideliais
kiekiais. Fusarium spp. yra gerai i$sivyste, atskiri, nepigmentuoti hifai, sudarantys makrokonidijas,
kuriy forma, dydis ir skaiGius jvairiose ridyse skiriasi. Siems patogeniniams grybams taip pat yra
buidingos mikrokonidijos, kurios susidaro tik oriniame micelyje. Dazniausiai jos susidaro ant linijiniy
ar Sakoty konidijakoc¢iy [23]. F. graminearum patenka j augalo organizmg per Sakny epiderm;.
Ankstyvajame laikotarpyje augalas neparodo jokiy simptomy, jog yra uzkréstas F. graminearum
grybeliu, tad¢iau po kurio laiko pirmieji poZzymiai atsiranda Sakny ir stiebo srityse [24]. F.
graminearum gali iSgyventi ziemos laikotarp] dirvozemyje arba augaly lickanose makrokonidijy
pavidalu ir pavasarj prasideda naujas infekcijos ciklas [25]. Sio grybo optimali augimo temperatiira
yra 25 °C, ta¢iau gali augti ir zemesnése nei 5 °C ir iki 35 °C [26].

1.3.4. Fusarium avenaceum

Daugelj ligy, tokiy kaip kvieciy, mieziy ir kukuriizy fuzarioze, taip pat ir ankstiniy, augaly Sakny,
rapsy puvinj bei bulviy sausgji puvinj, sukelia visame pasaulyje Zinomas grybelinis patogenas —
Fusarium avenaceum [27]. Sis patogeninis grybas gali labai stipriai pakenkti derliaus iseigai.
Kadangi jis i8skiria jvairius kenksmingus antrinius metabolitus ir medziagas skaidancius fermentus
bei kelia labai didelj pavojy ekonomikos atzvilgiu svarbiems tkio augalams [28]. Fusarium
avenaceum gali buiti traktuojamas kaip stiprus patogenas arba silpnas parazitas, kuris geba prisitaikyti
prie skirtingy riisiy Seimininky ir prisideda prie augaly ligy plitimo visame pasaulyje. Nors Sis
patogenas labiausiai paplitgs vidutiniy platumy klimato regionuose, taciau randamas ir poliariniuose
bei subpoliariniuose regionuose [29]. Fusarium avenaceum augimo spektras gali varijuoti tarp -3 ir
31 °C, taciau optimaliausia augimo temperatiira yra apie 25°C [30].

1.3.5. Aspergillus flavus

Aspergillus gentj sudaro daugiau nei 300 skirtingy riisiy, kurios gali bati suskirstytos j 19 grupiy [31].
Tarp jy gryby rasys, priklausancios Aspergillus grupei Flavi, turi didele reikSme zemés tkiui,
biotechnologijy sri¢iai, maisto pramonei bei Zmoniy sveikatai [32]. Vieng i§ pavojingiausiy gamtos
kancerogeny — aflatoksing — i$skiria Aspergillus flavus grybas. Jis dazniausiai pasireiskia kukuriizy
ir Zemés riesuty derliaus nuémimo metu, kas lemia didelius tiek paséliy, tiek finansinius nuostolius
[33,34]. Taip pat, A. flavus yra antras pagal daznumg invazinés aspergiliozés sukéléjas, kartu su
kitomis Flavi skyriui priklausan¢ioms raiSims, gamina ir iSskiria jvairius mikotoksinus, kurie turi
zalingg poveikj zmogaus sveikatai [32,35,36]. Pagrindinis Aspergillus genties raiSiy dauginimosi
biudas yra spory gaminimas ir jy paskleidimas j aplinka. Dazniausiai yra iSskiriamos konidijos —
nelytinés sporos, taciau kai kurios Aspergillus rsys iSskiria lytines sporas ir jomis dauginasi [37].
Priesingai nei hifai, konidijos turi storg lgstelés sienelés struktiirg, kuri yra atspari jvairioms aplinkos
saglygoms ir apsaugo nuo Seimininko organizmo imuninés sistemos [37,38]. Konidijose yra jvairiy
antriniy metabolity, tokiu kaip melaninas ir mikotoksinai, kurie dalyvauja patogenezéje ir vystymosi
stadijose [39]. Skirtingai nuo daugelio gryby, Aspergillus flavus propaguoja aukstos ir sausos
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aplinkos sglygas. Optimali augimo temperatiira yra 37 °C, taciau grybelis lengvai auga ir 12-48 °C
[40].

1.4. DirvoZemyje randamy Bacillus spp. bakterijy apibiidinimas ir juy pritaikymas skirtingose
srityse

Bacillus genties bakterijy lastelés yra lazdelés formos, tiesios arba Siek tiek lenktos, atsirandancios
pavieniui arba poromis, kur kurios grandinémis, o kartais ir kaip ilgi siilai. Lasteléje susidaro ne
daugiau kaip viena endospora, Sios sporos turi labai didelj atsparuma daugeliui nepalankiy salygy.
Bacillus spp. dazniausiai yra gram-teigiamos arba gram-teigiamos tik ankstyvosiose vystymosi
stadijose [41]. Bakterijos taip pat apibiidinamos kaip aerobinés arba fakultatyvinés aerobinés, taciau
biina atvejy, kuomet jos gali biiti tik anaerobinés. Dauguma Bacillus genc¢iy auga ant jprasty terpiy,
tokiy kaip maistiniy medziagy (nutrient agar) ir kraujo agaras. Lyginant Bacillus spp. raiSiy kolonijas,
jy morfologija yra skirtinga. Sios rii§ies bakterijos pasizymi pladiais fiziologiniais ypatumais, tokiais
kaip — psichofiliniais, termofiliniais, acidofiliniais bei $arminiais. Kai kurios padermés gali biiti labiau
tolerantiSkos druskingumui, o kitos - halofilinés. Dauguma Bacillus spp. rtsiy iSskiria katalaze [41].

Per pastargjj deSimtmetj bakterijy Bacillus subtilis pritaikymas pramonéje sparciai iSaugo ir jos tapo
viena i$ pagrindiniy zaliavy daugeliui pramongje naudojamy produkty [42,43]. Pastarieji apima
baltymus [44], heterologinius baltymus [45], antibiotikus [46], vitaminus ir aminortgstis [47].
Bacillus subtilis, taip pat i$skiria chemines medZziagas, kurios gali biiti pritaikytos ir kitose srityse,
pvz.: maisto, kosmetikos, cheminiy medziagy ar vaisty pramonéje, taip pat gaminant paSarus
gyvuliams. Si bakterija i$skiria jvairius mazos molekulinés masés antimikrobinius peptidus ir
bakteriocinus, tokius kaip surfakting, bacilizing ir subtiling, kurie, kaip nustatyta, turi teigiama
poveikj maisto, agrokultiiros pramonéje, taip pat ir biomedicininés inZinerijos srityje. B. subtilis
antimikrobiniai peptidai yra perspektyvios terapinés priemonés, kurios dél savo plataus ir greito
aktyvumo sugeba veikti prie§ jvairius patogenus [48,49].

1.5. Mikroorganizmai kaip biotraSos

Buvo padaryta didel¢ paZanga, siekiant agrokultiroje pritaikyti ekologiSkesnius ir maZiau
kenksmingus Zemes iikio produktus, tokius kaip biopesticidai ir biologinés tragSos. Esant optimalioms
salygoms, biotrgSos gali biti inokuliuojamos ant sekly ir jvairiy agrokultiiros augaly Sakny ar
tiesiogiai purSkiamos ant dirvozemio [50]. BiotraSos susidaro i$ didelio kiekio gyvy mikroorganizmy,
kurie pateke ant séklos, augalo pavirSiaus ar dirvozemio, pagerina maistiniy medZiagy prieinamuma
ir skatina augaly vystymasi [51]. Jos papildo dirvoZzem] maistinémis medZiagomis natiiraliy procesy
pagalba - fiksuojant atmosferinj azota, tirpinant fosfora, atlickant medziagy, skatinan¢iy augaly
augima, sintez¢ [52,53].

Augalo rizosfera, tai glausta dirvozemio zona, kuri yra aplink augancio augalo Sakny sistema. Ja
kolonizuoja platus jvairiy mikroorganizmy spektras, kurio didziausig dalj sudaro bakterijos bei grybai
[54]. Augalo augimg skatinancios rizobakterijos yra laisvai gyvenancios dirvozemio bakterijos,
kurios klesti rizosferoje, kolonizuoja augalo Saknis ir skatina efektyvesnj augalo vystymasi, iSskiriant
didel¢ junginiy jvairove aplink augalo Saknis [55,56].

Bakterijos ir grybai, gyvenantys rizosferoje, gali veikti kaip biotraSos, kurios skatina augalo augima
ir vystymasi, nes didina biotinio ir abiotinio streso tolerancijg bei palaiko augalo visaverte mityba.
Taip pat jie gali atlikti ir biopesticidy funkcijg, nes daugelis mikroorganizmy naikina vabzdzius ir
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kitus kenkéjus, kurie kelia grésme paséliams. Mikroorganizmai gali skaidyti ir nukenksminti
pavojingus organinius junginius, kurie turi polinkj kauptis dirvoZemyje po jvairiy Zemdirbystés
veikly. Jie atlicka naudingg bioremediacing funkcija tiek dirvozemiui, tiek augantiems augalams [57].

Bakterinés biotrgsos - tai grupé bakterijy, kurios padeda sulaikyti jvairias augaly augimui reikalingas
maistines medziagas [58]. Sios biotrasos gali fiksuoti azota, tirpinti fosfora, kalj ir kitus
mikroelementus bei iSskirti organinius junginius, kurie slopina augaly patogenus. Literatliroje yra
minimos vienos populiariausiy biotrasy: Azotobacter, Azospirillum, Rhizobium, Bacillus ir kt. risiy
bakterijos [59].

Biotrasos
A 4 i h 4
Pagerinamas fotosintezés procesas Maistiniy medZziagy fiksavimas Maistiniy medZiagy tirpumas
\ v
Padidéja augaly hormony Pagerinamas vandens Pagerinamas dirvoZzemio
18siskyrimas Isisavinimas derlingumas
A4

Antibiotiky gamyba

h 4 Y

Pagerinamas bendras augalo augimas ir vystymasis

A

h

1.1 pav. Biotra$y pritaikymas agrokulttiroje [60]

1.6. Mikrobiniy biopesticidy privalumai ir trikumai

Augalai jau seniai naudojami Siuolaikinéje farmacijoje, pesticidy gamyboje, tradiciniy vaistazoliy
priemongse ir kituose dalykuose. Ivairiy fitocheminiy medziagy prieinamumas augaluose suteike
zmonéms nattraly buida kovoti su kenkéjais, kurie prisideda prie Zemés tikio produkcijos mazinimo.
Siais laikais augalinés kilmés produktai, kartais vadinami vaistazoliy produktais, yra populiariis
visose pramonés Sakose — nuo farmacijos iki kosmetikos iki insekticidy. Dél keliy pranasumy,
palyginti su sintetiniais pesticidais, jskaitant biologinj skaiduma, netvaruma ir ekologiSkuma,
pesticidy pramoné to siekia aktyviau [61,62].
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1.1 lentelé. Biopesticidy privalumai ir trikumai [63]

Privalumai Trikumai

Netoksiski ir nepatogeniniai gyviinams ir Zmonéms Mikrobiniy insekticidy poveikj sumaZina paprasti
aplinkos veiksniai, tokie kaip: auksta temperatra,
dehidratacija, tiesioginé ultravioletiné radiacija (saulés
spinduliai)

Veikiamos tikslinés organizmy riidys Dauguma biopesticidy yra gyvi organizmai, todél jy
veiksmingumui turi jtakos abiotiniy ir biotiniy
veiksniy svyravimai

Biopesticidai yra biologitkai suyrantys organizmai, Reikalingos specialios patalpos biopesticidy laikymui.
kuriems yra nereikalingas papildomas apdorojimas

Patogeniniai mikroorganizmai gali jsitvirtinti kenkéjy Limi.tuota.s Fiekéjy, kiekis. ]v).augum.a bi.opesFicidq yra
populiacijoje ar aplinkoje ir uztikrinti kontrole kitose gaminami 'Elk .kel“% konkre€iy gamintojy, dél sunkiau
kenkéjy kartose prieinamy zaliavy.

Skatina naudingg dirvozemio mikroflora, kartu
skatindami ir augalo augima.

1.7. Bacillus spp. ir patogeniniy gryby saveika. Slopinimui iSskiriamos medZiagos

Antriniy metabolity, turinéiy antibiotiniy savybiy, susidarymas yra daznai siejamas su Bacillus spp.
antagonistiniu poveikiu. Sie metabolitai susideda i§ maZos molekulinés masés peptidy, kurie yra
i§skiriami ribosimiskai (bakteriociny atveju) arba neribosomiskai (lipopeptidai, peptidai, poliketidai).
Dauguma bakterijy gamina peptidus, dar Zinomus kaip bakteriocinus, kurie pasizymi dideliu
atsparumu antibiotikams ir patogeninéms bakterijoms [64]. Slopindami naujy lasteliy sieneliy sinteze
ar sudarydami poras lgstelés membranoje, bakteriocinai gali veikti tikslines lasteles ar jy dalis [65].
Bakteriocinai turi nedidel; aktyvumo spektra ir paprastai veikia tikslines raiSis, kurios savo
antibakteriniais procesais, yra identiskos arba beveik panasios | gamintojus. Nepaisant to, Bacillus
spp. gaminant bakteriocinus, demonstruoja platy antibakterinio poveikio spektra [66]. Remiantis
atliktais tyrimais, nustatyta, kad izoliuotos Bacillus spp. genties bakterijos (B. subtilis, B. cereus ir B.
coagulans) isskiria bakteriocinus ar j bakteriocinus panasias medziagas - BLS (angl. bacteriocin like
substances) (amilolizinas, amizinas, subtilinas, subtilozinas A, subtilozinas B ir tiricinas) [67].
Biologinei kenksmingy bakterijy kontrolei gali buti naudingas ir bakteriociny bei BLS i$skyrimas ir
nustatymas. Nepaisant to, Bacillus spp., kurie gamina peptidus ir lipopeptidus, kuriy negamina
ribosomos, turi daug didesnj antibakterinj poveikj [68]. Placiausiai iStirti antibiotiky junginiai
Bacillus spp. yra cikliniai lipopeptidai, kurie yra gerai zinomi dél savo antagonistinio poveikio
jvairiems augaly patogenams [69]. Pirminj lipopeptidy veikimo mechanizmg sudaro patogeniniy
taikiniy, esanCiy ant lastelés sienelés, sgveika. Ji sukelia struktiiros ir pralaidumo pokycius, kurie
sutrikdo jonams laidZiy pory tirpuma ir formavimasi [68].

1.7.1. Fermenty sintezé

Antimikrobiniam Bacillus spp. efektyvumui turi jtakos hidroliziniy fermenty sintezé, kurios metu
bakterija iSskiria fermentus, tokius kaip chitinaze, chitozanaze, gliukanaze, celiulaze, lipaze ar
proteazeg, kurie efektyviai hidrolizuoja gryby ir bakterijy lasteliy sieneliy komponentus. Chitinaze
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(EC 3.2.1.14) yra glikozidy hidrolazés (GH), kurios skaido -1,4-glikozidines jungtis chitine, antrame
gausiausiame natiiraliai prieinamame polisacharide po celiuliozés ir pagrindiniame grybo Iastelés
sienelés komponente [70]. Kad bakterijos galéty skaidyti chiting ir naudoti jj kaip energijos Saltinj,
jos isskiria chitinazg. Kai kurios bakterinés chitinazés - perspektyvios biologinés kontrolés
priemonés, apsaugancios augalus nuo jvairiy fitopatogeniniy gryby sukeliamy ligy [71,72].

Chitozanaz¢ (E.C. 3.2.1.132) yra GH, kurios katalizuoja i§ chitino kilusio chitozano [-1,4-
glikozidines jungtis [73]. Kadangi chitozanas taip pat aptinkamas gryby Iasteliy sienelése,
chitozanaze iSskirian¢ios Bacillus spp. gali buti taikomos kaip biologinés kontrolés priemonés, kad
apsaugoty augalus nuo patogeniniy organizmy [74].

Gliukanazé yra GH, kurios hidrolizuoja glikozidinius rySius, esancius a-gliukanuose ir B-
gliukanuose. a-1,3- gliukanas néra labai svarbus sienelés komponentas, bet atlicka svarbig funkcijg
tam tikrose gryby lasteliy atsiskyrimo ir vegetatyvinio augimo stadijose [75], o B-1,3-gliukanas yra
antra po chitino pagal svarba grybiniy lgsteliy sudedamoji medziaga [76]. Pagrinding strukttiring
funkcijg grybuose atlieka gliukanai, taciau jie taip pat gali buti skaidomi ir naudojami kaip maistine
medziaga. Bacillus spp. yra praturtintos a-1,3-gliukanazés (EC 3.2.1.84) ir B-1,3-gliukanazés (EC
3.2.1.39). Anks¢iau minéti fermentai dazniausiai iSskiriami i§ Bacillus brevis, B. licheniformis, B.
subtilis, B. circulans ir B. halodurans [77].

Be chitino ir gliukany, grybo sieneliy griauciuose taip pat aptinkama celiuliozés, lipidy ir baltymy.
Bakteriné celiuliozé, lipazé bei proteazé atlicka svarbig funkcijg lgstelés sienelés lizéje, kuri vyksta
patogeno ir Bacillus bakterijy sgveikos metu. Sékmingas Igstelés sienelés irimas priklauso nuo
daugiau nei vieno i§ fermenty aktyvumo. Chitinazés fermenty aktyvumas nustatomas geresnis arba
toks pats kaip ir kity fermenty, ypa¢ gliukanaziy aktyvumu. Norint pasiekti didziausia naSuma, yra
reikalingi hidroliziniai fermenty miS$iniai su papildomo veikimo rézimais, o panaudojus teisingas
fermenty misiniy kombinacijas, jy tarpusavio sgveika gali padidinti priesgrybelinj aktyvuma [77].

Kai kurios gryby ir vabzdZiy rusys parazituoja jvairiy rii§iy augalus, tarp kuriy patenka ir agrokultiiros
augalai. Bacillus genties bakterijy mechanizmas yra i$skirtinis, kurio déka yra i$skiriami antriniai
metabolitai, lizocimo fermentai ar toksinai, kurie apsaugo nuo fitopatogeny sukeliamy augaly ligy ir
tuo paciu skatina augalo augima [78]. Yra pastebéta, kad pritaikant jvairius Bacillus genties bakterijy
biopesticidus prie§ grybelinés kilmés ligas yra sukuriama perspektyva Zemés iikio biotechnologijy
tobuléjimui. Sie mikroorganizmai pagerina dirvozemio ir padidina derliaus bei paséliy kokybe. Taip
pat buvo istirta ir daugiau Bacillus genties bakterijy, kurios buvo pritaikytos komercinei biopesticidy
gamybai.
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1.2 lentelé. Bakterijy charakteristikos [79]

Bacillus spp.

Veiklioji medziaga

Tikslinis veikiamasis
patogenas

Augalui sukeliama liga

Bacillus amyloliquefaciens

Iturinas

Verticilium dahliae

Verticiliozé

Bacillus subtilis; Bacillus
amyloliquefaciens

Iturinas, surfaktinas,
fengicinas

Fusarium graminearum

Varpy fuzariozé

Bacillus spp., Bacillus
amyloliquefaciens

Surfaktinas, iturinas,
fengicinas, sideroforas

Sclerotinia sclerotiorum

Baltasis (sklerotinis)
puvinys

Bacillus pumilus, Bacillus
amyloliquefaciens

Lipopeptidai

Pseudomonas syringae pv.
aptata

Cukriniy runkeliy
bakteriné démétligé

Bacillus subtilis

Iturinas, surfaktinas,

Gaeumannomyces graminis

Kvieciy javaklupé

plipastatinas, var. tritici

bacilomicinas, dificidinas

Bacillus subtilis Chitinazé Rhizoctonia solani Stiebo auglys ir bulviy

ziedinis puvinys

Bacillus subtilis Sideroforai, liziniai

fermentai

Bipolaris sorokiniana Kvieciy lapy démétlige

Antagonistiniai metabolitai, kuriuos sekretuoja Bacillus spp., apima lipopeptidines pavirSinio
aktyvumo medziagas, tokias kaip surfaktinas, fengicinas ir iturinas, kurie yra stipriai veikiantys
biofungicidai. Sios biotrasos buvo naudojamos keliuose pasé¢liuose nuo grybeliniy augaly patogeny,
tokiy kaip, Fusarium graminearum, F. oxysporum ir kt. Bacillus spp. i§skiriami lizocimo fermentai,
tokie kaip chitinaze, B-1,3-gliukanazé, B-gliukozidazé, lipazé ar proteazé sugeba suardyti grybelio
lastelés sienelés komponentus (chiting, B-gliukanus ir baltymus).

Kaip ir minéta anksciau, Bacillus gentis yra puikus cheminiy junginiy S$altinis, kuriy skirtingi
poveikiai suteikia augalui teigiamy savybiy. Taciau yra keli veiksniai, lemiantys antriniy metabolity
18siskyrima, kurie dél daromy junginiy jtakos, padeda geriau suprasti jy svarbg derliui ir agrokulttirai.
Abiotiniai veiksniali, tokie kaip temperatiira, pH ir deguonies prieinamumas buvo tiriami studijose bei
vertinami, kurie i§ jy turi didziausig jtaka metabolity gamybai su augalais susijusiuose
mikroorganizmuose [80]. Biotiniai veiksniai, taip pat atlicka svarbig funkcija. Pavyzdziui rizosferos
formavimuisi yra biitini eksudatai, kurie apripina maistinémis medziagomis su augalais susijusias
bakterijas. Taciau Bacillus spp. genties bakterijos, esancios rizosferoje turi konkuruoti su kitais
mikroorganizmais, i§skirian¢iais metabolitus, tam, kad galéty pacios i$skirti medziagas kovai pries
grybelinius mikroorganizmus [81]. Svarbu pabrézti tai, kad kartais Bacillus bakterijy saveika su kitais
mikroorganizmais sudaro sinergetinj efekta, siekiant apsaugoti augalus nuo patogeny, kartu skatinant
augalo augimg ir gerinant jo sveikatg.
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1.8. Bacillus spp. kaip augaly augimo skatintojas

Siuo metu pasaulyje susiduriama su dideliu poreikiu sukurti ekologiskus ir patvarius metodus, skirtus
zem¢s tikio produktyvumui gerinti. Pagrindinj pavojy kelia mikrobinés augaly ligos, kurios didziausia
itaka daro klestin¢ioms ekosistemoms ir pasauliniams maisto iStekliams. Manoma, kad dél augaly
patogeniniy bakterijy visame pasaulyje kasmet paséliy iSeiga sumazéja apie 25 proc. [82]. Norint
patenkinti augancios zmoniy populiacijos maisto poreikj, yra reikalingi nauji metodai, kurie padidinty
7emés dkio pramonés efektyvuma. Siuolaikinéje agrokultiiroje, naudojamos agrocheminés
medziagos, tokios kaip pesticidai ar trgsSos, turi labai daug neigiamos jtakos tiek aplinkai, tiek zmoniy
sveikatai [83]. Buvo atlikti tyrimai, kuriais sickiama atrasti naujy bakterijy padermiy, naudojamy kaip
biotragSos vietoj cheminiy medZziagy agrokultaroje. Siekiant uztikrinti gerg augaly bukle, pirmenybé
buvo teikiama kelioms bakterijy gentims - Bacillus spp., Pseudomonas spp. ir Streptomyces spp.
Buvo nustatyta, kad rizobakterijy padermés kaip Bacillus spp. iSskiria auksing, ciano vandenilj ir
amoniakg, taip pat toleruoja abiotin] stresg ir tirping fosfatg [84]. Inaktyvuodami virulentiSkumo
faktorius, jie skatina augaly apsaugos mechanizmus ir antibioz¢. Buvo nustatyta, kad pagrindinis
biopesticidy $altinis yra aktinomicetai [85].

1.8.1. Bacillus spp. i$skiriami fitohormonai

Buvo nustatyta, kad kelios Bacillus spp. iSskiria fitohormonus, tokius kaip auksing, gibereling,
citokining ar abscizo rugstj, kurie atlieka atitinkamas funkcijas augalo viduje, paveikdami jy Sakny
bei Igsteliy padidéjimg ir dalijimasi [86]. Stebint paséliy ar bulviy kultiiry Sakny padidéjimg buvo
nustatyta, kad keli Bacillus bakterijy genai dalyvauja 3-indolilacto riigsties (IAR) biosintezés kelyje
[87,88]. Citokininai ir giberelinai, i§skiriami keliy Bacillus genties padermiy, kurie taip pat tiesiogiai
skatina augalo augima. Abscisino riigStis dalyvauja augaly reakcijose ] abiotin] stresa (sausra,
temperatiiry kaita, druskingumo padidéjima ir kt.) [86]. Tiriant skirtingas Bacillus genties bakterija,
buvo nustatyta, kad trys fitohormonai, kurie yra tiesiogiai susij¢ su gynybos atsaku j biotinj stresa,
pavyzdziui, salicilo riigSti, daugiausia prie§ biotrofinius patogenus, ir jazmono rigsti bei etileng -
prie§ nekrotrofinius patogenus ir kenkéjus. Sie trys fitohormonai tiesiogiai saveikauja su Sakny
audiniais ir gali sukelti gynybing reakcijag nuo ateityje galimy kenkéjy puolimo, pasitelkdami
sisteminio atsparumo mechanizma [89].

e Auksinai ir citokininai — skatina augalo augima (lasteliy ilgéjima), didina atsparuma
sausrai, stimuliuoja Sakny formavimasi;

e Giberelinai — skatina augalo augima, didina sékly daigumg ir tolerancijg
druskingumui, pagerina maistiniy medziagy jsisavinima, pagerina termotolerancija;

e Abscizo riigstis —pagerina atsparuma druskingumui, sausrai ir kadmiui.

e Jasmono ir salicilo riig§tis — skatina augalo augima, padiding atsparumg druskingumui.

1.9. Praktinis biotraSy pritaikymas

Organizmai, esantys rizosferos zonoje, yra naudingi dirvoZemiui, nes jie suteikia apsauga nuo jame
esanciy antagonistiniy bakterijy ir ligy sukélejy. Yra du pagrindiniai sukeliamo atsparumo tipai, kurie
pasireiskia reaguojant ] mikroorganizmy signalus: jgytas arba sukeltas sistematinis atsparumas.
Pastarasis yra rezultatas, kai augaly Saknys yra veikiamos rizobakterijy, skatinan¢iy jy augima.
Tyrimo metu buvo iStirti augimg skatinantys mikroorganizmai, tokie kaip bakterijos ar grybai, kurie
gali biti pritaikomi augalams kaip itin veiksminga stresa maZinanti priemoné. Stresas augalams
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atsiranda, kai dirvozemyje pasireiSkia organiniy medziagy trukumas, sausra ar per didelis druskos
kiekis, kas sukelia biologinio aktyvumo sumazéjima [90].

Viena i§ pagrindiniy problemy, su kuria susiduriama bandant pritaikyti biotragSas komercinei rinkai
yra ta, kad iki Siol biotraSos buvo naudojamos tik laboratorinémis ar $iltnamio salygomis. Bandant
jas pritaikyti didesniu mastu, t.y., naudojant pramoninéje agrokultiiroje, rezultatai daznai nesutampa.
Tokiy rezultaty galima priezastis yra ta, jog paséliai, augantys nattiralioje aplinkoje daznai susiduria
su nuolat besikei¢ian¢iomis aplinkos sglygomis. Temperatiiros, krituliy nepastovumas, paséliy ar
dirvozemio jvairové yra sglygos, dél kuriy gaunami skirtingi rezultatai naudojant tas pacias biotrasas.
Tai yra viena i§ pagrindiniy priezasCiy, dél kurios tikininkam nepavyksta lengvai pritaikyti Siy
biotrasy [90].

Norint suprasti tiksly jy veikima, slopinant kai kurias patogenines ligas ar augaly imuniteto
susidarymui, reikia zinoti mechanizmus, turinéius jtakos antriniy metabolity susidarymui. Kitas
svarbus aspektas, j kurj biitina atkreipti démesj, yra galiojimo laikas. Biotra$os yra sudarytos i§ gyvy
mikroorganizmy, kuriy tinkamumo naudoti laikas yra ribotas — apie 3-6 ménesiai 20-25°C
temperatiiroje. Siy gyvy mikroorganizmy transportavimas ir laikymas yra taip pat svarbis veiksniai,
lemiantys jy efektyvuma, tod¢l tai turi biiti atlickama atsakingai, tai reikalauja papildomos priezitiros
ir atsargumo, dél ko atitinkamai ir did¢ja produkto kaina. Taip pat yra susiduriama su produkty
registravimu reglamentuose, nes néra augaly biotraSy ar augaly biostimuliatoriy reglamentuojamojo
apibrézimo, dél ko $is procesas tampa sudétingesnis ir reikalaujantis daugiau laiko [91].

Buvo nustatyta, kad dél didelio Bacillus spp. bakterijy produkty potencialo tapti biologine trasa arba
priemone kontroliuoti tarp augaly plintancias ligas, jos buvo sékmingai pritaikytos komercinéje
gamyboje. Bacillus spp. riisies bakterijos iSskiria platy spektrg antriniy metabolity, kurie atlicka daug
vairiy funkcijy, apsaugant pasélius ir gerinant jy augimo rodiklius. Taciau svarbu paminéti, jog Sie
i§skiriami metabolitai taip pat gali buti iSskirti ir 1§ jvairiy kity mikroorganizmy, taciau labai
nedideliais kiekiais, dél to yra sudétinga iSsiaiskinti jy struktiiry ypatumus ar biologinj aktyvuma tiek
in vitro, tiek in vivo. Susidiirimas su §iomis problemomis, skatina naujy technologijy kiirimg [92].

Pagrindinis biotragSy platinimo budas yra jprasti neSiklio pagrindu pagaminti inokuliantai, kuriy
privalumas - pigesnis ir paprastesnis pritaikymo biuidas. Geriausios biotragSy nesikliy medziagos turi
biti pigios, vietinés ir lengvai prieinamos bei paprastai apdirbamos. Jos taip pat turéty biiti
netoksiSkos, organiSkai skaidzios medziagos. Gaminant kokybiSkas biotraSas, dazniausiai
pasirenkami neSikliai yra durpés, vermikulitas, medzio anglis ar galvijy méslas. Taciau Siy medziagy
kombinacijos turi kelis trikiimus: sutrumpéja galiojimo laikas, padidéja jautrumas temperatiirai,
galima kryzminé tarSa dél kurios sumaz¢ja tiek mikroorganizmy kiekis, tiek veiksmingumas [93].

1.9.1. SKkystos biotraSos

Skystos biotrgSos yra naudojamos kaip sausos biotrgSy biomasés alternatyva [94]. Jy pagrindas yra
suspensijos, kurios biina sudarytos i§ jvariy polimery ar mineraliniy medziagy. Skystos biotragSos
tampa vis labiau naudojamos lyginant su sausos biomasés tragSomis, dél jy ilgesnio galiojimo periodo,
kuris yra nuo 1 iki 2 mety laikotarpio. Joms taip pat yra nereikalingos papildomos suri§imo
medziagos, gali buti naudojamos su modernia technika bei yra atsparios aukstai temperattrai — iKi 45
°C [95]. Skystas biotrasas galima papildyti medziagomis, kurios skatinty mikroorganizmy padermiy
augimg. Kaip nurodyta Trishna Mahanty ir kolegy atliktame 2017 metais tyrime, tokias skystas
biotragSas galima naudoti dvejopai: tiesiogiai purksti ant dirvoZemio arba sodinti pries tai suspensijose
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iSmirkytas séklas [96]. Vienas didziausiy S$iy skysty inokulianty privalumy yra jy didelé
koncentracija, todél yra reikalingi mazi kiekiai, lyginant su kietos fazés inokuliantais [97]. Kietosioms
biotragSoms durpés yra dazniausiai naudojamas biotrasy nesiklis, kuris dél savo turimy savybiy skatina
mikroorganimzy augimg ir i$likimg. Taciau dél dideliy sterilizavimo sgnaudy, sudétingumo naudoti
didelivose dirbamuose laukuose ir sudétingo apdorojimo, skysti inokuliantai buvo sukurti kaip
alternatyva kietiems inokuliantams [95].

1.10. Literataros apzvalgos apibendrinimas

Atsizvelgiant ] Siuolaikinés agrokulttiros pesticidy ir tragSy sanaudas, yra aiskiai matoma paklausa
biologiskai aktyviems produktams. Dél savo unikaliy savybiy, dirvoZzemyje esantys mikroorganizmai
gali buti pritaikyti gaminant biotragSas bei norint apsaugoti augalus nuo nepageidaujamy fitopatogeny.
Viena i§ literatiiroje apraSyty bakterijy rasiy yra Bacillus spp. Remianatis literatiros duomenimis,
bioproduktai, gaminami i§ iy bakterijy kultary, ne tik suteikty augalams apsauga nuo uzkreéiamy
fitopatogeniniy gryby ligy, bet ir skatinty augaly fitohormony sintez¢ bei didinty produkcijos iseiga.
Taciau svarbiausias $iy bioprodukty privalumas — jie yra nekenksmingi aplinkai. Mikrobinés kilmés
bioproduktai gali biiti gaminami sausos biotraSy biomasés pavidalu arba kaip skystos biotrgSos.
Sausai biomasei yra reikalingi specialiis nesikliai, tokie kaip durpés, vermikulitas ar kitos granuliy
formos trasos, kai tuo tarpu skystas biotraSas paprasc¢iau eksploatuoti, jos turi ilgesnj galiojimo laika
bei yra atsparesnés didesnei temperatiirai.

Sio tyrimo metu jvertinta ar Bacillus spp. bakterijy kultiros, i§skirtos i§ dirvozemio, turi jtakos
fitopateogeniniy gryby augimo slopinimui ir augaly augimo skatinimui.
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2. Medziagos ir tyrimuy metodai

2.1. Pagrindinés tyrimy Kryptys ir ju pagrindimas

Tyrimo pradzioje i8 skirtingy lauky buvo surinkti dirvozemio méginiai. IS dirvoZzemio méginiy pagal
budingus pozymius buvo iSskirtos 43 bakterijy kulturos, kurios véliau buvo gryninamos ir
identifikuojamos, kol galiausiai pasirinktos 6 - (022-3, 022-4, 2-1, 4-2, 8-1, 8-2), kurios tarpusavyje
skyrési savo morfologinémis savybémis. Kad jvertinti pasirinkty bakterijy grynumg ir sienelés
sandaros jpatumus, jos buvo identifikuojamos dazant Gram‘o btidu, véliau su i$skirtomis bakterijos
buvo atlikti biocheminiai identifikaciniai tyrimai, tokie kaip ureazés, katalazés ir krakmolo
hidrolizacijos testai. I§ dirvozemio i$skirtos ir atrinktos bakterijy kultiiros buvo pritaikytos augaly
augimo skatinimo tyrime. Pritaikius ir modifikavus dvigubos kultiros metoda, su i§ dirvoZzemio
i§skirtomis ir laboratorijoje laikomomis etaloninémis Bacillus spp. bakterijy kultiromis buvo atliktas
tyrimas, kurio tikslas buvo nustatyti antagonistiniy bakterijy poveikj pries fitopatogeninius grybus ir

jvertinti jy slopinimo efektyvuma.

DirvoZemis

Bakterijy isskyrimas i§ dirvoZzemio

.

Bakterijuy gryninimas Bakterijy antagonistinis
tyrimas prie§ patogeninius
l grybus
Bakterijy identifikavimas Iy

Gram’o daZzymo metodu

I SR SR S

[ 0223 |{ 0224 || 21 | [ a2 || 81 || 82 ]
i I i j

Dvigubas kulttiros

metodas
F Y ! ~
Biocheminiai
identifikaciniai metodai - . -
. . Etalonines bakterijos (B.
(ureazeés, katalazes, .
. . Cereus, B. Circulans, B.
krakmolo hidrolizacija) ]
Coagulans, B. Megaterium,
B. Subtilis, B. Sphaericus
Bakterijy panaudojimas Patogeniniy gryby paruoSimas (4spergillus

F'y

kaip augalo augimo Slavus, Fusarium graminearum - 4, F.

skatintojas graminearum — 13121, F. graminearum —

5883, F. avenaceum

2.1 pav. Principiné darbo schema
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2.1 lentelé. Tyrime naudota jranga

Pavadinimas Gamintojas Kilmés salis
Vandens vonelé GRANT INSTRUMENTS Jungtiné Karalysté
Termostatas TERMAKS Norvegija
Binokuliarinis mikroskopas MOTIC MOTIC Kinija

SFC-100 FLED

Autoklavas Vapormatic 770 MATIC Italija

Svarstyklés Precisa BJ210C PRECISA Swissmade
Vorteksas MIX ARGOlab Italija

2.2 lentelé. Tyrime naudoti reagentai

Pavadinimas Gamintojas Kilmés $alis

NaCl BDH Chemicals Jungtinés Amerikos Valstijos

PCA terpé

PDA terpé
Urea agar base (CHRISTENSEN)

Liofilhem Italija

Jautienos sultinio ekstraktas

Metileno mélynojo dazas

Genciano violetinis

Safraninas

Zemeés tkio paskirties etilo Stumbras Lietuva
alkoholis

H,0, Valentis Lietuva

2.2. Bakterijy iSskyrimas i dirvoZemio

Metodo esmé: tam, kad biity iSgautos grynosios bakterijy kulttiros, reikia jas i$skirti 1§ jy nattralios
aplinkos. Bakterijos buvo iSskiriamos skiedimo metodu. Tai metodas, kurio metu yra atliekami
serijiniai skiedimai. Atlikus numatytg skiedimy skai¢iy, méginiai pas¢jami giluminiu biidy j mitybos
terpe ir inkubuojami optimalioje temperatiiroje tamsoje. Po inkubavimo, uzaugusios mikroorganizmy
kolonijos yra apzitirimos, pasirenkamos tinkamos pagal morfologing i§vaizda ir véliau gryninamos.
Darbo eiga: bakterijy iSskyrimui paimta 10 dirvoZzemio méginiy i§ Margininky kaime (54.790°S. pl.
24.049°r. ilg.) esanciy zemés tkio paskir¢iai naudojamy lauky.
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2.2 pav. DirvoZzemio méginiy paémimo vietos, Margininky kaimas, Kauno r.

Dirvozemio méginiai imti i§ 5-10 cm gylio, sudéti | sterilius plastikinius maisus ir pristatyti j
laboratorija. Laboratorijoje visi meéginiai prasijoti pro 2,5 mm tankio sietus, kad zemeé bty
homogenizuota. S¢jimams atlikti, po 10 g pasirinkto dirvoZzemio suspenduota 90 ml sterilaus
skiediklio (0,9 g/L NaCl). Pradin¢ suspensija 10 minuciy kaitinta 80 °C temperatiiroje, kad biity
sunaikintos vegetatyvines mikroorganizmy lasteles, nes Bacillus spp. yra sporas sudarantys
mikroorganizmai. Atlikti serijiniai deSimtkarciai skiedimai iki 10°. Gauti skiediniai po 1 ml séti
giluminiu biidu ] PCA (angl. Plate count agar) agarg (Liofilhem, Italija). Prie$ dedant 1éksteles j
termostata (Termaks, Norvegija), jos buvo apver¢iamos, kad bty iSvengta terpés atsiskiedimo dél
susidariusio kondensato ant léksteliy dangteliy. Lékstelés inkubuotos termostate (Termaks,
Norvegija) 24-72 h 37 °C temperatiroje. Po inkubacijos gautos kolonijos buvo atsirenkamos
remiantis jy morfologinémis savybémis.

2.3. Bacillus spp. bakterijy iSskyrimas ir gryninimas

Metodo esmé: pakartotiniais perséjimais atliekant bakterijy gryninimg, iSgryninti turimas bakterijy
kulturas, kad Petri Iékstel¢je augty tik reikalinga gryna bakterijy kultira, be paSaliniy
mikroorganizmy. ISgrynintos bakterijy kultiiros padeda lengviau identifikuoti tiriamajj objekta,
nustatyti jam buidingg augimo terpg, bei temperatiirg. Grynininimo metu bakterijos yra atskiriamos
nuo pasaliniy ir nepageidaujamy mikroorganizmy kultiiry, kad viena kitai augimo metu neturéty
papildomos jtakos.

Darbo eiga: kolonijos, pasizyminc¢ios Bacillus riisims buidingomis morfologinémis savybémis -
apvalios netaisyklingos formos, banguotais krastais, rizoidinés, nepermatomos, kreminés spalvos
kolonijos ir pan. - buvo persodintos kelis kartus ant PCA (angl. plate count agar) agaro kilpele, kad
jas iSgryninti ir véliau biity galima identifikuoti. Bakterijy gryninimui buvo atsirinktos bakterijos,
kurios atitiko Bacillus bakterijy morfologinius pozymius — formg, kolonijy spalva, dydj,
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konsistencijg. Atrinkus bakterijas pagal atitinkamus rodiklius jos persétos | naujas Petri 1¢kSteles su
paruosta PCA terpe. Petri l¢kstelés inkubuotos termostate, 37 °C temperatiiroje. Bakterijy gryninimai
buvo kartojami bent 3 kartus arba iki kol terpéje nebuvo matyti pasaliniy mikroorganizmy.

2.3 pav. Bakterijy gryninimas. a — bakterijy kultiiry i§skyrimas ir gryninimas, b — i$skirta ir iSgryninta
bakterijy kulttra

2.4. Bakterijy identifikavimas Gram‘o daZymo metodu

Metodo esmé: metodas leidzia diferencijuoti bakterijas pagal jy lasteliy sieneliy chemines ir fizines
savybes bei nustatyti bakterijy fenotipa ir kultliros grynuma. Bakterijy sienelés yra sudarytos i$
peptidoklikany ir mureino. Gram-teigiamy bakterijy sienelés turi kur kas mazesni lipidy kieki
palyginus su gram-neigiamom bakterijomis. Gram-teigiamos bakterijos turi tinklinj sieneliy pavirsiy,
0 gram-neigiamos, plong fosfolipiding membrang. Metilo mélynojo dazai yra pakankamai smulkios
sandaros, kad praeity per abiejy lasteliy sienelés matricg, taciau jodo dazam patekus yra kur kas
sudétingiau pasisalinti. Blankinimo tirpalas (etanolis 95%) patekes ant lgsteliy sieneliy iS$sausina jas
ir tuo paciu pasalina jodo dazus. Taip pat iStirpina gram-neigiamy bakterijy iSoring membrang, kurios
pagalba taip pat yra pasalinami jodo dazai susikaupe sienelés matricoje. Lastelés sienelés storis
apibiidina kaip efektyviai jsisavins tirpalag dazymo metu. Gramo daZymo principas remiasi lasteliy
nudaZzymu tamsiai mélynais dazais (genciano violetiniais), o tuomet naudojant blankinimo tirpalg yra
pasalinami daZai ty lasteliy, kuriy sienelés yra plonesnés, ir galiausiai naudojami raudoni daZai
(safraninas). Lastelés, kuriy sienelés yra storesnés nusidazys mélyna spalva (gram-teigiamos), nes jy
sienelése bus likes tik genciano violetinis dazas, o Igsteliy kuriy sienelés yra plonesnés, bus raudonos
(gram-neigiamos), kadangi blankinimo tirpalas pasalina pirminj genciano violetiniy dazy tirpalg .
Darbo eiga: gramo dazymo metodas pradedamas sterilizuojant objektin;j stiklelj su 95% etanoliu. Su
sterilia inokuliavimo kilpele ant objektinio stiklelio uzdedamas lasas distiliuoto vandens, j kurj su
Preparato fiksavimas atliekamas objektinj stiklelj pakaitinant vir§ liepsnos kelis kartus, po kelias
sekundes. Ant paruos§to preparato uzpilama genciano violetiniy dazy ir laikoma 1 min., tuomet
pakartotinai uzpilamas jodo tirpalas ir laikoma 1 min. 5 sek. plaunama distiliuotu vandeniu.
Blankinama 95% etanoliu 45 sek., kol preparato melsvumas nublanksta. Ant objektinio stiklelio
uzpilamas safranino tirpalas, laikoma 1 min., po kurio plaunama 5 sek. distiliuotu vandeniu.
Objektinis stiklelis nudZziovinamas, uzdedama imersinio aliejaus ir mikroskopuojama naudojant 100
karty didinantj mikroskopinj objektyva, jmerkiant jj j imersinj aliejy.
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Taikant Gram‘o dazymo metods, Bacillus spp. bakterijos yra atrenkamos pagal joms biidingus
morfologinius pozymius. Sios riidies bakterijos yra gram-teigiamos, daniausiai pastebimos
susijungusios poromis arba grandinélémis, su suapvalintais galiukais turiniomis endosporas.
Endosporos pasizymi ovalia ar cilindro forma ir yra itin atsparios nepalankioms aplinkos salygoms
[98].

2.5. I§ dirvoZemio i$skirty Bacillus spp. poveikio augaly augimo skatinimui tyrimai

Metodo esmé: tyrimas atliktas siekiant jsitikinti ar tyrimo metu is§ dirvozemio isskirtos Bacillus spp.
bakterijos turi jtakos augalo daigy, lapeliy skaiciaus susidarymui, stiebo ir $akny augimui. Pasirinktas
augalas — kvieciai. Tyrimo pabaigoje buvo aprasomi fiziologiniai augalo poky¢iai.

Darbo eiga: tyrimui naudotos 24 val. §viezumo 37 °C temperatiiroje termostate (Termaks, Norvegija)
ant nuozulnaus PCA agaro uzaugintos i§ dirvozemio iSskirtos bakterijos. IS kiekvienos bakterijy
kultiiros pagaminta 10 KSV/ml (kolonijas sudarantys vienetai) bakterijy suspensija, kuria apveltos
kvie¢iy séklos, kad 1 g sékly bty uzkréstas apie 10® KSV/g kiekvienos tiriamosios Bacillus spp.
kultaros. Sékly méginiai 1 h laikyti kambario temperattiroje, kas 15 min. pamaisant, kad suspensija
tolygiai padengty visas séklas. | kiekvieng 12 cm skersmens vazong jpilta po 300 g sterilaus smélio
ir susodinta po 5 vienos rusies bakterijy suspensija bakterizuotas séklas. Kiekvienas tyrimas atliktas
dviem pakartojimais — t.y., kiekvienai suspensijai skirti du vazonai po 5 séklas. Lygiagreciai paséti
du vazonai su kvie¢iy séklomis, kurios 1 h buvo apdorotos steriliu distiliuotu vandeniu. Kvie¢iy
séklos buvo auginamos 20 + 2 °C temperatiiroje, saulétoje vietoje, 4 savaites, laistymui buvo
naudojamas distiliuotas vanduo, kad vandenyje esancios medziagos neturéty papildomos jtakos
augalo augimui. Po 4 savaiciy, buvo atlickamas kvieciy daigy vizualinis, bei fiziologiniy pokyc¢iy
vertinimas. Vertinama buvo:

o Nustatytas iSaugusiy kvie¢iy daigy skaicius;
e Sveiky lapy skaicius;

e Stiebo ilgis;

e Sakny ilgis;

e Nudzitivusiy lapy skaicCius;

e [Srauto augalo mase;

e Sausoji augalo mase.

2.6. Mikroskopinio grybo auginimas

Metodo esmé: tyrimuose naudojamy mikroskopiniy gryby kultiros turi buti Sviezios, kad biity
matoma periferiné augimo zona. Visi grybai buvo auginami ant PDA - bulviy agaro terpés (angl.
potato dextrose agar) terpés (Liofilhem, Italija), 7 paras, tamsioje vietoje, 25 + 2 °C temperatiiroje.
Buvo naudojamos 5 patogeniniy gryby kulttros:

Aspergillus flavus;

Fusarium graminearum 4;

F. graminearum 13121;

F. graminearum 5883;

F. avenaceum.

Darbo eiga: spory isskyrimas i§ grybienos fragmento yra pirmasis zingsnis sé¢jant mikroskopinius
grybus. Grybienos fragmentas sumaiSomas su 1 ml sterilaus vandens ir homogenizuojamas

27



purtykléje, kol gaunama suspensija. Tada méginys praskiedziamas jpilant 0,1 ml suspensijos j 0,9 ml
sterilaus vandens. Po to 10 sekundziy homogenizuojama. Terpés pavirsius padengiamas 0,01 ml
antrojo skiedimo suspensijos. Po 2 pary monosporiné kultiira perkeliama j Petri I€kstele su PDA terpe.
A. flavus, F. graminearum 4, F. graminearum 13121, F. graminearum 5883, F. avenaceum gryby
kulttiros inkubuotos termostate 7 paras 25 + 2 °C temperatiiroje.

2.7. Antagonistiniy savybiy tyrimai dvigubos kultiiros metodu

Metodo esmé: Dvigubos kultiros metodas gali buiti naudojamas, norint iStirti ar bakterijy kultiiros
turi antagonistinj poveikj patogeniniy gryby augimui. Metodo atlikimo principas yra tas, kad vienoje
Petri 1¢ksteléje yra séjamas patogeninis grybas ir antagonistiné bakterijy kultiira (2.4 pav.). Tyrimo
metu yra stebima bakterijy ir grybo mikromicety augimo sgveika ir lyginama su kontrole — Iekstele,
kurioje patogeninis grybas auga be antagonistiniy bakterijy. Metodo esmé, kiekvieng dieng vertinti
grybo augimo greitj lyginant su kontroline grupe. Antagonistinis aktyvumas vertintas lyginant grybo
augimo skersmenj jam augant kontrolinéje Petri 1eksteléje (1éksteléje be antagonistinés bakterijos),
su tuo paciu pelésiniu grybu, kuris augo kartu su tiriamosiomis bakterijomis. Tyrimui buvo
naudojamos etaloninés bakterijos B. cereus (B1), B. circulans (B2), B. coagulans (Bs), B. megaterium
(B4), B. subtilis (Bs), B. sphaericus (Bs) ir i§ dirvoZzemio i$skirtos bakterijos 022-3 (B7), 022-4 (Bs),
2-1 (Bg), 4-2 (B1o), 8-1 (B11), 8-2 (B12). Grybo slopinimas identifikuojamas tada, kai kontrolingje
leksteleje grybo skersmuo pasiekia 1eékStelés kraStg ir yra didesnis nei léksStelése, kuriose auga su
bakterija, taip pat stebimi grybo micelio spalvos, formos, konsistencijos ir kiti pakitimai, rodantys
Salia auganCios bakterijos jtakg. Matavimai atlieckami kiekviena diena, 7 paras arba iki kol
kontrolinése 1¢kstelése augantis grybas pasiekia Petri lekStelés krastus.
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AP PP SRS S

antagonistinés bakterijos
B — Antagonistiné bakterija
C — Patogeninis grybas

2.4 pav. Dvigubos kulttiros séjimo metodas

2.5 pav. Dvigubos kultiiros séjimo metodas, s¢jant Fusarium avenaceum 4
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2.6 pav. Dvigubos kultiiros séjimo metodu uzsétos 1ékstelés

Darbo eiga: kiekviena tirta bakterijy kulttira pers¢jama j mégintuvélius ant nuozulnaus PCA agaro
(Liofilhem, Italija), inkubuojama 24 h, 37 £ 2 °C temperaturoje. I$ kickvienos tiriamos bakterijy
kultaros, vadovaujantis McFarland 0,5 standartu, pasiruoSiama $viezia bakterijy suspensija, kurioje
bakterijy kiekis yra vienodas, t.y. 106 KSV/ml.

Siam tyrimui taip pat pasiruo$iamos $viezios patogeniniy gryby Aspergillus flavus, Fusarium
graminearum 4, F. graminearum 13121, F. graminearum 5883, F. avenaceum kultiiros. Pelésiniai
grybai séjami ant Svieziai sustingusios PDA terpés (Liofilhem, Italija), imant kiekvieno izoliato 5mm
skersmens micelinj diskg ir dedant miceliu Zemyn | kiekvienos Petri 1ékstelés centrg dviem
pakartojimais. Norint jvertinti aplinkos temperatiros jtakg antagonizmui, lékstelés inkubuotos
termostate 25 + 2 °C ir 37 = 2 °C temperatiiroSe 7 paras. Antagonistinis bakterijy aktyvumas tirtas
dvigubos kultiros metodu, ji pakoreguojant. Kiekvienos tiriamosios Bacillus spp. bakterijy
suspensija inokuliuojama sterilia kilpele bréZiant apskritimg ant PDA terpés 1,5 cm atstumu nuo Petri
1ékstelés krasto (vietoje atskiry briksniy, kaip apraso autoriai) [99]. Kiekvienos lékstelés centre
padedamas 5 mm skersmens patogeninio grybo micelio diskas, kiekvieng variantg pakartojant po 2
kartus. Lékstelés inkubuojamos termostate 25 ir 37 £ 2 °C temperattroje 7 paras. Po 2 pary kiekvieng
dieng pradedamas matuoti grybo skersmuo.
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2.7.1. Bakteriju antagonistinio poveikio vertinimas prie§ patogeninius grybus naudojant
slopinimo koeficienta

Antagonistinis aktyvumas buvo vertinamas pagal procentais iSreiks$tg slopinimo koeficientg.

Vertinimas buvo atliekamas 7 paras arba iki kol kontroléje auganti patogenas uzauga per visg Petri
lekstele (85 mm). Naudojant dvigubos kultiros metoda, matavimas buvo atliktas matuojant
horizontaliai ir vertikaliai patogeno micelio skersmenj ir apskaiciuojant aritmetinj vidurkj. Bakterijy
daroma jtaka fitopatogenui buvo nustatoma apskaiciuojant procentinj slopinimo koeficientg formule:

(a-b)
X T e—
a

100%; (1)

a- kontroléje augancio patogeninio grybo neveikiamo jokios bakterijos, skersmuo (mm);
b- patogeninio grybo augancio kartu su bakterija, skersmuo (mm);
X- procentiné slopinimo koeficiento israiska (%)

Rezultatai pateikiami procentine iSraiSka skirstant kintamuosius i tris grupes:

e <3 9% mazas slopinimas;
e 3-—20 % vidutinis slopinimas;
e 20 —100 % stiprus slopinimas.

2.7.2. Bakteriju antagonistinio poveikio vertinimas prie§ patogeninius grybus inkubuojant
25 °C ir 37 °C temperatiirose

Antagonistinis bakterijy aktyvumas buvo vertinamas kiekvieng para, pagal uzaugusiy patogeniniy
gryby skersmens vidurkj. Slopinimo intensyvumas lyginamas su kontroline grupe. Temperattiros
daroma jtaka patogenui arba bakterinis slopinimas identifikuojamas tada, kai patogeninio grybo
skersmens vidurkis, augantis kartu su bakterijy kultiira yra mazesnis nei kontrolingje grupéje.
Tyrimas vykdomas 7 paras arba iki kol kontroliné grupé pasiekia 85 mm skersmen;.

2.8. Biocheminiai iSskirty bakteriju kultiiry identifikacijos metodai
2.8.1. Ureazés metodas

Metodo esmé: nustatyti, ar iStirtos 1§ dirvoZzemio bakterijos iSskiria ureazg ir gali hidrolizuoti Slapala,
kad biity i$skirtas amoniakas ir anglies dioksidas. Bakterijy gentys ir riiSys gali biiti identifikuojamos
ureazes testo biocheminiu tyrimu, kurio rezultatai nurodo ar §i bakterija iSskiria tiriamg fermentg.
Ureazés testo agarg sudaro 2 % konc. §lapalas ir fenolio raudonasis — raudona spalva naudojama kaip
pH indikatorius. I$skiriant didesnj kiekj amoniako, agaro pH ir spalva pakinta nuo gelsvos (6,8 pH)
iki rausvos (8,2 pH) [100].

Darbo eiga: reikiamas agaro kiekis buvo sumaisytas su distiliuotu vandeniu. Tirpalas tuomet
autoklavuojamas prie 121 °C, 15 psi, 15 min. Agaras atvésinamas iki 55 °C. ir i$pilstomas j Petri
léksteles, laukiama kol sustings. Ant sustingusio agaro kilpele uzséjama Sviezios, 18-24 valandy
bakterijy kulttiros. Petri 1ékstelés su uzsétomis bakterijy kultiromis buvo inkubuojamos termostate
prie 37 £ 2 °C temperatiros, 24 — 48 valandas. Praéjus inkubavimo laikotarpiui stebimi spalvy
pokyciai.
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2.8.2. Katalazés metodas

Metodo esmé: nustatyti, kurios Bacillus spp. padermés iSskiria katalazés fermentg ir apsaugo
bakterijas nuo oksidacinio poveikio. Katalazés fermentas neutralizuoja baktericidinj vandenilio
peroksido poveikj, veikdamas patogeniskuma. Katalazés nustatymo tyrimui buvo galimi trys skirtingi
metodai, taciau pasirinktas ,,Slide drop” metodas, dél informatyvesnio rezultato. Sio testo rezultatas
yra laikomas neigiamu, kai reakcijos metu nesusidaro burbulai, nes néra katalazés fermenty. Putojima
lemia katalazés fermentai, kurie vykdo vandenilio peroksido hidrolize. Teigiamas reakcijos rezultatas
yra identifikuojamas tada, kai yra aiSkiai matomas susimaiSiusiy medziagy putojimas [101].

Darbo eiga: katalazés metodui nustatyti buvo naudotas 3% konc. vandenilio peroksido (H20>)
tirpalas ir trys skirtingos bakterijy kultiiros — bakterijos iSskirtos i§ dirvozemio ir dvi kontrolinés
kulturos, 1§ kuriy, yra zinoma, kad viena turi katalazés fermentus, kita — ne.

I Petri leékstele buvo jdétas mikroskopinis stiklelis ir pasiruostas Petri 1ékstelés dangtelis, kuris buvo
naudojamas kaip apsauga nuo katalazés reakcijos su bakterijomis i§skiriamy aerozoliy, kuriuose gali
buti bakterijy liku¢iy. Naudojant sterilig kilpelg buvo paimamas nedidelis kiekis bakterijy i§ Petri
1ekstelés, kurioje jos buvo inkubuojamos 18 — 24 valandas. Atsargiai, nepazeidziant agaro pavirsiaus,
sterilia kilpele, buvo paimama bakterijy kulttra, kuri véliau perkelta ant mikroskopinio stiklelio.
Atsargumo Kriterijus itin svarbus jei yra naudojamas kraujo agaras. Atsitiktinai patekusi kraujo
raudonoji lgstelé automatiSkai suklaidina testa, identifikuojant jj kaip teigiamg. Naudojant Pastero
arba 1 ml pipete, ant mikroskopinio stiklelio esanciy bakterijy, uzlasinamas vienas H2O lasas.
Bakterijy kultiiros ir H2O2 neturi buiti sumaiSomi tarpusavyje. UzlaSinus H202 ant bakterijy kultiros,
Petri 1€kstele yra i§ karto uzdengiama dangteliu, siekiant sumazinti dujy iSsiskyrima j aplinka. Tuomet
atlickama vizuali oro burbuly susidarymo patikra, kurios metu stebima reakcija - Oz ir H2O
i$siskyrimas. Po Petri Iékstele buvo naudojamas tamsios medziagos fonas, kad biity lengviau stebéti
ir identifikuoti susidariusius burbuliukus.

Jei putojimas yra sunkiai pastebimas, arba reakcija vyksta neefektyviai, Petri le¢kstele gali buti
uzdengiama Svariu mikroskopiniu stikleliu ir reakcija stebima pro mikroskopa, naudojant 40 karty
didinantj objektyva.

2.8.3. Krakmolo hidrolizacijos tyrimas

Metodo esmé: krakmolo hidrolizacijos tyrimas atliekamas norint suzinoti ar mikroorganizmas
suskaido krakmolg j mazesnés molekulinés masés junginius, tokius kaip maltoze ar gliukoze
naudojant alfa amilazés fermentus.

Bakterijy maisto medZiagos, tokios kaip dekstrinas, maltozeé ar gliukozé yra jsisavinamos i§
dirvoZemio, taciau §iy medziagy pasisavinimas jmanomas tada kai yra hidrolizuojamas krakmolas.
Krakmolo molekulés yra per didelés, kad patekty tiesiogiai j bakterijy lasteles, todél dirvozemyje
esancios bakterijos iSskiria egzofermentus (alfa-amilaze ir oligo — 1,6 — gliukozidaze). Fermentai
suskaido krakmolo molekule iki mazesnés molekulinés masés junginiy, kuriuos bakterijos naudoja
metabolizmui. Efektyvus Bacillus spp. metabolizmas, biitinas, norint, kad bakterija galéty greiciau ir
efektyviau vystytis augant kartu su patogenais vienoje aplinkoje. Hidrolizuojant krakmola, bakterijos
dirvozemyje prisideda prie organiniy medziagy skilimo, vykstant Siam procesui padidéja maistiniy
medziagy kiekis dirvoZzemyje, kurio déka yra skatinamas augaly augimas ir didinamas dirvoZemio
derlingumas [102].
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Medziagos naudojamos tyrimui:
e Jautienos sultinio ekstraktas (angl. Beef extract (Liofilchem, Italija));
e Agaras (Liofilchem, Italija);
e Krakmolas;
¢ Distiliuotas vanduo;
e Gram‘o jodo tirpalas 10%;

Agaro pasiruosimas (svoris nurodomas 500 ml agaro):
e Jautienos sultinio ekstraktas — 1,5 g;
e Tirpus krakmolas — 5 g;
e Agaras—6g;
e Distiliuotas vanduo — 500 ml.

Distiliuotas vanduo supilamas j inda. Inde su distiliuotu vandeniu yra suberiamos atsvertos medziagos
ir gerai iSmaiSomos. Tirpalas véliau autoklavuojamas prie 121 °C, 15 min., 15 psi. Agaro pH
kambario temperatiiroje turéty biti 7,5 £ 0,2. Po autoklavavimo agaras iSmaiSomas, kad krakmolas
vél nesulipty kartu ir atvésinus iki 40 °C i$pilstomas j Petri 1éksteles ir leidziama sustingti.

Darbo eiga: Tyrimui buvo naudojamos $viezios i§ dirvozemio i$skirty bakterijy kultiros (16 — 18
valandy). Sterilia kilpele paimama bakterijy kultara, kuri nesiliec¢ia su kKitomis kultGromis ir paséjama
ant agaro pavirsiaus. Petri 1ékstelés su bakterijomis inkubuojamos termostate prie 35 + 2°C, 24 — 48
val. (iki 5 dieny) [103]. Po inkubavimo j Petri l1éksteles buvo jpilama Gramo jodo tirpalo, kad biity
uzlietas visas agaro pavirSius. Rezultatai stebimi iSkart. Tamsiai mélynas fonas pasirodo iskart
uzpylus jodo tirpalo, aureoles, esancios aplink bakterijy kulttras, rodo teigiamg testg (krakmolo
hidrolizacija jvyko). Neatsiradus aureoléms, teigiama, kad krakmolas nebuvo hidrolizuotas — testas
neigiamas.
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3. Tyrimuy rezultatai ir jy aptarimas
3.1. Bakterijy identifikavimas Gram‘o dazymo metodu
Atlikus Gram’o dazymo metoda, buvo nustatyta, kad 1§ dirvozemio iSskirtos bakterijos yra:

e [Lazdelés formos;
e Sporas sudarancios;
e Gram-teigiamos.

Sie nustatyti kriterijai apibudina Bacillus spp. bakterijy rasj. Siems kriterijams taip pat atitinka ir
Clostridium bakterijy grupé, taciau jos yra anaerobai. Dél véliau atlikty tyrimy, buvo nustatyta, kad
Bacillus spp. bakterijos yra aerobai, dél to galima teigti, kad i§ dirvozemio i$skirtos bakterijos yra
Bacillus spp. bakterijos.
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3.1 pav. Bakterijy identifikavimas Gram‘o dazymo metodu. a — 022-3 ir b — 022-4 bakterijy méginiy
mikroskopinis vaizdas per 100 karty padidinimo objektyva

3.2. Bakteriju biocheminiai identifikavimo metodai

3.1 lentelé. Bakterijy biocheminiai identifikavimo metodai (,,-* — neigiamas; ,,+’” — teigiamas)

Testo pavadinimas
Bakterija
Ureazés testas Katalazés testas Krakmolo hidrolizacija
022-03 - + -
022-04 - + +
2-1 - + -
4-2 - + +
8-1 - + -
8-2 - + +

Sie identifikavimo metodai buvo atlikti, norint identifikuoti i§ dirvozemio i$skirty bakterijy
charakteristikas. Metody atlikimo tikslas - suzinoti konkrecig informacija apie bakterijy geb¢jima
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i$skirti metabolitines medziagas. Remiantis gautais rezultatais, galima nustatyti ar Sios bakterijos
atitinka Siy bakterijy riiSiai biidingoms savybémis ar jie priklauso kitai bakterijy kultiirai, nei
numatyta. Pvz., dauguma Bacillus spp. bakterijy kultiiry nepasizymi gebéjimu skaidyti uréjos [104].
Katalazés fermenty iSskyrimas yra budingas didziajai daliai Bacillus spp. bakterijy kultary [105].
Krakmolo hidrolizacija yra budinga tarp Sios genties bakterijy, taciau ne visoS geba hidrolizuoti
krakmolg [106].

3.2.1. Ureazeés testas

Atliktame ureazés teste, buvo vertinama, ar bakterijos geba skaidyti ureaz¢ i amoniaka. Nei viena i$
tirty bakterijy neskaidé ureazés, visi testai buvo neigiami.

3.2.2. Katalazés metodas

Atliktame tyrime buvo vertinama, kaip tirtos bakterijos sgveikauja su vandenilio peroksidu (H202)
(3.2 pav.). Teigiamas testas buvo nustatytas visuose méginiuose — visos bakterijos turéjo katalazés
fermenty, kurie joms leido skaidyti H2O> iki H20 ir O2. Rezultatas matomas 3.2 paveiksle.

3.2 pav. Katalazés metodo rezultatai. a — teigiama kontrolé, Staphylococcus aureus, b - neigiama kontrolé,
Enterococcus faecalis, c-e — i§ dirvozemio i$skirtos Bacillus spp.

3.2.3. Krakmolo hidrolizacijos tyrimas

Krakmolo hidrolizacija yra procesas, kuris leidzia bakterijoms lengviau jsisavinti medZiagas.
Krakmolo molekulés yra per didelés, kad patekty per bakterijy sieneles, todél iSskirdamos o —
amilazés ir oligo-1,6-gliukozidazés fermentus, jos krakmola suskaido iki mazesnés molekulinés
masés junginiy, tokiy kaip dekstrinas, maltozé ar gliukoze, kurie gali biiti naudojami metabolizmui
[107].
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3.3 pav. Krakmolo hidrolizacijos rezultatai. a — teigiamas krakmolo hidrolizacijos testas, b — neigiamas
krakmolo hidrolizacijos testas, ¢ — kontrolé. Kontrolei buvo naudojamos Escherichia coli ir Bacillus subtilis

Atlikus krakmolo hidrolizacijos testg, buvo nustatyta, kad puse tirty bakterijy hidrolizavo krakmola.
Bakterijy kultiiros (3.3 pav. ,,a’"), iSskyrusios o — amilazés ir oligo-1,6-gliukozidazés fermentus
galéjo skaidyti krakmola. O kitos tirtos bakterijos (3.3 pav. ,,b’") Siy fermenty nei$skyreé, ir krakmolas
nebuvo hidrolizuotas. Atliktoje kontrolinéje grupéje (3.3 pav. ,,c’’) E. coli bakterija nehidrolizavo
krakmolo, o B. subtilis bakterija — hidrolizavo.

3.3. Bacillus spp. poveikis augaly augimo skatinimui

Tyrimas atliktas, kurio tikslas nustatyti, ar i§ dirvozemio iSskirtos bakterijos skatina augaly augima
(3.2 lentelé). Kvieciai vazonéliuose su steriliu sméliu buvo auginami iki skalés numerio - 21 pagal
BBCH (vok. Biologische Bundesanstalt, Bundessortenamt and Chemical industry) augalo vystymosi
skalge. Kontroliniy (K) ir stimuliuoty bakterijomis kvie¢iy duomenys pateikti 3.2 lenteléje.
Daugiausiai i8dygusiy kvie¢iy tigliy buvo nustatyta méginyje Nr. 5 — 9 vnt., maziausiai 1 ir 4
meéginiuose — 6 vnt. Likusiuose méginiuose tigliy skai¢ius buvo po 8 vnt.

3.2 lentelé. Bakterijy jtaka kvie¢iy augimui

Mooi ] e . _ _
. C8IYS | Daigy Lapeliy . « Nudz,luvus“! Svoris Svoris
Eil. | (augimo o o Stiebo(-y) | Sakny lapeliy - e
) skaifius | skaicius - . i iSrauty i§dZiovinty
Nr. | skatin- (vnt) ilgis (cm) ilgis (cm) | skaicius © ©
tojas) (vnt) ' (vnt.) g g
1. | 0223 2+4 25 33 39,5 4 3,244 0,896
2. 022-4 4+4 32 31 445 8 3,343 1,036
3. 2-1 4+4 32 33 44 5 2,498 0,663
4, 4-1 3+3 25 34,5 33 4 2,478 0,651
5. 8-1 445 40 33 54,5 6 3,658 1,182
6. 8-2 3+5 30 30 35,5 7 2,436 0,787
7. K 5+3 32 37 69 0 4,06 0,901

Didziausig uzaugusiy lapeliy skai¢iy turéjo meéginys Nr. 5 — 40 vnt. lapeliy, maZiausiai buvo
meéginiuose Nr. 1 ir 4 — 25 vnt.
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Matuojant uzaugusiy kvieciy stiebo ir Sakny ilgius, galima teigti, kad sékly apdorojimas bakterijy
suspensijomis netur¢jo didelés jtakos stieby ir Sakny ilgiams. Kontrolinés grupés (augaly, kuriy séklos
nebuvo apdorotos bakterijy suspensijomis) augaly stieby ir Sakny ilgiai buvo didziausi. Kontroliniy
augaly stiebo ilgis — 37 cm, Sakny — 69 cm, trumpiausias stiebas buvo méginio Nr. 6 ir sieké 30 cm,
o trumpiausias Sakny ilgis — 4-to méginio ir sieké 33 cm.

Lyginant nudzitivusiy lapeliy skaiciy, tai kontroliniuose meéginiuose jy nebuvo visai, taciau
daugiausiai nudzitvusiy lapeliy buvo méginyje Nr. 2 — 8 lapeliai ir 6 méginyje — 7 lapeliai.

Matuojant iSrauty augaly svorj, didziausias augaly svoris buvo uzfiksuotas kontrolinéje grupéje —
4,06 g. Maziausiai svéré 6 meéginio augalai — 2,436 g. Dideliam kontrolinio augalo svoriui jtakos
galéjo turéti tai, kad jy Sakny sistema buvo labai ilga ir susipynusi tarpusavyje (jy Saknys buvo
ilgiausios — 69 cm), dél ko smélio iSvalymui buvo naudojamas vanduo, kad iSplauti jj. Kadangi
kontroliniame méginyje buvo didZiausias Sakny kiekis, jame gal¢jo net ir po Sakny nusausinimo
uzsilikti tiek nepageidaujamo vandens ar smelio likuciy. Tokig prielaida galima daryti remiantis
18dziovinty augaly svoriu. Kadangi kontrolinio s¢jimo iSdZiovinty augaly svoris jau nebuvo
didziausias, jis sieké 0,901 g., tuo tarpu didziausias i§dziovinty augaly svoris buvo méginiy Nr. 2 —
1,036 g.ir Nr.5-1,182 g.

Palyginus gautus duomenis matyti, kad didZiausias stimuliuojantis efektas gautas naudojant bakterijy
8-1 suspensija, kadangi Sis méginys tur¢jo daugiausiai iSdygusiy augaly tigliy, didziausia lapeliy
skaiCiy, augalo Sakny ilgis buvo vidutinisSkai 27,9 proc. didesnis nei kity bakterijy suspensijomis
paveikty augaly.

Atlikus §j tyrimg, galima teigti, kad vasariniy kvieCiy sékly apdorojimas bakterijy suspensijomis,
tur¢jo jtakos augalo i18dygimui, susidariusiy lapeliy skaiciui bei pacio augalo svoriui. Taciau taip pat
bakterijy suspensijos gali ir slopinti augalo stiebo, Sakny augima, bei padidinti nudzitvusiy lapeliy
skaiciy.

N. H. Jinal ir N. Amaresan, 2020 metais atliko tyrima, kuriame taip pat nustatinéjo ar Bacillus spp.
bakterijy gentys turi jtakos augalo augimui. Gauti rezultatai sutapo su maisy tyrime gautais rezultatais.
Tiek misy, tiek nurodytame literatiiroje tyrime, tirty augaly galutiné masé¢ po auginimo kartu su
Bacillus spp. bakterijomis buvo didesné nei kontrolingje grupéje [108].

3.4. Bacillus spp. antagonistiniy savybiy nustatymas naudojant etalonines ir i§ dirvoZemio
iSskirtas bakterijas

Visi tyrimai buvo atliekami naudojant etalonines bakterijas ir i§ dirvozemio i$skirtas bakterijas.
Pateikiami duomenys atitinka procenting israiska reiskianciag sumaZzéjusio patogeninio grybo
skersmenj veikiant atitinkamy bakterijy kultiiry. Rezultatai (3.3 lentel¢) lyginami su kontroline grupe,
kurios skersmens vidurkis antrg parg buvo 38,5 mm, tre¢ig — 51,5 mm, ketvirtg — 67,5 mm ir penkta
— 85 mm. Didziausias slopinimo koeficientas buvo uzfiksuotas B7 bakterijy kultiiros, ketvirta parg.
F. graminearum 4 patogeninis grybas, augantis Petri 1éksteléje kartu su 022-3 bakterija, uzaugo 44,4
proc. mazesnis nei kontrolingje grupéje. Méginiuose B1, Bz, Bs ir B12 yra matoma patogeno slopinimo
tendencija. Nuo matavimo pradzios t.y. antros paros iki pabaigos — penktos paros, bakterijy slopinimo
koeficientas dinamikoje did¢jo. Tai reiskia, kad atitinkamai kiek patogeninis grybas kontroléje didéjo,
ji tiek pat arba stipriau slopino bakterijos augancios toje pacioje terpéje. Remiantis slopinimo
koeficieno skale, antraja parg dviejuose méginiuose — B7 ir Bg buvo pastebimas stiprus slopinimo
koeficientas grybo atvzilgiu > 20 proc. Penkiuose méginiuose — B1, B2, Bs, Be, B12, buvo vidutinis
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slopinimo koeficientas: 3 — 20 proc. Dviejuose méginiuose — B4 ir Big patogeninis grybas buvo
slopinamas silpnai < 3 proc. Like trys meéginiai — Bs, Bo ir Bi1, juose buvo fiksuojama neigiama
slopinimo reik§mé (augimo skatinimas), reiskia, kad grybas augantis kartu su bakterija buvo didesnis
nei kontrolingje grupéje.

3.3 lentelé. Etaloniniy ir i§ dirvozemio iSskirty bakterijy slopinimo koeficientas (proc.) pries Fusarium
graminearum 4 gryba

Bakterijy Slopinimo koeficientas tyrimo eigoje, proc.
kultiiros
Inkubavimo 2 para 3 para 4 para 5 para
laikotarpis

ontrolé (mm) | 38,5 51,5 67,5 85
B1 10,4 15,5 25,9 30,1
B, 6,5 0,9 -1,5 3,7
Bs 14,3 20,4 28,2 33,7
B4 2,6 55 12,6 13,5
Bs -7,9 2,9 20 42,3
Bs 6,5 2,9 111 33,1
B7 28,6 30,1 444 39,9
Bs 11,7 2,9 22,9 28,2
Bg 32,5 21,4 -18,5 0,6
B1o 0 0,9 10,4 -0,6
B11 -11,7 29 -2,2 -4,3
Bz 19,5 30,1 36,3 39,9

Meéginiai su bakterijy kultiromis: B1 — B. cereus; B, — B. circulans; B; — B. coagulans; B. — B. megaterium;
Bs — B. subtilis; B — B. sphaericus; B — 022-3; Bg — 022-4; Bg — 2-1; Big — 4-2; B11 — 8-1; B1,— 8-2

Rezultatai (3.4 lentel¢) lyginami su kontroline grupe, kurios skersmens vidurkis antrg parg buvo 55
mm, tre¢ig — 73 mm, ketvirtag — 85 mm.

38



3.4 lentelé. Etaloniniy ir i§ dirvozemio i$skirty bakterijy slopinimo koeficientas (proc.) pries Fusarium
avenaceum gryba

Bakterijy kultiiros Slopinimo koeficientas tyrimo eigoje, proc.
2 para 3 para 4 para

Kontrolé¢ (mm) | 55 73 85
B1 18,2 29,5 34,7
B> 15,8 2,7 0
Bs 16,1 24,7 20,6
B. 10,9 15,1 4,1
Bs 6,7 10,9 4,2
Bs 2,4 3,2 0
B 25,5 36,3 44,1
Bs 7,2 7,5 0
Bo 4,8 3,4 4,1
Bio 12,7 20,3 0
Bu 30 33,6 48,2
B2 6,3 0 0

Meéginiai su bakterijy kultGromis: B1 — B. cereus; B, — B. circulans; Bs; — B. coagulans; B4 — B. megaterium;
Bs — B. SUbti"S; Bs — B. sphaericus; B;— 022-3; Bs — 022-4; Bo — 2-1; B — 4-2; B — 8-1; Bi,—8-2

Didziausi slopinimo koeficientai po trijy pary buvo fiksuojami B1, B7, B1o ir B11 méginiuose — 29,5
proc., 36,3 proc., 20,3 proc., ir 33,6 proc. atitinkamai. Didziausi slopinimo koeficientai po keturiy
pary buvo méginiuose B1, B3, B7 ir B11 kuriuose grybo augima veiké B. cereus, B. coagulans, 022-3
ir 8-1 bakterijy kulttiros, jy slopinimo koeficientas buvo 34,7 proc., 20,6 proc., 44,1 proc., 48,2 proc.
atitinkamai. Silpnesnis slopinimas matomas Bs, Bs, B9 méginiuose. Méginiuose B2, Be, Bs, B1o ir B12
augancio fitopatogeninio grybo micelinis augimas nebuvo slopinamas. Méginiuose B1, B3, Bs, Be,
Bs, Bo, B12, galima matyti patogeninio grybo micelio spalvos ir augimo formos pakitimus. Grybo
micelis palyginti su kontrol¢je auganciu, Siuose méginiuose augo Sviesesnés spalvos, retesnis ir ne
taip tolygiai, tai reiSkia, kad bakterijy kultiiros turéjo neigiamg jtaka grybo micelio augimui.
Lyginant visy tirty bakterijy kultiiry antagonistinj poveikj, per visa matavimo laikotarpj, labiausiai
F. avenaceum patogeno augimg slopino i§ dirvozemio i$skirtos bakterijy kulttros 022-3 ir 8-1. Trys
bakterijy kulttiros esancios B1, B7, B11 méginiuose, stipriai slopinimo F. avenaceum grybo augima,
nes viso inkubavimo laikotarpio slopinimo koeficienty vidurkis buvo didesnis nei 20 proc.
Meéginiuose Bs, Bs, Bs, By ir Big fitopatogeninis grybas buvo slopinamas vidutiniskai, o likusiuose —
B2, Bs, Bg, B12 silpnai.
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3.4 pav. Fusarium avenaceum grybo augimo slopinimo tyrimas, naudojant etalonines ir i§ dirvozemio
i$skirtas bakterijas. Méginiai su bakterijy kultdromis: B — B. cereus; B, — B. circulans; Bs; — B. coagulans;
B. — B. megaterium; Bs — B. subtilis; Bs — B. sphaericus; B; — 022-3; Bg — 022-4; By — 2-1; B1g — 4-2; B1; — 8-
1 Byo— 8-2

3.4 paveiksle pateikiama keturiy pary Fusarium avenaceum augimo rezultatai dvylikos skirtingy
bakterijy poveikyje.

Rezultatai (3.5 lentel¢) lyginami su kontroline grupe, kurios skersmens vidurkis antrg para buvo 67
mm, tre¢ig — 85 mm.

3.5 lentelé. Etaloniniy ir i§ dirvozemio i$skirty bakterijy slopinimo koeficientas (proc.) prie§ Fusarium
graminearum 13121 gryba

Slopinimo koeficientas tyrimo eigoje, proc.

Bakteriju kulturos 2 para 3 para

Kontrolé (mm) | 67 85
B 0 38,2
B> 18,7 2,9
Bs 26,9 41,2
B4 28,4 15,3
Bs 17,9 141
Be 22,3 19,4
B7 41,8 55,8
Bs 18,6 20,5
Bg 38 63,5
Bio 17,9 323
Bu1 17,9 35,2
B, 43,2 62,9

Meéginiai su bakterijy kultGromis: B1 — B. cereus; B, — B. circulans; Bs — B. coagulans; B4 — B. megaterium;

Bs — B. subtilis; Bs — B. sphaericus; B; — 022-3; Bg — 022-4; By — 2-1; B1g — 4-2; B11 — 8-1; B1o— 8-2
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Atlikus tyrima, nustatyta, kad didziasias slopinimo koeficientas buvo trecig parg, By, B7 ir B
méginiuose — 63,5 proc., 55,8 proc. ir 62,9 proc. atitinkamai. Patogeninis grybas augantis terpéje su
2-1 bakterija, po trijy pary, buvo 63,5 proc. mazesnis, nei augant kontrolinése I1¢kstelése. Po dviejy
pary, vienintelé B. cereus bakterija neslopino patogeno, o B. circulans bakterija, po trijy pary, turéjo
silpng slopinima — 2,9 proc. Patogeninis grybas viso tyrimo metu buvo stipriai slopinamas daugumos
bakterijy — slopinimo koeficientas buvo didesnis nei 20 proc. Méginiy B7, Bg ir Bi2 slopinimo
koeficientai, tick po dviejy ir trijy pary matavimy buvo didZiausi, lyginant su kitomis bakterijomis.
Galima teigti, kad tiek etalonings, tiek 1§ dirvozemio iSskirtos bakterijos geba bent vidutiniskai
slopinti patogeninj F. graminearum 13121 gryba.

3.6 lentelé. Etaloniniy ir i§ dirvozemio i$skirty bakterijy slopinimo koeficientas (proc.) pries Fusarium
graminearum 5883 gryba

Slopinimo koeficientas tyrimo eigoje, proc.
Bakteriju kultiiros 2 para 3 para
Kontrolé¢ (mm) | 64 85
B 2,3 353
B> 141 11,8
B3 313 353
B4 16,4 26,5
Bs 15,6 11,8
Be 20,3 17,7
B7 47,7 52,4
Bs 14,1 35,3
Bg 64,8 50,6
Bio 25,8 29,4
B11 20,3 32,4
B2 51,6 52,4

Meéginiai su bakterijy kultiromis: B1 — B. cereus; B, — B. circulans; Bs; — B. coagulans; B4 — B. megaterium;
Bs — B. subtilis; B — B. sphaericus; By — 022-3; Bg — 022-4; Bg — 2-1; B1p — 4-2; B1; — 8-1; B1o— 8-2.

12 skirtingy bakterijy buvo pasodintos j atskiras Petri 1€kStutes kartu su patogenu ir vertinamas jo
slopinimas lyginant su kontrole (antrg parg — 64 mm, tre¢ig parg — 85 mm) (3.6 lentelé).

Labiausiai prislopintas patogenas buvo méginyje Bg— 64,8 proc. F. graminearum 5883 buvo taip pat
stipriai slopinamas ir kity méginiy, tokiy kaip - B3, B7 ir B1z, likusios bakterijos taip pat efektyviai
slopino $io patogeno augima. Po dviejy pary augimo silpniausiai §j patogena slopino etaloniné
bakterija B. cereus, kuri uz kontroling grupe buvo mazesné 2,3 proc. 3.6 paveiksle pateikiamas
vaizdinis Fusarium graminearum 5883 patogeninio grybo augimas su bakterijy slopinimu.
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3.5 pav. Fusarium graminearum 5883 augimo slopinimas etaloniniy ir i§ dirvozemio i$skirty bakterijy
poveikyje

Vertinant 3-Cios paros rezultaus, didziausias slopinimo koeficientas buvo fiksuojamas grybo
augancio B ir Bi> méginiuose — 52,4 proc. Maziausiai slopinamas patogeninis grybas buvo B; ir Bs
méginiuose, kuriuose buvo 11,8 proc. mazesnis uz kontroléje augantj F. graminearum 5883.

Vertinant abiejy pary rezultatus, galime teigti, kad patogeninio grybo F. graminearum 5883 augimas
buvo efektyviai slopinamas visy 12 skirtingy bakterijy.

K. Ntushelo ir kolegos, 2019 metais atliko tyrimg, kuriame nustatinéjo Bacillus spp. kultiry
atsparumas prie§ patogeninius Fusarium graminearum grybus aprasé, kad Sios bakterijos gali slopinti
patogeninius grybus ir biiti pritaikomos ekologiskame zemés iikio naudojime. Miisy atliktame tyrime
rezultatai sutapo, su literatiiroje aprasomais, todél galima teigti, kad dalis Bacillus spp. bakterijy
kulttiry gali biiti naudojamos kaip alternatyva cheminiams pesticidams ir taip pat s€ékmingai slopinti
Fusarium graminearum genciy patogeninius grybus [109].

3.5. Bacillus spp. antagonistiniy savybiy nustatymas pries fitopatogeninius grybus naudojant i$
dirvoZemio iSskirtas bakterijas, inkubuojant skirtingose temperatiirose — 25 °C ir 37 °C

Tiriant i§ dirvoZemio isskirty Bacillus spp. bakterijy antagonistinj poveikj fitopatogeniniy gryby
augimui, tyrimai buvo atlikti naudojant dvi inkubavimo temperatiiras — 25 °C - temperatiirg, palankia
grybo augimui ir 37 °C - temperatiirg, palankig sporiniy Bacillus spp. augimui.

3.5.1. Fusarium graminearum 13121 slopinimas inkubuojant 25 °C ir 37 °C Kkartu su i§
dirvoZemio iSskirtomis Bacillus spp. bakterijomis

3.7 paveiksle pateikiami duomenys (mm), kaip i§ dirvozemio iSskirtos bakterijos slopino
F. graminearum 13121 fitopatogeninj gryba, auginant 25 °C temperatiiroje. Vertinant antros paros
rezultatus, buvo nustatyta, kad nei viena i§ bakterijy neslopino fitopatogeninio grybo. Visi méginiai,
kuriuose patogenas augo kartu su skirtingomis bakterijomis, uzaugo daugiau nei kontroléje augantis
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méginys. TaCiau remiantis tre¢ios paros duomenimis, patogenas buvo labiausiai slopinamas Bs
meéginyje — 28 mm, kai kontrol¢ buvo uzaugusi 42 mm., likusios bakterijos, patogeno neslopino,
priesingai — su bakterijomis augantis patogeninis grybas buvo didesnis nei kontrolése l1¢kstelése. Tik
ketvirta parg buvo pastebimi ryskesni F. graminearum 13121 augimo slopinimai. Lyginant su
kontroline grupe — 64 mm, patogenas buvo slopinamas trijy bakterijy méginiuose: Bg, Bio ir B12 —
58 mm, 54 mm, 29,5 mm, atitinkamai. Penktg parg tyrimas buvo sustabdytas, kadangi kontrolé buvo
pasiekusi 85 mm. Visos bakterijos penktg parg neslopino patogeninio grybo, i$skyrus B12 méginyje
augancig bakterijg, kurios poveikyje patogenas uzaugo tik iki 31,5 mm, kai likusiuose méginiuose,
grybo skersmuo sieké 85 mm. Lyginant méginio B12 slopinimg su kity méginiy slopinimu viso tyrimo
metu, galima matyti, kad slopinimas buvo pastovus ir stiprus. Per keturias paras, grybas augdamas
kartu su §ia bakterija paaugo tik 4,5 mm.

F. GRAMINEARUM 13121 25 °C
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3.6 pav. Fusarium graminearum 13121 slopinimas i§ dirvozemio i$skirty Bacillus spp. bakterijy poveikyje,
auginant 25 °C temperatiiroje, mm

Meéginiai su bakterijy kultiiromis: By — 022-3; Bg — 022-4; Bg — 2-1; B1g — 4-2; B11— 8-1; B1» — 022-4

Norint jvertinti ar padidinus inkubavimo temperatiira sporinés bakterijos turés didesnés jtakos
fitopatogeniniy gryby slopinimui, tolimesni tyrimai vykdyti pakélus inkubavimo temperatiirg iki
optimalios bakterijy augimo temperatiros, t.y. iki 37 °C.

3.8 paveiksle pateikiami F. graminearum 13121 fitopatogeninio grybo augimo i dirvozemio i$skirty
bakterijy poveikyje, inkubuojant 37 °C temperatiiroje duomenys. Remiantis pateiktais duomenimis,
buvo nustatyta, kad §is patogeninis grybas prie 37 °C temperatiiros per pirmasias penkias paras
nepradéjo augti. Pirmasis grybo augimas buvo uzfiksuotas Sestg parg. Kontrolé uzaugo iki 13 mm
skersmens, 0 méginiuose Bio, B11 ir B2, 9 mm, 9 mm ir 12 mm atitinkamai, patogenas buvo mazesnio
skersmens, tai reiskia, kad grybas buvo slopinamas. Septintaja para (paskutiné matavimo para iki
tyrimas buvo sustabdomas) kontrolinése I€kstelése augantis F. graminearum 13121 iSaugo iki 49 mm
skersmens, o visuose kituose meéginiuose, kurie augo tiriamyjy bakterijy poveikyje, nustatytas
patogeno slopinimas. Stipriausiai buvo slopinamas patogenas augantis Bz méginyje — 14,5 mm, kiek
silpniau, patogenas buvo slopinamas méginiuose: B7, B1o, B11 ir B12 — 31,5 mm, 35 mm, 23,5 mm ir
20,5 mm atitinkamai. MaZiausias slopinimas buvo fiksuojamas Bg méginyje, patogeno skersmuo
augant Siame méginyje buvo vos 0,5 mm mazesnis nei auganc¢io kontrolinése 1eékstelése.

Atlikus §j tyrima, galima teigti, kad 37 °C temperatiira nebuvo palanki fitopatogeninio grybo augimui.
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3.7 pav. Fusarium graminearum 13121 slopinimas i§ dirvozemio i$skirty Bacillus spp. bakterijy poveikyje,
auginant 37 °C temperattroje, mm

Meéginiai su bakterijy kulttiromis: B; — 022-3; Bg — 022-4; Bg — 2-1; B1o — 4-2; B11— 8-1; B12 — 022-4

3.5.2. Fusarium graminearum 5883 slopinimas inkubuojant 25 °C ir 37 °C Kkartu su i§
dirvoZemio iSskirtomis Bacillus spp. bakterijomis

Zemiau 3.9 paveiksle, pateikiami Fusarium graminearum 5883 augancio prie 25 °C temperatiiros
duomenys.

F. GRAMINEARUM 5883 25 °C
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3.8 pav. Fusarium graminearum 5883 slopinimas i$ dirvoZemio i$skirty Bacillus spp. bakterijy poveikyje ,
auginant 35 °C temperatiiroje, mm

Meéginiai su bakterijy kultiiromis: By — 022-3; Bg — 022-4; Bg — 2-1; B1o — 4-2; B11— 8-1; B1» — 022-4

Matavimas buvo pradedamas po dviejy pary inkubavimo termostate 25 °C temperatiroje. Po dviejy
pary, grybo augimo slopinimas buvo nustatytas Be, Bio, B11 ir Bi2 méginiuose. Méginyje B7 ir Bg
(022-3 ir 022-4 bakterijos), fitopatogeno skersmuo buvo nustatytas didesnis nei kontrolinése
lekstelese. Trecios, ketvirtos ir penktos paros matavimo metu, matomas stiprus patogeno slopinimas
bakterijy Bo ir Bi2 poveikyje, bakterijy Bs, B ir Big poveikyje - vidutinio stiprumo slopinimas.
Méginyje su bakterija B7 silpnas slopinimas nustatytas tik paskuting matavimo parg — penktaja.
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F. GRAMINEARUM 5883 37 °C
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3.9 pav. Fusarium graminearum 5883 slopinimas i§ dirvoZemio i$skirty Bacillus spp. bakterijy poveikyje,
inkubuojant 37 °C temperattroje, mm

Meéginiai su bakterijy kulttiromis: B7 — 022-3; Bg — 022-4; Bg — 2-1; B1o — 4-2; B11— 8-1; B12 — 022-4

3.10 paveiksle matomi rezultatai lyginami atliktame slopinimo tyrime inkubuojant 25 °C ir prie
37 °C temperatiirose. Patogeninis grybas F. graminearum 5883, inkubuojant 37 °C temperatiiroje,
prieSingai nei 25 °C temperatiiroje, pirmasias penkias paras neparodé jokio augimo rezultato, tik
SeStaja para buvo fiksuojamas pirmasis augimas. Kontrol¢ uzaugo iki 14 mm skersmens, 0
maziausiai uzauges méginys buvo su bakterija Bg — 8 mm. Like méginiai buvo silpnai arba visai
neslopinami. Septinta parg buvo pastebimas didesnis fitopatogeniniy gryby augimo pokytis.
Kontrolé uzaugo iki 42 mm skersmens. MaZiausiai patogeninj gryba slopino Bz ir B11 méginiuose
esancios bakterijos — 33,5 mm ir 30 mm atitinkamai, lyginant su kontroline grupe. Méginiai su
bakterijomis Bg ir Bio buvo identifikuojami kaip vidutiniSkai slopinantys fitopageninj gryba, o
stipriausias slopinimas buvo fiksuojamas méginiuose su Bg ir Bi12 bakterijomis.

Atlikus tyrimg lyginant augimo skirtuma inkubuojant fitopatogeninj F. graminearum 5883 gryba
prie skirtingy temperatiiry, galime teigti, kad didesné temperatiira (37 °C) labiau slopino grybo
augima ir vystymasi, nei Zemesne (25 °C).

3.5.3. Fusarium graminearum 4 slopinimas i§ dirvoZemio i$skirtomis Bacillus spp. bakterijy
poveikyje, inkubuojant 25 ir 37 °C temperatiiroje

3.11 paveiksle pateikiami Fusarium graminearum 4 inkubuoto prie 25 °C temperatiroje
slopinimo rezultatai.
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3.10 pav. Fusarium graminearum 4 slopinimas i$ dirvozemio i$skirty Bacillus spp. bakterijy poveikyje,
inkubuojant 25 °C temperatiiroje, mm

Meéginiai su bakterijy kulttiromis: B7 — 022-3; Bg — 022-4; Bg — 2-1; B1o — 4-2; B11— 8-1; B12 — 022-4

Antrgja tyrimo para, nustatyta, kad visi bakterijy méginiai slopino fitopatogeninio
F. graminearum 4 augima. Treligjg parg, vienintelis méginys su Bg bakterija, buvo 0,5 mm
didesnis nei kontrolin¢ grupé — 52 mm. Visuose likusiuose meéginiuose, buvo fiksuojamas
patogeninio grybo slopinimas lyginant su kontroline grupe. Stipriausiai buvo slopinamas méginio
Bz — 29,5 mm. Ketvirtgja ir penktaja parg slopinimai buvo panaSiy reik§Smiy lyginant su
kontroline grupe, iSskyrus Bi2 méginio, slopinimas Siame méginyje pasireiské itin stipriau.
Ketvirta parg 31 mm lyginant su kontroline grupe 63 mm ir penktg parg 25,5 mm lyginant su 85
mm. Po tyrimo, galime teigti, kad bakterijos turéjo didesn¢ jtaka fitopatogenio grybo augimui,
nei temperatiira.

3.12 paveiksle pateikiami Fusarium graminearum 4 fitopatogeninio grybo slopinimo rezultatai
inkubuojamo su i§ dirvozemio iSskirtomis bakterijomis prie 37 °C.

F. GRAMINEARUM 4 37 °C
K B7 B8 "B9 mB10 mBll mB12

I I
Y Y
Lo
< 2 o ~
CERELE
coocoocooo III
2-4 PARA 5 PARA 6 PARA 7 PARA

3.11 pav. Fusarium graminearum 4 slopinimas i§ dirvozemio i$skirty Bacillus spp. bakterijy poveikyje,
inkubuojant 37 °C, mm
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Meéginiai su bakterijy kultiiromis: By — 022-3; Bg — 022-4; Bg — 2-1; B1g — 4-2; B11— 8-1; B1» — 022-4

Inkubuojant méginius 37 °C temperatiiroje, jy augimas pirmasias keturias paras nebuvo
fiksuojamas. Penktaja parg buvo atlikti pirmieji matavimai. Kontrolés skersmuo po penkiy
augimo pary buvo 14 mm, likusiuose méginiuose buvo matyti silpnas fitopatogeno slopinimo
rezultatas. Sestaja para, buvo nustatyta, kad kontrolés skersmuo padidéjo iki 26 mm, o daugiausiai
fitopatogeng slopinancios bakterijos buvo Bg ir Bi2 méginiuose, patogeninio grybo skersmuo
meéginyje sieké 20,5 mm ir 20 mm atitinkamai. Septintgja para, buvo nustatyta, kad B1> méginyje
esanti bakterija labai stipriai slopino fitopatogeninj gryba, leisdama jam uzaugti iki 25 mm, kai
kontroléje augantis grybas pasieké 52 mm skersmenj. Likusiuose méginiuose taip pat buvo
nustatytas silpnai vidutinis slopinimas.

3.5.4. Fusarium avenaceum slopinimas i§ dirvozemio iSskirty Bacillus spp. bakteriju poveikyje,
inkubuojant 25 °C temperatiiroje

F. AVENACEUM 25 °C
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3.12 pav. Fusarium avenaceum slopinimas i§ dirvozemio iSskirty Bacillus spp. bakterijy poveikyje,
inkubuojant 25 °C temperatiiroje, mm

Meéginiai su bakterijy kultiiromis: By — 022-3; Bg — 022-4; By — 2-1; B1g — 4-2; B11— 8-1; B1» — 022-4

3.13 paveiksle pateikiami bakterijy kultiiry slopinan¢iy Fusarium avenaceum patogeninio grybo
augima rezultatai prie 25 °C. Antrgja parg kontroléje buvo nustatytas 31 mm fitopatogeninio grybo
skersmuo. Lyginant §j rezultatg su kitais, tuo pac¢iu metu matuotais méginiais, buvo nustatyta, kad
tik du méginiai slopino gryba po dviejy pary — Bg ir Bi2 méginiuose esancios bakterijos. Gryby
augan¢iy kartu su Siomis bakterijomis vidutinis skersmuo buvo 22 mm ir 26 mm atitinkamai.
Likusios bakterijos fitopatogeninio grybo neslopino, prieSingai, jis uzaugo didesnis, nei
kontrolingje grupéje. Lyginant treciosios paros rezultatus, tos pacios dvi bakterijos Bg ir B2
labiausiai slopino grybo augima, taciau po trijy pary, tik vienas méginys B11 (59,5 mm), buvo
didesnis uz kontroling grupe (58 mm). Ketvirtosios paros rezultatuose kontrolinés grupés méginys
pasieké maksimumg, t.y. 85 mm. Sio matavimo metu, remiantis nurodytais rezultatais, galime
teigti, kad visuose méginiuose buvo nustatytas fitopatogeninio grybo slopinimas. Daugiausiai
buvo slopinama By ir B12 méginiuose - 43 mm ir 27 mm atitinkamai, o maziausiai slopinama Bg
meéginyje esanciy bakterijy.
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3.13 pav. Fusarium avenaceum slopinimas i$ dirvozemio iSskirty Bacillus spp. bakterijy poveikyje,
inkubuojant 37 °C temperatiiroje, mm

Meéginiai su bakterijy kulttiromis: B7 — 022-3; Bg — 022-4; Bg — 2-1; B1o — 4-2; B11— 8-1; B12 — 022-4

Rezultatai po méginiy inkubavimo 37 °C temperatiroje (3.14 pav). Pirmasias keturias paras, méginiai
terpéje neaugo, tik penktaja para, vienintelis méginys Bi1 iSaugo iki 5 mm skersmens. Po SeSiy
inkubavimo pary buvo fiksuojami visy meéginiy augimo rezultatai. Kontrolés skersmuo buvo 8§ mm,
kadangi tai buvo maziausias i§ visy matuoty méginiy, grybo slopinimo $estgja parg nebuvo. Tik po
septyniy pary, méginiuose buvo fiksuojamas Zymus augimas. Kontrolinés grupés skersmuo buvo 48
mm, silpnai vidutinis patogeno slopinimas nustatytas méginyje B7 — 41,5 mm, stiprus slopinimas By
méginyje — 32 mm, Bio méginyje silpnas slopinimas — 47 mm, Bi» — 33 mm, stiprus slopinimas.
Méginiai Bg ir B11 slopinimu nepasizyméjo, nes juose fitopatogeninio grybo skersmuo buvo didesnis
nei kontrolinéje grupéje. Atlikus §j tyrima, galime teigti, kad fitopatogeninio grybo Fusarium
avenaceum augimui jtakos turéjo tiek auksta temperatiira (37 °C), tiek bakterijos augancios kartu
vienoje terpéje.
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4. Rekomendacijuy dalis

Tyrimo metu buvo iSskirtos bakterijy kulturos 1§ dirvoZzemio ir tirtos jy antagonistinés savybés pries
augaly fitopatogeninius grybus — F. graminearum 13121, F. graminearum 5883, F. graminearum 4,
F. avenaceum ir A. flavus. Norint gauti tikslesnius duomenis, rekomenduotina atlikti bakterijy i$
dirvozemio molekulinj gryninimg. I$skirti bakterijy DNR seka, palyginti ja su literatiiroje randama
bakterijy DNR seky informacija ir taip konkreciai identifikuoti bakterijas, kurios buvo iSskirtos i§
dirvozemio. Tokie tyrimai nebuvo atliekami Siame darbe dél jrangos trikumo, taciau turint galimybe
geriau pasiruosti Siems tyrimams, biity galima gauti tikslesnius rezultatus.

Norint nustatyti tikslesnj antagonistinj bakterijy iSskirty i§ dirvozemio slopinimo poveikj pries
fitopatogeninius grybus, taip pat rekomenduojama atlikti jy i§skiriamy mikotoksiny kiekiy nustatyma.
Biity nustatomi mikotoksiny iSskiriami kiekiai normaliomis salygomis ir kuomet patogeninis grybas
yra slopinamas bakterijy. Gauti rezultatai palyginami ir nustatoma ar bakterija slopino tik grybo
micelio augima ar tuo padiu ir i§skiriamy j aplinka mikotoksiny kiekius. Sie darbai pareikalauty
daugiau iStekliy ir laiko, tod¢l tyrimus biity galima testi doktorantiiros studijy metu.

Kadangi nemaza dalis bakterijy pasizyméjo antagonistiniu aktyvumu prie$ fitopatogeninius grybus,
biity galima testi tyrimus su naujomis bakterijy kultiiromis, kad bty kuo daugiau istirty bakterijy ir
ju santykis su fitopatogeniniais grybais.

Atlikus Siuos tyrimus laboratorijos saglygomis, biity galima juo bandyti atkartoti in vivo salygomis,
kad patikrinti tikraji jy aktualumg ir svarbg biotechnologijy pramon¢je. Kadangi atliekant lauko
salygomis Siuos tyrimus, atsiranda daugiau veiksniy, kurie turi jtakos tiek grybo tiek bakterijos
augimui. Gautus rezultatus galima biity palyginti su in vitro atliktais tyrimy rezultatais ir pritaikyti
gautus rezultatus pramoninei gamybai.

BiotraSy gamybos procesas pradedamas mitybing terpg (nr. 1) supilant j autoklava (nr. 2). Naudojantis
siurbliais, sterili mitybiné terpé perpumpuojama j fermentatoriy (nr. 7). Tirta bakterijy kultira
(Bacillus spp. — B12) (nr. 4) yra sumaiSoma su buferiniu tirpalu kolbutéje (nr. 5) ir siurbliais
perpumpuojama kartu j fermentatoriy. Tinkama temperatiira, laikas yra nustatoma valdymo skydelyje
(nr. 6). Bakterijy kultliry suspensija fermentuojama 24 — 72 h, prie 37 °C temperatiiros. Procesui
taikoma nepertraukiamos fermentacijos technologija (angl. fed batch fermentation), kurios metu,
jvairiomis papildomomis maistinémis medziagomis yra papildomos fermentatoriuje augancios
bakterijy kultiiros. Fermentacijos metu ar jos pabaigoje per atlieky anga (nr. 8) gali biiti paSalinami
fermentacijos metu susidarg antriniai metabolitai ar kiti nepageidaujami produktai arba utilizuojami
ir tapdami kito fermentatoriaus inokuliantu. Po fermentacijos bakterijy suspensija keliauja pro filtrus,
kad biity atskiriamos didesnés auginimo terpés sankaupos. Po filtracijos, bakterijy suspensija
pumpuojama j gryninima t.y., centrifugavima (nr. 10). Suspensijoje esancios bakterijos centrifugos
pagalba yra nusodinamos, kad bty lengvesnis jy atskyrimas. Po $io proceso galima toliau gaminti
du skirtingus produktus: koncentruotas skystas bakterijy suspensijas arba (ir) sausg bakterijy kultiiros
biomase. Gaminant koncentruotas skystas bakterijy suspensijas, po centrifugavimo suspensijos
perkeliamos j rezervuarg (nr. 11), i§ kurio gali biiti pasalinama dalis vandens ir koncentruota bakterijy
suspensija (1x10* KSV/ml) gali biiti i$pilstomas j targ ir realizuojamas (nr. 12). Gaminant sausa
bakterijy biomase, yra taikomas ,,spray drying** procesas, kurio metu siurblys pompuoja i$ rezervuaro
(nr. 11) koncentruotag bakterijy suspensija j purStuving dziovykla (nr. 13), i§ kurios gary pavidalu
bakterijy biomasé yra nukreipiama j cikloninj separavima (nr. 14). Sausa bakterijy biomasé (nr. 15)
gali biiti sumaiSoma ir naudojama kartu su durpémis tr¢siant laukus arba vermikulito pavidalu.
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4.1 lentelé. Aparattirinés schemos dalys
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ISvados

1. IS dirvozemio buvo iSskirtos sporas formuojancios rizobakterijos, atlikus Gram‘o dazymo,
biocheminius identifikacinius metodus, nustatyta, kad visos (022-3, 022-4, 2-1, 4-2, 8-1, 8-2)
bakterijos turi Bacillus spp. bakterijy genciai buidingus pozymius, tokius kaip: gram-teigiamos,
aerobinés, ovalios formos, sporas formuojancios, ureazés fermenty neturinCios bakterijos.
Katalazés fermentus turéjo visos bakterijos, bet tik dalis (022-4, 4-2, 8-2) bakterijy gebéjo
hidrolizuoti krakmola.

2. Tyrimo metu nustatyta, kad Fusarium graminearum 4 fitopatogeninis grybas buvo efektyviai
slopinamas B1, B2, B3, B4, Bs, B7, Bs, B1o, B12 méginiuose, kuriuose buvo etaloniniy ir i$
dirvozemio iSskirty bakterijy. Bs, Bg ir B11 méginiai turéjo neigiamg slopinimo koeficientg —
grybo augimas buvo skatinamas. Fusarium avenaceum fitopatogeninis grybas efektyviausiai
buvo slopinamas By, B7 ir B11 bakterijy kultiiry méginiy. Fitopatogeninis Fusarium graminearum
13121 grybas buvo slopinamas stipriausiai, palyginus su kitais tirtais fitopatogeninias grybais.
Tiriant Fusarium graminearum 5883 fitopatogeninio grybo slopinima, buvo nustatyta, kad jj
efektyviai slopino visi bakterijy méginiai.

3. Inkubuojant méginius 25 °C temperatiiroje, fitopatogeniai grybai buvo stipriausiai slopinami B1.
méginyje, likusiuose méginiuose slopinimas buvo silpnas. Inkubuojant 37 °C temperatiiroje, buvo
nustatyta, kad aukStesné temperatiira neigiamai veikia fitopatogeny augimg. F. graminearum
13121 ir F. graminearum 5883 prad¢jo augti tik po penkiy pary, likusias dvi paras, jie buvo
efektyviai slopinami visy bakterijy méginiy. F. graminearum 4 ir F. avenaceum pradéjo augti po
keturiy pary, per likusias tris tyrimo paras fitopatogenai buvo stipriai slopinami Bi> méginyje
esanciy bakterijy kultiiry.

4. Istyrus i§ dirvozemio iSskirty Bacillus spp. bakterijy galimybes skatinti augaly augima, galima
teigti, kad vasariniy kvie¢iy seékly apdorojimas bakterijy suspensijomis, turéjo teigiamos jtakos
augalo i8dygimui, susidariusiy lapeliy skai¢iui, bei paties augalo svoriui.

51



Literatiiros sarasas

1. SUMBUL, A. ANSARI, R.A. RIZVI, R. and MAHMOOQOD, |. Azotobacter: A potential bio-
fertilizer for soil and plant health management. Saudi Journal of Biological Sciences. 2020, Vol. 27,
no. 12, p. 3634-3640. Prieiga per interneta: < https://doi.org/10.1016/j.5jbs.2020.08.004>.

2. SHAFI, J. TIAN, H. and JI, M. Bacillus species as versatile weapons for plant pathogens: a review.
Biotechnology & Biotechnological Equipment [interaktyvus]. 2017, Vol. 31, no. 3, p. 446-459.
Prieiga per internetg: <https://doi.org/10.1080/13102818.2017.1286950>.

3. RIAZ, U. MURTAZA, G. ANUM, W. SAMREEN, T. SARFRAZ, M. and NAZIR, M.Z. Plant
Growth-Promoting Rhizobacteria (PGPR) as Biofertilizers and Biopesticides BT - Microbiota and
Biofertilizers: A Sustainable Continuum for Plant and Soil Health. In: HAKEEM, K.R. et al.Sud.
[interaktyvus]. Cham: Springer International Publishing. 2021, p. 181-196. ISBN 978-3-030-48771-
3Prieiga per internetg: <https://doi.org/10.1007/978-3-030-48771-3 11>,

4. BENDER, S.F. WAGG, C. and HEIJDEN, M.G.A. VAN DER An Underground Revolution:
Biodiversity and Soil Ecological Engineering for Agricultural Sustainability. Trends in Ecology &
Evolution. 2016, Vol. 31, no. 6, p. 440-452. Prieiga per internety: <
https://doi.org/10.1016/j.tree.2016.02.016>.

5. BARDGETT, R.D. and PUTTEN, W.H. VAN DER Belowground biodiversity and ecosystem
functioning. Nature 2014 515:7528 [interaktyvus]. 2014, Vol. 515, no. 7528, p. 505-511. [zitréta
2023-04-20]. Prieiga per interneta: <https://www.nature.com/articles/nature13855>.

6. LONG, P.E. WILLIAMS, K.H. HUBBARD, S.S. and BANFIELD, J.F. Microbial Metagenomics
Reveals Climate-Relevant Subsurface Biogeochemical Processes. Trends in Microbiology. 2016,
Vol. 24, no. 8, p. 600-610. Prieiga per interneta: < https://doi.org/10.1016/j.tim.2016.04.006>.

7. KUZYAKOV, Y. and BLAGODATSKAYA, E. Microbial hotspots and hot moments in soil:
Concept & review. Soil Biology and Biochemistry. 2015, Vol. 83, p. 184-199. Prieiga per interneta:
< https://doi.org/10.1016/j.s0ilbi0.2015.01.025>.

8. YAHYA, G. and et al. Soil-Associated Bacillus Species: A Reservoir of Bioactive Compounds
with Potential Therapeutic Activity against Human Pathogens. Microorganisms. 2021, Vol. 9, no. 6.
Prieiga per interneta: < https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/34073963/>.

9. BEN-NOAH, I. and FRIEDMAN, S.P. Review and Evaluation of Root Respiration and of Natural
and Agricultural Processes of Soil Aeration. Vadose Zone Journal [interaktyvus]. 2018, Vol. 17,
no. 1, p. 170119. Prieiga per interneta: <https://doi.org/10.2136/vzj2017.06.0119>.

10. BEN-NOAH, I. and FRIEDMAN, S.P. Bounds to Air-Flow Patterns during Cyclic Air Injection
into Partially Saturated Soils Inferred from Extremum States. Vadose Zone Journal [interaktyvus].
2019, Vol. 18, no. 1, p. 180023. Prieiga per internetg: <https://doi.org/10.2136/vzj2018.01.0023>.

11. BEN-NOAH, I. NITSAN, I. COHEN, B. KAPLAN, G. and FRIEDMAN, S.P. Soil aeration using
air injection in a citrus orchard with shallow groundwater. Agricultural Water Management
[interaktyvus]. 2021, Vol. 245, p. 106664. Prieiga per internety:
<https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378377420322083>.

52


https://doi.org/10.1016/j.sjbs.2020.08.004
https://doi.org/10.1016/j.tree.2016.02.016
https://doi.org/10.1016/j.tim.2016.04.006
https://doi.org/10.1016/j.soilbio.2015.01.025

12. BEN-NOAH, I. NITSAN, I. and FRIEDMAN, S.P. Forced and natural gas movement in dry sand
— Barrel experiments and models. Soil Science Society of America Journal [interaktyvus]. 2020.
Vol. 84, no. 2, p. 425-442. Prieiga per interneta: <https://doi.org/10.1002/saj2.20042>.

13. THYNNE, E. SAUR, I.M.L. SIMBAQUEBA, J. OGILVIE, H. A. GONZALEZ-CENDALES, Y.
MEAD, O. TARANTO, A. CATANZARITI, A.-M. MCDONALD, M.C. SCHWESSINGER, B.
JONES, D.A. RATHJEN, J.P. and SOLOMON, P.S. Fungal phytopathogens encode functional
homologues of plant rapid alkalinization factor (RALF) peptides. Molecular Plant Pathology
[interaktyvus]. 2017, Vol. 18, no. 6, p. 811-824. Priciga per interneta:
<https://doi.org/10.1111/mpp.12444>.

14. SOYER, J.L. HAMIOT, A. OLLIVIER, B. BALESDENT, M.-H. ROUXEL, T. and FUDAL, I.
The APSES transcription factor LmStuA is required for sporulation, pathogenic development and
effector gene expression in Leptosphaeria maculans. Molecular Plant Pathology [interaktyvus].
2015, Vol. 16, no. 9, p. 1000-1005. Prieiga per interneta: <https://doi.org/10.1111/mpp.12249>.

15. SHRUTHI, U. NAGAVENI, V. and RAGHAVENDRA, B.K. A Review on Machine Learning
Classification Techniques for Plant Disease Detection. 2019 5th International Conference on
Advanced Computing & Communication Systems (ICACCS) . 2019. p. 281-284. .

16. LASINSKAITE-CERKASINA, Aldona, Alvydas Pavilionis ir Vytautas Vai¢iuvénas. Medicinos
Mikrobiologija ir virusulogijos pagrindai. Kaunas: Kauno medicinos universitetas. ISBN
9955686014.

17. FISHER, M.C. HENK, D.A. BRIGGS, C.J. BROWNSTEIN, J.S. MADOFF, L.C. MCCRAW,
S.L. and GURR, S.J. Emerging fungal threats to animal, plant and ecosystem health. Nature
[interaktyvus]. 2012,  Vol.484, no.7393, p.186-194. Priciga per interneta:
<https://doi.org/10.1038/nature10947>.

18. SAVARY, S. FICKE, A. AUBERTOT, J.-N. and HOLLIER, C. Crop losses due to diseases and
their implications for global food production losses and food security. Food Security [interaktyvus].
2012, Vol. 4, no. 4, p. 519-537. Prieiga per interneta: <https://doi.org/10.1007/s12571-012-0200-5>.

19. CASADEVALL, A. Don’t Forget the Fungi When Considering Global Catastrophic Biorisks.
Health Security [interaktyvus]. 2017, Vol. 15, no.4, p.341-342. Priciga per interneta:
<https://doi.org/10.1089/hs.2017.0048>.

20. VENKATESH, N. and KELLER, N.P. Mycotoxins in Conversation With Bacteria and Fungi
[interaktyvus]. 2019, vol. 10. Prieiga per internety:
<https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2019.00403>.

21. PITT, J.l. and MILLER, J.D. A Concise History of Mycotoxin Research. Journal of Agricultural
and Food Chemistry [interaktyvus]. 2017, Vol. 65, no. 33, p. 7021-7033. Prieiga per interneta:
<https://doi.org/10.1021/acs.jafc.6b04494>.

22. KAZLAUSKAITE, Sonata. Zeldiniy Apsauga: mokomoji knyga. Kaunas: Aleksandro
Stulginskio  universitetas, 2013. ISBN 9876094490460. Prieiga per internetg: <
http://dspace.lzuu.lt/handle/1/2579>.

23. D., R.-N.A. J., K.B. ELEFTHERIOS, M. and PETER, B. Cross-Domain and Viral Interactions
53



in the Microbiome. Microbiology and Molecular Biology Reviews [interaktyvus]. 2019, Vol. 83,
no. 1, p. e00044-18. Prieiga per internetg: <https://doi.org/10.1128/MMBR.00044-18>.

24. WANG, Q. VERA BUXA, S. FURCH, A. FRIEDT, W. and GOTTWALD, S. Insights Into
Triticum aestivum Seedling Root Rot Caused by Fusarium graminearum. Molecular Plant-Microbe
Interactions® [interaktyvus]. 2015, Vol.28, no.12, p.1288-1303. Priciga per internetg:
<https://doi.org/10.1094/MPMI-07-15-0144-R>.

25. BAI, G. and SHANER, G. Management and resistance in wheat and barley to fusarium head
blight. In: Annual review of phytopathology. 2004, Vol. 42, p. 135-161.

26. PITT, J.I. Mycotoxins: Deoxynivalenol and Other Trichothecenes. MOTARJEMI, Y .B.T.-E. of
F.S.Sud. [interaktyvus]. Waltham: Academic Press. 2014, p. 295-298. ISBN 978-0-12-378613-5.
Prieiga per interneta: <https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780123786128001931>.

27. CHANG, K.F. CONNER, R.L. HWANG, S.F. AHMED, H.U. MCLAREN, D.L. GOSSEN, B.D.
and TURNBULL, G.D. Effects of seed treatments and inoculum density of Fusarium avenaceum and
Rhizoctonia solani on seedling blight and root rot of faba bean. Canadian Journal of Plant Science
[interaktyvus]. 2014, Vol. 94, no. 4, p. 693-700. Prieiga per interneta:
<https://doi.org/10.4141/cjps2013-339>.

28. KHALEDI, N. TAHERI, P. and FALAHATI RASTEGAR, M. Ildentification, virulence factors
characterization, pathogenicity and aggressiveness analysis of Fusarium spp., causing wheat head
blight in Iran. European Journal of Plant Pathology [interaktyvus]. 2017, Vol. 147, no. 4, p. 897—
918. Prieiga per interneta: <https://doi.org/10.1007/s10658-016-1059-7>.

29. STAKHEEV, A.A. KHAIRULINA, D.R. and ZAVRIEV, S.K. Four-locus phylogeny of
Fusarium avenaceum and related species and their species-specific identification based on partial
phosphate permease gene sequences. International Journal of Food Microbiology [interaktyvus].
2016, Vol. 225, p. 27-37. Prieiga per internety:
<https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160516300782>.

30. THRANE, U. Fusarium. BATT, C.A. - TORTORELLO, M.L.B.T.-E. of F.M. (Second E.Sud).
[interaktyvus]. Oxford: Academic Press. 2014, p. 76-81. ISBN 978-0-12-384733-1. Prieiga per
interneta: <https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780123847300001415>.

31. SAMSON, R.A. VISAGIE, C.M. HOUBRAKEN, J. HONG, S.-B. HUBKA, V. KLAASSEN,
C.H.W. PERRONE, G. SEIFERT, K.A. SUSCA, A. TANNEY, J.B. VARGA, J. KOCSUBE, S.
SZIGETI, G. YAGUCHI, T. and FRISVAD, J.C. Phylogeny, identification and nomenclature of the
genus Aspergillus. Studies in mycology. 2014, Vol. 78, p. 141-173.

32. FRISVAD, J.C. HUBKA, V. EZEKIEL, C.N. HONG, S.-B. NOVAKOVA, A. CHEN, A..
ARZANLOU, M. LARSEN, T.0. SKLENAR, F. MAHAKARNCHANAKUL, W. SAMSON, R.A.
and HOUBRAKEN, J. Taxonomy of Aspergillus section Flavi and their production of aflatoxins,
ochratoxins and other mycotoxins. Studies in mycology . 2019. Vol. 93, p. 1-63.

33. KLICH, M.A. Aspergillus flavus: the major producer of aflatoxin. Molecular plant pathology.
2007, Vol.8, no.6, p.713-722. Priciga per internetg: https://doi.org/10.1111/j.1364-
3703.2007.00436.x

54



34. AMAIKE, S. and KELLER, N.P. Aspergillus flavus. Annual Review of Phytopathology
[interaktyvus]. 2011, Vol. 49, no. 1, p. 107-133. Prieiga per interneta:
<https://doi.org/10.1146/annurev-phyto-072910-095221>.

35. RUDRAMURTHY, S.M. PAUL, R.A. CHAKRABARTI, A. MOUTON, J.W. and MEIS, J.F.
Invasive Aspergillosis by Aspergillus flavus: Epidemiology, Diagnosis, Antifungal Resistance, and
Management. Journal of fungi (Basel, Switzerland). 2019, Vol. 5, no. 3.

36. KRISHNAN, S. MANAVATHU, E.K. and CHANDRASEKAR, P.H. Aspergillus flavus: an
emerging non-fumigatus Aspergillus species of significance. Mycoses [interaktyvus]. 2009, Vol. 52,
no. 3, p. 206-222. Prieiga per interneta: <https://doi.org/10.1111/j.1439-0507.2008.01642.x>.

37. EBBOLE, D.J. The Conidium. Cellular and Molecular Biology of Filamentous Fungi
[interaktyvus]. 2010, p. 577-590. ISBN 9781683671299. Prieiga per interneta:
<https://doi.org/10.1128/9781555816636.ch36>.

38. BALTUSSEN, T.JH. ZOLL, J. VERWELl], P.E. and MELCHERS, W.J.G. Molecular
Mechanisms of Conidial Germination in Aspergillus spp. Microbiology and molecular biology
reviews: MMBR. 2020, Vol. 84, no. 1.

39. BLACHOWICZ, A. RAFFA, N. BOK, JW. CHOERA, T. KNOX, B. LIM, F.Y.
HUTTENLOCHER, A. WANG, C.C.C. VENKATESWARAN, K. and KELLER, N.P. Contributions
of Spore Secondary Metabolites to UV-C Protection and Virulence Vary in Different Aspergillus
fumigatus Strains. mBio. 2020, Vol. 11, no. 1.

40. LV, C. JIN, J. WANG, P. DAI, X. LIU, Y. ZHENG, M. and XING, F. Interaction of water
activity and temperature on the growth, gene expression and aflatoxin production by Aspergillus
flavus on paddy and polished rice. Food Chemistry [interaktyvus]. 2019, Vol. 293, p. 472-478.
Prieiga per interneta: <https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814619308040>.

41. LOGAN, N.A. and VOS, P. De Bacillus. Bergey’s Manual of Systematics of Archaea and
Bacteria [interaktyvus]. 2015, p. 1-163. ISBN 9781118960608Prieiga per interneta:
<https://doi.org/10.1002/9781118960608.gbm00530>.

42. LIU, Y. LI, J. DU, G. CHEN, J. and LIU, L. Metabolic engineering of Bacillus subtilis fueled by
systems biology: Recent advances and future directions. Biotechnology Advances [interaktyvus].
2017, Vol. 35, no. 1, p. 20-30. Prieiga per internety:
<https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0734975016301458>.

43. SCHALLMEY, M. SINGH, A. and WARD, O.P. Developments in the use of Bacillus species
for industrial production. Canadian Journal of Microbiology [interaktyvus]. 2004, Vol. 50, no. 1,
p. 1-17. Prieiga per interneta: <https://doi.org/10.1139/w03-076>.

44. DIL, J. VAN and HECKER, M. Bacillus subtilis: from soil bacterium to super-secreting cell
factory. Microbial Cell Factories [interaktyvus]. 2013, Vol. 12, no. 1, p. 3. Prieiga per interneta:
<https://doi.org/10.1186/1475-2859-12-3>.

45. CUI, W. HAN, L. SUO, F. LIU, Z. ZHOU, L. and ZHOU, Z. Exploitation of Bacillus subtilis as
a robust workhorse for production of heterologous proteins and beyond. World Journal of
Microbiology and Biotechnology [interaktyvus]. 2018, Vol. 34, no. 10, p. 145. Prieiga per interneta:

55



<https://doi.org/10.1007/s11274-018-2531-7>.

46. CHERUKURI, P.K. SONGKIATISAK, P. DING, F. JAULT, J.-M. and XU, X.-H.N. Antibiotic
Drug Nanocarriers for Probing of Multidrug ABC Membrane Transporter of Bacillus subtilis. ACS
Omega [interaktyvus]. 2020, Vol.5, no.3, p.1625-1633. Priciga per interneta:
<https://doi.org/10.1021/acsomega.9b03698>.

47. ACEVEDO-ROCHA, C.G. GRONENBERG, L.S. MACK, M. COMMICHAU, F.M. and
GENEE, H.J. Microbial cell factories for the sustainable manufacturing of B vitamins. Current
Opinion in Biotechnology [interaktyvus]. 2019, Vol.56, p.18-29. Priciga per interneta:
<https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0958166918300740>.

48. SUMI, C.D. YANG, B.W. YEOQ, I.-C. and HAHM, Y.T. Antimicrobial peptides of the genus
Bacillus: a new era for antibiotics. Canadian Journal of Microbiology [interaktyvus]. 2014, Vol. 61,
no. 2, p. 93-103. Prieiga per interneta: <https://doi.org/10.1139/cjm-2014-0613>.

49. AFSHARMANESH, H. PEREZ-GARCIA, A. ZERIOUH, H. AHMADZADEH, M. and
ROMERO, D. Aflatoxin degradation by Bacillus subtilis UTB1 is based on production of an
oxidoreductase involved in bacilysin biosynthesis. Food Control [interaktyvus]. 2018, Vol. 94, p. 48—
55. Prieiga per interneta: <https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713518300999>.

50. ABBASNIAYZARE, S. SEDAGHATHOOR, S. and DAHKAE, M. Effect of Biofertilizer
Application on Growth Parameters of Spathiphyllum illusion. American-Eurasian J. Agric. &
Environ. Sci. 2012, Vol. 12, p. 669-673.

51. ORTIZ, A. and SANSINENEA, E. Recent advancements for microorganisms and their natural
compounds useful in agriculture. Applied microbiology and biotechnology. 2021, Vol. 105, no. 3,
p. 891-897.

52. WONG, C.K.F. and TEH, C.-Y. Impact of Biofertilizers on Horticultural Crops. Biofertilizers
[interaktyvus]. 2021, p. 39-103. |ISBN 9781119724995. Priciga per interneta:
<https://doi.org/10.1002/9781119724995.ch2>.

53. PATHAK, D. V KUMAR, M. and RANI, K. Biofertilizer Application in Horticultural Crops BT
- Microorganisms for Green Revolution: Volume 1: Microbes for Sustainable Crop Production.
PANPATTE, D.G. et al.Sud. [interaktyvus]. Singapore: Springer Singapore. 2017, p. 215-227. ISBN
978-981-10-6241-4. Prieiga per interneta: <https://doi.org/10.1007/978-981-10-6241-4_11>.

54. LA FUENTE CANTO, C. DE SIMONIN, M. KING, E. MOULIN, L. BENNETT, M.J.
CASTRILLO, G. and LAPLAZE, L. An extended root phenotype: the rhizosphere, its formation and
impacts on plant fitness. The Plant Journal [interaktyvus]. 2020, Vol. 103, no. 3, p. 951-964. Prieiga
per interneta: <https://doi.org/10.1111/tpj.14781>.

55. KHOSHRU, B. MITRA, D. KHOSHMANZAR, E. MYO, E.M. UNIYAL, N. MAHAKUR, B.
MOHAPATRA, P.K. Das PANNEERSELVAM, P. BOUTAJ, H. ALIZADEH, M. CELY, M.V.T.
SENAPATI, A. and RANI, A. Current scenario and future prospects of plant growth-promoting
rhizobacteria: an economic valuable resource for the agriculture revival under stressful conditions.
Journal of Plant Nutrition [interaktyvus]. 2020, Vol. 43, no. 20, p. 3062—3092. Priciga per internetg:
<https://doi.org/10.1080/01904167.2020.1799004>.

56



56. BASU, A. PRASAD, P. DAS, S.N. KALAM, S. SAYYED, R.Z. REDDY, M.S. and ENSHASY,
H. EL. Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) as Green Bioinoculants: Recent
Developments, Constraints, and Prospects [interaktyvus]. 2021, vol. 13, no. 3, p. 1140. Prieiga per
interneta: < https://doi.org/10.3390/su13031140>.

57. MEDFU TAREKEGN, M. ZEWDU SALILIH, F. and ISHETU, A.l. Microbes used as a tool for
bioremediation of heavy metal from the environment. YILDIZ, F.Sud. Cogent Food & Agriculture
[interaktyvus]. 2020, Vol. 6, no. 1, p. 1783174. Prieiga per internety:
<https://doi.org/10.1080/23311932.2020.1783174>.

58. FASUSI, O.A. CRUZ, C. and BABALOLA, 0O.0. Agricultural Sustainability: Microbial
Biofertilizers in Rhizosphere Management [interaktyvus]. 2021, vol. 11, no. 2, p. 163. Prieiga per
internetg: <https://doi.org/10.3390/agriculture11020163>.

59. BHARDWAJ, D. ANSARI, M.W. SAHOO, R.K. and TUTEJA, N. Biofertilizers function as key
player in sustainable agriculture by improving soil fertility, plant tolerance and crop productivity.
Microbial Cell Factories [interaktyvus]. 2014, Vol. 13, no. 1, p. 66. Priciga per interneta:
<https://doi.org/10.1186/1475-2859-13-66>.

60. NOSHEEN, S. AIMAL, I. and SONG, Y. Microbes as Biofertilizers, a Potential Approach for
Sustainable Crop Production [interaktyvus]. 2021, vol. 13, no. 4, p. 1868. Priciga per interneta:
<https://doi.org/10.3390/su13041868>.

61. GOVINDARAJAN, M. Larvicidal and repellent properties of some essential oils against Culex
tritaeniorhynchus Giles and Anopheles subpictus Grassi (Diptera: Culicidae). Asian Pacific Journal
of Tropical Medicine [interaktyvus]. 2011, Vol. 4, no.2, p.106-111. Prieiga per interneta:
<https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1995764511600473>.

62. STEVENSON, P.C. ISMAN, M.B. and BELMAIN, S.R. Pesticidal plants in Africa: A global
vision of new biological control products from local uses. Industrial Crops and Products
[interaktyvus]. 2017, Vol. 110, p. 2-9. Prieiga per interneta:
<https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669017305459>.

63. SPORLEDER, M. and LACEY, L.A. Chapter 16 - Biopesticides. ALYOKHIN, A. et al.Sud.
[interaktyvus]. San Diego: Academic Press. 2013, p. 463-497. ISBN 978-0-12-386895-4. Prieiga per
internetg: <https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780123868954000168>.

64. ZOU, J. JIANG, H. CHENG, H. FANG, J. and HUANG, G. Strategies for screening, purification
and characterization of bacteriocins. International Journal of Biological Macromolecules
[interaktyvus]. 2018, Vol. 117, p. 781-789. Prieiga per interneta:
<https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0141813018318270>.

65. JUTURU, V. and WU, J.C. Microbial production of bacteriocins: Latest research development
and applications. Biotechnology Advances [interaktyvus]. 2018, Vol. 36, no. 8, p. 2187-2200. Prieiga
per internetg: <https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0734975018301708>.

66. SALAZAR, F. ORTIZ, A. and SANSINENEA, E. Characterisation of two novel bacteriocin-like
substances produced by Bacillus amyloliquefaciens ELI149 with broad-spectrum antimicrobial
activity. Journal of Global Antimicrobial Resistance [interaktyvus]. 2017, Vol. 11, p. 177-182.

57


https://doi.org/10.3390/su13031140

Prieiga per internetg: <https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2213716517301558>.

67. ABRIOUEL, H. FRANZ, C.M.A.P. OMAR, N. Ben and GALVEZ, A. Diversity and applications
of Bacillus bacteriocins. FEMS Microbiology Reviews [interaktyvus]. 2011, Vol. 35, no. 1, p. 201-
232. Prieiga per interneta: <https://doi.org/10.1111/].1574-6976.2010.00244.x>.

68. FIRA, D. DIMKIC, 1. BERIC, T. LOZO, J. and STANKOVIC, S. Biological control of plant
pathogens by Bacillus species. Journal of Biotechnology [interaktyvus]. 2018, Vol. 285, p. 44-55.
Prieiga per internetg: <https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168165618305844>.

69. STEIN, T. Bacillus subtilis antibiotics: structures, syntheses and specific functions. Molecular
Microbiology [interaktyvus]. 2005, Vol.56, no.4, p.845-857. Prieiga per internety:
<https://doi.org/10.1111/].1365-2958.2005.04587.x>.

70. RATHORE, A.S. and GUPTA, R.D. Chitinases from Bacteria to Human: Properties,
Applications, and Future Perspectives. KUHN, H.Sud. Enzyme Research [interaktyvus]. 2015,
Vol. 2015, p. 791907. Prieiga per interneta: <https://doi.org/10.1155/2015/791907>.

71. KUMAR, M. BRAR, A. YADAV, M. CHAWADE, A. VIVEKANAND, V. and PAREEK, N.
Chitinases—Potential Candidates for Enhanced Plant Resistance towards Fungal Pathogens
[interaktyvus]. 2018, Vol. 8, no. 7, p. 88. Prieiga per internetg:
<https://doi.org/10.3390/agriculture8070088>.

72. SABER, W.ILA. GHONEEM, K.M. AL-ASKAR, A.A. RASHAD, Y.M. ALI, A A. and
RASHAD, E.M. Chitinase production by Bacillus subtilis ATCC 11774 and its effect on biocontrol
of Rhizoctonia diseases of potato. Acta Biologica Hungarica Acta Biologica Hungarica
[interaktyvus]. 2015, Vol. 66, no. 4, p. 436-448. Prieiga per interneta:
<https://akjournals.com/view/journals/018/66/4/article-p436.xml>.

73. WEIKERT, T. NIEHUES, A. CORD-LANDWEHR, S. HELLMANN, M.J. and
MOERSCHBACHER, B.M. Reassessment of chitosanase substrate specificities and classification.
Nature Communications [interaktyvus]. 2017, Vol.8, no.1, p.1698. Priciga per interneta:
<https://doi.org/10.1038/s41467-017-01667-1>.

74. SEO, D.-J. LEE, J.-H. SONG, Y.-S. PARK, R.-D. and JUNG, W.-J. Expression patterns of
chitinase and chitosanase produced from Bacillus cereus in suppression of phytopathogen. Microbial
Pathogenesis  [interaktyvus].  2014. Vol.73, p.31-36. Prieiga per interneta:
<https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0882401014000746>.

75. SUYOTHA, W. YANO, S. and WAKAYAMA, M. a-1,3-Glucanase: present situation and
prospect of research. World Journal of Microbiology and Biotechnology [interaktyvus]. 2016,
Vol. 32, no. 2, p. 30. Prieiga per interneta: <https://doi.org/10.1007/s11274-015-1977-0>.

76. LATGE, J.-P. The cell wall: a carbohydrate armour for the fungal cell. Molecular Microbiology
[interaktyvus]. 2007, Vol. 66, no. 2, p. 279-290. Prieiga per internety:
<https://doi.org/10.1111/].1365-2958.2007.05872.x>.

77. PLANAS, A. Bacterial 1,3-1,4-B-glucanases: structure, function and protein engineering.
Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Protein Structure and Molecular Enzymology [interaktyvus].
2000, Vol. 1543, no. 2, p. 361-382. Prieiga per interneta:

58



<https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0167483800002314>.

78. HAN, Q. WU, F. WANG, X. QI, H. SHI, L. REN, A. LIU, Q. ZHAO, M. and TANG, C. The
bacterial lipopeptide iturins induce Verticillium dahliae cell death by affecting fungal signalling
pathways and mediate plant defence responses involved in pathogen-associated molecular pattern-
triggered immunity. Environmental Microbiology [interaktyvus]. 2015, Vol. 17, no. 4, p. 1166-1188.
Prieiga per internetg: <https://doi.org/10.1111/1462-2920.12538>.

79. MILJAKOVIC, D. MARINKOVIC, J. and BALESEVIC-TUBIC, S. The Significance of
Bacillus spp. in Disease Suppression and Growth Promotion of Field and Vegetable Crops.
Microorganisms. 2020, Vol. 8, no. 7.

80. PRSIC, J. and ONGENA, M. Elicitors of Plant Immunity Triggered by Beneficial Bacteria
[interaktyvus]. 2020, vol. 11. Prieiga per internety:
<https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2020.594530>.

81. GAO, Y.-J. ZHU, H.-J. CHEN, Y. LI, Y.-H. PENG, Y.-F. and CHEN, X.-P. Safety Assessment
of Bacillus thuringiensis Insecticidal Proteins CrylC and Cry2A with a Zebrafish Embryotoxicity
Test. Journal of Agricultural and Food Chemistry [interaktyvus]. 2018, Vol. 66, no. 17, p. 4336—
4344, Prieiga per internetg: <https://doi.org/10.1021/acs.jafc.8b01070>.

82. GLICK, B.R. and GAMALERQO, E. Recent Developments in the Study of Plant Microbiomes
[interaktyvus]. 2021, wvol. 9, no. 7, p. 1533. Priciga per internetg: <
https://doi.org/10.3390/microorganisms9071533>.

83. Kayembe, C., and Nel. D. Challenges and opportunities for education in the Fourth Industrial
Revolution. African Journal of Public Affairs. 2019, Vol. 11, no. 3, p. 79-94. Priciga per interneta:
<https://www.researchgate.net/publication/340579335_Challenges_and_Opportunities_for_Educati
on_in_the_Fourth_Industrial_Revolution>.

84. SEENIVASAGAN, R. and BABALOLA, 0O.0. Utilization of Microbial Consortia as
Biofertilizers and Biopesticides for the Production of Feasible Agricultural Product [interaktyvus].
2021, vol. 10, no. 11, p. 1111. Prieiga per internetg: <https://doi.org/10.3390/biology10111111>.

85. BABALOLA, 0.0. KIRBY, B.M. ROES-HILL, M. LE COOK, A.E. CARY, S.C. BURTON,
S.G. and COWAN, D.A. Phylogenetic analysis of actinobacterial populations associated with
Antarctic Dry Valley mineral soils. Environmental Microbiology [interaktyvus]. 2009, Vol. 11, no. 3,
p. 566-576. Prieiga per interneta: <https://doi.org/10.1111/5.1462-2920.2008.01809.x>.

86. POVEDA, J. and GONZALEZ-ANDRES, F. Bacillus as a source of phytohormones for use in
agriculture. Applied Microbiology and Biotechnology [interaktyvus]. 2021, Vol. 105, no. 23,
p. 8629-8645. Prieiga per interneta: <https://doi.org/10.1007/s00253-021-11492-8>.

87. SOROKAN, A. VESELOVA, S. BENKOVSKAYA, G. and MAKSIMOV, I. Endophytic Strain
Bacillus subtilis 26D Increases Levels of Phytohormones and Repairs Growth of Potato Plants after
Colorado Potato Beetle Damage [interaktyvus]. 2021, vol. 10, no. 5, p. 923. Prieiga per interneta:
<https://doi.org/10.3390/plants10050923>.

88. SHAO, J. LI, Y. LI, Z. XU, Z. XUN, W. ZHANG, N. FENG, H. MIAO, Y. SHEN, Q. and
ZHANG, R. Participating mechanism of a major contributing gene ysnE for auxin biosynthesis in

59



Bacillus amyloliquefaciens SQR9. Journal of Basic Microbiology [interaktyvus]. 2021, Vol. 61,
no. 6, p. 569-575. Prieiga per interneta: <https://doi.org/10.1002/jobm.202100098>.

89. POVEDA, J. Use of plant-defense hormones against pathogen-diseases of postharvest fresh
produce. Physiological and Molecular Plant Pathology [interaktyvus]. 2020, Vol. 111, p. 101521.
Prieiga per internetg: <https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0885576520301892>.

90. ORTIZ, A. and SANSINENEA, E. The Role of Beneficial Microorganisms in Soil Quality and
Plant Health [interaktyvus]. 2022, vol. 14, no. 9, p. 5358. Priciga per interneta:
<https://doi.org/10.3390/su14095358>.

91. MITTER, E.K. TOSI, M. OBREGON, D. DUNFIELD, K.E. and GERMIDA, J.J. Rethinking
Crop Nutrition in Times of Modern Microbiology: Innovative Biofertilizer Technologies
[interaktyvus]. 2021, vol. 5. Prieiga per interneta:
<https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fsufs.2021.606815>.

92. SPRAKER, J.E. LUU, G.T. and SANCHEZ, L.M. Imaging mass spectrometry for natural
products discovery: a review of ionization methods. Natural Product Reports [interaktyvus]. 2020,
Vol. 37, no. 2, p. 150-162. Prieiga per internetg: <http://dx.doi.org/10.1039/CONP00038K>.

93. THOMAS, Lebin and Ishwar SINGH. Microbial Biofertilizers: Types and Applications.
Biofertilizers for Sustainable Agriculture and Environment. Delhi, India. 2019. ISBN 978-3-030-
18933-4. Prieiga per interneta: <https://doi.org/10.1007/978-3-030-18933-4_1>.

94. MACIK, Mateusz, Agata GRYTA and Magdalena Frac. Advances in Agronomy: Chapter Two -
Biofertilizers in agriculture: An overview on concepts, strategies and effects on soil microorganisms.
2020, Vol. 162, p. 31-87. ISBN 0065-2113. Priciga per internetg: <
https://doi.org/10.1016/bs.agron.2020.02.001>.

95. MOUSA A. ALLOUZI, M. and et al. Liquid biofertilizers as a sustainable solution for agriculture.
2022, Vol. 8, p. 12. PMID: 36619398. Prieiga  per interneta: <
https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2022.e12609>.

96. MAHANTY, T. and et al. Environmental Science and Pollution Research. Biofertilizers: a
potential approach for sustainable agriculture development. 2017, VVol. 24, p. 3315-3335. Prieiga per
interneta: < https://doi.org/10.1007/s11356-016-8104-0>.

97. M. EL-GHAMRY, A. and et al. Env. Biodiv. Soil Security: Nanofertilizers vs. Biofertilizers: New
Insights. 2018, Vol. 2, p. 51-72. Prieiga per interneta: <https://
doi:10.21608/jenvbs.2018.3880.1029>.

98. Sizar, O. Leslie, W.S. G. Unakal, C. Gram Positive Bacteria. [zitréta 2023-02-19]. StatPearls
[Interaktyvus]. 2023. Prieiga per interneta: <https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK470553/>.

99. KARIM, H. L, H. KURNIA, N. and JUNDA, M. Effectivity of Anatagonistic Bacteria in
Controlling of Fusarium Wilt Diseases of Banana (Musa paradisiaca) by in Vitro. Journal of Physics:
Conference Series [interaktyvus]. 2018, Vol. 1028, no.1, p.12014. Prieiga per interneta:
<https://dx.doi.org/10.1088/1742-6596/1028/1/012014>.

100. SINGER, J. and CYSNER, E. Urease Activity in Mycobacteriaceae. American Review of

60


https://doi.org/10.1016/bs.agron.2020.02.001
https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2022.e12609
http://dx.doi.org/10.21608/jenvbs.2018.3880.1029

Tuberculosis [interaktyvus]. 1952, Vol.65, no.6, p.779-782. Priciga per interneta:
<https://www.atsjournals.org/doi/abs/10.1164/art.1952.65.6.779>.

101. REINER Karen. Catalase Test Protocol. 2010. Prieiga per internetg: <
https://asm.org/getattachment/72a871fc-ba92-4128-a194-6f1bab5c3ab7/Catalase-Test-
Protocol.pdf>.

102. TAQ, J. CHEN, Q. CHEN, S. LU, P. CHEN, Y.JIN, J. L1,J. XU, Y. HE, W. LONG, T. DENG,
X.YIN, H. LI, Z. FAN, J. and CAO, P. Metagenomic insight into the microbial degradation of organic
compounds in fermented plant leaves. Environmental Research [interaktyvus]. 2022, Vol. 214,
p. 113902. Prieiga per interneta:
<https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0013935122012294>.

103. Starch Hydrolysis Test - Principle, Procedure, Uses and Interpretation. 2022 [zifiréta 2023-04-
01]. Prieiga per internetg: <https://microbiologyinfo.com/starch-hydrolysis-test/>.

104. LONE, T.A. REVATHI, C. and LONE, R.A. Isolation of Dye Degrading Bacillus Species from
the Soil near Dyeing Industry and Its Potential Application in Dye Effluent Treatment. American-
Eurasial Journal of Toxicological Sciences. 2015, vol. 7, no. 3. p. 129-135. Prieiga per interneta:
<https://idosi.org/aejts/7(3)15/2.pdf>.

105. AHAOQOTU, I. ANYOGU, A. NJOKU, O.H. ODU, N.N. SUTHERLAND, J.P. and OUOBA,
L.1.1. Molecular identification and safety of Bacillus species involved in the fermentation of African
oil beans (Pentaclethra macrophylla Benth) for production of Ugba. International Journal of Food
Microbiology [interaktyvus]. 2013, Vol.162, no.1, p.95-104. Prieciga per internety:
<https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160513000081>.

106. SHARMA, N. MALLICK, S. and SHARMA, D. Amylase producing efficiency of Bacillus
species isolated from Jammu soil [interaktyvus]. Journal of Mycopathological Research. 2018,
Vol.56, no. 2. p.123-128. ISSN  0971-3719.  Prieiga  per interneta: <
https://www.researchgate.net/publication/331072183 _Amylase producing_efficiency of Bacillus_
species_isolated_from_Jammu_soil>.

107. NISHA RIJAL. Starch Hydrolysis Test: Principle, Procedure, Results [interaktyvus].
Biochemical Tests. 2022. Prieiga per internetg: <https://microbeonline.com/starch-hydrolysis-test/>.

108. JINAL, N.H. and AMARESAN, N. Evaluation of biocontrol Bacillus species on plant growth
promotion and systemic-induced resistant potential against bacterial and fungal wilt-causing
pathogens. Archives of Microbiology [interaktyvus]. 2020, Vol. 202, no. 7, p. 1785-1794. Prieiga per
interneta: <https://doi.org/10.1007/s00203-020-01891-2>.

109. NTUSHELO, K. LEDWABA, L.K. RAUWANE, M.E. ADEBO, O.A. and NJOBEH, P.B. The
Mode of Action of Bacillus Species against Fusarium graminearum, Tools for Investigation, and
Future Prospects [interaktyvus]. 2019, vol. 11, no. 10, p. 606. Prieiga per internetg:
<https://doi.org/10.3390/toxins11100606>.

61



Publikacijy saraSas
Publikacijos baigiamojo darbo tema
PraneSimai konferencijy medziagoje

1. PECIULIS K., ZVIRDAUSKIENE R. Antagonistic activity of Bacillus spp. against
phytopathogenic fungi. 15" Baltic Conference on Food Science and Technology ,,Food R&D in
the Baltics and Beyond*“ FOODBALT 2022 Conference. Kaunas, Lithuania, 2022, 81. e-ISBN
978-609-02-1804-4

62



